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Zestaw - Cell Death Detection ELISAplus

Nr kat. 1 774 425 - 96 testow
Nr kat. 1 920 685 - 10 x 96 testow

Typ oznaczenia:
Zastosowanie:

Probki:

Specyficznos¢:

Metoda oznaczenia:

Czas pomiaru:
Czutos¢

Jednostopniowa ,,kanapka“ ELISA, kolorymetryczny

lloSciowy pomiar apoptozy bez znakowania komérek, odréznianie
apoptozy od nekrozy

Lizaty komérkowe, supernatanty z hodowli komérkowych,
surowica lub osocze

Specyficzne dla nukleosoméw zawierajacych jedno

i dwuniciowe DNA, gatunkowo niespecyficzne

Liza komorek, nastepnie immunochemiczne oznaczanie
fragmentéw DNA zwigzanych z histonami w plytce (o0znaczanie
nekrozy poprzez wykrywanie fragmentéw DNA zwigzanych

z histonami bezposrednio w supernatancie z hodowli,

bez lizy komérek)

3 godziny

< 600 komorek

Rysunek 1: Czuto$¢ zestawu Celi
Death Detection ELISAPUUS

na komérkach U937.

Lizat z CAM (czerwony],

Lizat bez CAM (niebieski).
Supernatant z CAM (z6tty).

Supernatant bez CAM (zielony).
100 100

komérki/dotek
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1lo$¢ peknie¢ nici DNA w komérkach apoptotycznych jest
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na odroznienie komorek apoptotycznych od nekrotycznych
Znakowanie koncéw DNA przy uzyciu dUDP zwigznego
fluoresceing nastepnie bezposrednig analize komorek
wyznakowanych fluorescencyjnie

1 - 3 godzin

Rysunek 3: Wykrywanie
apoptotycznych komorek
HL60 z uzyciem cytometru

przeptywowego z zestawem
In Situ Celi Death Detection

Kit, Fluorescein. Mieszanina
reakcji TUNEL (niebieski)

lub roztwér barwiacy (biaty)
lub PBS dla autofluorescenciji
(pomaranczowy).

Rysunek 4: Wykrywanie
komérek apoptotycznych
(zielony) w mikroskopie
fluorescencyjnym

we fragmencie tkanki

z rdzenia kregowego
szczura.
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Rysunek 2: Eksperyment
analizowany z uzyciem Celi
Death Detection ELISAplus
na komérkach U937.

Lizat (czerwony). Supernatant
(zielony). Czynnik wzbogacajacy
lizat (niebieski).

A

Rysunek 6: Wykrywanie komoérek
apoptotycznych z uzyciem
zestawu In Situ Celi Death
Detection Kit i znakowane
peroksydaza w $rédbtonku
krolika.

A
Rysunek 5: Srédbtonek krélika,
barwiony z uzyciem In Situ Celi
Death Detection Kit, TMR red



W tym Zeszycie

Ptasie przeciwciata IgY stanowig cenne, alternatywne w stosunku do przeciwciat
1gG ssakéw narzedzie w badaniach, diagnostyce i terapii. Produkcja ptasich
przeciwciatjest prosta i wydajna, gdyz IgY izolowane sgz z6ttek jaj kurzych.
Wiecej o tym Czytelnik znajdzie na stronie 597.

Alternatywne sktadanie RN A jest procesem zwiekszajgcym réznorodnos$¢ powsta-
jacych transkryptéw RNA i w konsekwencji réwniez biatek. Szacuje sie, ze
zjawisko to wystepuje w okoto 5-30% ludzkich genéw. Wiecej o tym Czytel-
nik moze przeczytaé na stronie 617.

Rozwijajace sie konczyny kregowcow sg powszechnie wykorzystywanym mode-
lem doswiadczalnym do badania mechanizmoéw réznicowania tkankowego. W
zwigzku z tym warto zajrze¢ do artykutu pt. ,,Gra w reke” na stronie 647.

Powstawanie i mineralizacja zebiny jest dobrze opisana w dwucze$ciowym donie-
sieniu na stronach 661 i 671.

W artykule na stronie 679 zebrano wiadomosci na temat kilku powszechnych me-
chanizmow odpowiedzialnych za kontrole metylacji DNA. Genetyczne, bio-
chemiczne i cytologiczne badania na ten temat sktaniajg do powigzania tego
procesu z metylacjghistondw, interferencjg RN A (RNAI) i modelowaniem struk-
tury chromatyny.
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ALEKSANDRA PRZELECKA
(25.XL.1920-18.09.2005)

W dniu 18 wrzesnia 2005 roku zmarta Aleksandra Przetecka (Lusia), wieloletni
pracownik i cztonek spotecznosci Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN, od lat zwigzana z kwartalnikiem ,,Postepy Biologii Komorki”. Zyta lat 85. Jej
ojcem byt Aleksander Napidrkowski, literat, dziatacz PPS, legionista. Ojciec zginat na
wojnie z Rosjg Sowieckgw roku 1920. Lusia urodzifa sie po jego $mierci. Matka Lusi
- Wiktoria Alicja Napidérkowska z domu Wysznacka - byta nauczycielka, znanym w
todzi pedagogiem. Tamze Aleksandra Napiorkowska ukoriczyta w roku 1938 szkote
$rednig i rozpoczeta studia na Wydziale Ogrodniczym w Wyzszej Szkole Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie. Podczas okupacji niemieckiej mieszkata w todzi i wraz z
matka uczestniczyta w tajnym nauczaniu. Od jesieni 1943 r. po styczen 1945 r. byla
rowniez mojg nauczycielkg. £6dz - przemieniona w Litzmannstadt zostata przez
okupantéw wigczona do Rzeszy Niemieckiej. Najej obszarze nie byto szkét dla dzieci
i mtodziezy polskiej. Nauczanie po polsku byto zabronione. Osobom tamigcym ten
zakaz grozito zestanie do obozu koncentracyjnego.

W nowo otwartym po zakoriczeniu Il wojny $wiatowej Uniwersytecie £6dzkim
(24.05.1945) Aleksandra Napidrkowska podjeta studia biologiczne, ktore zakonczyta
w 1949 roku. Réwnolegle ze studiami pracowata od 1945 roku w Zaktadzie Anatomii
i Cytologii Roslin Wydziatu Farmacji UL (od 1950 r. Akademii Medycznej), w czasie
studiow jako laborant, a po ich zakonczeniu na stanowisku asystenta. W lipcu 1949
roku wyszta za maz za Mariana Przeteckiego, wowczas starszego asystenta w Zakladzie
Logiki na Uniwersytecie £6dzkim, w latach pézniejszych profesora Uniwersytetu
Warszawskiego. W 1952 r. Przeteccy przeniesli sie z £ odzi do Warszawy. Od wrze$nia
tegoz roku Lusia zaczela pracowaé¢ naukowo w stolicy w Instytucie Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN. Tamze przeszta wszystkie kolejne etapy kariery
naukowej, od starszego asystenta do profesora nadzwyczajnego (1974) i profesora
zwyczajnego (1988).
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W latach 1952-1970 Aleksandra Przetecka pracowata w Zaktadzie Biochemii, ktérym
kierowat do roku 1967 prof. Wodzimierz Niemierko. W tym okresie, stosujac przede
wszystkim metody cytochemiczne, badata procesy przyswajania wosku przez mola
woskowego {Galleria mellonella) [1, 2]. Wraz ze swym uczniem Andrzejem
Dutkowskim opracowata metode zastosowania autoradiografr do badania lipidéw [3].

Stosujac te metode stwierdzita udziat komérek troficznych w syntezie RNA i
przekazywanie tych zwiazkéw do rozwijajacych sie oocytow [4, 5],

W Instytucie Nenckiego z poczat-
kiem 1971 r. wprowadzono radykalne
zmiany w jego strukturze. W ramach
Zaktadu Biologii Komoérki powstata
Pracownia Cytochemii Proceséw Wzro-
stu i Roznicowania. Owczesnie docent,
Aleksandra Przetecka objetajej kierow-
nictwo i sprawowala je do konca grudnia
1990 r., tojest do przejécia na emeryture.
Kierownictwo Pracowni przejat wow-
czas doc. Andrzej Sobota.

W roku 1973 z inicjatywy Aleksandry
Przeteckiej i przy jej znaczacym wspot-
udziale powstata Pracownia Mikroskopii
Elektronowej. Znajdowata sie ona w
strukturze Instytutu Nenckiego, ale od
zarania petnita jednoczesnie funkcje
pracowni srodowiskowej.

Aleksandra Przetecka propagowata
[6] i sama stosowata techniki transmi-
syjnej i skaningowej mikroskopii elektro-
nowej oraz mikroanalizy rentgenowskiej
[71, Byty one réwniez metodami szeroko
wykorzystywanymi przez osoby z Jej
Pracowni.

Tematyka badawcza Pracowni Cytochemii Proceséw Wzrostu i R6znicowania byta
zréznicowana. Prace dotyczace oocytéw owadéw nalezaty do mniej licznych.
Podstawowymi obiektami badawczymi staty sie pierwotniaki - orzeski i ameby. Na
Parameciutn badano warstwy powierzchniowe btony (ptaszcz) [8], endocytoze oraz
ultrastrukture i aktywnos$¢ matrycowg makronukleusa. U matej ziemnej ameby -
Acanthamoeba castellana - analizowano strukture i mechanizmy powstawania
depozytow wapniowych [9, 10].

Aleksandra Przelecka byta promotorem czterech rozpraw doktorskich: Andrzeja
Dutkowskiego (1967, wspolnie z Wiodzimierzem Niemierka), Wietnamczyka Dai duy
Bana (1974), Elzbiety Wyroby (1976) i Wandy Krawczynskiej-Niewiadomskiej (1977).
Dai duy Ban z Jej pomoca uzyskat w Polsce rowniez stopien doktora habilitowanego.
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Po powrocie do ojczyzny zostat dyrektorem instytutu w Hanoi. Elzbieta Wyroba jest
profesorem w Instytucie Nenckiego i przewodniczgcg Komitetu Cytobiologii PAN.

Aleksandra Przetecka byta osobg obdarzong wieloma zaletami, ale przede wszystkim
byta dobrym cztowiekiem i takim pozostanie w naszej pamieci.

Leszek KuZnicki
Instytut Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN

PRACE CHARAKTERYZUJACE AKTYWNOSC BADAWCZA
ALEKSANDRY PRZELECKIEJ
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PTASIE PRZECIWCIALA I1gY -
ZALETY | ZASTOSOWANIA

AVIAN ANTIBODIES IgY - ADVANTAGES AND APPLICATIONS

Rafat BUKOWSKI, Piotr PODLASZ, Krzysztof WASOWICZ

Zespot Anatomii Zwierzat, Katedra Morfologii Funkcjonalnej,
Wydziatlu Medycyny Weterynaryjnej, UWM, Olsztyn

Streszczenie: Ptasie przeciwciala IgY stanowig cenne, alternatywne w stosunku do przeciwciat 1gG
ssakéw narzedzie w badaniach, diagnostyce i terapii. Zalety IgY wynikajg z ich réznicy strukturalnej i
odlegtosci filogenetycznej od przeciwciat 1gG. Ptasie immunoglobuliny sg z sukcesem wykorzystywa-
nie w testach Western Blot, ELISA, immunoprecypitacji i immunohistochemii. Przeciwciata 1gY po-
zwalaja na terapie niektérych choréb bakteryjnych i wirusowych, gdy zawodzi leczenie konwencjonal-
ne. Produkcja ptasich przeciwciat jest prosta, wydajna i mato inwazyjna, gdyz IgY izolowane sg z
z6hek kurzych jaj. Stosunkowo nieduze zainteresowanie ptasimi przeciwciatami jest wynikiem braku
dostatecznej informacji o ich zaletach, technice pozyskiwania i mozliwos$ciach zastosowania. Celem
tego artykutu jest przedstawienie aktualnej wiedzy o ptasich IgY.

Stowa kluczowe: przeciwciala, ptasie przeciwciata zo6ttkowe, IgY.

Summary: Chicken egg-yolk antibodies are great, alternative to mammalian 1gG, tool in research, diagnostics
and therapy. Several advantages of IgY over conventional IgG are due to distinct structural and phylogenetic
difference. They are successfully used in immunoassays such as Western Blotting, ELISA, immunoprecipi-
tation, immunohistochemistry and others. Advanced IgY technology enables to treat some bacterial and viral
diseases where conventional therapy fails. Production of egg-yolk antibodies, as a minimally invasive
method, brings great benefit concerning animal welfare. Egg collection and further isolation ofdesired antibo-
dies is fast, simple and cost-effective. Lack of information, insufficient experience or simply reluctance to
new techniques is the main reason for moderate popularity oflgY. The objective ofthis paper is to provide
information on applications and advantages ofchicken IgY.

Keywords: antibodies, chicken egg yolk, IgY, immunoassays.

Jedng z najwazniejszych wiasciwosci immunoglobulin jest zdolno$¢ wigzania
antygenu. Immunoglobuliny od lat zajmujg wazne miejsce w badaniach naukowych,
diagnostyce i terapii. Stanowig wspaniate narzedzie pomocne w poznawaniu natury i
zwalczaniu chorob.
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Najczesciej uzywanymi przeciwciatami poli- i monoklonalnymi sg ssacze
immunoglobuliny IgG, ktdre pozostawiajgw cieniu nadal niedoceniane, cho¢ znane od
dawna ptasie immunoglobuliny IgY. Dotychczasowe badania IgY, oparte w wiekszosci
na ukfadzie immunologicznym kury domowej {Gallus domesticus), zapoczatkowat w
1893 r. Klemperer [10], ktéry jako pierwszy opisat u kur procesy przekazywania
biernej odpornosci przeciw toksynie tezcowej. Pomimo tak dtugiej historii kurze IgY
nie sa powszechnie wykorzystywane, co moze spowodowane jest brakiem informacji o
metodach pozyskiwania i mozliwych zastosowaniach ptasich przeciwciat. IgY moga
by¢ lepszym narzedziem diagnostycznym, badawczym i terapeutycznym niz konwen-
cjonalne 1gG, dzieki swym unikalnym cechom. Dodatkowym czynnikiem przemawia-
jacym na ich korzysc jest sposob otrzymywania, umozliwiajacy tatwe uzyskanie duzych
iloSci immunoglobulin, co przektada sie na nizsze koszta i tak wazny szczegdlnie dzisiaj
dobrostan zwierzat [21].

Polskojezyczne prace naukowe dotyczace przeciwciat zottkowych sg rzadkoscia.
Stosunkowo niedawno ukazat sie interesujacy artykut przegladowy o ich strukturze
i funkcjach [22]. Nadal jednak liczne mozliwe sposoby ich wykorzystywania nie sg
szeroko znane.

1gY jest gtbwnym przeciwciatem u ptakéw, gadow i ptazéw bedacym odpowiednikiem
ssaczych IgG. Jest przekazywane z surowicy matki do z6ttkajaja decydujgc o biernej
odpornosci zarodka, a pozniej wyklutego zwierzecia. Uklad odpornosciowy ptakow
ma réwniez odpowiedniki IgA i IgM, a prawdopodobne istnienie homologéw IgE i IgD
nie zostato do tej pory dowiedzione. Mimo podobienistw IgY znacznie rdznig sie budowg
chemiczng od IgG, albowiem catkowita masa czgsteczkowa przeciwciata kurzego jest
wieksza, wynosi ok 167 kDa (IgG -160 kDa), masa czgsteczkowa taricucha ciezkiego
wynosi 65 kDa (IgG - 50 kDa), lekkiego zas — 19 kDa (IgG - 23 kDa). tancuch ciezki
IgY ma 4 czesci state i | zmienng, region zawiasowy zas jest krotszy i mniej ruchomy
niz taki region 1gG [6],

Czasteczka IgY jest bardziej hydrofobowa [4,6], odporna na wahania temperatury
i pH w poréwnaniu z immunoglobulinami G.

Duza odlegtosé filogenetyczna pomiedzy ptakami a ssakami sprawia, ze odpowiedz
uktadu odpornosciowego kury na silnie konserwatywne {highly conserved) antygeny
ssakow jest bardzo intensywna [5]. Poréwnanie wiasciwosci i cech immunoglobulin
IgY oraz IgG przedstawiono w tabeli 1.

TERAPIA | PROFILAKTYKA

Zalety IgY wynikajace z ich odmiennej struktury wykorzystywane sa gtownie w
immunochemii, w diagnostyce i badaniach naukowych, terapii i profilaktyce. Stosuje
sie je miedzy innymi w testach ELISA, Western Biot, immunoprecypitacji, immuno-
histochemii i sortowaniu komorek. W praktyce klinicznej moga zastepowac lub wspieraé¢
terapie antybiotykowa w niektorych przypadkach, np. lekoopornosci drobnoustrojow.
Znane jest ich skuteczne dziatanie profilaktyczne przeciwko chorobom bakteryjnymi
wirusowym. Trwajg intensywne badania nad zastosowaniem IgY w ksenotransplantacji.
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TABELA 1. IgY kontra IgG - poréwnanie

Typ przeciwciat

IgY

19G

Zwierze Ptaki - kura, kaczka Ssaki — mysz, krolik, koza
Zrodio izolacji Z6ktko jaja Surowica

1los¢ Ig Duza Ograniczona

Izolacja Prosta, tania, nieinwazyjna Kosztowna, stresogenna
Uktad dopetniacza ssakéw Brak wigzania Wigzanie

Czynnik reumatoidalny Brak wigzania Wiazanie

Receptory Fc Brak wigzania Wigzanie

Ilg HAMA Brak wigzania Wiazanie

Bakteryjne biatka A lub G Brak wigzania Wiazanie

Antygeny ssakow

Aktywnos$¢ i wartosciowose

Mata homologia, wysoka
immunogenno$¢

Wysoka

Wysoka homologia, nizsza
immunogenno$¢

Srednia

599

antygenowa — awidno$¢

Ro6znice w budowie fragmentu Fc znacznie redukujg tto w reakcjach immuno-
chemicznych, poniewaz nie wiazg sie z ssaczym czynnikiem reumatoidalnym RF
(rheumatoidfactor) czy z przeciwciatami HAMA (human anti-mouse IgG antibodies)
[3]. Czynnik RF, odpowiedzialny za reumatoidalne zapalenie stawdw pojawia sie rowniez
przy innych schorzeniach, a wystepowa¢ moze nawet u osobnikéw zdrowych, jest
autoprzeciwciatem wigzacym IgG [9]. Coraz powszechniejsze stosowanie, gtownie u
ludzi, mysich przeciwciat monoklonanych zwieksza liczbe pacjentéw z immuno-
globulinami HAMA. W przypadku IgY niedogodnosci te sg wykluczone [12,13].

Ptasie IgY nie aktywujg réwniez uktadu dopetniacza ssakéw [13], nie acza sie z
receptorami Fc obecnymi na komdrkach uktadu krwionosnego, co podnosi czutosc i
specyficznos¢ cytometrii przeptywowej [15]. IgY nie wchodzg w reakcje z biatkami
bakteryjnymi: gronkowcowym A i paciorkowcowym G, proteinami, ktére wykazuja
zdolnos$¢ wigzania 1gG [7].

Przeciwciata ptasie moga zastepowac lub wspomagac¢ konwencjonalne farmaceutyki
w leczeniu chordb uktadu pokarmowego i oddechowego ludzi oraz zwierzat, co jest
szczegoblnie wazne przy wzrastajgcej liczbie trudnych klinicznie przypadkéw czy
antybiotykoopomosci drobnoustrojow.

Kurze przeciwciata podawane doustnie wykazuja skuteczno$¢ w schorzeniach uktadu
oddechowego o podtozu bakteryjnym czy wirusowym, nie wykazujac przy tym zadnych
efektéw ubocznych. Przeciwwskazaniemjestjedynie alergia pokarmowa na biatko kurze.
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Immunoglobuliny, jak wszystkie biatka, poddane sg procesom denaturacji w przewodzie
pokarmowym, ale stwierdzono, ze mimo rozpadu na fragmenty Fab i Fc, czesSci Fab
nadal majg witasciwosci wigzania antygenu [1]. Pokrycie IgY polimerami, zamkniecie
w liposomach czy zastosowanie zwigzkéw neutralizujgcych kwasne pH znacznie podnosi
ich efektywnos$¢ farmakologiczna [19].

Najlepsze efekty terapeutyczne obserwowano u noworodkéw, u ktérych pH soku
zotadkowego jest prawie obojetne. W grupie cielat doswiadczalnie zakazanych Salmo-
nella typhimurium czy S. dublin, zwierzeta, ktdrym podawano sproszkowane
przeciwciata przeciwko tym patogenom, przezywaty, przy 100% $miertelnosci osob-
nikow kontrolnych [23]. Podobne efekty uzyskano przy infekcjach bydlecym korona-
wirusem BCV. Cieleta pozbawione specyficznej, antywirusowej ochrony w postaci
IgY skierowanych przeciw BCV padaty. Antywirusowe immunoglobuliny IgY
zapewniaty prawidtowy rozwdj i przezywalnos¢ cielat [8].

Juz kilkanascie lat temu uzyskano linie komérkowe produkujgce kurze przeciwciata
monoklonalne [17]. Zyskaty one jednak rozgtos dopiero pod koniec lat dziewiec-
dziesiatych, kiedy zespdtjaponskich naukowcow uzyskat linie komdrkowe produkujgce
monoklonalne IgY przeciwko ssaczym, bydlecym i ludzkim biatkom. Przeciwciata te
moga by¢ wykorzystywane w diagnostyce choréb prionowych [16].

Ksenotransplantacja jest kolejng dziedzing, w ktérej znalazty zastosowanie kurze
immunoglobuliny. Podstawg ich wykorzystania w przeszczepach tkanek miedzy
gatunkami jest brak zdolnosci wigzania uktadu dopetniacza ssakéw i fragmentu Fc.
Przy przeszczepach pomiedzy $winig domowa a cztowiekiem znaczaco zmniejszaja
ryzyko odrzutu poprzez blokade ksenoreaktywnych przeciwciat ludzkich [14].

Surowice przeciwko jadom wezy, skorpionéw i pajgkéw, otrzymywane najczesciej
z krwi immunizowanych koni, moga czasami powodowaé wystgpienie efektow
ubocznych - choroby posurowiczej czy szoku anafilaktycznego. Ptasie immunoglobuliny
przeciwjadowe eliminujate zagrozenia (z wyjatkiem osobnikéw uczulonych na biatko
jaja kurzego), przez co moga by¢ racjonalna alternatywa uzasadniong wiekszym
bezpieczenstwem stosowania i znacznie nizszymi kosztami produkcji [20].

Z6ktko zawiera $rednio 100-400 mg IgY. Kura znosi ok. 20 jaj w miesiacu, co daje
2-3 g czystego IgY miesiecznie, w zaleznosci od metody izolacji. Znane liczne sposoby
oczyszczania i frakcjonowania pozwalajg na dob6r odpowiedniego postepowania w
zaleznosci od indywidualnych potrzeb, mozliwosci finansowych i czasowych. Obok
dostepnych komercyjnych zestawOw do izolacji IgY mozna stosowac metody z uzyciem
glikolu polietylenowego (PEG), chloroformu, alkoholu izopropylowego, siarczanu
dekstranu lub alginianu sodowego. Powszechnie stosowane sg takze metody chroma-
tograficzne, frakcjonowanie zelowe czy precypitacja etanolowa [2], W przeciwienstwie
do produkcji przeciwciat u typowych zwierzat laboratoryjnych (najczesciej krolik i
mysz), nie ma potrzeby skrwawiania — stresogenne sgjedynie zabiegi immunizacji.
Antygen podawany jest najczesciej w miegsien piersiowy lub podskdrnie, przy czym
iniekcja domigéniowa daje znacznie silniejszg i bardziej specyficzng odpowiedz
immunologiczna. Obok adjuwantu Freunda stosuje sie réwniez inne, np. Hunters Titer
Max, Specol itp. Schematy czasowe szczepien zblizone sg do stosowanych rutynowo u
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zwierzat laboratoryjnych, z tym ze pierwsza immunizacja zalecanajest przed wejsciem
ptakéw w okres niesnosci.

Obok typowych antygenéw uzywanych do immunizacji coraz wiekszg popularno$é
zdobywajg szczepionki DNA. W wielu przypadkach, kiedy otrzymanie konwen-
cjonalnego antygenu jest bardzo trudne, kosztowne, a czasem wrecz niemozliwe, z
pomoca przychodzi biologia molekularna i inzynieria genetyczna [11].

Znajomos¢ sekwencji DNA kodujacej okreslony fragment antygenu lub caty antygen
pozwala na skonstruowanie wektora, ktéry bedzie ulegat ekspresji w hodowlach
bakteryjnych lub komérkach immunizowanych zwierzat. Biatka produkowane przez
kultury bakteryjne stanowigjuz typowe antygeny mogace by¢ uzyte do immunizacji.
Inng mozliwos$¢ otwierajg eukariotyczne wektory pozwalajace na ekspresje antygenu
w komérkach immunizowanych zwierzat laboratoryjnych. Przeprowadzono udane proby
otrzymywania kurzych IgY za pomocagszczepionek DNA [18].

Przedstawiony powyzej szeroki wachlarz mozliwych zastosowan kurzych przeciwciat
w diagnostyce, terapii i badaniach naukowych, przy relatywnej prostocie i niskich
kosztach otrzymywania, powinien sktania¢ do ich czestszego stosowania. Odlegtos¢
filogenetyczna, odmiennos¢ strukturalna i wynikajace z tego wiasciwosci to kolejne
argumenty przemawiajgce za uzywaniem ptasich IgY. Nie bez znaczeniajest rowniez
fakt, ze kurze przeciwciata pozyskuje sie w sposob bezkrwawy, oszczedzajacy cierpien
zwierzetom laboratoryjnym.
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REGULATION OF SYMPLASTIC CONTINUITY IN PROCESSES
OF GROWTH AND DEVELOPMENT IN PLANTS

Katarzyna SOKOLOWSKA

Instytut Biologii Roslin, Uniwersytet Wroctawski

Streszczenie: Zjawiska tacznosci i izolacji symplastowej sg zwigzane z procesem komunikacji miedzy-
komarkowej, w ktérym istotng role petnig plazmodesmy. Poprzez zmiane stanéw konformacyjnych
tych struktur mozliwajest albo swobodna wymiana zwiazkéw niskoczasteczkowych w przypadku otwar-
tych plazmodesm, albo jej catkowite zahamowanie przy ich zamknigciu. Stopien komunikacji miedzy-
komoérkowej moze by¢ takze regulowany poprzez tworzenie nowych plazmodesm oraz likwidacje juz
istniejacych. W stanie fgcznosci symplastowej znajduja sie komoérki petniace podobne funkcje lub nie-
zr6znicowane. Natomiast, gdy komorki petnig odrebne funkcje albo rozpoczynajg proces réznicowania,
pojawia sie izolacja symplastowa. Zjawiska tacznosci i izolacji symplastowej sg powszechne w organi-
zmach roslinnych. Wystepuja w tkankach zaréwno merystematycznych, jak i w petni zréznicowanych.
Umozliwienie komunikacji miedzykomérkowej w przypadku tgcznosci symplastowej albo wydzielenie
pewnych grup komérek dzigki izolacji reguluje procesy wzrostu i rozwoju oraz zapewnia prawidtowe
funkcjonowanie dojrzatych struktur roslinnych.

Stowa kluczowe: plazmodesmy, izolacja symplastowa, taczno$¢ symplastowa, komunikacja miedzyko-
morkowa, pole i domena symplastowa.

Summary: Symplastic isolation and symplastic continuity are related to a process of cell-to-cell commu-
nication via plasmodesmata. Functional states of plasmodesmata are dynamically changing. Opened
plasmodesmata facilitate symplastic transport between cells. Closed plasmodesmata isolate a cell or a
group of cells and assure their functional integrity. Cell-to-cell communication may also be regulated
due to formation of new plasmodesmata and elimination of existing ones. Symplastic continuity is
present between mature cells, which perform the same functions, as well as between cells of undiffe-
rentiated structures and organs. The cells performing different functions or beginning a differentiation
are symplastically isolated. The phenomenon of symplastic isolation is universal in plant organisms. It
has been detected in meristematic tissues and in fully differentiated structures. Symplastic continuity,
which makes intercellular communication possible and symplastic isolation, which separates particular
groups of cells, both regulate processes of growth and development and guarantee proper functioning of
cells in mature plant structures.

Key words: plasmodesmata, symplastic isolation, symplastic continuity, cell-to-cell communication,
symplastic domains, symplastic fields.
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Wiekszos$¢ organizméw roslinnych, w tym niektdre glony, mszaki, paprotniki i rosliny
nasienne, sktada sie z dwoch, wzajemnie przenikajgcych sie systeméw: symplastu i
apoplastu. Mianem symplastu okreslamy system protoplazmy poszczegoélnych komérek
potaczony plazmodesmami. Natomiast w sktad apoplastu wchodzg pozostate elementy
komorek, czyli system potaczonych écian komérkowych [27].

W obrebie catego organizmu roslinnego symplast nie jest uktadem ciggtym, ale tworzy
mozaike obszaréw izolowanych symplastowo. O obecnosci ograniczen w transporcie
symplastowym zwigzkéw niskoczasteczkowych i makroczasteczek, czyli takze o stopniu
komunikacji miedzykomoérkowej zachodzgcej w obrebie symplastu, wnioskujemy na
podstawie rozprzestrzeniania sie symplastowych barwnikéw fluorescencyjnych. Zwiazki
te, np. fluoresceina ijej pochodne [5,6,19,28,30,41,47,54,60], Lucyfer Yellow [14,
49, 56], HPTS [22, 31, 72] wprowadzone do symplastu sg transportowane miedzy
komorkami przez plazmodesmy i nie dyfundujg do apoplastu. Dzieki temu analiza
rozprzestrzeniania sie omawianych fluorochroméw pozwala okres$li¢ stopien tacznosci
symplastowej miedzy komérkami, czyli maksymalng mase czasteczek, jakie moga by¢
w badanej tkance transportowane przez plazmodesmy. W zwiazku z tym, jesli miedzy
poszczegb6lnymi komérkami transport symplastowych barwnikéw fluorescencyjnych
zachodzi swobodnie, komorki te znajdujg sie w stanie tgcznosci symplastowej. Oznacza
to, ze molekuty o takiej samej masie jak stosowany znacznik fluorescencyjny lub mniejsze
moga swobodnie dyfundowac przez plazmodesmy. Natomiast jesli transport fluoro-
chromoéw jest zahamowany, mamy do czynienia ze zjawiskiem izolacji symplastowej
[17]. O stopniu tacznosci symplastowej miedzy komdrkami decyduja plazmodesmy.
Za ich posrednictwem ciggtos¢ symplastu jest regulowana na dwa sposoby. Po pierwsze
nastepuje modyfikacja stanu konformacyjnego plazmodesm. Po drugie, moze zachodzi¢
zmiana liczby plazmodesm wystepujgcych miedzy poszczegélnymi komérkami. W tym
przypadku dochodzi albo do eliminacji istniejgcych plazmodesm pierwotnych i wtérnych,
albo do tworzenia nowych, wtérnych plazmodesm [13]. Zjawiska tgcznosci i izolacji
symplastowej decydujg o procesie komunikacji miedzykomaorkowej, a przez to istotnie
wplywajg na przebieg procesdw wzrostu, rozwoju i réznicowania sie roslin [34, 46].

1.1. Plazmodesmy - dynamiczne bramki decydujace o tgcznosci symplastowej

Plazmodesmy sag waskimi kanatami cytoplazmatycznymi przenikajacymi $ciane
komorkows [38, 39, 43, 51, 58, 64, 74]. Stanowig ztozony kompleks zbudowany z
bton biatkowo-lipidowych i biatek (ryc. 1).

Kanat cytoplazmatyczny plazmodesmy wysciela plazmalemma, w jego centrum
znajduje sie cylinder zespolonego retikulum endoplazmatycznego (ER) okreslany jako
desmotubula. Na powierzchni cylindra ER utozone sg biatka globulame. Zespolone
ER potaczone jest z plazmalemma wiezadtami biatkowymi, ktore tacza biatka
zewnetrznej powierzchni cylindra ER z biatkami umieszczonymi na plazmalemmie.
Przestrzen, w ktérej znajdujg sie wiezadta, okreslana jest mianem rekawa [39, 51]. W



REGULACJA £ ACZNOSCI SYMPLASTOWEJ U ROSLIN 605

RYCINA 1. Schemat budowy plazmodesmy pierwotnej (wg Lucas i in. [1993], zmienione)

sktad plazmodesm wchodzg takze elementy cytoszkieletu komérkowego: filamenty
aktynowe [71] w potaczeniu z miozyng lub biatkami podobnymi do miozyny [55] sg
utozone helikalnie w rejonie szyjki i wzdtuz catego cylindra ER oraz nanofilamenty
centryny obecne jedynie w regionie szyjki [4].

Przez wiekszos¢ plazmodesm swobodnie transportowane sg zwiazki 0 masie
czasteczkowej mniejszej niz 1000 Da [23]. Liczba ta stanowi tzw. warto$¢ graniczng -
SEL (size exclusion limit). Warto$¢ SEL moze sie zmienia¢ i zalezy czesto od gatunku,
rodzaju i wieku tkanki oraz organu [7, 17, 23, 29, 45], obecnosci jonéw dwuwar-
tosciowych [16], infekcji wirusowej [8,9, 30, 33, 69, 70], warunkéw $rodowiskowych
[7], a takze od zastosowanych metod badawczych [41, 48, 55, 74].

Plazmodesmy wystepujg w trzech stanach konformacyjnych: otwartym {open),
zamknietym {closed) i rozszerzonym {dilated). Rodzaj stanu konformacyjnego reguluje
stopien tacznosci symplastowej. W stanie zamknietym nie zachodzi transport
symplastowy miedzy komérkami, w zwigzku z tym komérka, ktorej plazmodesmy sg
zamkniete, jest izolowana symplastowo od komorek sgsiadujgcych. W stanie konforma-
cyjnym otwartym nastepuje wymiana zwigzkoéw niskoczasteczkowych, ktérych masa
miesci sie w granicach SEL. Wowczas komorka znajduje sie w stanie tgcznosci symplas-
towej z komdérkami otaczajgcymi. W stanie rozszerzonym przez plazmodesmy zachodzi
transport zwigzkdw o masie wiekszej niz SEL danej tkanki. Sgto na og6t makroczasteczki,
takie jak: wirusowe biatka MP [9, 30, 59], czynniki transkrypcyjne [32, 44, 62], biatka
endogenne [37, 63]. Oczywiscie komorki, ktérych plazmodesmy znajdujg sie w stanie
rozszerzonym, sg w tgcznosci symplastowej z komérkami sasiadujacymi [74]. Transport
makroczasteczek odgrywa istotng role w procesach wzrostu i rozwoju roslin [10,25, 37,
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40], Moze on zachodzi¢ na dwa sposoby. Po pierwsze makroczasteczki (np. biatko GFP)
moga by¢ transportowane przez plazmodesmy w drodze dyfuzji. Tego typu transport
okreslamy jako nieukierunkowany (non-targeted). Jest on zalezny od wielu czynnikéw,
takichjak: wiek tkanki, warunki srodowiskowe czy gatunek rosliny [7,73]. Drugim typem
transportu makroczasteczek jest transport ukierunkowany (targeted). Nie podlega on
wptywom $rodowiska, nie zalezy od wieku tkanki i gatunku [7]. Jest on selektywny i
uwarunkowany obecnoscigspecyficznych biatek [10,38], ktdre tworza z transportowanymi
makroczasteczkami kompleksy biatkowe lub biatkowo-nukleinowe (w przypadku kwaséw
nukleinowych). Kompleksy te oddziatujg z elementami cytoszkieletu plazmodesmy
rozszerzajac Srednice rekawa i zwiekszajgc warto$¢ SEL. W czasie transportu ukierunko-
wanego zmienia sie takze struktura przestrzenna makroczgsteczek dopasowujac sie w ten
spos6b do waskiego kanatu cytoplazmatycznego plazmodesmy [25, 34]. Specyficznosé
transportu makroczasteczek polega takze na tym, ze nie jest on zalezny od transportu
zwigzkow niskoczasteczkowych. Niekiedy miedzy rejonami, ktore sgizolowane symplastowo,
dla substancji o masie mniejszej niz 1000 Da zachodzi transport makroczasteczek [30,68].

Plazmodesmy decydujg wiec o wystepowaniu lub braku transportu symplastowego,
dlatego wszystkie czynniki, ktore regulujg stan konformacyjny plazmodesm, okres$lajg
takze stopien tgcznosci symplastowej komérek. Stan konformacyjny plazmodesm moze
by¢ regulowany miedzy innymi przez kaloze. Jej synteza i odktadanie si¢ na powierzchni
$cian otaczajgcych cylinder ER skutecznie zamyka plazmodesmy. Proces ten jest
odwracalny; rozktad kalozy odblokowuje plazmodesmy i przywraca tgcznos¢ sympla-
stowa [39, 55, 56, 61]. Innymi czynnikami wptywajacymi na stan konformacyjny
plazmodesm saelementy cytoszkieletu [1]. Wskutek kurczenia sig¢ filamentéw aktynowo-
miozynowych w czesci centralnej plazmodesmy, nastepuje ich przesuniecie w regionie
szyjki, wskutek czego kanat cytoplazmatyczny otwiera sie [50], Stopien otwarcia
plazmodesm regulujgtakze skurcze nanofilamentéw centryny. Wraz ze wzrostem poziomu
wapnia nastepuje spadek fosforylacji centryn, ich kurczenie, a w konsekwencji zamkniecie
plazmodesm [4], Fragment $ciany komorkowej w regionie szyjki plazmodesmy tworzy
charakterystyczngstrukture w ksztatcie pierscienia, okreslangjako zwieracz. Przypuszcza
sie, ze zwieracz wspoétdziata z filamentami aktynowo-miozynowymi i nanofilamentami
centryny regulujac stopien otwarcia plazmodesmy [2, 50].

1.2. Pola i domeny symplastowe

Grupy komérek izolowane symplastowo od komoérek otaczajacych tworzg pola i
domeny symplastowe. W obszarach tych zachowana jest taczno$¢ symplastowa oraz
mniej lub bardziej swobodna wymiana takich zwigzkéw, jak: metabolity, hormony,
czasteczki sygnatowe, wtdrne przekazniki informacji czy jony [11,39, 67]. Domeny i
pola symplastowe stanowig zatem izolowane grupy komdrek komunikujacych sie
wzajemnie ze soba, ktdre funkcjonujg w organizmie roslinnym jako odrebne jednostki
rozwojowe i fizjologiczne [26].

Pierwszy raz obecno$¢ domen symplastowych zaobserwowali Erwee i Goodwin [17].
Ich doswiadczenia wykazaty, ze w organizmie Egeria densa istnieje piec barier transportu
symplastowego. Obecne sgone w korzeniu (miedzy czapeczka i pozostatymi tkankami
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oraz miedzy epidermai korg pierwotng), w todydze (miedzy epidermai kora pierwotng
oraz miedzy weztem i otaczajgcymi go epidermai kora pierwotng miedzywezli) oraz u
nasady liscia [17]. POzniejsze badania pokazaty, ze zjawisko regulacji transportu lub
catkowitej izolacji symplastowej jest powszechne w organizmach roslinnych. Wystepuje
ono zardwno w tkankach merystematycznych, np. w merystemie apikalnym pedu [21,
48, 56, 57, 67] czy strefie kambium [42], jak i w komérkach w petni zr6znicowanych,
np. epidermie strefy wiosnikowej korzenia [11], aparatach szparkowych [17, 52],
pasmach floemowych [6, 66] czy podczas rozwoju widkien baweiny [60, 61] lub
powstawania brodawek korzeniowych [6].

Z ograniczeniem #gcznosci symplastowej miedzy komorkami i wydzielaniem
odrebnych domen symplastowych mamy do czynienia réwniez w regenerujacych
fragmentach tkanek hodowanych in vitro. Miedzy komaérkami tytoniu (epidermy i kilku
warstw subepidermy umieszczonych w odpowiedniej pozywce) zachowanajest fgcznos¢
symplastowa, a caty regenerujacy sie fragment liscia stanowi jedng domene symplastowa.
Jednak w momencie wytworzenia wierzchotka, uktad ten ulega zaburzeniu, pojawia sie
izolacja symplastowa, ktéra odgranicza tworzacy sie wierzchotek od pozostatych
komoérek, a regenerujacy fragment liscia sktada sie od tej chwili z dwoch domen
symplastowych [5].

1.2.1. Pojawienie sie izolacji symplastowej jest istotnym czynnikiem wptywajacym
na przebieg procesdw wzrostu i réznicowania u r6znych gatunkéw roslin

Spadek stopnia tacznosci symplastowej miedzy komoérkami zaobserwowano w
rozwijajgcym sie zarodku \i Arabidopsis thaliana [31] oraz w dojrzewajgcym woreczku
zalagzkowym u Toreniafournieri [24], Dzien przed wyksztatceniem precikéw, miedzy
komérkami centralnajjajowq woreczka zalagzkowego zaobserwowano transport zwigzkow
0 masie do 10 kDa. Swiadczy to o duzym stopniu tgcznosci symplastowej. Jednak juz
nastepnego dnia przepuszczalno$¢ plazmodesm spada, umozliwiajac rozprzestrzenianie
sie zwigzkéw o masie do 3 kDa. Natomiast dwa dni po wytworzeniu precikéw miedzy
komérkami centralna i jaj owg transportowane sa zwigzki o masie mniejszej niz 1 kDa.
Jak wida¢, w miare dojrzewania woreczka zalgzkowego spada przepuszczalnosé
plazmodesm miedzy komérkami centralngijajowa oraz zmniejsza sie stopien tacznosci
symplastowej. Nastepnie, po zaptodnieniu komérki jajowej powstata zygotajest izolowana
symplastowo od tworzgcego sie endospermu [24]. Od tego momentu rozwijajacy sie
sporofit jest izolowany symplastowo od otaczajgcego go gametofitu. Zjawisko izolacji
zarodka zaobserwowano takze u Arabidopsis thaliana [29].

W rozwijajgcej sieplemni u Chara sp. miedzy komdérkami reprezentujgcymi rézne
etapy rozwoju wystepuje czopowanie plazmodesm tgczacych komoérki przez osmofilny
materiat, umozliwiajacy jednak transport Lucyfer Yellow [36]. Natomiast kiedy komorki
nici spermatogenicznych dzielasie lub r6znicujg synchronicznie, saw stanie swobodnej
tacznosci symplastowej, a w ich plazmodesmach wystepuje tylko cytoplazma [35].
Prawdopodobnie, czasowa lub permanentna blokada transportu symplastowego, w
wyniku zatkania plazmodesm osmofilnym materiatem, umozliwia komérkom powstatym
z jednej komorki inicjalnej dzieli¢ sie niezaleznie badz realizowac odrebne Sciezki
rozwojowe [35, 36]. Podobng zaleznos¢ zaobserwowano miedzy komérkami
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siostrzanymi powstatych z protoplastéw mikrokalluséw u Solanum nigrum L. Jesli
komorki siostrzane znajdujg sie w stanie tgcznosci symplastowej, to dzielg sie
synchronicznie, pozostajgc na tym samym etapie rozwoju. Prawdopodobnie rozpoczecie
mitozy w jednej z komérek siostrzanych wywotuje taki sam proces w drugiej komoérce
siostrzanej. Natomiast asynchroniczno$¢ w podziatach komérkowych oraz niezalezny
czas rozpoczecia i trwania mitozy, zwigzane czesto z procesem réznicowania, wystepuja
tylko w komérkach izolowanych symplastowo [14]. Mozna przypuszczaé, ze regulacja
synchronizacji aktywnosci podziatowej i proceséw réznicowania komoérek zalezy od
transportu przez plazmodesmy pewnych czgsteczek sygnatowych. Pojawienie sie nawet
czasowej izolacji symplastowej komdrek hamuje transport czgsteczek sygnatowych,
pozwalajgc izolowanym obszarom na indywidualny rozwoj [13]. Selektywne zamykanie
plazmodesm osmofilnym materiatem i wydzielanie w ten sposéb rejonéw izolowanych
symplastowo ma takze miejsce w rozwijajacym sie katlusie u Molinia caerulea.
Rozwijajacy sie z kallusa proembrion jest izolowany symplastowo od pozostatych
komoérek kallusa. ROwniez wewnatrz proembrionu znajdujg sie kilkukomaérkowe regiony
izolowane symplastowo. Interesujace jest to, ze proces zamykania plazmodesm zachodzi
w komérkach, ktére otaczajgregion izolowany symplastowo, a nie w komorkach, ktére
do niego nalezg [12].

Zatem zjawisko izolacji symplastowej pojawia sie nawczesnych i scisle okreslonych
etapach rozwoju oraz formowania sie okreslonych struktur i organéw roslinnych. Wydaje
sig, ze ograniczenie transportu symplastowego moze stanowi¢ istotny czynnik, ktory
wptywa na pojawienie sie asynchronicznych podziatéw komérkowych i rozpoczecie
okreslonych proceséw réznicowania [12] oraz zapewnia ich prawidtowy przebieg.

W epidermie lisci u Commelina [15,17,52] \Allium [52] dojrzate komérki szparkowe
sg izolowane symplastowo od siebie oraz od komadrek otaczajgcych. Jednak macierzyste
komorki szparkowe oraz mtode, jeszcze nie w petni wyksztatcone szparki znajduja sie
w tgcznosci symplastowej ze sobg i z komoérkami otaczajagcymi. Dopiero w drugim
etapie formowania sie kompleksu szparkowego, w momencie, kiedy szparki zaczynaja
sie powiekszaé, a por jeszcze sie nie wyksztatcit, komérki szparkowe sg izolowane
symplastowo [52]. Nalezy takze zwrdci¢ uwage, ze izolacja symplastowa komoérek
szparkowych obserwowana jest w momencie, kiedy w $cianach tgczacych komorki
szparkowe z komérkami otaczajgcymi wystepujajeszcze plazmodesmy. W zwigzku z
tym obecnos¢ izolacji symplastowej nie jest spowodowana zanikiem plazmodesm, ale
modyfikacjg ich stanu konformacyjnego [52]. Zatem izolacja symplastowa komorek
szparkowych pojawia sie w trakcie procesu rozwojowego i jest zachowywana
niezmiennie w petni wyksztatconych strukturach. Podobna sytuacja wystepuje w
korzeniu u Arabidopsis. Strefy niezr6znicowane, czyli merystematyczna i wydtuzeniowa
sg potgczone symplastowo [11, 28]. Natomiast w momencie, kiedy rozpoczyna sie
tworzenie wlosnikéw, a wiec proces réznicowania, nastepuje izolacja symplastowa
epidermy strefy wiosnikowej od kory pierwotnej oraz epidermy strefy wydtuzeniowej
[11]. Réwniez w obrebie epidermy dwa typy komérek, czyli trichoblasty i atrichoblasty
sg izolowane symplastowo od siebie [11]. Jednak mimo ze miedzy trichoblastami i
atrichoblastami wystepuje izolacja symplastowa, zachodzi miedzy nimi transport
makroczgsteczek. Biatko CAPRICE decyduje o wytworzeniu przez komorke wiosnikow.
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Jego ekspresja zachodzi w atrichoblastach. Nastepnie jest ono transportowane do
trichoblastéw (prawdopodobnie przez plazmodesmy), gdzie hamuje transkrypcje genu
GLABRAZ2, odpowiedzialnego za fenotyp bezwitosnikowy [68]. Tak jak wspomniano
wczesniej, transport makroczasteczek, a wiec takze biatka CAPRICE, moze zachodzi¢
miedzy regionami izolowanymi symplastowo. Jest to mozliwe, poniewaz makroczasteczki
oddziatujg z cytoszkieletem plazmodesm zwiekszajac wartos¢ SEL oraz modyfikujg swoja
strukture przestrzenna, dopasowujac sie do waskiego kanatu cytoplazmatycznego [26].

Zjawisko izolacji symplastowej petni istotngrole w procesie powstawania kompleksu
rurek sitowych i komoérek towarzyszacych (SE-CC; sieve elements and companion
cells'). Kompleks SE-CC tworzy podtuznie zorientowang domene symplastowa, ktérego
izolacja pojawia sie w trakcie procesu formowania. Na etapie komorek macierzystych
zaréwno w kierunku osiowym, jak i radialnym wystepuje tgcznos¢ symplastowa. Jednak
juz w momencie zaniku silnej wakuolizacji przysztych komaérek kompleksu pojawia sie
izolacja w kierunku radialnym. Natomiast podczas r6znicowania sie komérek towarzy-
szacych i obecnosci plyt sitowych zostaje dodatkowo zahamowany transport sympla-
stowy w kierunku osiowym. Na tym etapie przyszty kompleks rurek sitowych i komoérek
towarzyszacychjest izolowany zaréwno w Kierunku osiowym, jak i radialnym. Dopiero
w petni wyksztatcony kompleks SE-CC odzyskuje tacznos¢ symplastowa w kierunku
osiowym, zachowujac izolacje w kierunku radialnym [66]. Nalezy pamietaé, ze
zahamowanie transportu symptastowego w kierunku radialnym wystepuje jedynie w
przypadku zwigzkow niskoczasteczkowych. Makroczasteczki, takie jak wirusowe biatka
MP, sg w stanie rozprzestrzenia¢ sie z kompleksu SE-CC do komoérek otaczajacych
[30]. Jest to kolejny przyktad, obok transportu biatka CAPRICE [68], rozprzestrzeniania
sie makroczasteczek miedzy regionami izolowanymi symplastowo. Zjawisko izolacji
symplastowej kompleksu SE-CC zaobserwowano takze Arabidopsis [11,21], Lupinus
luteus [66], Zea mays L. [28] czy w niezainfekowanych korzeniach Medicago sp. [6].
Jednak izolacja pasm floemowych moze zanikng¢ w wyniku infekcji bakteriami z rodzaju
Rhizobium [6]. Juz w pierwszym dniu infekcji korzeni Medicago truncatula i Medicago
sativa miedzy komoérkami floemu i kory korzenia zostaje przywrdcona tgcznosé
symplastowa [6]. W tym samym czasie komorki inicjalne przysztej brodawki korze-
niowej, powstate z odréznicowanych komérek endodermy, kory i perycyklu, izoluja sie
symplastowo od pozostatych komoérek kory korzenia [6] tworzac pole symplastowe.
Interesujacy jest mechanizm rozszerzania sie granic tego pola. Komorki znajdujace sie
pozajego obrebem, ale ktére majgby¢ do niego wigczone, najpierw zostajg odizolowane
symplastowo od komoérek kory korzenia. Nastepnie zachodzg w nich odroznicujgce
podziaty komérkowe, ktére prowadzg do powiekszenia objetosci brodawki. WyraZnie
widaé, ze zanim komoérki ulegna odréznicowaniu, musi zaistnie¢, dzieki zwiekszeniu
przepuszczalnosci plazmodesm miedzy okreslonymi komérkami i izolacji symplastowej
miedzy innymi, swoisty proces regulacji komunikacji plazmodesmowej [6].

Powyzsze przyktady ukazuja, ze regulacja tacznosci symplastowej stanowi pow-
szechny mechanizm, ktéry kontroluje oraz koordynuje procesy wzrostu i réznicowania
u roslin. Zamkniecie plazmodesm ogranicza nie tylko ruch czasteczek sygnatowych,
jonéw czy fotoasymilatow, ale wptywa takze na potencjat turgorowy [58]. Zmiany
potencjatu turgorowego, wspotdziatajac ze zmianami ekspresji transporteréw K+,
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sacharozy i ekspansyn, uczestniczg w ztozonym procesie rozwoju wiokien baweiny
[60,61]. Kazde wiokno bawelny stanowi pojedyncza komorke, ktéra podczas swojego
rozwoju wydtuza sie ponad 2000-krotnie. Proces ten mozna podzieli¢ na trzy fazy. W
pierwszej fazie wydtuzanie wiokien jest powolne. Plazmodesmy tgczace komérke widkna
z okrywa nasienngsg otwarte. Zachodzi maksymalna ekspresja ekspansyn, dzieki czemu
struktura Sciany komoérkowej ulega rozluznieniu. W drugiej fazie nastgpuje intensywne
wydtuzanie widkien bawetny. Jest to mozliwe dzieki wspotdziataniu dwéch proceséw.
Po pierwsze rozwijajace sie witdkno zostaje odizolowane symplastowo od komdrek
okrywy nasiennej w wyniku zamkniecia plazmodesm (poprzez odtozenie kalozy w
regionie szyjki plazmodesmy). Po drugie maksymalna ekspresja transporteréw K’ oraz
sacharozy powoduje wzrost stezenia substancji osmotycznie czynnych i transport wody
do komdrek widkien bawetny, co generuje w ten sposéb wysoki turgor. Duze ci$nienie
turgorowe, dzieki izolacji symplastowej, jest utrzymywane przez kilka dni, umozliwiajac
intensywny wzrost wydtuzeniowy widkien. W ostatniej fazie wskutek degradacji kalozy
[61] nastepuje otwarcie plazmodesm i spadek turgoru widkien. W zwigzku z tym,
wydtuzanie komoérek ulega wyraznemu zahamowaniu lub zanika zupetnie. Ekspresja
ekspansyn oraz transporteréw K+ i sacharozy jest minimalna, a struktura $ciany komor-
kowej ulega zacie$nieniu. Proces rozwoju widkien bawelny zostaje zakoriczony [60,
61]. Opisany mechanizm $wietnie obrazuje, jak duze znaczenie dla rozwoju niektérych
struktur roslinnych moze petni¢ czasowo istniejgca izolacja symplastowa komarek [53,
60]. Im diuzej widkna bawetny w trakcie swojego rozwoju bedg izolowane symplastowo,
tym beda dtuzsze. U gatunkow, u ktérych plazmodesmy sg przez caty czas otwarte,
wydtuzanie widkien jest nieznaczne i zachodzi dzieki ekspresji ekspansyn oraz rozluz-
nieniu $ciany komorkowej [61].

1.2.2. Czasowe i przestrzenne zmiany w uktadzie p6l symplastowych
merystemu apikalnego pedu

W wyniku analizy rozprzestrzeniania sie fluorescencyjnych barwnikéw symplas-
towych w merystemach apikalnych pedu u Arabidopsis [21, 22], Betula pubescens
[56, 57] oraz Sinapis alba [48] powstat model rozmieszczenia p6l symplastowych w
merystemie apikalnym pedu roslin okrytozalgzkowych (ryc. 2), w ktérym wyrézniamy:
centralne pole tuniki, centralne pole korpusu, peryferyczne pole tuniki oraz peryferyczne
pole korpusu [20, 67]. Kazde z tych pdl pehni inng funkcje. Centralne pole tuniki,
poprzez podziaty antyklinalne, powoduje wzrost powierzchniowy merystemu. Centralne
pole korpusu, przez podziaty we wszystkich ptaszczyznach, prowadzi do wzrostu
objetosci trzonu merystemu. Natomiast peryferyczne pola tuniki i korpusu stanowia
strefe organogeniczna [67],

Dzieki wprowadzeniu barwnikéw fluorescencyjnych do komorek centralnego i
peryferycznego pola tuniki za pomocg techniki mikroiniekcji oraz obserwacji ich
rozprzestrzeniania sie w symplascie udowodniono, ze pola symplastowe merystemu
apikalnego podlegaja czasowym zmianom ksztattu i wielkosci pod wptywem diugosci
fotoperiodu. Ekspozycja Betulapubescens na dziatanie krétkiego fotoperiodu powoduje
przejscie rosliny w stan spoczynku zimowego bezwzglednego. Na tym etapie, w wyniku
zamkniecia plazmodesm przez kaloze, nie obserwuje sie jakiejkolwiek tacznosci
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Centralne pole tuniki Centralne pole korpusu

Peryferyczne pole tuniki Peryferyczne pole korpusu

RYCINA 2. Ukfad p6l symplastowych w merystemie apikalnym pedu roslin okrytozalagzkowych
(wg van der Schoot, Rinne [1999], zmienione)

symplastowej miedzy komérkami merystemu apikalnego, zanikajg wiec pola symplas-
towe [56, 57].

Natomiast w wyniku dziatania dtugiego fotoperiodu, nastepuje indukcja do kwitnienia
i przejscie merystemu ze stanu wegetatywnego w generatywny. W tym okresie merystem
apikalny jest izolowany symplastowo od pasm floemowych [21,22], £.acznos$¢ symplas-
towa z floemem zostanie przywrdcona dopiero w merystemie kwiatowym w momencie,
kiedy pojawig sie dojrzate owoce [21]. Wydaje sig¢, ze odizolowanie symplastowe
merystemu apikalnego pedu od pasm floemowych podczas indukcji do kwitnienia,
czyli zmniejszenie stopnia komunikacji miedzykomorkowej merystemu z pozostatymi
czesciami rosliny jest korzystne. Chroni ono merystem przed wptywem czynnikéw,
ktére mogtyby zaburzy¢ szereg procesdw zachodzacych w tym czasie [75]. U Sinapis
alba w pierwszym oraz drugim dniu dziatania dtugiego fotoperiodu zmienia sie
organizacja i geometria merystemu. Centralne pole symplastowe, obserwowane z
gory napowierzchni merystemu, zmienia wéwczas swoj ksztatt z tréjkatnego na kolisty
oraz rozrasta sie trzykrotnie w pordwnaniu ze strefg peryferyczng [48]. W tym czasie
nastepuje takze dwu-, a nawet czterokrotny wzrost czestosci wystepowania plazmodesm
w warstwach Lp L, i L3 oraz pomiedzy nimi zaréwno w strefie centralnej, jak i w
peryferycznej merystemu. Sytuacja ta nie trwa zbyt dtugo, poniewaz juz w trzecim
dniu dziatania dtugiego fotoperiodu, kiedy wzrasta czesto$¢ podziatéw mitotycznych
oraz zwieksza sie objetos¢ i wielkos¢ komdérek merystemu, nowo powstate plazmodesmy
zanikajg [49]. Natomiast w merystemie apikalnym u /ns, w momencie przeksztatcenia
merystemu wegetatywnego w generatywny nastepuje redukcja czestosci wystepowania
plazmodesm w obrebie warstwy L, oraz migedzy warstwa L2 i otaczajgcymi ja komoérkami
warstwy L, i korpusu. W tym przypadku nie mamy do czynienia z izolacjg symplastowa
warstwy L2, jednakze nastepuje istotne zmniejszenie stopniajej tgcznosci symplastowej.
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Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze w tym samym czasie czesto$¢ wystepowania
plazmodesm w warstwie Lj i korpusie nie ulegta zmianie [3].

W okresie indukcji do kwitnienia zmienia sie¢ geometria merystemu apikalnego pedu.
Zachodzatakze zmiany w systemie komunikacji symplastowej dzieki tworzeniu nowych
plazmodesm i likwidacji juz istniejacych. | chociaz u Sinapis alba [49] dochodzi do
zwigkszenia, a u Iris [3] do zmniejszenia stopnia tgcznosci symplastowej, zjawiska te
Swiadczg o tym, jak duzgrole w procesach rozwojowych petnig plazmodesmy.

1.2.3. lzolacja symplastowa w kambium i tyku wtornym

Kambium jest merystemem niejednorodnym (w jego skitad wchodzg komorki
wrzecionowate i promieniowe), ktérego aktywno$¢ zmienia sie w ciggu roku [ 18,27].
Analiza rozprzestrzeniania siejednego z symplastowych barwnikéw fluorescencyjnych
- fluoresceiny wykazata, ze w kambium aktywnym u Ulmus minor i Acer pseudo-
platanus komérki promieniowe sa izolowane symplastowo od otaczajacych je komérek
wrzecionowatych (ryc. 3). Natomiast w kambium spoczynkowym izolacja zanika, a
miedzy komoérkami inicjalnymi wrzecionowatymi i promieniowymi zachowana jest
tacznos¢é symplastowa [42].

Obecnos¢ izolacji symplastowej komérek inicjalnych w kambium aktywnym mozna
wyjasni¢ tym, ze komorki te petnig inne funkcje. W wyniku aktywnosci podziatowej
komorek wrzecionowatych tworzony jest osiowy uktad ksylemu i floemu, natomiast w
wyniku podziatdw komaérek promieniowych powstaje uktad poprzeczny. Stad, podobnie
jak w merystemie apikalnym pedu, w ktérym komoérki z poszczegdlnych pél symplas-
towych petnig odrebne funkcje [67], izolacja symplastowa w kambium aktywnym
umozliwia dwém rodzajom komoérek inicjalnych funkcjonowac niezaleznie.

Van Bel i in. [65] przypuszczaja, ze zmiany stanéw konformacyjnych plazmodesm
wymagajg naktadéw energii. Najwiecej energii potrzebne jest do utrzymania stanu
zamknietego, stan otwarty plazmodesm wymaga znacznie mniejszych naktadow [65].
W zwigzku z tym, jesli w kambium spoczynkowym podziaty komdérkowe nie zachodza,
izolacja symplastowa komorek inicjalnych promieniowych od wrzecionowatych nie
jest potrzebna. A skoro stan otwarty plazmodesm jest korzystniejszy pod wzgledem
energetycznym niz stan zamkniety, plazmodesmy w kambium spoczynkowym sg otwarte,
a miedzy komérkami inicjalnymi utrzymywanajest tgczno$¢ symplastowa.

Zjawisko izolacji symplastowej obecne jest takze miedzy komérkami floemu
wtdrnego. Promienie tykowe, ktére tworzauktad poprzeczny, sg izolowane symplastowo
od otaczajacych je komérek migkiszu osiowego i elementéw przewodzacych uktadu
podtuznego. lzolacja symplastowa obecna jest w tyku zar6wno zimowym, jak i
wiosennym; nie mamy wiec do czynienia, tak jak w kambium, ze zmianami sezonowymi
[42]. Prawdopodobnie, w zwigzku z tym, ze tyko wtérne jest tkanka w petni zréznico-
wang, ktora powstaje w wyniku podziatéw peryklinalnych kambium [27] oraz ze wzgledu
nato, ze w kambium aktywnym wystepuje izolacja symplastowa komorek promienio-
wych tworzacych ukiad poprzeczny tyka i drewna wtérnego, obecnos¢ izolacji
symplastowej promieni w tyku wtérnym jest ich wiasnoscig nadang podczas procesu
réznicowania.
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RYCINA 3. Izolacja symplastowa komoérek wrzecionowatych od komdrek promieniowych w kambium
aktywnym u Acerpseudoplatanus’, przekréj podtuzny styczny; w - komoérka wrzecionowata, p - komérka
promieniowa. Przedstawiono dwie mikrofotografie: pierwsza (po lewej stronie) wykonana w Swietle
niebieskim obrazuje rozprzestrzenianie sie roztworu fluoresceiny (jasny kolor) miedzy komoérkami,
druga mikrofotografia (po prawej) wykonana w $wietle biatym (zdjecie wykonata K. Sokotowska)

1.3. Podsumowanie

Zjawiskiem regulacji facznosci symplastowej, obecnoscia domen i pél symplastowych
w organizmach roslinnych naukowcy zajmuja sie od ponad dwudziestu lat. Na poczatku
jedynie obserwowano regiony izolowane symplastowo oraz wyznaczano wartos$ci SEL
w badanych obiektach. Z biegiem czasu coraz ciekawsze stawato sie nie samo zagad-
nienie regulacji transportu symplastowego i obecnosci izolacji symplastowej, ale takze
moment ich pojawienia sie w czasie rozwoju organizmu oraz pod wptywem czynnikéw
srodowiskowych, mechanizm powstawania i rozszerzania granic pola czy domeny
symplastowej, a przede wszystkim ich znaczenie w procesach wzrostu i r6znicowania
roslin, na ktére wskazujg przytoczone w artykule przyktady.
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SKEADANIE RNA - FORMY ALTERNATYWNE,
REGULACJA | FUNKCJE

ALTERNATIVE SPLICING - mRNA VARIANTS, REGULATION
AND FUNCTION

Monika Sylwia JEDRZEJCZAK, Marek Leszek KOWALSKI

Katedra i Zaktad Immunologii Klinicznej, Uniwersytet Medyczny w todzi

Streszczenie: Alternatywne sktadanie RNA jest procesem zwiekszajgcym réznorodnos¢ powstajacych
transkryptéow RNA i w konsekwencji rowniez biatek. Szacuje sie, ze zjawisko to wystepuje w okoto
5-30% ludzkich gendéw. Jest to bardzo ztozony proces regulowany przez liczne czynniki wzmacniajgce
lub wyciszajace, r6zne w zaleznosci od lokalizacji tkankowej, wptywajace na ostateczny poziom alter-
natywnego transkryptu. Znane sa liczne przyktady biatek tworzonych na alternatywnych matrycach, np.
ezymOw 15-LOb i COX. Alternatywne warianty biatek moga spetnia¢ odmienne funkcje jak w przy-
padku IL-4. Poznanie mechanizméw alternatywnego skladania RNA i ich regulacji budzi nadzieje na
wykorzystanie tego procesu do diagnostyki, detekcji predyspozycji genetycznych lub jako celu dla po-
tencjalnej terapii.

Stowa kluczowe: alternatywne skitadanie RNA, gen, regulacja, funkcja.

Summary: Alternative splicing is defined as a process that increases the diversity of transcripts and
protein variety. It is estimated that 5-30% of human genes express alternative variants. Alternative
splicing is regulated by different, tissue-specific splicing enhancers and silencers. Numerous proteins
are the products of this process, as for example 15-lipoxygenase-b and cyclooxygenase. Alternative
variants of proteins may have different functions like for example IL-4. Understanding the mechanism
of alternative splicing and its regulation will allow to use this process for diagnosis, genetic predispo-
sition detection or as a target for therapy.

Key words: alternative splicing, gene regulation, protein isoforms.

WSTEP

Genom cztowieka zawiera kilkadziesiat tysiecy genow, czyli jest ich tylko dwukrotnie
wiecej niz u robakéw czy owadéw [8]. Stosunkowo mata liczba genéw w genomach
Eukariota nasuwa pytanie, co stanowi zrédto tak olbrzymiej ich réznorodnosci [14],



618 M. S. JEDRZEJCZAK, M. L. KOWALSKI

Do mechanizméw, ktdre zwiekszaja liczbe powstajacych izoform biatka nalezy miedzy innymi
alternatywne sktadanie genu [5]. Moze ponadto dochodzi¢ do pobudzenia nieaktywnych
wczesniej miejsc poczatku transkrypcji, roznych promotoréw dla tego samego RNA,
pozostawienia pewnych intronéw lub usuniecia badz pozostawienia okreslonych eksonéw.
Poliadenylacjazachodzaca w réznych miejscach oraz wczes$niejsze zakorczenie pre-mRNA
takze przyczyniajgsie do zwiekszenia liczby izoform biatka [8]. Zrodtem zmiennosci w populacji
sgponadto polimorfizmy w obrebie pojedynczego genu (ang. Single Nuclear Polimorphism
- SNP), zwiekszajace rowniez liczbe powstajacych form biatka. Do tej pory zidentyfikowano
ponad 1,4 miliona SNP i zestawiono w odpowiedniej bazie danych [14].

Zmiany zachodzgce w pre-mRNA obejmujg dojrzewanie konhca 5', ciecie i
poliadenylacje konca 3’, metylacje oraz sktadanie RNA {splicing’). Sktadanie RNA
polega na wycinaniu z pierwotnego transkryptu prekursorowego mRNA sekwencji
niekodujacych (intronéw) i taczeniu fragmentéw kodujacych - eksonéw [53]. W wyniku
alternatywnego sktadania z jednego genu moze powstac jedna lub kilka r6znych
czasteczek mMRNA. Obecnie szacuje sie, ze 5 do 30%, a nawet 40% ludzkich genéw
ulega temu procesowi, ktérego regulacja zaleze¢ moze od stadium rozwoju, stanu
fizjologicznego tkanki lub toczgcego sie procesu patologicznego [6,49].

Zjawisko alternatywnego skitadania RNA budzi szerokie zainteresowanie ws$rod
badaczy. Wedtug bazy Medline kazdego dnia pojawiajg si¢ dwa nowe doniesienia na
temat alternatywnego sktadania genow [6]. Wzrastajgca ilos¢ badan w obszarze tego
zagadnienia $wiadczy o wielu wcigz niepoznanych mechanizmach ekspresji genow.

MECHANIZM SKEADANIA RNA

Sekwencje kluczowe w procesie sktadania RNA

Sktadanie pierwotnego transkryptu odbywa sie w jadrze komoérkowym i poprzedza
transport dojrzatego mMRNA do cytoplazmy (rye. 1). W obrebie pre-mRNA istniejg trzy
sekwencje kluczowe dla procesu sktadania genu, warunkujgce doktadnosc i efektywnosé
procesu. Pierwszgznich stanowig,,miejsca splicingowe”, czyli miejsca, w ktoérych dochodzi
do wycinania intronéw. W goérnej czesci intronu lezy miejsce sktadania 5’ zwane réwniez
miejscem donorowym, a dolng cze$¢ ogranicza miejsce sktadania 3’, czyli akceptor. Kazdy
intron rozpoczyna sie sekwencja GURAGU (Rjest puryna), a konczy dwoma nukleotydami
- AG [8,14], Druga wazng sekwencjg jest trakt polipirymidynowy, znajdujacy sie na
koncu 3’, kilkanascie zasad przed AG, bedacy sekwencjgbogatgw cytydyne i urydyne,
a ostatnig sekwencje stanowig miejsca rozgatezienia [4],

Powstawanie spliceosomu

Proces skfadania genu przebiega w spliceosomie, bedagcym kompleksem pieciu
snRNP {small nuclear-matych jadrowych RNP, powstatych przez potgczenie snRNA
ze specyficznymi biatkami) i bardzo wielu innych biatek pomocniczych (np. U2AF,
pPTB, IBP) [18], Mate jadrowe RNA (snRNA-UI, U2, U4, U5, U6) wystepuja we
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Ekson Sekwencja intronowa Ekson

3
GURAGU J_L I

BP poty (Py)

miejsce sktadania 5’ miejsce skladania 3’

BP - sekwencja rozgateziajgca
poty (Py) - szlak polipirymidynowy

RYCINA 1. Kluczowe sekwencje sktadania RNA

wszystkich typach komorek, ale stanowig nie wiecej niz 1% komoérkowego RNA.
Odgrywaja wazna role w rozpoznawaniu intronéw, okre$laniu miejsc sktadania i w
katalitycznych reakcjach w obrebie spliceosomu.

Powstanie spliceosomu jest procesem o duzej dynamice, ktory ma na celu umieszcze-
nie koncow 5' i 3’ intronu obok siebie. W momencie, gdy znajdg sie one w centrum
katalitycznym spliceosomu, dochodzi do wycigcia intronu i potgczenia sgsiadujgcych ze
sobg eksonéw [8], W pierwszym etapie Ul-snRNA rozpoznaje komplementarng
sekwencje konca 5' intronu [22]. W kolejnym etapie kompleks U4-U5-U6-snRNA
wraz z biatkami pomocniczymi przytgcza sie do konca 3' miejsca sktadania. U5-snRNP
lokuje sie w miejscu Ul-snRNP, a rozerwanie wigzan wodorowych miedzy U4-snRNP
i U6-snRNP wyzwala petng aktywnos¢ katalityczng U6-snRNP. Sekwencja intronowa
tworzy strukture petli powstatej z udziatem U2-, U5- i U6-snRNA. Do wyciecia intronu
prowadza dwie reakcje transestryfikacji. Po uwolnieniu intron ulega degradacji [10, 13].

Rola U5snRNP

Uwaza sie, ze czynnik U5 snRNP odgrywa istotng role w modulowaniu i stabilizacji
interakcji na poziomie RNA, gdyz jego nieobecnos¢ blokuje spliceosom, a w
konsekwencji proces sktadania genu (tab. 1). Czynnik ten zapobiega ewentualnemu
odigczeniu sie eksonu 5’ (powstajacego po pierwszej transestryfikacji) od miejsca
aktywnego spliceosomu, a nastepnie w drugim etapie katalitycznym bierze udziat w
taczeniu sie koncoéw eksonow 3’ i 5’ [22,47, 48].
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TABELA 1. Przyktady zmian w procesie skfadania RNA [24]
Zmiana Skutki zmian

Alternatywne rozpoczecie N-koniec biatka rézni sie, gdy do jego powstania zostaty
wykorzystane rézne wersje eksonu 5' (18%)

Alternatywne zakoriczenie C-koniec biatka rozni sie z uwagi na rézna ramke odczytu (13%)

Wydtuzenie eksonu (5' lub 3') ekson moze ulec wydtuzeniu w kierunku 5' lub 3' w konsekwencji
wykorzystania innych niz normalnie miejsc sktadania (6%6)

Skrécenie eksonu podobny mechanizm jw. (23%)

Ominiecie eksonu rozpoznanie nowych miejsc sktadania 5' lub 3' (40%)
lub wiaczenie ukrytego

REGULACJA PROCESU ALTERNATYWNEGO SKEADANIA
GENU

Procesy fizjologiczne wymagajg niezwykle precyzyjnych mechanizmow regulaciji,
roznych w zaleznosci od np. lokalizacji tkankowej [24]. Istnieje duza grupa biatek
petnigcych te funkcje, ktérych cecha charakterystyczngjest fakt posiadania dwoch domen
- domeny taczacej sie z RNA i taczacej sie z biatkami [7].

Eksonowe i intronowe elementy wzmacniajgce i hamujgce sktadanie RNA

Alternatywne skfadanie RNA jest bardzo ztozonym systemem z licznymi czynnikami
wzmacniajacymi lub wyciszajacymi i w konsekwencji wptywajgcymi na ostateczny
poziom alternatywnego transkryptu [10]. W zaleznosci od lokalizacji i funkcji
wyrézniamy: eksonowe elementy wzmachiajace - ESEs (ang. exonic splicing
enhancers'), intronowe elementy wzmacniajagce - ISEs (ang. intronic splicing
enhancers) oraz analogicznie elementy hamujgce - ESSs (ang. exonic splicing
silencer) i ISSs (ang. intronic splicing silencer) [8,17,22,26]. Pojedynczy element
wzmacniajacy ESE przyczynia sie do rozpoznania kilku miejsc sktadania podczas tego
samego etapu tworzenia sie spliceosomu. Wzmacniacze sktadania genu - ESE,
znajdujgce sie na réznych eksonach, dziatajg synergistycznie w procesie aktywacji
miejsc sktadania [8,17]. Jednoczes$nie liczne nieaktywne miejsca sktadania w intronach
moga by¢ hamowane przez intronowe elementy hamujace proces skiadania genu -
ISSs.

Rola biatek z rodziny SR i ich antagonisci

Biatka SR nalezg do rodziny wysoce konserwatywnych czynnikdw regulujacych
proces sktadania genu [8,17,41]. Zbudowane sgz domen RRM (ang. RNA recognition
element) odpowiadajgcych za specyficzne przylgczanie sie do RNA i domeny SR
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oddziatujgcej pomiedzy biatkami [8,18,29]. Biatka SR mogaprzytaczac sie do elementow
wzmachiajacych w obrebie eksonéw i poprzez bezposrednia interakcje z U2AF i
U!l'snRNP stymulowac¢ spliceosom do potaczenia sasiadujacych ze soba miejsc sktadania
[10,18]. Biorgrowniez udziat w pézniejszych etapach sktadania genu poprzez rekrutacje
kompleksu czynnikéw: U4/U6,U5 [28,29].

Istniejgrodziny biatek dziatajacych antagonistycznie w stosunku do biatek SR. Znane
sg biatka hnRNP (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein) rozpoznajgce ESS i ISS,
niezawierajgce domeny RS [18]. Znajdujasie one w duzych ilosciach w obrebie jadra
komorkowego i w okolicy jaderkowych ziarnistosci [8,30]. Istnieje tez grupa biatek
podobnych do SR zwanych SRrps (SR-relatedproteins) majgcych domeny RRM.

Biatka SR przyczyniaja sie do wyboru blizszego intronowi miejsca sktadania 5’,
jezeli istnieje wiecej niz jedno takie miejsce. Przeciwnie, nadmiar hnRNP A/B promuje
wybdr dystalnego miejsca sktadania 5°. Funkcjonalny antagonizm pomiedzy SF2/ASF
- biatkiem nalezacym do rodziny SR a hnRNP dotyczacy miejsc sktadania jest oparty
na kompetycyjnym #gczeniu sie tych biatek z pre-mRNA [ 18, 30].

Biatko U2AF a dwie klasy intronéw

U2AF jest biatkiem odgrywajacym kluczowa role w zainicjowaniu rozpoznania
miejsca sktadania 3’ oraz regionu rozgateziajagcego [38]. Zbudowane jest ono z dwoch
podjednostek - duzej U2AF65 i matej U2AF35. Podjednostka U2AF65 taczy sie
bezposrednio z traktem polipirymidynowym i z sekwencja rozgateziajacg. U2AF35 ma
natomiast zdolnos$¢ rozpoznawania potaczenia AG/G w miejscu skiadania 3’ i utatwia
oddziatywanie U2snRNP z miejscem rozgatezienia [13,39].

Rola U2AF jest nieco odmienna w zaleznosci od klasy intronéw biorgcych udziat w
sktadaniu genu. Pierwsza grupa intronéw obejmuje tzw. AG-niezalezne, ktére maja silny
trakt polipirymidynowy. W ich przypadku pierwszy etap sktadania RNA zachodzi, nawet
gdy jest mutacja w obrebie sekwencji AG. Czynnik U2AF faczy sie z intronem efektywnie
poprzez swojgwiekszg podjednostke i nie potrzebuje mniejszej podjednostki ani sekwencji
AG. Konserwatywny dwunukleotyd AG potrzebny jest dopiero w drugim etapie procesu.

Sytuacja wyglada inaczej w przypadku tzw. intron6w AG-zaleznych, gdzie sekwencja
AG odgrywa istotna role réwniez w pierwszym etapie. Introny zalezne od AG maja
krétszy, a tym samym stabszy szlak polipirymidynowy. Podjednostka wieksza U2AF65
przylacza sie do tych intronéw ze znacznie mniejszg sita i aby potaczenie to byto
efektywne, potrzebuje dodatkowo potaczenia pomiedzy AG a podjednostkg mniejsza
U2AF35. Gdy jest mutacja w obrebie AG, proces sktadania RNA nie zachodzi [9,40,50].

Czynnik hSlu7 a wybdr dwunukleotydu AG

W sytuacji, gdy istnieje wiecej nizjeden dinukleotyd AG, omijanajest para blizsza
sekwencji rozgateziajacej i wybierana ta potozona dalej od niej. Mozliwo$¢ wymiennego
wyboru AG dotyczy dwunukleotydéw znajdujacych sie w odlegtosci nie wiekszej niz
30 nt od sekwencji rozgateziajacej. Duze zainteresowanie budzi czynnik hSlu7, pod
nieobecnos¢ ktérego dochodzi do aktywacji alternatywnych par AG zamiast
prawidtowych. Uwaza sieg, ze czynnik hSlu7 odpowiada za silne przytgczenie pierwszego
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TABELA 2. Przyktady czynnikéw regulacyjnych wystepujacych w réznych tkankach [18, 30,49]

Biatko Charakterystyka

PTB taczy sie z RNA, rozpoznaje szlak polipirymidynowy poprzedzajacy miejsce
Polypirimidine skiadania 3' i dziala jako negatywny regulator w genie dla a-tropomiozyny
tract binding lub a-aktyniny; przypuszcza si¢, ze PTB i U2AF dziatajg kompetycyjnie
protein

CELF nalezace do tej rodziny CELF3 i CELF5 znajdowano tylko w moézgu, ale

CUG-BP, ETR-3 i CELF4 sg rozpowszechnione znacznie szerzej; biatka CELF
przytaczaja sie do wzmacniaczy sktadania genu sercowej troponiny T (CTNT)
i powoduja wiaczenie eksonu 5

Sam68 wystepuje w fibroblastach i limfocytach, gdzie taczy sie z fosfolipazg Cy i kinaza
(z rodziny fosfatydyloinozytolowg p85 zaangazowanymi w transdukcje sygnatu; oddziatuje z
STAR) intronowym regulatorem RNA i biatkiem FBP21 zwigzanym ze spliceosomem;

fosforylacja SAMG68 zmienia jego zdolnosci taczenia sie z innymi biatkami

rSLM-2 taczy sie bezposrednio z regionami RNA bogatymi w puryny i prawdopodobnie
(z rodziny reguluje wybor miejsc sktadania; tgczy sie tez z czynnikami regulacyjnymi SRp30c,
STAR) ASF/SF2, htra2—(31 i jednoczesnie z koricem karboksylowym najwiekszej pod-

jednostki polimerazy RNA Il, przez co nasila proces sktadania genu; w biatkach
neurofilamentu powoduje wiaczenie eksonu 3, a w czasteczkach CD44 eksonu 5

eksonu w obrebie spliceosomu [6,21]. Gdy nie ma czynnika hSlu7, ekson ten przytgczony
jest luzno i w konsekwencji nie ma mozliwosci dotarcia do prawidtowego dwunukleotydu
(AG), moze jednak atakowac pozostate dwunukleotydy AG (tab. 2).

SKEADANIE GENU A FAZY CYKLU KOMORKOWEGO

Uwaza sig, ze biatko SRrp38 ma dziatanie hamujgce proces sktadania genu. Biatko to
jest silnie aktywowane w wyniku defosforylacji, do ktérej dochodzi podczas fazy M cyklu
komérkowego. Aktywacja regulatoréw mitozy przez ich defosforylacje jest zjawiskiem
stosunkowo rzadkim, z reguty to fosforylacja prowadzi do aktywacji procesu [11,28,32).

TRANSKRYPCJA A SKEADANIE GENU

Transkrypcja i dojrzewanie pre-mRNA nie sg zjawiskami zupetnie od siebie
niezaleznymi. lIstnieje silny zwigzek czasowy i przestrzenny pomiedzy reakcjami
tworzenia czapeczki, sktadania RNA a wydtuzaniem RNA z udziatem polimerazy RNA
Il (poi 1) [18,44,45]. Postuluje sie istnienie wielkiej jednostki dla catego procesu
powstawania RNA, tj. kompleksu, ktéry moze sie przytgczaé¢ do chromatyny, ztozonego
z RNA polimerazy Il i czynnikéw transkrypcyjnych [30].
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W procesie alternatywnego skiadania RNA wazna jest struktura promotora. W
rzeczywistosci wiekszos$¢ genow matylko jeden promotor, wiec kontrola odbywa sie przez
szereg regulujgcych czynnikéw transkrypcyjnych, ktérych réznorodnos$¢ zwigzanajest z
lokalizacjgtkankowa. Biatka te mogatez mie¢ r6zne funkcje w kazdym z proceséw [33,27].

Biorgc pod uwage zdolno$¢ stymulacji okreslonych etapow transkrypcji wyrézniono
trzy klasy transkrypcyjnych domen aktywujacych:

1) aktywatory klasy | stymulujgce inicjacje, np. Spl, CTF/NF1,

2) aktywatory klasy Il stymulujgce wydtuzanie, np. HIV-1, Tat,

3) aktywatory klasy Il pobudzajgce oba etapy dziatania polimerazy I, np. VP16,
p53, E2F1 [27],

TRANS-SPLICING

Proces sktadania RNA moze przebiega¢ w dwoch formach przestrzennych. U wigkszosci
znanych organizmow zachodzi w ukladzie cis, ale u niektorych, takich jak na przyktad
trypanosomy lub pewne gatunki nicieni, mamy do czynieniaz uktadem trans [35,44,45,46].

W procesie sktadania RNA w ukfadzie trans (analogicznie jak w ukladzie cis) w
drodze etapowej transestryfikacji dochodzi do przytgczenia tzw. SL {spliced leader
sequence) powstajacej ze specyficznych dla procesu zachodzacego w uktadzie trans
SNRNP (SL RNP) i kofaktorow U2, U4 i U6 snRNP. U organizmdw, u ktorych sktadanie
RNA zachodzi w uktadzie trans, obecny jest czynnik podobny do U5 snRNP, nazwany
SLA2 RNA (zwigzany z SL RNA) [22].

METODY ANALIZY ALTERNATYWNEGO SKEADANIA RNA

EST - alternatywne skiadanie RNA moze by¢ badane przez sekwencjonowanie
fragmentéw genomu, tworzenie baz EST (ang. expressed sequence tag) [2,3,12,15,25,
36,42,43,51,52]. W 1990 roku rozpoczeto w Stanach Zjednoczonych zgtoszony w 1985
roku projekt sekwencjonowania catego genomu ludzkiego - Human Genome Project
(HGP) pod kierownictwem Narodowego Instytutu Zdrowia i Departamentu Energii
Stan6éw Zjednoczonych, przewidujacy skompletowanie catej sekwencji w ciggu 15 lat.
Projekt ten ukoniczono w 2003 r. oglaszajac prawie catkowitg sekwencje genomu
ludzkiego [1].

EST otrzymywane sg przy wykorzystaniu metody PCR z r6znych komérek i tkanek,
z catkowicie przetworzonego mRNA, po zakoriczonym procesie sktadania, poliadenylacji
i dojrzewania korica 5’ [24]. W kolejnym etapie stworzono baze EST pozwalajacg na
szybka identyfikacje genéw i tworzenie mapy genomu cztowieka [1]. Korzystajac z
bazy zawierajgcej obecnie ponad 3,1 miliona sekwencji EST mozna réwniez porownywac
sekwencje wariantow mRNA ze znang sekwencja genu. Na tej podstawie powstata
nowa gatgz nauki - bioinformatyka [7].
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ZNACZENIE ALTERNATYWNEGO SKEADANIA RNA

Uwaza sie, ze 10-20 tys. ludzkich genéw wykazuje alternatywne sktadanie RNA, z
czego prawie 1000 skatalogowanych jest w bazie alternatywnie sktadanych wariantow
wystepujacych u ssakow AsMamDB {Alternative Splicing Database ofMammals’) [15].

Badania na podstawie EST

Wykazano, iz prawie potowa ludzkich genéw ma przynajmniej dwie fonny utworzone
poprzez alternatywne sktadanie. Przypuszcza sig, ze te dane liczhowe moga by¢ zanizone z
uwagi na zbyt jeszcze waska baze EST nieuwzgledniajacg rozmieszczenia poszczegolnych
izofonn w réznych tkankach i w zaleznosci od stadium rozwoju poszczegélnych tkanek [6,7].

Szacuje sig, ze wiekszos¢ alternatywnych form sktadania RNA pojawia sie w regionie
5’ nieulegajagcym translacji (5’UTR). Okoto 70-88% modyfikacji prowadzi do zmiany
struktury biatka, z czego 19% wynika ze zmiany ramki odczytu i prowadzi do syntezy
krotszego biatka powstajgcego na matrycy utworzonej przez alternatywne sktadanie
[7,14,15]. Modrek i wsp. zaobserwowali, ze w 46% dochodzi do zmiany korica karbo-
ksylowego, 37% stanowig wewnetrzne delecje, insercje i substytucje, aw 17% zmiany
sgw N-koncu [15]. Badania na podstawie EST wykazaty ponadto, ze 25% genéw ma
odmienne alternatywne formy poliadenylacji [7,14].

Biatka powstate w wyniku alternatywnego skiadania RNA maja bardzo réznag
lokalizacje w komérce. Najwieksza pule stanowig biatka jadra (35%), nastepnie
cytoplazmy (29%), macierzy zewnatrzkomorkowej (19%), bton (13%) i mitochondrium
(4%). Niektore biatka moga miec wiecej niz jedna lokalizacje, a ponadto poszczegdlne
izoformy mogg wystepowac¢ w réznych przedziatach komérkowych, np. [3-receptor
kwasu retinowego wystepuje w jadrze jako biatka (3-1 i [3-2 oraz jako zlokalizowane w
cytoplazmie biatko (3-3 [24].

Kolejnym zadaniem, jakie zostato postawione w czasie teoretycznych rozwazan na
podstawie EST, byta proba oszacowania, jakich komérek i uktadéw w szczego6lnosci
dotyczy omawiane zjawisko. Wykazano, iz 29% gendw, w ktérych stwierdzono
alternatywne skitadanie RNA, zwigzanych jest z uktadem immunologicznym, a 12%
dotyczy uktadu nerwowego. Uzasadnieniem takich wynikéw wydaje sie fakt, ze oba te
systemy wymagaja niezwykle precyzyjnej kontroli w zakresie r6znicowania komérko-
wego i aktywacji. Pozwala to na przetworzenie olbrzymiej ilosci informacji.

Proces alternatywnego sktadania RNA dotyczy gtdwnie gendw kodujgcych biatka bton
komorkowych (29%), 14% dotyczy biatek sekrecyjnych, a 9% gendw kodujgcych czasteczki
przekazujgce sygnat. Kolejnymi duzymi grupami sgczynniki regulujace transkrypcje (14%)
i biorace udziat w apoptozie (11 %). Ogoétem 75% alternatywnie powstajacych transkryptow
odpowiada za funkcje zwigzane z transdukcjg sygnatu w komérce [15].

Brett i wsp. [5] zbadali wystepowanie prawdopodobnych form alternatywnego sktadania
RNA u siedmiu eukariotycznych organizmow poprzez poréwnanie ESTs z sekwencjg ich
MRNA wykorzystujac do tego celu program BLAST. Oceniano ilo$¢ genoéw ulegajacych
alternatywnemu sktadaniu i ilo$¢ transkryptéw przypadajacych najeden gen. U wszystkich
badanych kregowcow i bezkregowcow wykazano podobng czestotliwos¢ wystepowania
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tego procesu. Alternatywne sktadanie RNA zwieksza mozliwosci kodowania genow, ale
podobnyjego poziom u r6znych gatunkdw przeczy zatozeniu, iz proces ten stanowi istotne
zrodto ztozonosci genomu u wyzszych organizmow [5].

Baza danych ISIS

Odmienng metodg postuzyli sie Croft i wsp. [16] stwarzajgc wiasng baze 170 000
sekwencji intronowych, posrod ktérych szukali taczacych sie z nimi sekwencji EST.
Potaczenia z intronami znalezli w 582 genach. Potaczenia EST w obrebie sekwencji
uznanych za intronowe wskazuja na istnienie niewykrytych wczesniej, alternatywnie
wycinanych eksonoéw. Na tej podstawie stworzono system do badania procesu ewolucji
i funkcji intronéw u eukariontow. Korzystajac z bazy ISIS (ang. Intron Sequence
Information System) mozna zapoznac sie ze strukturg genow, gdyz przedstawiono w
niej graficznie alternatywne regiony kodujace, miejsca potaczen z EST i sekwencje
powtarzajgce sie [16].

Baza danych ASAP

Informacje zgromadzone w bazie danych ASAP (ang. Alternative Splicing
Annotation Project) obejmujg doktadng strukture potgczen ekson - intron, specyficzng
lokalizacje tkankowg oraz izoformy biatek powstajgcych w wyniku alternatywnych
form skiadaniajednego RNA. Obecnie w bazie tej znajdujg sie informacje dotyczgce
18 173 gendw, zawierajacych wiecej niz jeden ekson, z czego alternatywny proces
sktadania RNA wykryto w 7991 sposréd nich i opisano 30 793 zaleznosci o podobnym
charakterze. Opisano 667 alternatywnie powstajacych form zwiazanych z okreslong
dystrybucjgw tkankach. Najbardziej specyficznymi lokalizacjami wydaja sie by¢ mozg,
jadra, skora i wezty chtonne. Formy wykazujgce silng specyficznos¢ tkankowg nazwano
wiekszymi, a te, ktore nie wykazuja takiej specyficznosci, mniejszymi [23]. Skutki
alternatywnego skiadania RNA przektadajg sie oczywiscie na zmiany w drugo- i
trzeciorzedowej strukturze biatka [24].

Znaczenie mutacji dla procesu alternatywnego skiadania RNA

Mutacje w obrebie regiondw niekodujacych, takich jak miejsca sktadania 3’ lub 5’
w obrebie sekwencji rozgateziajacej oraz mutacje wptywajgce na poliadenylacje czesto
powodujawrodzone zaburzenia [18]. U ludzi okoto 15% chordb o podtozu genetycznym
powstatych w wyniku mutacji punktowych zwigzanych jest z zaburzeniami w procesie
sktadania RNA [8]. Mogaone obejmowac nieaktywne miejsca sktadania lub powodowac
powstawanie nowych, moga prowadzi¢ do zmiany przylgczania sie biatek SR i w
konsekwencji do wycieciajakiegos eksonu w dojrzatym RNA (50% zbadanych mutacji
dotyczyto biatek SR, takichjak: SF2/ASF, SRp40, SRp55, SC35) [8,18]. Wydaje sig, ze
gtéwnaprzyczyng omijania eksondw sapojedyncze zmiany nukleotydéw w eksonowych
sekwencjach wzmacniajacych.

Zmiana drugorzedowej struktury pre-mRNA moze wpltywac¢ na wybor miejsc
sktadania, a tym samym na prawidtowe tgczenie eksonéw. Podobne skutki majg mutacje
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nonsensowne oraz delecje i insercje w obrebie eksondw [31,34], Mogg one powodowac
przedwczesne pojawienie sie kodonéw terminujacych i prowadzi¢ do syntezy krétszych,
niefunkcjonalnych biatek [18]. Mutacje w sekwencjach eksonowych niszczgz reguty motywy
ESE i ESS. Mogapowodowac usunieciejednego lub kilku eksondw, ale nieraz eliminowana
jestjednoczes$nie nonsensowna mutacja i zachowana zostaje translacyjna ramka odczytu [19].
Istniejg tez tak zwane ciche mutacje, niezmieniajgce sekwencji aminokwasow, ktére rowniez
mogawptywac na ESE i ESS i powodowac zmiany w procesie sktadania RNA.

Mutacje dotyczace sktadania RNA mozna podzieli¢ na podklasy. Podklasa | stanowi
okoto 60% i dotyczy mutacji w niezmiennych sekwencjach miejsc sktadania, w wyniku
czego eksony przestajgbyc¢ rozpoznawane. Mutacje | podklasy powoduja ciezkie choroby,
gdyz w ich wyniku nie dochodzi do powstawania prawidtowego transkryptu [19].

Podklasa Il to mutacje w obrebie motywOw zmiennych, prowadzace do powstawania
jednoczesnie transkryptow prawidtowego i alternatywnego poprzez wzmacnianie lub
ostabianie motywow rozpoznajacych ekson. W tej podklasie znajdujg sie mutacje w
intronach, ktére to generujgukryte miejsca donorowe lub akceptorowe i moga prowadzi¢
do czesciowego wiaczenia sekwencji intronowych. Skutki mutacji podklasy Il sg
tagodniejsze, poniewaz powstaje transkrypt prawidtowy [19],

W niektérych przypadkach mutacja moze mie¢ wptyw pozytywny. Dystrofia
miesniowa Duchenne’a jest ciezka, postepujaca chorobg degeneracyjna miesni
spowodowang mutacjgw genie dystrofiny. Nonsensowne mutacje w tym genie prowadzg
z reguty do wczesniejszego zakonczenia syntezy i powstania w wyniku tego krétszego
biatka. Jednakze mutacja E1211X w sekwencji ESE prowadzi do ominiecia eksonu 27
i tylko czeSciowej zmiany ramki odczytu, a w konsekwencji do znacznie tagodniejszej
formy klinicznej choroby nazwanej Dystrofig miesniowg Beckera [20].

ZNACZENIE ALTERNATYWNEGO SKEADANIA RNA
W PATOLOGII CHOROB

Katcytonina/CGRP

Klasyczny przyktad alternatywnego sktadania RNA stanowi gen dla kalcytoniny (ryc.
2), na ktérego matrycy powstajgdwa rozne biatka o odmiennej lokalizacji tkankowej. W
tarczycy dochodzi do ekspresji kalcytoniny, powstatej w wyniku potgczenia czterech
pierwszych eksonéw. W neuronach powstaje natomiast CGRP - biatko bedace produktem
genu dla kalcytoniny po ztozeniu eksonéw 1,2,3,5i 6.

Regulacja tego procesu wydaje sie by¢ zalezna od istniejacego w eksonie 4-eksonowego
elementu wzmacniajgcego, do ktdrego przytacza sie SRp55. R6zna ilos¢ biatka SRp55 w
réznych tkankach moze odpowiadac za regulacje alternatywnego sktadania genu. Istotny
jest takze udziat hormonéw. W badaniu obejmujacym pacjentow poddanych leczeniu
deksametazonem z powodu nowotworu wywodzacego sie z komorek rdzenia tarczycy
stwierdzono wzrost mRNA dla kalcytoniny i jednoczesny spadek mRNA dla CGRP [37].
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RYCINA 2. Alternatywne sktadanie genu CGRP

IL-4 ijej forma alternatywna IL-452

11-4 jest kluczowg cytokingbiorgcg udziat w powstawaniu odpowiedzi IgE-zaleznej
i w rozwoju zapalenia alergicznego. R6znicuje ona dojrzewajace limfocyty T w kierunku
Th2 i prowadzi do uwalniania przez nie odpowiednich cytokin (1L-4,5,9,13), indukuje
przetgczenie immunoglobulin w kierunku izotypu IgE oraz nasila IgE-zalezng aktywacje
komérek tucznych. Wptywa ponadto na ekspresje czasteczki adhezyjnej VCAM-1,
zwieksza liczbe receptorow obecnych na powierzchni komdérki i nasila sekrecje Sluzu.

Gen dla interleukiny 4 znajduje sie ha chromosomie 5 w obszarze q23-3! i sklada
sie z czterech eksondéw. W wyniku jego ekspresji powstajgdwa produkty: prawidtowa
IL-4 oraz IL-452 (alternatywna forma sktadania RNA z wycieciem eksonu 2), bedaca
swoistym inhibitorem dla receptora IL-4. IL-452 hamuje stymulacje limfocytow T,
sekrecje PGE,przez monocyty, synteze IgE przez limfocyty B i ekspresje CD23.

W niestymulowanych komadrkach krwi obwodowej stwierdzono wiekszg ilo$¢
produktu prawidtowego w stosunku do alternatywnego u pacjentéw z astma atopowa
w poréwnaniu z osobami chorymi na gruzlice i grupa kontrolng [55]. W komérkach
pobranych podczas biopsji z drzewa oskrzelowego stwierdzono natomiast, ze osoby z
astma majawyzsza ekspresje 1L-402 niz osoby zdrowe [54]. Sugeruje sie, ze rownowaga
pomiedzy IL-4 a IL-482 moze regulowaé przebieg procesu zapalnego w astmie. Nasze
obserwacje obejmujace 18 pacjentéw z astmg atopowa i 14 0sob zdrowych wykazaty
obecnos$¢ produktu alternatywnego sktadania genu IL-4. U wszystkich badanych istnieje
wyzsza ekspresja formy prawidtowej genu dla IL-4 w stosunku do izoformy 1L-452.
Nie stwierdziliSmy natomiast roznicy w nasileniu procesu alternatywnego skfadania
RNA miedzy osobami zdrowymi a chorymi z astmaatopowa. Poziom ekspresji zar6wno
konstytutywnej, jak i alternatywnej formy sktadania genu dla IL-4 nie ulega zmianie w
zaleznosci od nasilenia procesu chorobowego w astmie [56].
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1L-2 ijej izoformy alternatywne

Kolejng cytoking, ktérej izoformy sg kompetycyjnymi inhibitorami dla wariantu
prawidtowego, jest interleukina 2. Cytoking ta spetnia rozmaite funkcje, miedzy innymi
bierze udziat w réznicowaniu limfocytéw B i sekrecji immunoglobulin. Wzmacnia
cytotoksyczno$¢ monocytéw, nasila fagocytoze i proliferacje makrofagéw, stymuluje
proliferacje komérek NK i ich aktywnos¢ cytologiczna. Wykryto dwa produkty bedace
wynikiem alternatywnego sktadania RNA dla IL-2: IL-252 powstajacg z ominieciem
eksonu 2 i IL-253 bez eksonu 3. W przeciwienstwie do formy prawidtowej izoformy
sktadania alternatywnego nie stymulujg proliferacji limfocytéw T i hamuja przytaczanie
rhiL-2 do receptoréw dla IL-2 [62].

15-LOb ijej izoformy

15-lipoksygenaza (15-LO) nalezy do grupy enzyméw katalizujgcych przeksztatcenie
wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych do lipoksyn. U ludzi opisano kilkajej rodzajow:
5-LO, 12-LO, 12R-LO, 15-LOa, 15-LOb. 15-LOb powoduje hydroksylacje kwasu
arachidonowego w pozycji 5 lub 15 w konfiguracji S. Prowadzi to do powstania pochodnej
15-HETE kwasu arachidonowego, a w konsekwencji rowniez lipoksyn, substancji o
potencjalnie modulujgcym wptywie na stany zapalne. Gen dla 15-LOb znajduje sie na
chromosomie 17 i zawiera 14 ekson6éw. W procesie sktadania RNA, na skutek usunigcia
eksonu 9 powstaje izoforma 15-LOb2 (15-LOXb sv-a) . Nowo powstaty enzym wykazuje
odmienng od swego prekursora aktywnos$¢ katalityczng. Ulega on inaktywacji przez
powstajace produkty juz po 1-2 minutach, a nie po 30 minutach jak w przypadku 15-
LOb. Istniejgponadto: 15-LOXb sv-b, ktora powstaje w wyniku wyciecia eksonu 9. czesci
eksonu 10. i catego eksonu 11., na skutek czego enzym staje sie nieaktywny oraz 15-
LOXb sv-c bedgca wynikiem pozostawienia intronu 12., co prowadzi do zmiany ramki
odczytu i wczesniejszego wystapienia kodonu stopu. Produkt powstajacy na tej matrycy
jest nieaktywny, poniewaz w wyniku sktadania mRNA w koricu karboksylowym usunieta
zostaje izoleucyna, potrzebna do regulacji katalitycznego zelaza [63].

COX-1 ijej izoformy

Cyklooksygenazy sa grupg enzymow odgrywajgcych istotng role w procesie
zapalnym. Biatka te katalizujg transformacje kwasu arachidonowego, bedacego
sktadnikiem bton lipidowych prowadzgc do powstania prostaglandyn, tromboksandw i
prostacyklin. Istniejg dwie izoformy enzymu COX-1 - wystepujgca konstytutywnie i
forma indukowana COX-2. Gen dla COX-! znajduje sie na chromosomie 9932-33.3, a
dla COX-2 na chromosomie 1g25.2-g25.3.

Znane sg alternatywne warianty skladania RNA dla COX-1. Istnieje forma
transkryptu opisywana jako COX-3, gdy nie dochodzi do wyciecia intronu | oraz
warianty sktadania genu prowadzace w konsekwencji do powstania biatek krétszych.
Sg to PCOX-la i PCOX-Ib powstate w wyniku usuniecia eksonéw od 5 do 8, przy
czym w przypadku PCOX-1 podobnie jak w COX-3 pozostaje intron 1. COX-3 ma
aktywnos$¢ enzymatyczng odmienngod COX-1, zalezngod procesow glikozylacji. COX-
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3 jest hamowana swoiscie (w poréwnaniu z COX-1 i COX-2) przez niesteroidowe leki
przeciwzapalne, takie jak acetaminofen, fenacetyna [59].

Prowadzone sg rowniez ciekawe badania dotyczace alternatywnej formy skiadania,
opisywanej jako COX-1SV, powstajacej na matrycy RNA COX-1, ale krotszej o pierwsze
150 nt. Wiadomo, ze prostaglandyny bedace produktami metabolizmu cyklo-oksygenaz
odgrywaja istotng role w obronie Sluzéwki zotadka. Wykazano zmiany w ekspresji obu
wariantow COX-! w zaleznosci od wieku pacjentéw. U 0s6b starszych dominowata izoforma
COX-1SV, co moze miec istotny zwigzek z malejacgz wiekiem protekcja $luzowki [60].

Stwierdzono takze, ze COX-1SV stanowi 2% ekspresji catkowitego mRNA biatka
COX-1 w komorkach rakajelita grubego. Poziom COX-1SV wzrastat w przypadku guzow
jelita grubego i odbytnicy, a nastepnie ulegat obnizeniu, po zastosowaniu niesteroidowych
lekdw przeciwzapalnych, do wartosci wykrywanych w $luzéwce os6b zdrowych [61].

Uwaza sig, ze produkty transformacji kwasu arachidonowego powstajace na szlaku
cyklooksygenazowym sg zaangazowane w patomechanizm astmy. Prowadzgc badania
nad ekspresjg cyklooksygenaz stwierdziliSmy, ze w ludzkich leukocytach obecny jest
jeszcze jeden produkt alternatywnego skfadania genu COX-1. Biatko to powstaje na
skutek delecji fragmentu mRNA o dtugosci 111 nukleotyddw, stanowigcych ekson 9.
StwierdziliSmy, ze u oséb z astmg istnieje wyzsza ekspresja formy prawidtowej w
stosunku do izoformy alternatywnej w poréwnaniu z grupa kontrolng. Czynnosciowe
znaczenie tego zjawiska nie zostato jak dotad poznane. Nie wykazalismy istotnych
statystycznie réznic w ekspresji obu izoform biatka COX-1 pomiedzy pacjentami z
astma oskrzelowa tolerujgcymi aspiryne a osobami chorujgcymi na astme z nadwraz-
liwoscig na aspiryne, u ktérych zaburzenia syntezy PGE” uznane sg za kluczowy element
patomechanizmu nadwrazliwosci [57,58].

PODSUMOWANIE

Alternatywne sktadanie RNA odgrywa istotng role w tworzeniu zréznicowanych
sekwencyjnie matryc translacyjnych, powstajgcych z tego samego genu, a w konsekwencji
prowadzi do powstania olbrzymiej puli biatek o r6znorodnych funkcjach. Istnienie tego
zjawiska moze stanowi¢ podtoze powstania pewnych choréb. Wazne jest doktadne poznanie
mechanizmow regulacji ekspresji gendw i syntezy biatek oraz wzajemne relacje pomiedzy
tymi procesami. Znaczenie alternatywnego sktadania RNA i mechanizméwjego regulacji
wydaje sie niezwykle istotne, budzi nadzieje na mozliwos¢ wykorzystania w przysztosci w
celu lepszego wykrywania chordb, wczesniejszej detekcji predyspozycji genetycznych do
pojawienia sie choroby lub jako celu dla potencjalnej terapii.
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REGULATOROWA ROLA TLENKU AZOTU
W APOPTOZIE

NITRIC OXIDE AS A BIOREGULATOR OF APOPTOSIS

Matgorzata KRZYZOWSKA

Pracownia Imunologii, Zaktad Wirusologii, Mykologii i Immunologii,
Katedra Nauk Przedklinicznych, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, SGGW

Streszczenie'. Tlenek azotu (NO) syntetyzowany z L-argininy przez syntazy tlenku azotu jest silnie
dyfundujagcym i reaktywnym zwiazkiem odgrywajgcym duzg role w wielu procesach fizjologicznych i
patologicznych. Jeden z tych proceséw, apoptoza, odgrywa istotng role w przebiegu prawidtowego roz-
woju embrionalnego oraz utrzymaniu homeostazy organizmoéw wielokomorkowych. W niektérych ko-
morkach NO moze sprzyja¢ indukcji apoptozy (efekt pro-apoptotyczny), zas w innych moze hamowac¢
apoptoze (efekt anty-apoptotyczny). Efekt koncowy NO zalezy od stopnia produkcji zwigzku oraz jego
oddziatywania z innymi czasteczkami, takimi jak: tiole, reaktywne formy tlenu i biatka. Dtugotrwata
produkcja NO dziata jako czynnik indukujacy apoptoze przez uwalnianie cytochromu ¢ z mitochon-
dridw i aktywacji kaspaz, wzrostu ekspresji biatka p53, aktywacji kinaz aktywowanych stresem (JNK/
SAPK) oraz spadku ekspresji anty-apoptotycznego biatka bcl-2. W niskim badz fizjologicznym steze-
niu NO chroni przed apoptozg poprzez uruchomienie szlakéw zaleznych od cyklicznego guanozyno-5’-
monofosforanu (cGMP), wigzacych sie z aktywacjg m.in. kinazy biatkowej G (PKG), wzrostem eks-
presji anty-apoptotycznych biatek bcl-2 i hsp 70 oraz poprzez bezposrednig S-nitozylacje enzyméw
efektorowych apoptozy - kaspaz. W niniejszej pracy przedstawiono obecny stan wiedzy dotyczacy pro-
i antyapoptotycznego dziatania NO.

Stowa kluczowe', apoptoza, tlenek azotu (NO), anion nadazotynowy, cGMP, S-nitrozylacja, kaspazy, bcl-2.

Summary: Nitric oxide (NO), synthesized from L-arginine by NO synthases, is a small, diffusible,
highly reactive molecule with dichotomous regulatory roles under physiological and pathological con-
ditions. Apoptosis plays an important role in the development of the organism but also under various
pathological conditions. NO can exert both pro- and anti-apoptotic effects, depending on the conditions
and cell type. Long-lasting production of NO acts as a proapoptotic modulator by activating caspase
family proteases through the release of mitochondrial cytochrome c into the cytosol, upregulation of
p53 expression, activation of INK/SAPK, and altering the expression of apoptosis-associated proteins
including Bcl-2 family proteins. However, low or physiological concentrations of NO prevent cells
from apoptosis via expression of protective genes such as heat shock proteins, Bcl-2 as well as direct
inhibition of the apoptotic caspase family proteases by S-nitrosylation of the cysteine thiol. Our current
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understanding of the mechanisms by which NO influences both pro- and antiapoptotic actions is discus-
sed in this review.

Key words: apoptosis, nitric oxide (NO), peroxynitrite, cGMP, S-nitrosylation, caspase, bcl-2 .

Wykaz zastosowanych skrotéow: AIF {apoptosis inducingfactor) - czynnik indukujacy apoptoze, Apaf-
1 ( dATP/ATP-dependent apoptosic protease activatingfactor-1) - zalezny od dATP/ATP czynnik akty-
wujacy proteaze, A-SMase {acid sphingomielinase) - kwasna sfingomielinaza, CARD {caspase recru-
iting domain) — domena rekrutujaca kaspazeg, CREB {cAMP response element binding protein) — biatko
wigzace element odpowiedzi na cAMP, cGMP {cyclic guanosine monophosphate) - cykliczny guanozy-
no monofosforan, eNOS {endothelial nitric oxide synthase) — $rédbtonkowa syntaza tlenku azotu, ERK
{extracellular signal-related kinase) — kinaza regulowana sygnatem zewnatrzkomérkowym, HSP {heat
shock proteins) - biatka szoku cieplnego, IFN - interferon, iNOS {inducible nitric oxide synthase) -
indukowalna syntaza tlenku azotu, JNK {c-Jun N-terminal kinase) — N-koricowa kinaza czynnika trans-
krypcyjnego c-Jun, MAPK {mitogen-activated protein kinase kinase kinases) — kinazy kinaz kinaz biat-
kowych aktywowanych mitogenem, mtNOS {mitochondrial nitric oxide synthase) — mitochondrialna
syntaza tlenku azotu, NADPH- - zredukowany fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego, nNOS
{neuronal nitric oxide synthase) — neuronalna syntaza tlenku azotu, NF-kB {nuclearfactor kB) - czynnik
transkrypcyjny kB, NO {nitric oxide) - tlenek azotu, N-Smase {neutral sphingomielinase) - sfingomie-
linaza obojetna, ODQ {1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-l1-ono) - |-/7-oksodiazolo-4,3-a/ chi-
noksalino-1-on, PARP {poli (ADP)ribose polymerase) — polimeraza poli(ADP) rybozy, PKC {protein
kinase C) - kinaza biatkowa C, PKG {protein kinase G) - kinaza biatkowa G, RNOS {reactive nitric
oxide species) - reaktywne formy tlenku azotu, ROS {reactive oxigen species) - reaktywne formy tlenu,
SAPK {stress-activated protein kinase) - kinaza aktywowana stresem, sGC {soluble guanyl cyclase) -
cytozolowa cyklaza guanylowa, Smac/DIABLO {second mitochondria-derived activator ofcaspase/di-
rect inhibitor of apoptosis (IAP)-binding protein with low pl) — drugi czynnik mitochondrialny, TNF
{tumor necrosisfactor) - czynnik martwicy nowotworu.

1. WSTEP

Tlenek azotu (NO) jest lipofilowym i silnie dyfundujacym zwiazkiem, ktérego
dziatanie zalezy zar6wno od stezenia, jak i postaci wystepowania w komorce. Stanowi
on rodnik uwazany za pierwotnego mediatora uszkodzer komérek oraz tkanek w stanach
chorobowych. Najnowsze badania wskazujgréwniez najego role cytoprotekcyjna, ze
wzgledu na pewne wiasciwosci antyoksydacyjne [16,35]. NO jest czasteczka bioraca
udziat w bardzo wielu procesach w organizmie m.in.:

* NO stanowi parakrynny neurotransmiter w uktadzie nerwowym,

» odpowiada za rozkurczanie naczyn krwiono$nych i hamowanie agregacji ptytek
krwi,

» stanowi jeden z mechanizmow cytotoksycznosci makrofagéw i komorek NK w
uktadzie odpornosciowym,

* aponadtojestjednym z najefektywniejszych zwigzkéw oczyszczajacych komorki
z wolnych rodnikéw oraz regulujgcych aktywnos$¢ wielu kinaz i czynnikéw transkryp-
cyjnych [13,45,51].

Wszystko to sprawia, ze NO jestjedna z najintensywniej badanych czasteczek, za$
w 1998 roku trzech naukowcdw: F. Murad, R.F. Furchgott i L.J. Ingarro otrzymato
Nagrode Nobla w dziedzinie medycyny za prace nad zbadaniem ciggu przemian
metabolicznych od L-argininy do NO.
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2. BIOCHEMIA NO

Czasteczka NO ma matg mase, obojetny tadunek, co w warunkach danej temperatury
organizmu i statej Sredniej energii kinetycznej wszystkich czastek sprawia, ze NO
moze szybko dyfundowac¢ w roztworach wodnych i przez spolaryzowane btony
biologiczne. W stezeniach fizjologicznych (10 nM -5 |1M) czas pOttrwania (t 1/2)
czasteczki NO wynosi 1-30 s. NO tatwo utlenia sie w organizmie bez pomocy enzyméw
do azotynu NO, , ktéry nastepnie przechodzi w stabilny azotan NO3\ bedacy
ostatecznym metabolitem NO, wydalanym z organizmu [ 16,35], Aktywnos$¢ biologiczna
NO wigze sie z obecnoscig w czasteczce NO niesparowanego elektronu, ktory czyni
NO wolnym rodnikiem (ryc. 1). NO z tlenem lub rodnikami tlenowymi tworzy reaktywne
formy tlenku azotu - RNOS (ang. reactive NO species). W warunkach stresu, NO
moze reagowaé z anionorodnikiem ponadtlenkowym O2~-, co prowadzi do powstania
anionu nadtlenoazotynowego ONOO , ktéry w $rodowisku ptynu tkankowego ulega
natychmiastowej protonacji do kwasu nadtlenoazotawego HOONO. Czgsteczka tego
kwasu moze dalej ulega¢ hemolitycznemu rozpadowi do rodnika wodorotlenowego
OH i rodnika dwutlenku azotu (NO,) lub heterolitycznemu rozpadowi do kationu
nitroniowego (NO2+) i anionu wodorotlenowego (OH’) [2,3,15].

Kluczowym mechanizmem regulacji proceséw fizjologicznych przez NO i jego
pochodne jest posttranslacyjna modyfikacja biatek przez nitracje lub nitrozylacje.
Nitracja wigze sie z przylgczeniem grupy NO,+ do tyrozyny lub rzadziej tryptofanu.
Nitrozylacja natomiast odnosi sie do przytgczenia grupy NO+ do metalu lub grupy
tiolowej, zazwyczaj reszty cysteinowej (S-nitrozylacja).

Klasycznym przyktadem regulacji funkcji biatek przez NO jest bezposrednie wigzanie
sie z kationami metali obecnymi w pierscieniach hemowych enzyméw, np. cyklazy
guanylowej, hemoglobiny czy oksydazy cytochromu ¢ [16,35]. W wielu komérkach
NO reaguje z kationem Fe3+ zawartym w pier$cieniu hemowym cytozolowej cyklazy
guanylowej (sGC), gdziejon zelazajest koordynacyjnie zwigzany z piecioma Ugandami.
NO aktywuje cyklaze guanylowa przez utworzenie z Fe3+ zawartym w pierscieniu
hemowym wigzania koordynacyjnego, co wymusza zmiany w strukturze przestrzennej
enzymu. W rezultacie dochodzi do powstania cGMP, ktéry z kolei aktywuje szlaki
transdukcji sygnatu i fosforylacji biatek. Jednak nie wszystkie mechanizmy dziatania
NO moga by¢ wyjasnione za posrednictwem szlaku zaleznego od cGMP.

RYCINA 1. Produkty reakcji NO z tlenem lub reaktywnymi formami tlenu (ROS)
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W warunkach fizjologicznych w obecnosci tlenu docelowymi grupami, z ktérymi
oddziatujeNO ijego tlenowe pochodne, sggrupy-SH. S-nitrozylacja stanowi wazna,
posttranslacyjng modyfikacje struktur biatkowych wptywajgcgna funkcjonowanie biatek.
Przyktady obejmujg aktywacje lub zahamowanie enzymoéw, takich jak: Ras i kaspazy
[17], Szczegdty dotyczace inaktywacji enzymow efektorowych apoptozy - kaspaz przez
S-nitrozylacje zostang podane ponizej.

Ciekawa cecha zwigzkdw tioli i tlenku azotu jest ich wzgledna stabilno$¢, co czyni
je znakomitymi zwigzkami transportujgcymi i buforujgcymi tlenek azotu. Przyktadowo,
S-nitrozoalbumina stanowi 85% wszystkich nitrozotioli osocza i ma, podobnie jak
S-nitrozoglutation, zdolno$¢ do rozszerzania naczyh krwionosnych i hamowania
agregacji ptytek krwi. Ponadto, nitrozotiole wptywajg na takie procesy fizjologiczne,
jak immunostymulacja, majgwlasciwosci bakteriobdjcze i neuromodulacyjne [17,24].

Co ciekawe, nitrozotiole znacznie wolniej reagujg z anionorodnikiem ponadtlenkowym
0?"- niz wolny NO, co zmniejsza stezenie groznego produktu tych reakcji - anionu
nadtlenoazotynowego ONOO~. Niskie stezenie nadtlenoazotynéw jest wiec korzystne
dla catego organizmu, gdyz chroni przez uszkodzeniem biatek, lipidow i DNA. Anion
nadtlenoazotynowy z fatwoscig nitruje reszty tyrozyny w biatkach, za$ nitracja reszt
tyrozyny moze regulowac funkcjonowanie biatek poprzez zahamowanie fosforylacji
tyrozyny [7]. Ponadto, anion nadazotynowy uszkadza zasady azotowe w DNA,
powodujac ich utlenianie i nitrozowanie, co moze byc¢ przyczyng zmian genetycznych,
czyli mutacji, o ile nie zostang one naprawione przez systemy naprawcze DNA w
komérce [10].

3. SYNTAZY TLENKU AZOTU

Endogenny tlenek azotu jest produkowany w organizmie z L-argininy przez syntaze
tlenku azotu (NOS) w reakcji:

L-arginina + NADPH + O, => L-cytrulina + NADP + H20 + NO

Znane sa 3 izoformy syntazy tlenku azotu: neuronalna (nNOS), endotelialna (eNOS)
i indukowalna (iNOS) [5,14]. nNOS ulega statej, konstytutywnej ekspresji w mozgu,
ale rowniez w komérkach miesni szkieletowych, natomiast konstytutywna ekspresje
eNOS odkryto w komérkach $rédbtonka naczyniowego, ale tez w wielu innych
komdrkach (monocytach, ptytkach krwi, kardiomiocytach). Konstytutywne nNOS i
eNOS ulegajg statej ekspresji, sg zalezne od kalmoduliny (CaM) i zwigzanych z nig
jonow wapnia (Ca2t/CaM), a tym samym ich aktywnos$c¢ jest regulowana wzrostem
poziomu wewnatrzkomérkowego wapnia ([Ca2+].) badz to na wskutek pobudzenia
receptorow NMDA neuronow przez glutaminian (nNOS), badzZ tez w wyniku dziatania
cyklu fosfoinozytolowego, aktywowanego przez receptory muskarynowe stymulowane
acetylocholing (eNOS). Indukowalna syntaza tlenku azotu (iNOS) ulega ekspresji
gtéwnie w makrofagach, komérkach Kupfera, hepatocytach pod wptywem bodzcow
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zapalnych lub stymulacji immunologicznej, a zatem nie jest obecna w wymienionych
komoérkach, dopoki nie zajdzie ekspresja ich gendw w wyniku oddziatywania LPS-u,
IFN-y, IL-1 czy TNF-oc [5,14], Wielu autoréw wskazuje réwniez na istnienie czwartej
izoformy syntazy tlenku azotu -mitochondrialnej syntazy tlenku azotu (mtNOS), chociaz
jej pochodzenie i rola nie zostaty do konca wyjasnione. Wiele prac wskazuje na to, ze
mtNOS stanowi produkt alternatywnego sktadania nNOS [19,23], W przeciwienstwie
jednak do nNOS, mtNOS podlega odmiennym modyfikacjom posttranslacyjnym: acylacji
odmiennej od acylacji eNOS oraz fosforylacji na C-koncu [19], Dzieki obecnosci mtNOS,
zlokalizowanej w wewnetrznej btonie mitochondriéw mozliwa jest konstytu-tywna
produkcja NO w mitochondriach. NO w mitochondriach stanowi regulator oddychania
mitochondrialnego. Wigze sie on z oksydaza cytochromu ¢ (kompleks 1V) - ostatnim
enzymem #tancucha oddechowego - i kompetytywnie hamuje go, za$ tego rodzaju
inhibicjajest odwracalna [20,42,46]. Rola mitochondrialnej produkcji NO wigze sie z
regulacjg intensywnosci oddychania mitochondrialnego, zwtaszcza w odniesieniu do
komaorek znajdujacych sie daleko od naczyn wlosowatych. Komorki znajdujace sie
najblizej naczyn krwionosnych zazwyczaj otrzymuja najwiecej O? oraz L-argininy, co
stymuluje mtNOS oraz produkcje NO. NO z kolei oddziatujac z oksydaza cytochromowa
zmniejsza zuzycie O2, co pozwala na dalszg dyfuzje O2 w tkankach [20,42,46,53].

4. APOPTOZA

Apoptoza, inaczej programowana $mier¢ komorki, odgrywa istotng role w przebiegu
prawidtowego rozwoju embrionalnego, utrzymaniu homeostazy organizméw wieloko-
morkowych oraz jest niezbedna w regulacji procesow, takich jak selekcja negatywna
auto-reaktywnych limfocytow T w grasicy, jak réwniez usuwanie dojrzatych autore-
aktywnych limfocytéw T na obwodzie. Supresja procesu $Smierci komoérkowej moze
prowadzi¢ do rozwoju nowotworéw, chorob autoimmunologicznych i neurode-
generacyjnych. Uruchomienie procesu apoptozy zwigzane jest z dziataniem na komérke
czynnikow uszkadzajacych i niemoznoscianaprawy powstatych uszkodzen. Komorki
podlegajace apoptozie wykazujg szereg charakterystycznych zmian morfologicznych,
w tym paczkowanie btony komérkowej, zmniejszenie objetosci komorki, kondensacje
jadra komoérkowego oraz tworzenie sig, zwigzanych z btong komdrkows, ciatek
apoptotycznych, ktére sg szybko pochtaniane i fagocytowane przez sasiadujgce, zdrowe
komorki. Zapobiega to uwolnieniu zawartosci komorki i rozwojowi zapalenia [43,47].
Aktywnej, wymagajacej energii Smierci komdrkowej towarzyszy réwniez fragmentacja
DNA, proteoliza biatek komo6rkowych, spadek transbtonowego potencjatu mitochon-
drialnego (A?m) oraz zaburzenia asymetrii btony komérkowej [43].

Molekularny mechanizm apoptozy zalezny jest od statej obecnosci w komarce biatek
zdolnych do inicjacji i transdukcji sygnatu $mierci, jak rowniez biatek bezposrednio
bioracych udziat w fazie wykonawczej PCD. Czynniki inicjujgce dziatanie maszynerii
$mierci komérkowej mozna podzieli¢ na trzy grupy:



638 M. KRZYZOWSKA

(1) prowadzace do aktywacji tzw. receptoréw Smierci,

(2) stanowigce zawartos¢ granulosoméw komoérek cytotoksycznych oraz

(3) uszkadzajace bezposrednio lub bedace posrednim zrédtem stresu komérkowego,
jak np. zwiazki cytotoksyczne czy tez promieniowanie jonizujace lub ultrafioletowe
[43, 47).

5. NO JAKO CZYNNIK INDUKUJACY APOPTOZE

Apoptoza indukowana NO odgrywa wazna role w dwéch rodzajach procesow:

(i) w mechanizmach cytotoksycznosci przeciwko komérkom nowotworowym i
patogenom,

(i) wwielu procesach zapalnych, niedokrwiennych i neurodegeneracyjnych, gdzie
NO jest bezposrednig przyczyna niszczenia komoérek i tkanek [4,41].

Indukcje apoptozy przez NO wigze sie gtdwnie z aktywacja mitochondrialnego szlaku
apoptozy, wigzacego sie z uwolnieniem cytochromu ¢ z mitochondrium na wskutek utraty
potencjatu transbtonowego (ATJ (ryc. 2) [48], Uwolniony cytochrom ¢ dziatajako kofaktor
dla zaleznego od dATP/ATP czynnika aktywujgcego proteaze-1 — Apaf-1 (dATP/ATP
dependent apoptotic protease activating factor-1), ktéry tworzy wraz z prokaspaza-9
kompleks, zwany apoptosomem. W dalszej kolejnosci biatko Apaf-1 zmienia swoja
konformacje przestrzenng, co umozliwia zwigzanie N-kornicowej czescijego domeny CARD
(caspase-rectruiting domain) z obszarem CARD prokaspazy-9 [6,29]. Oddziatywanie to
prowadzi do aktywacji prokaspazy-9, ktdra proteolitycznie tnie kaspaze-3, rowniez zwigzang
z apoptosomem. Wprawdzie mechanizm indukcji wyptywu cytochromu-c z mitochondriéw
nie zostat doktadnie poznany, ale wiadomo, ze biorgw nim udziat pro-apoptotyczne biatka
z rodziny Bcl-2: Bax, Bak, Bad, Bik i Noxa [6,29]. Innym biatkiem mitochondrialnym
uwalnianym podczas apoptozy jest Smac/DIABLO {second mitochondria-derived
activator ofcaspase/direct inhibitor ofapoptosis (IAP) - binding protein with lowpl),
ktéry jest dimerem wiazacym i neutralizujacym hamujace dziatanie IAP. Prowadzi to
do bardziej wydajnej aktywacji kaspazy-3 przy udziale apoptosomu [50].

5.1. Aktywacja mitochondrialnego szlaku apoptozy

Tlenek azotu moze indukowac¢ apoptoze wptywajac na uwalnianie cytochromu c z
mitochondrium. Niskie stezenia NO odwracalnie hamuja oksydaze cytochromu
(kompleks 1) wspoétzawodniczgc z tlenem, co prowadzi do wzrostu produkcji H20, i
O, [42,46]. W rezultacie powstajacy rodnik tlenowy - O2 + oddziatuje z NO tworzgc
ONOO. Zaréwno anionorodnik ponadtlenkowy, jak i ONOO moga powodowac
degradacje fosfolipidu - kardiolipiny, co prowadzi do nieodwracalnego zatrzymania
tancucha oddechowego i apoptozy. Cytochrom c¢ pozostaje normalnie zwigzany z
kardioliping na wewnetrznej btonie mitochondrialnej, za$ jego peroksydacja przez
ONOOQ" lub O2- prowadzi do uwolnienia cytochromu c [20,49]. Niektorzy autorzy
wskazujg rowniez na role peroksydacji innych lipidow mitochondrialnych w indukcji
apoptozy, jednak brak jest dowodow bezposrednich [39].
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RYCINA 2. Pro- i antyapoptotyczne szlaki uruchamiane przez NO

5.2. Indukcja uszkodzen DNA oraz ekspresji biatka p53

Rodniki tlenowe (ROS) oraz reaktywne pochodne tlenku azotu (RNOS) moga
prowadzi¢ do uszkodzenia DNA, w efekcie kocowym indukujac apoptoze komérki w
odpowiedzi na nieodwracalne uszkodzenie materiatu genetycznego. Istniejg trzy
mechanizmy, za posrednictwem ktérych NO moze uszkadza¢ DNA (ryc. 2). Pierwszy
mechanizm obejmuje bezposredniagreakcje ONOOQO’ z DNA, drugi zahamowanie proceséw
naprawczych, za$ trzeci wigze sie ze zwiekszong produkcjg czynnikéw alkilujagcych oraz
anionorodnika ponadtlenkowego [10]. W $rodowisku beztlenowym, RNOS powodujg
jednoniciowe uszkodzenia DNA, jak réwniez deaminacje cytozyny, adeniny i guaniny [10,35].
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Uszkodzenie DNA prowadzi do wtgczeniamechanizméw naprawczych zwigzanych z ekspresja
biatka p53 oraz aktywacjg enzymu jadrowego polimerazy poli(ADP) rybozy (PARP), co
sprzyja indukcji apoptozy [31,44], Stres komérkowy, zwigzany z uszkodzeniami DNA,
zazwyczaj w postaci peknie¢jednej lub obu nici, stres oksydacyjny oraz aktywacja onkogenow
powodujg apoptoze indukowang wzrostem aktywnosci biatka p53. Biatko to moze w
odwracalny sposob zatrzymywac cykl komérkowy w fazie G1, dzieki temu ze tworzy potgczenia
m.in. z biatkiem TBF, bedagcym skiadowg czynnika transkrypcyjnego TFIID. Powstaty
kompleks blokuje transkrypcje niektérych genéw w tym onkogenéw c-fos i c-jun, ktérych
produkty sg niezbedne do przebiegu cyklu komérkowego. Prawidtowy przebieg replikacji
DNA w komorce uniemozliwia tworzenie biatku p53 takich potaczen [4,22]. Biatko p53
moze ponadto indukowac apoptoze poprzez wzrost ekspresji genow kodujacych biatka bedace
bezposrednimi wykonawcami szlaku $Smierci: Fas, FasL, DR5, DcRI i Bax [4,22].Wykazano,
ze NO powoduje wzrost ekspresji biatkap53 ijego akumulacje w komdrce, co z kolei powoduje
zahamowanie cyklu komoérkowego oraz wzrost ekspresji proapoptotycznego biatka bax i
zmniejszenie ekspresji anty-apoptotycznego biatka bcl-2 [21,25].

5.3. Aktywacja szlakéw apoptotycznych pod wptywem ceramidu

Wykazano, ze NO powoduje wzrost produkcji ceramidu poprzez zwigkszenie
aktywnosci obojetnej sfingomielinazy (N-SMase) w komorkach HL-60 oraz komérkach
ktebuszka nerkowego [26]. Ceramid stanowi wazny wtérny przekaznik informacji w
komdrkach, wptywajacy na szereg proceséw biologicznych, takich jak: zapalenie, wzrost
komérek, réznicowanie i apoptoza. Pomimo mozliwej syntezy de novo, wigkszo$¢
sfingomielin obecnych na terenie komérki moze stanowi¢ zrodto ceramidu dzieki
aktywnosci dwoéch enzymow: kwasnej sfingomielinazy (A-SMase) oraz obojetnej
sfingomielinazy (N-SMase) [26]. Udziat ceramidu w indukcji apoptozy zalezy od typu
badanych tkanek oraz komorek [12,26] i wiagze sie z aktywacja kilku szlakéw apoptozy,
m.in. aktywacjg kaspazy-9 i -3, aktywacjg szlaku kinaz INK/SAPK, zahamowaniem
kinazy biatkowej B/Akt oraz supresja ekspresji bcl-2 [12,26] (ryc. 2).

5.4. NO aktywuje kinazy biatkowe

Apoptoza indukowana przez NO wigze sie z aktywacjg szeregu kinaz biatkowych
serynowo-treoninowych - MAPKSs (mitogen-activatedprotein kinases'), w zaleznosci
od zastosowanego donora NO oraz rodzaju badanych komdérek. MAP kinazy sg
aktywowane w odpowiedzi na stymulacje receptorow sprzegnietych z biatkami G oraz
aktywacje biatek G. Aktywacja ,,matego biatka G” - biatka Ras prowadzi do aktywacji
kaskady kinaz MAP, ktére fosforylujg i regulujaaktywnos¢ kolejnych kinaz MAP na
szlaku przekazywania sygnatu oraz enzymoéw i czynnikéw trakskrypcyjnych (m.in. c-
Jun, CREB), wptywajacych na ekspresje wielu gendw (ryc. 2) [11,41,45].

Wykazano, ze NO moze aktywowac¢ kinazy MAP, takie jak: JNK (c-Jun N terminal
kinase)/SNV\k (stress-activatedprotein kinase) oraz p38 MAPK, biorgce udziat w indukcji
apoptozy [11,41,45]. Atenuacja kinazy JINK/SAPK za pomoca antysensowych nukleotydéw
hamowata apoptoze oraz akumulacje biatka p53 po podaniu S-nitrozoglutationu komérkom
RAW 264.7 [27,28]. W podobny sposéb wykazano, ze w komérkach RAW 264.7



REGULATOROWA ROLA TLENKU AZOTU W APOPTOZ1E 641

poddawanych dziataniu donoréw SNP (nitroprusydku sodu) lub S-nitrozoglutationu,
nadekspresja kinazy biatkowej C (PKO) chronita komorki przed indukcjg apoptozy
przez NO [8]. W komérkach HL-60, apoptoza indukowana przez SNP byta blokowana
przez inhibitor kinazy p38, SB203580 [28], W komérkach neuronalnych SH-SY5Y
donor jonu nadazotynowego, SIN-1 indukowat fosforylacje kinazy p38 MAPK oraz
kinazy ERK {extracellular signal-related kinase), prowadzacg do aktywacji kaspazy
3 oraz fragmentacji DNA [40].

6. ANTY-APOPTOTYCZNE DZIALANIE NO

Chociaz NO moze w pewnych warunkach oraz w pewnych komadrkach indukowacé
apoptoze, to jednak w wielu badaniach udato sie wykazac, ze w niskich stezeniach NO
ma dziatanie cytoprotekcyjne. Podtoze biochemiczne antyapoptotycznego dziatania NO
wigze sie z uruchomieniem szeregu komorkowo-specyficznych szlakéw transdukcji
sygnatu, z ktérych najwazniejszym szlakiem wydaje sie obecnie by¢ szlak zalezny od
cGMP. Ogdlnie, antyapoptotyczne dziatanie NO mozemy podzieli¢ na mechanizmy
zalezne i niezalezne od cGMP (ryc. 2). NO moze réwniez bezposrednio wptywaé na
aktywnos$¢ enzymoéw biorgcych udziat w apoptozie poprzez S-nitrozylacje.

6.1. Efekty ochronne zalezne od cGMP

Jak wspomniano powyzej, zwigzanie NO z hemem obecnym w cyklazie guanylowej
prowadzi do aktywacji enzymu i produkcji cGMP. Mechanizmy dziatania cGMP mozna
nasladowac za pomocag 8-bromo-cGMP, analogu cGMP, za$ dodanie I-7/-oksodiazolo-
4,3-a chinoksalino-l-onu (ODQ) prowadzi do zahamowania tych szlakéw. Efekt
dziatania NO za posrednictwem cGMP moze mie¢ charakter zar6wno cytoprotekcyjny,
jak i prowadzacy do indukcji apoptozy, w zaleznosci od typu komorek [45]. Wykazano,
ze cGMP chroni przed apoptoza komarki nerwowe, hepatocyty i limfocyty [41,45]. W
hepatocytach apoptoza indukowana przez TNF-a oraz aktywnos$¢ kaspazy-3 ulegata
redukcji przy ekspozycji na 8-bromo-GMP, za$ uzycie KT5823 - inhibitora kinazy
biatkowej G (PKG), zaleznej od cGMP znosito ochronny charakter analogu cGMP.
Supresja aktywnosci kaspazy-3 w hepatocytach eksponowanych na NO byta czeSciowo
blokowana przez ODQ [25]. Kinazy zalezne od cyklicznych nukleotydéw sg aktywne
tylko w niektorych typach komérek. W szczurzych komérkach miesniowki gtadkiej
naczyn, 8-bromo-cGMP oraz S-nitrozoglutation indukowaty apoptoze w komérkach
zakazonych adenowirusem z genem dla PKG. Do apoptozy nie dochodzito ani w
komorkach zakazonych, ani niezakazonych adenowirusem i dopiero zmiana poziomu
PKG zmieniata wrazliwosé tych komorek na NO oraz cGMP [9].

Zahamowanie PKA za pomoca specyficznego inhibitora KT5720 w komorkach
hepatocytéw blokowato ochronny efekt cGMP, ale jedynie czesciowo, za$ cykliczny
AMP i cGMP modulowaty apoptoze indukowang przez TNF-a w sposéb zalezny i
niezalezny od PKA [33].
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Inng drogg ochronng zalezng od cGMP jest hamowanie przez NO apoptozy
indukowanej przez produkcje ceramidu. W ludzkich monocytach U937 egzogenny NO
hamuje apoptoze indukowang przez TNF-oc i uwalnianie ceramidu, zas ochronny efekt
NO dziata za posrednictwem szlaku zaleznego od cGMP [3].

Ochronny efekt cGMP moze by¢ réwniez indukowany poprzez wzrost ekspresji biatek
z rodziny bcl-2 (ryc. 2). Wspomniana rodzina biatek bcl-2 jest bezposrednio zaangazowana
w utrzymanie integralnosci mitochondriow. Do chwili obecnej w obrebie tej rodziny
zidentyfikowano 18 biatek o dziataniu zaréwno pro-, jak i anty-apoptotycznym. Wiekszos¢
anty-apoptotycznych biatek z rodziny bcl-2 zawiera C-koricowg domene hydrofobowa,
ktora umozliwia ich zakotwiczenie w btonie mitochondrialnej, w btonie jadrowej oraz w
siateczce Srédplazmatycznej. Biatka bcl-2 i bcl-XL dziatajgjako ,,straznicy” mitochon-
drium, hamujac uwalnianie cytochromu c i przeciwdziatajgc kaskadowej aktywacji kaspaz.
Pro-apoptotyczne biatka z rodziny Bcl-2 (Bid, Bax, Bal, Bim i Noxa) sg zlokalizowane
gtownie w cytoplazmie lub sg zwigzane z biatkami cytoszkieletu. Po zadziataniu czynnikéw
apoptotycznych biatka te ulegaja translokacji do zewnetrznej btony mitochondrialnej,
gdzie spetniajg swoja role [29, 43].

NO zapobiega spadkowi ekspresji biatka bcl-2 oraz mRNA w komérkach limfocytow
B [18]. NO moze réwniez zmienia¢ poziom ekspresji bcl-2 i bax indukujac czynnik
transkrypcyjny p53. NO podany myszom, knock-out” dla genu iNOS zmniejszat poziom
p53, co z kolei zmniejszato poziom ekspresji pro-apoptotycznego bax oraz zwiekszato
ekspresje anty-apoptotycznego bcl-2 i bel-xl. Zmiana stosunku ekspresji bax i bcl-2 w
obecnosci NO moze mie¢ znaczacy wptyw na przebieg apoptozy [30].

6.3. Zmiany ekspresji biatek szoku cieplnego

NO indukuje rowniez ekspresje biatek o charakterze cytoprotekcyjnym, zwanych
biatkami szoku cieplnego - hsp {heat shock proteins) (ryc. 2). Cytokiny indukujg
ekspresje hsp 70 w drodze zaleznej od NO i chronig komérki wysepek trzustkowych
przed apoptoza, jednak nie indukujg ekspresji hsp 70 w myszach z ,,knock-out” genu
iNOS [34]. Mechanizm molekularny zwigzany z tym procesem ma prawdopodobnie
dwa podtoza: hsp70 hamuje oligomeryzacje Apaf-1, wigzac sie z domeng rekrutujgca
kaspazy - CARD {caspase-recruiting domain), co prowadzi do wstrzymania
tworzenia sie apoptosomu [1] lub hsp70 posredniczy, jako biatko opiekuncze, w
transporcie biatek do mitochondrium, hamujac uwalnianie cytochromu c [37]. Hsp90
oddziatuje rowniez na sama produkcje NO przez eNOS i iNOS. Wykazano, ze hsp90
dziata jako allosteryczny aktywator eNOS, zwigkszajgc aktywno$¢ eNOS poprzez
wzmochienie wigzania si¢ kalmoduliny. W przypadku iNOS wykazano jedynie zdolnos¢
hsp90 do zwiekszania produkcji NO, za$ doktadny mechanizm tego oddziatywania nie
jest do korica poznany [52],

Ponadto, w ludzkich komérkach endotelialnych oraz komérkach COS-7 wykazano,
ze hsp 70 moze wptywaé bezposrednio na produkcje cGMP, wigzac sie z cytozolowa
cyklaza guanylowa [2], co Swiadczy o nowej, niezbadanej dotychczas roli hsp70 w
regulacji szlakéw zaleznych od cGMP.



REGULATOROWA ROLA TLENKU AZOTU W APOPTOZIE 643

6.4. NO hamuje kaspazy w drodze S-nitrozylacji

Kaspazy stanowig rodzine proteaz cysternowych, sktadajaca sie z 14 izoform, ktore
funkcjonalnie mozna podzieli¢ na bioragce udziat w apoptozie (kaspaza -2, -3, -6, -7, -8, -9
i -10) oraz takie, ktérych najwazniejszarolgjest udziat w aktywacji cytokin (kaspaza -1, -
4,-5 i -11). Niewiele wiadomo o roli kaspazy -12, -13 i -14. Kaspazy sa syntetyzowane
jako zymogeny, a sygnat apoptotyczny powoduje konwersje prekursoréw do aktywnych
enzymoéw, indukowangoligomeryzacja. Jak wiekszos$¢ biatek, kaspazy rowniez podlegajg
modyfikacjom postranslacyjnym, zmieniajacym ich aktywnos¢. Jednym z gtéwnych rodzajow
modyfikacji kaspaz jest fosforylacja zazwyczaj zwigzana z supresjgapoptozy mediowang
przez receptory czynnik6w wzrostowych [43,50].

Innym sposobem post-translacyjnej modyfikacji kaspaz jest S-nitrozylacja. NO jest
czasteczka obojetna i wykazuje stabg reaktywnos$¢ z grupami tiolowymi w pH
neutralnym, natomiast pochodna NO - ONOO-~ reaguje z grupami tiolowymi tysiac
razy szybciej niz sam NO. Wykazano, ze miejsca aktywne kaspazy-1, -2, -3, -4, -6, -7
i -8 ulegaja odwracalnej S-nitrozylacji, za$ indukcja apoptozy w drodze Fas/FasL
prowadzi do denitrozylacji kaspazy 3 (ryc. 2) [17,32,36)]. Denitrozylacja zwigksza
aktywnos$¢ kaspazy-3, cho¢ nie wptywa na obrdbke prokaspazy-3. Szlak wiodacy do
denitrozylacji nie zostat dotychczas w petni poznany, jednak uwaza sie, ze nitrozylacja
i denitrozylacja stale towarzysza apoptozie [32,36]. Zdolno$¢ NO do S-nitrozylacji
kaspaz bedzie zalezata od dostepnosci NO oraz O~ i innych zwigzkéw zawierajacych
grupy tiolowe, takich jak: glutation czy wolna cysteina.

7. ZNACZENIE ROLI TLENKU AZOTU W INDUKCJI
APOPTOZY ORAZ PRZEZYWANIU KOMOREK

Utrzymanie homeostazyjest mozliwe dzigki zachowaniu réwnowagi pomiedzy podziatem
komorek a ich $miercig. Zaburzenie tej rownowagi ma zwiazek z patogeneza szeregu
choréb, zas NO moze wptywac na kierunek réwnowagi, indukujac lub hamujac apoptoze.
Przyktadowo, apoptoza za posrednictwem NO moze pogarsza¢ funkcjo-nowanie narzgdow,
prowadzac do m.in. miazdzycy naczyn oraz chor6b neurodegeneracyjnych. Z drugiej strony,
odpowiednie ilosci NO mogahamowac niepozadangapoptoze, jaka ma miejsce w przypadku
niewydolnosci watroby podczas sepsy, oraz uszkodzenia komorek endotelialnych (miazdzyca
i przerost intimy) czy komorek neuronalnych wskutek niedotlenienia. Z drugiej strony
antyapoptotyczne dziatanie NO w stosunku do komorek z uszkodzonym DNA, kt6re powinny
zging¢ w wyniku aktywacji szlakéw apoptotycznych, moze prowadzi¢ do rozwoju
nowotworéw. NO wydaje sie mie¢ duze znaczenie w patogenezie chordb zakaznych.
Przyktadowo, NO produkowany w zakazeniu Mycobacterium tuberculosis ma na celu
zabicie makrofagow zakazonych pratkami, jednakjednoczesnie moze powodowaé apoptoze
limfocytéw T odpowiedzialnych zarozwdj odpowiedzi immunologicznej przeciwko zakazeniu
pratkami [38].
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Tym samym, regulacja produkcji NO stanowi cenne potencjalne narzedzie terape-
utyczne, ktére mozna wykorzysta¢ w terapii choréb, w przypadku ktérych mamy do
czynienia ze zmienionym poziomem indukcji apoptozy i/lub tlenku azotu.
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Streszczenie'. Rozwijajace sie koriczyny kregowcow sg powszechnie uzywanym modelem doswiadczal-
nym do badania mechanizmoéw réznicowania tkankowego. Metody badawcze oparte na nowoczesnych
technikach genetycznych i molekularnych pozwolity na powtérne przeanalizowanie, i czasami podwa-
zenie, dhugo istniejacych hipotez dotyczacych rozwoju koriczyn u kregowcéw. Jedna z nich dotyczy
mechanizmu réznicowania sie koniczyny wzdtuz osi proksymalno-dystalnej (P-D), opartego na obecno-
éci tak zwanej Strefy Rozwoju. Wyniki ostatnich badan sugerujg inny model réznicowania sie wzdtuz
tej osi, oparty na tak zwanej predeterminacji. Nowe doswiadczenia wykazaty tez nieoczekiwang rolg,
jaka szlak regulowany przez Sonic hedgehog (Shh) odgrywa w okre$laniu ilosci i tozsamosci palcow.
Wyniki tych prac sa dyskutowane w tym artykule.

Stowa kluczowe', embriologia, rozw6j konczyn, czynnik wzrostu fibroblastéw, Fgf, Shh, Wnt, palce,
réznicowanie tkankowe.

Summary: Developing vertebrate limb is a model system frequently used to study tissue differentiation
and patterning. Research methods based on sophisticated genetic and molecular embryology techni-
ques allowed revising some of the longstanding hypotheses in this field of research. One of them
proposed the mechanism of limb development along proximal-distal axis based on the existence of
Progress Zone. Recent results propose an alternative model of limb differentiation along this axis, so
called Predetermination Model. Additionally, an unexpected function of sonic hedgehog in the determi-
nation of digit number and identity was recently proposed. Some of those findings will be discussed in
this article.

Keywords: embryology, limb development, Fgf, Shh, Wnt, digits, patterning.

Lista skrotow: AER (Apical Ectodermal Ridge) — szczytowy grzebien ektodermalny; AP - o$ anterioral-
no-posterialna; BMP (Bone Morphogenetic Protein) — morfogenetyczne biatko kosci; dpc (days post
coitus) — dni po zaptodnieniu; DV - 0$ dorsalno-wentralna; FgF (Fibroblast Growth Factor) - czynnik
wzrostu fibroblastéw; PD - 0$ proksymalno-dystalna; PTH (Parathyroid Hormone) - parathormon; PZ
(Progress Zone) - strefa postepu; Shh (Sonic hedgehog) — stadium HH - stadium rozwoju zarodka kury
wedtug Hamburgera i Hamiltona; TGF|3 -(Transforming Growth Factor beta) — transformujacy czynnik
wzrostu beta; ZPA (zone ofpolarizing activity) - strefa polaryzujacej aktywnosci.
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WSTEP

Proces rozwoju embrionalnego jest przedmiotem badan od wielu dekad, a nawet wiekéw
[3]. Pionierskie doswiadczenia zostaty przeprowadzone przez Spemanna i Mangold, ktérzy
uzywajac techniki przeszepow, wykazali obecnos¢ centréw organizacyjnych w
rozwijajacych sie zarodkach zab [33]. Centra te dostarczajg wydzielanych biatek, ktére
wptywaja na otaczajace je komorki regulujac ich proliferacje i réznicowanie. Potrzeba
byto dodatkowych 50 lat, aby te bardzo wazne odkrycia zostaty przeanalizowane na
poziomie molekularnym. Jednaz interesujacych konsekwencji tej pracy byto uswiadomienie
sobie, ze takie centra sygnalizacyjne nie tylko istniejgu organizmdw innych niz zaby, ale
pozostajg aktywne w czasie pdzniejszych etapédw rozwoju organizujac inne ,,mniejsze”
struktury, takie jak: serce, nerki czy konczyny.

W wyniku nagromadzenia wiekszej ilosci molekularnych i genetycznych danych
okazato sie, ze tylko kilka sygnalizacyjnych szlakéw jest wielokrotnie uzywanych
poprzez rozwoj embrionalny. Oddziatujg one na siebie poprzez czasami bardzo skompli-
kowane sieci powigzan uformowane w tych centrach sygnalizacyjnych. Wiekszos¢ z
tych szlakdéw jest regulowana przez ligandy nalezgce do jednej z nastepujgcych rodzin
biatek: Wnt, TGFp/BMP, Fgfs, Hedghogs, Notch i/lub hormonéw (steroidowych,
parathormon - PTH, kwas retinowy) [44].

Istnieje wiele systemow doswiadczalnych uzywanych w badaniach molekularnych i
genetycznych podstaw regulujgcych indukcje tkanek i ich r6znicowanie. Jednym z
bardziej popularnych modeli doswiadczalnych sg rozwijajgce sie koriczyny kregowcow
[40]. Dla uproszczenia, w tym artykule koniczyny przednie i tylne beda nazywane
konczynami, chyba ze zaznaczono inaczej.

Rozwdj konhczyny zaczyna by¢ morfologicznie widoczny u myszy okoto 9,5 dnia po
zaptodnieniu (ang. days post coitum - dpc), a u kurczaka po okoto trzech dniach (ryc.
1A). Proces ten rozpoczyna sie od tworzenia zawigzka konczyny sktadajgcego sie z
komérek mezenchymalnych pochodzacych z ptytki bocznej mezodermy otoczonych
ektoderma. Podczas indukcji konczyny, ektoderma grubieje i tworzy strukture zwang
ektodermalnym grzebieniem szczytowym - AER (Apical Ectodermal Ridge). Potem
koriczyna kontynuuje wzrost tworzac stylopodium (ramie do tokcia), zygopodium (tokie¢
do nadgarstka) i autopodium (dton) (ryc. 2). Jako w petni uformowana, koriczyna staje
sie skomplikowanym organem sktadajacym sie z licznych tkanek i struktur, niektérych
powstatych lokalnie (koS¢ i chrzastka), a niektérych takich, ktére przywedrowaty do
konczyny ze sklerotomu (miesnie), naczyn krwionosnych i tkanek nerwowych [11],

Konczyna ma trzy osie symetrii, okreslone przez trzy centra sygnalizacyjne. O$
proksymalno-dystalna (PD lub blizszo-dalsza) przechodzi w kierunku od ramienia do
czubkoéw palcéw. Jest to kierunek gtéwnego wzrostu reki, regulowany przez biatka
wydzielane z AER. OS$ anterioralno-posterialna (AP lub przednio-tylna) przechodzi od
kciuka (palec 1) do malego palca (palec 5). Ta 0$ jest regulowana przez centrum
sygnalizacyjne umieszczone w posterialnej czesci paczka konczyny, tak zwanej Strefie
Polaryzujacej Aktywnosci - ZPA (zone ofpolarizing activity). Trzecia o$, dorsalno-
wentralna (DV lub plecowo-brzuszna), okresla grzbiet i wewnetrzna strone dtoni. Jest
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RYCINA 1. A) Zdjecie rozwijajacego sie zarodka kury w stadium HH 23. E - oko, OV - rozwijajgce sie
ucho, FL - pgk skrzydta, HL - pak nogi. Biatym prostokatem jest zaznaczona konczyna tylna, powiekszona
w B). Schemat w B) pokazuje kierunki osi AP (gora - dét), PD (blisko - daleko) i DV (przéd - tyt).
Czarna strzatka wskazuje obszar zajmowany przez ZPA. Struktura zaznaczona biatymi strzatkami to
AER

ona regulowana przez sygnaty pochodzgce z brzusznej ektodermy pokrywajacej
mezenchyme konczyny [41]. W tym artykule skoncentruje sie na wynikach ostatnich
badan, ktére poszerzaja nasze zrozumienie, jak tworzg sie osie PD i AP w trakcie
rozwoju koriczyn (ryc. 1B).

Jedng grupa czynnikéw odpowiedzialng za uktadanie planu kohiczyny sg produkty
gendw z rodziny hox. Funkcja tych genéw zostata niedawno opisana i dlatego nie
bedzie poruszona w tym artykule [18]. Podstawy biologii rozwoju koriczyn zostaty tez
przedstawione w niedawno opublikowanym Zarysie Organogenezy [4].

POROWNANIE MODELI STREFY ROZWOJU
| PREDETERMINACJI

Wczesne wyniki badan, ktérych celem byto zrozumienie mechanizmu wzrostu wzdtuz
osi PD i réznicowania komérkowego w tym kierunku, wskazywaty na regulacyjng
funkcje AER w tych procesach. Jego usuniecie lub jakiekolwiek inne uszkadzajgce
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RYCINA 2. Preparat szkieletowy barwiony Alcian blue (czarne na zdjeciu) i Alizaryng Czerwona
(jasnoszare na zdjeciu) przedniej konczyny myszy w stadium 18.5 dpc. Czarny kolor zaznacza rozwijajaca
sie chrzastke, szary kolor barwi rozwijajaca sie kos¢. Sc - topatka, S - stylopod, Z - zygopod, A -
autopod. Numer | oznacza palec ! - kciuk, numer 5 oznacza palec 5 - maty palec. Palec | okresla
anterioralng strone autopodu, a palec 5 - posterioralng

manipulacje zawsze wywotujg deformacje koniczyn wzdtuz gtdbwnej osi wzrostu [45,
42,32,35]. Co wazniejsze, fenotyp spowodowany tymi manipulacjami jest bezposrednio
uzalezniony od stadium rozwoju, w ktérym taka manipulacja zostanie przeprowadzona.
Usuniecie AER we wczesnych stadiach pozwala tylko na rozwoj stylopodium, podczas
gdy usuniecie AER w p6zniejszych stadiach pozwala na utworzenie zygo-, a nawet
autopodium [28]. Poszukiwania biatek odpowiedzialnych za aktywno$¢ AER wykazaty,
ze Czynniki Wzrostu Fibroblastéw (Fibroblast Growth Factor) Fgf4 lub Fgf8 sgwystar-
czajace i konieczne do regulacji wzrostu konczyn wzdtuz osi PD. Na przykiad u
rozwijajacych sie zarodkéw kurczakow, wszczepienie peretek nasgczonych Fgf4 lub
Fgf8 w odleglych czesciach konczyn, zapobiega hamowaniu wzrostu i réznicowania
komérek wywotanych brakiem AER [24,43].

Rezultaty otrzymane w wyzej wymienionych pracach dostarczyty molekularnych
podstaw do tak zwanego Modelu Strefy Postepu [35]. W tym modelu, dtugos¢ czasu
spedzonego przez komérki mezenchymalne znajdujace sie tuz pod AER, w tak zwanej
Strefie Postepu - PZ (Progress Zone), okreslataby ich tozsamo$¢. Innymi stowy, im
dtuzej te komérki pozostaja w tej strefie, tym bardziej odlegte struktury konczyny z
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nich powstajg. Ostatnio nowe badania, jak tez reinterpretacja poprzednich wynikow
doprowadzity do stworzenia nowego modelu opisujgcego réznicowanie konczyn
wzdtuz osi PD. Ten nowy model tak zwanej prespecyfikacji proponuje, ze komaorki
mezenchymalne sg zaprogramowane, aby uczestniczy¢ w tworzeniu stylo-, zygo- i
autopodium juz we wczesnym stadium tworzenia pgka koriczynowego. W konsek-
wencji nie byloby wazne, ile czasu spedzajg one w Strefie Postepu. Zamiast tego
komorki bytyby ,,naznaczone” do uczestniczenia w tworzeniu odpowiednich struktur
konczyn niezaleznie od czynnika czasowego.

Wykorzystujac technike inaktywacji genu kodujgcego Fgf8 w myszach zostato
pokazane, ze jak przewidziano w modelu Strefy Postepu, biatko FgfS byto niezbedne
do wzrostu wzdtuz osi PD [17,23]. Podobnie wiec, jak u kurczakéw, biatko Fgf8 byto
niezbedne do rozwoju konczyn, ale kilka kwestii zostato w dalszym ciggu nierozwia-
zanych. Jednaz nich by} czasowy wymég obecnosci Fgf8. Czyjest to biatko potrzebne
tylko do indukcji konczyny, czy tez do jej utrzymania? Kolejna kwestia opierata sie na
fakcie, ze inne biatka z rodziny Fgfmogtyby by¢ zaangazowane we wzrost wzdtuz osi
PD. Tak wiec, podczas gdy Fgf8 bytoby konieczne, nie byloby wystarczajgce do
catkowitej regulacji tego procesu. Zamiast tego Fgf8 mogtoby indukowac inne biatka z
rodziny Fgf, ktére regulowatyby proces wzrostu wzdtuz osi PD.

Aby rozwigzaé pierwszy problem, Gait Martin i wspdtpracownicy udoskonalili
strategie regulowanej inaktywacji genoéw [36]. W tych do$wiadczeniach zastosowano
powszechnie uzywanatechnologie opartg na rekombinacji DNA za posrednictwem Cre
rekombinazy [30]. Uzywajac tej strategii, mozna wygenerowac¢ myszy, u ktérych gen
przeznaczony do inaktywacji zostaje otoczony sekwencjami LoxP. Krzyzujac te myszy
z myszami, u ktorych Cre rekombinaza jest pod kontrolg promotora aktywnego w
okreslonych tkankach, spowoduje sie rekombinacje pomiedzy sekwencjami LoxP i
usuniecie genu tylko w tkankach, gdzie Cre ulegto ekspresji. Cre rekombinaza w
doswiadczeniach przeprowadzonych przez grupe Gait Martin byta pod kontrolg
promotora genu msx2, ktéry ulega ekspresji tylko w AER.

Interesujacq cechg ekspresji msx2 jest jego dynamika. Rozwdj koriczyn przednich,
wiaczajgc w to indukcje AER i ekspresje Fgf8, wyprzedza rozwoj koriczyn tylnych o okoto
pét dnia [36]. Poniewaz koriczyna przednia rozwija sie wczesniej, FgfS ulega ekspresji
wczesniej w koriczynie przedniej niz w tylnej. Z drugiej strony ekspresja genu msx2 ma
doktadnie odwrotng dynamike, ulega ono ekspresji w konczynie tylnej, zanim zostanie
aktywowane w konczynie przedniej, z roznicgkilku godzin. Zatem w do$wiadczeniach Gait
Martin i wspotpracownikéw, msx2 byto aktywowane w koriczynie przedniej po aktywacji
FgfS, podczas gdy w konczynie tylnej byto ono aktywowane przed aktywacja FgfS. W
opisanych badaniach Cre rekombinaza w konhczynach tylnych byta zatem aktywowana,
zanim FgfS ulegt ekspresji, powodujgc takie same dramatyczne znieksztatcenia, jak podczas
catkowitej inaktywacji tego genu. Otrzymany fenotyp w konczynie przedniej bytjednak
zaskakujacy. Jej rozwaj, jakkolwiek niecatkiem normalny, przebiegat bez dramatycznych
zmian i pozwalat na tworzenie wszystkich elementéw kostnych. Poniewaz dezaktywacja
FgfS w tej konczynie nastgpita okotojednej godziny po indukcji FgfS, ten wynik sugerowat,
ze kraétki okres aktywacji Fgf8 byt wystarczajacy do utrzymania rozwoju catej konczyny.
FgfS bytby wiec potrzebny do indukcji, ale nie do podtrzymania wzrostu konczyn.
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Niemniej istniata mozliwos¢, ze wzglednie tagodny fenotyp spowodowany zaktéceniami
w ekspresji FgfB w konczynach maégt by¢ spowodowany kompensacyjnym dziataniem
innych biatek z rodziny Fgf. Dlatego tez grupa Gait Martin stworzyta myszy, z ktérych
usunieto niejeden, ale dwa geny, uzywajac powyzej opisanej metody opartej na msx2-
Cre regulowanej inaktywacji genéw [36]. Poza FgfB, autorzy zdezaktywowali Fgf4, znany
cel sygnalizacji przez FgfB w konczynach. Dezaktywacja tylko Fgf4 nie powodowata
deformacji koriczyn [23]. Natomiast myszy po dezaktywacji obu genéw Fgf4 i FgfB w
oglle nie miaty tylnych koniczyn. Wynik ten wskazuje, ze Fgf4/8 sg konieczne i
wystarczajgce do indukcji kohczyny tylnej. Natomiast koriczyny przednie u tych myszy
mogtyjednak powstac¢, chociaz ich fenotypy byty rézne, poczawszy od raczej powaznych
(tylko jeden dystalny segment byt obecny) do raczej tagodnych (stylo-, zygo i autopod
elementy byty obecne) wskazujac nato, ze okres dziatania Fgf4/8 przez okoto 60 minut
byt wystarczajacy, aby wzbudzi¢ rozwéj komptetnej koriczyny. Podobne wyniki zostaty
otrzymane przez Capecchi i wspotpracownikow [5].

Rezultaty tych badan kontrastowaty z proponowanym wymogiem obecnosci Fgf8 we
wszystkich stadiach rozwoju koriczyn, jak byto to sugerowane przez model Strefy Postepu.
Z powodu watpliwosci, czy moze ten nieoczekiwany fenotyp byt wynikiem kompensacji
przezjeszcze inne Fgfobecne w rozwijajacej sie konczynie i wymieniajgce/zastepujgce
Fgf8, zostaty przeprowadzone dodatkowe doswiadczenia oparte na analizie myszy, u
ktérych zdezaktywowano geny kodujgce innych cztonkéw rodziny Fgf. Dokonano tego
stosujgc powyzej opisang strategie z wykorzystaniem rekombinazy Cre (przedstawione
na Limb Conference w Dundee, July 2004). Te podwdjne i potréjne nokauty genéw z
rodziny Fgf w rozwijajacych sie konczynach myszy dostarczyty dodatkowych i
interesujacych informacji. Na przykitad, jednoczesna dezaktywacja obu genéw FgfB i 9
spowodowata posredni fenotyp pomiedzy Fgf4/8 i FgfB. Potrojna dezaktywacja Fgf4,9
i 17 nie miatajakiegokolwiek wptywu na rozwéj konczyny potwierdzajac wazna funkcje,
jaka petnig Fgf4/8 w tym procesie (Dundee Limb Conference 2004). W sumie, sposrod
23 znanych Fgf, tylko Fgf4 moze zastgpi¢ FgfB w testach in vitro, a w czasie rozwoju
konhczyn transkrypcja tego genu jest zahamowana u myszy, ktére nie majg FgfB, co
ttumaczy relatywnie tagodny fenotyp spowodowany inaktywacjg tylko genu FgfB. Te
wyniki pozwolity stwierdzié, ze ekspresja FgfB, pomimo ze jest wymagana do kontroli
liczby komorek na poczatku formowania konczyny, niejest potrzebna dojej utrzymywania,
oraz ze Fgf4 mogto kompensowac nieobecnos¢ FgfB podczas wzrostu wzdtuz osi PD. Ta
kompensacja jest jednak bardzo doktadnie okreslona w czasie, poniewaz okoto 90 min
ekspresji byto wystarczajace, aby koficzyny rozwinety sie prawie normalnie. Zatem, whrew
dtugo przewazajacej hipotezie, sygnalizacja regulowana przez Fgfnie jest wymagana do
utrzymywania osi PD.

Badania przeprowadzone w rozwijajacych sie zarodkach kurzych dostarczyty
dodatkowych wynikéw stawiajacych pod znakiem zapytania model Strefy Postepu. W
tym przypadku badacze jeszcze raz przeanalizowali konsekwencje usuniecia AER z
rozwijajacej sie konczyny [10]. Podczas tych eksperymentéw, tak jak juz wiele lat
temu zauwazono, ze usuniecie AER powodowato apoptoze w komdérkach mezodermy
znajdujacej sie pod AER [15]. Problem apoptozy w tych warunkach nie byt badany
przez wiele lat, ale tatwo sobie wyobrazi¢, ze usuniecie AER mogto spowodowac
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skrocenie konczyn, nie dlatego, ze brakowato jakiego$ szczegélnego sygnatu, ale po
prostu dlatego, ze komorki, ktére miaty wchodzi¢ w sktad konczyny, umieraty w skutek
mikromanipulacji. Dlatego tez usuniecie AER w pézniejszych stadiach rozwoju powodo-
wato mniej drastyczne skrocenie koriczyn, poniewaz juz znaczna cze$¢ koniczyny zostata
utworzona. Aby sprawdzi¢, czy FGF8 funkcjonowato w AER jako stymulator
proliferacji komérkowej, eksperyment polegajacy na zastgpieniu AER czynnikiem
wzrostu Fgf8 zostat powtdrzony [10]. Autorzy pokazali, ze rzeczywiscie dodanie Fgf8
wzbudzito proliferacje komérkowg i mogto odwrécic¢ efekt usuniecia AER. A co
wazniejsze, ten efekt nie pojawiat sig, jesli okres pomiedzy usunieciem AER i dodaniem
FgfB byt zbyt dtugi. Byto to prawdopodobnie spowodowane $miercig zbyt wielu komorek
zainicjowang usunieciem AER, a tym samym brakiem Fgf8.

Nastepnie przeprowadzono eksperymenty znakowania komdérek uzywajac barwnikow
fluorescencyjnych. W tych badaniach, barwniki zostaty wstrzykniete w rozwijajgce sie
konczyny kurzych embriondw i tak wyznakowane komdrki byty obserwowane w trakcie
rozwoju konczyn. Precyzyjna lokalizacja zastrzykéw pozwolita na przesledzenie losu
komorek w regionach tuz pod AER. Autorzy wstrzykneli Dii, fluoryzujgcy barwnik, w
réznej odlegtosci od AER w stadium Hamburgera-Hamiltona (HH) 19 [12] i przeana-
lizowali lokalizacje tego barwnika trzy dni p6zniej. Byli oni w stanie pokazac, ze Dii
oznaczy! regiony stylo-, zygo- lub autopodu, co wskazuje nato, ze komorki w mezenchymie
konczyny byty bardzo wczesnie zaprogramowane do udziatu w formowaniu tych struktur.
Wyniki eksperymentéw polegajacych na przeszczepach regionéw sub-AER na kikuty
koriczyn dawcéw dodatkowo umocnity hipoteze méwiaca, ze komérki sgzdeterminowane
do formowania struktur kofczyn bardzo wczesnie w rozwoju [10].

Czy zatem Model Strefy Postepu nadaje sie do lamusa? Obecnie badacze w dziedzinie
biologii rozwoju konczyn sa podzieleni na dwa wspoétzawodniczace ze sobg obozy i nie
jestjeszcze catkiem rozstrzygniete, ktdry model lepiej ttumaczy wzrost kohczyn w osi
PD [21]. Podczas gdy nowy model thumaczy stare i nowe rezultaty lepiej niz poprzednia
hipoteza, nie jestjeszcze w stanie wyttumaczy¢ wszystkich uzyskanych wynikow, tak
wiec na ostatnie stowo w tej kwestii trzeba bedzie jeszcze poczekac.

TOZSAMOSC PALCA, CZYLI HISTORIA Shh

Tworzenie osi AP bylo przedmiotem intensywnych badan i takze w tej kwestii ostatnie
wyniki przyniosty Kilka niespodzianek. Jednym z do$wiadczalnych systeméw najczesciej
uzywanych do studiowania tworzeniasie tej osijest proces formowania sie palcow i okreslania
ich tozsamosci. Doswiadczenia te sgprzeprowadzane u myszy lub kur, jednak rozwijajacy sie
kurczakjest ciggle najbardziej popularnym modelem badawczym. Jedngz zalet tego systemu
jestto, ze palce u kurczaka majgzmiennag liczbe stawdw zaleznie od miejsca, jakie ten palec
zajmuje wzdtuz osi AP. Podczas gdy u myszy wszystkie palce, poza kciukiem (palec 1), majg
te samaliczbe stawow, u kurczaka kazdy palec mawzrastajgca liczbe stawdw w kierunku AP.
Tak wiec najbardziej anterioralny palec (kciuk) ma dwa stawy, kolejny 3 itd., co pozwala na
tatwe okreslanie tozsamosci palcow i tworzy system bardzo przydatny do badania
czynnikow interferujgcych z tworzeniem sie osi AP.
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Podczas rozwoju embrionalnego, mezenchyma znajdujgca sie w przysztym autopodzie
kondensuje sie tworzac tak zwane promienie palcowe, ktore nastepnie ulegajg réznico-
waniu. Region odpowiedzialny za to r6znicowanie jest nazywany Strefg Aktywnosci
Polaryzujacej - ZPA {zone ofpolarizing activity) i jest ulokowany w najbardziej
posterioralnej (tylnej) czesci pgka konczyny (rye. 1B, strzatka). Ten region zostat
zidentyfikowany w latach szesédziesigtych XX wieku przez J. Saundersa i
wspotpracownikow, ktérzy przeprowadzili r6znego rodzaju transplantacje tkanek kon-
czyny [31]. Na przykiad, gdy tylna czesc tego paka zostata przeszczepiona na przedniag
czes$¢ innego paka, powstajacy autopod rozwingt sie z lustrzang duplikacjg palcow.
Tak wiec zamiast porzadku 2,3,4 palcow w skrzydle w kierunku AP, powstat autopod
z palcami 4,3,2,2,3,4. Poszukiwania molekularnych podstaw tego procesu wykazaty,
ze gtéwnym biatkiem odpowiedzialnym za polaryzacje w kierunku AP byt Sonie
Hedgehog (Shh) [14,27]. Wszczepienie peretki nasyconej Shh w przednig czes¢ paka
konczyny, tak jak i transplantacja ZPA, powodowaty bowiem lustrzang duplikacje
palcow. Poniewaz nowoutworzone palce utrzymywaty poprawng tozsamos¢ zdefinio-
wang za pomoca liczby stawdéw, badania te sugerowaly, ze Shh nie tylko bytby
odpowiedzialny za tworzenie osi AP i indukcje palcéw, ale tez okres$latby ich tozsamos$¢
w zaleznosci od stezenia, zachowujac sie tym samym jak morfogen.

Nowe wyniki sugerujajednak, ze funkcja Shh w okreslaniu osi AP nie jest tak prosta,
jak byto to poczagtkowo postulowane. Na przyktad, mozna by oczekiwac, ze dezaktywacja
Shh spowoduje nieobecnos$¢ wszystkich palcéw, a nawet utrate catej konczyny.
Niespodziewanie, dezaktywacja Shh pozwolita na powstanie stylo- i zygopodu, a nawet
na czesciowe utworzenie autopodu z jednym palcem w konczynach tylnych myszy i
pozostatosci palca w konczynach przednich [7, 34, 8]. Ten wynik zakwestionowat
dotychczas proponowangrole Shhjako kluczowego biatka regulujgcego réznicowanie
sie koriczyn i powstawanie palcéw. Nawet wiecej, dostarczyt dowodow, ze Shh nie jest
wcale wymagany do tworzenia stylo- lub zygopodu, ani do tworzenia przynajmniej
jednego palca. Te wyniki staty sie jeszcze bardziej interesujace, gdy przeanalizowano
myszy, u ktérych zdeaktywowano geny kodujace biatka zaangazowane w przekaznictwo
sygnatu przez Shh.

Shh bierze udziat w przekazywaniu sygnatéw w komarce poprzez wigzanie sie do
kompleksu receptoréw Patched-Smoothened (Ptc-Smo) znajdujacych sie na btonie
komorkowej. Wigzanie sie Shh do tego kompleksu, a w szczegélnosci do Ptc, powoduje,
ze represja Smo przez Ptc zostaje usunieta pozwalajgc Smo na aktywacje cztonkow
rodziny czynnikoéw transkrypcyjnych Gli w komaérce. Znane satrzy biatka z tej rodziny:
Glil, 2 i 3. Wszystkie trzy ulegajg ekspresji w rozwijajacych sie koriczynach, gtéwnie
w niepokrywajacych sie obszarach [6, 22]. Zostatlo zaproponowane, ze Gli3 jest
najwazniejszym czynnikiem z tej rodziny przekazujagcym sygnat pochodzacy od biatka
Shh w rozwijajacych sie koniczynach. Ta hipoteza zostata oparta na wynikach analizy
myszy, u ktérych geny Glil, 2 lub 3 zostaly zdezaktywowane. Tylko dezaktywacja
Gli3 powodowata zmiany fenotypu kohczyn [22,25]. Zaskakujaco, dezaktywacja Gli3
odkryta w spontanicznym mysim mutancie extratoes spowodowata przedosiowg
polidaktylie, sugerujac, ze szlaki przekaznictwa sygnatu przez Shh zalezne od Gli3
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ograniczytyby raczej niz indukowalty ilo$¢ palcow [16]. Ponadto, podwojna dezaktywacja
genow Shh/Gli3 ,ratowata” do pewnego stopnia fenotyp dezaktywacji genu Shh,
przywracajac wielopalczastos¢ i tym samym wskazujac, ze ani Gli3, ani Shh nie sa
potrzebne do indukcji lub regulacji liczby palcéw [19].

Jak mozna by ttumaczy¢ te wyniki? Gli3 jest bipotencjalnym czynnikiem transkryp-
cyjnym, ktéry moze dziatac jako represor lub aktywator transkrypcji. Jesli biatko Gli3
jest poddane specyficznej wewngtrzkomorkowej proteolizie, dziata ono jako represor
(Gli3R). Shh, poprzez Smo, blokuje proces proteolizy przeksztatcajgc Gli3 w forme
aktywatora (Gli3A) [29]. Tak wiec w normalnej sytuacji Gli3R jest obecne w catym
autopodzie, a Shh, produkowany w ZPA, formuje gradient wzdtuz osi AP. GIli3R znajdujgcy
sie blisko ZPA jest pod wptywem Shh, ktory regulujac przeksztatcenie Gli3R w Gli3A,
pozwala tym samym na formowanie okres$lonej liczby palcow (pieciu u myszy). Pod
nieobecnos¢ genu kodujacego Gli3 (mysi mutant extratoes$), Gli3A nie moze powstac, a
jednoczesnie pojawiajasie dodatkowe palce. Ten wynik sugeruje, ze Gli3 A reguluje ilos¢
palcéw w negatywny sposéb, poprzez ograniczanie ich ilosci do pieciu. Z kolei podczas
nieobecnosci Shh, tylko Gli3Rjest obecne w komadrkach, pozwalajgc na tworzenie tylko
palca | (kciuka) [19]. Przedstawione wyniki wskazujg na dwie istotne rzeczy.

Jednaz nich jest to, ze represorowa forma Gli3 (Gli3R) skutecznie blokuje tworzenie
sie palcow 2-5. Drugajest mozliwos$é, ze szlaki regulowane przez Shh nie sg zaanga-
zowane w tworzenie sie przynajmniej pierwszego palca, kciuka. Pod nieobecnosci obu
gendw wielopalczastos$¢ zostaje zndw przywrécona wskazujac na to, ze jeszcze inny,
dotychczas nieznany mechanizm reguluje tworzenie sie palcéw. Interesujacym aspektem
tego wyniku jest mozliwosc, ze by¢ moze istnieje ewolucyjna determinacja do utrzymania
statej ilosci palcow u kregowcow.

Jesli Shh nie jest wymagany do indukcji palcéw, czy jest wymagany do okreslania ich
tozsamosci? Niedawno przetestowano te hipoteze korzystajgc z modelu rozwijajgcego sie
zarodka kurczaka i faktu, ze jak juz wspomniatem, tozsamos¢ palcéw w tym modelu jest,
miedzy innymi, okreslana poprzez ilos¢ stawdéw w palcach. Przeprowadzajac
mikromanipulacje, Dahn i Fallon pokazali, ze usuniecie miedzypalcowej mezenchymy
spomiedzy palcow 2 i 3 przeksztatcito palec 2 w palec | [9]. Nastepnie, separujgc dwa
rozwijajace sie palce foligaluminiowa autorzy pokazali, ze czynnik odpowiedzialny za to
przeksztatcenie dyfundowat do przestrzeni pozakomérkowej. W koncu, poprzez pokazanie,
ze tozsamos¢ palcow byta wrazliwa na zbyt duzg ilos¢ biatek Bmp lub Noggin (antagonista
Bmp), udowodnili, ze Bmp, a nie Shh, byto bezpos$rednio odpowiedzialne za okreslanie
tozsamosci palcéw [19]. Kolejne prace, wykonane przez Ogura i wspotpracownikow
pokazaty, ze Bmp regulowato tozsamos¢ palcéw poprzez indukcje czynnikéw
transkrypcyjnych Thx2 i Tbx3 [37]. Dodatkowo wykazano, ze Shh byto wymagane do
posterioralnej indukcji palcéw, ale nie byto wymagane do okre$lania ich tozsamosci. Zamiast
tego, petla regulacyjna ztozona z Bmp/Hoxd 12/13 i Thx2/3 byta wymagana do okreslania
najbardziej posterioralnego palca (czwarty u kurczaka). Palec 3 natomiast byt okreslany
przez Sciezki sygnatowe zalezne od Bmp7, Hoxdl2 i Tbx2, a najbardziej anterioralny palec
byt niezalezny od tych szlakéw (ryc. 3). Te wyniki dodatkowo poparty teze, ze proces
tworzenia osi AP w konczyniejest o wiele bardziej skomplikowany niz poczatkowo zaktadano
i ze jest on tylko czesciowo pod wptywem sygnalizacji zaleznej od Shh.
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RYCINA 3 (zmodyfikowana z [37]. Rozwijajaca sie konczyna tylna zarodka kury w stadium HH 31.
Palce sa ponumerowane 1-4 w kierunku A/P. Linia przerywana okresla granice pomiedzy IV palcem
i mezenchyma (obszar oznaczony szarymi cetkami). Linie kropkowane wydzielaja obszar mezenchymy
miedzypalcowej (obszar oznaczony biatymi kropkami) pomiedzy palcami 3 i 4. Strzatki reprezentuja
pozytywne interakcje

Inny interesujacy zwrot w zrozumieniu funkcji Shh w okreslaniu tozsamosci palcéw
pojawit sie w zwigzku z analizg myszy, u ktorych ekspresja rekombinazy Cre byta pod
kontrolg elementéw regulatorowych pochodzacych z promotora genu Shh, wiernie
odtwarzajacych dynamike ekspresji Shh podczas rozwoju kohczyn (Shh-Cre). Otéz
zaproponowano, ze Shh mogtby dziata¢ jako prawdziwy morfogen, dziatajagc na
odlegtos¢ i wywotujac rézne efekty biologiczne w zaleznosci od stezenia. Na przykitad,
gdy Shh ulegat ekspresji w ZPA, mégtby on regulowac tozsamos$¢ palcéw w zaleznosci
od odlegtosci od ZPA, poprzez precyzyjng modulacje stosunku Gli3R do Gli3A. Aby
zbadac te mozliwos$¢, autorzy przesledzili los komérek, u ktérych Shh ulegt ekspresji w
konczynie. Zostato to osiagniete przez skrzyzowanie Shh-Cre transgenicznych myszy
z innymi transgenicznymi myszami, ROSA26-Pgal. U tych myszy gen reporterowy
kodujacy P-galaktozydazejest aktywowany tylko w obecnosci rekombinazy Cre. Tak
wiec w potomstwie pochodzacym z takiej krzyzoéwki, Cre rekombinaza powodowata
permanentng aktywacje P-galaktozydazy w komérkach, w ktérych Shh kiedykolwiek
ulegt ekspresji ujawniajgc czasowo-przestrzenna regulacje tego genu. Analiza tych myszy
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pokazata, ze komorki, w ktérych Shh ulegt ekspresji, znajdowano poczatkowo w ZPA,
pbzniej wykryto w mezenchymie palcéw 5, 4 3 [2],

Biatko Shh moze zosta¢ wydzielone do przestrzeni miedzykomadrkowej po potrans-
lacyjnej modyfikacji, polegajacej na dodaniu do niego czasteczki cholesterolu. Dezakty-
wacja genu odpowiedzialnego za ten proces, dispatched 1 (displ), powoduje zahamo-
wanie dyfuzji Shh i pozwala na rozdzielenie autokrynnych i parakrynnych efektow
dziatania Shh. Ten fakt, razem z opartg na systemie Cre-lox dezaktywacja genow,
pozwolit badaczom na zbadanie krétko i dtugodystansowych efektéw, jakie Shh wywiera
na formowanie palcéw u myszy. Cre rekombinaza, ulegajaca ekspresji pod kontrolg
elementéw promotora shh, zostata uzyta do usuniecia genu kodujacego displ 2
rozwijajgcego sie pagka koriczyny [13]. Powstate w ten sposéb potomstwo miato normalne
palce 5,4 i 3, palca 2 nie bylo, a palec 1 byt normalny. Ten wynik pozwolit na wyciag-
niecie wniosku, ze Shh oddziatuje autokrynnie w trakcie tworzenia palcéw 5,4 i 3 oraz
parakrynnie w czasie tworzenia palca 2. Ta praca dodatkowo potwierdzita, ze Shh nie
jest potrzebny do tworzenia palca 1.

W dwéch kolejnych pracach przedstawiono wyniki badan, w ktérych wykazano, ze
czynnik transkrypcyjny dHand dziata powyzej biatek Shh/Gli na szlaku przekaznictwa
sygnatu [39, 38].

Model r6znicowania wzdtuz osi AP oparty na sygnalizacji regulowanej przez Shh,
zaproponowany jakies$ 30 lat temu, zostat wiec ostatnio poddany przeglgdowi i rewizji
dzieki wyzej wspomnianym badaniom. Rzeczywiscie, podczas gdy ekspresja Shh jest
krytyczna dla prawidtowego rozwoju konczyn, mogtaby ona ogranicza¢ raczej niz
indukowac liczbe palcéw, nie by¢ krytyczna dla okreslania ich tozsamosci i wcale nie
by¢ zwigzang z tworzeniem stylo- lub zygopodu.

PERSPEKTYWY

W jakim punkcie zatem znajduje sie obecnie biologia rozwoju konczyn? Sekwencje
genomoéw wielu organizmoOw zostaty juz poznane, r6zne rodzaje ,,omics” (transcript-
omics, proteomics itd.) sg stosowane do analizy molekularnego stanu tkanek, jak
rowniez ciggle pojawiajg sie nowe sposoby na modyfikowanie genéw. Wszystko to
razem pozwala nam na nowe podejscie do klasycznych eksperymentéw embriolo-
gicznych. To nowe spojrzenie ujawnito, ze nawet dobrze opisane i zbadane modele
doswiadczalne ciagle dostarczajgnam niespodzianek, ktére zmuszajgnas do przepisania
niektérych rozdziatéw w podrecznikach. Kombinacja bogactwa informacji otrzymanej
z biologii rozwoju embrionalnego i dostepno$¢ molekularnych narzedzi zwiastuje bardzo
interesujaca przyszto$¢ w biologii rozwoju generalnie, a w biologii koriczyn w
szczego6lnosci.

Ciagle jeszcze duzo pytan dotyczacych rozwoju konczyn pozostaje bez odpowiedzi,
czasami od dos$¢ dawna. Uwaga badaczy skupia sie obecnie bardziej na osiach AP i PD
niz DV. Ta ostatnia o0$ jest regulowana poprzez interakcje pomiedzy dwoma biatkami.
Jednym z nichjest sekrecyjne biatko regulujace dorsalng cze$¢ koriczyny, Wnt7a. Drugim



658 P. TYLZANOWSKI

z nich jest czynnik transkrypcyjny Engrailed, regulujgcy wentralny aspekt koriczyny
poprzez regulowanie ekspresji jego biatka docelowego, Lmxl [26]. Bardzo mato
wiadomo o biatkach docelowych Wnt7a albo Engrailed w tych procesach. Wczesne
doniesienia wskazywaty, ze Engrailed (transkrypcyjny represor Wnt7a) obecny w
wentralnej ektodermie, bytby zaangazowany w indukcje Shh w ZPA, ale jego dezak-
tywacja spowodowata defekty w osiach DV i PD, ale nie w osi AP prawdopodobnie
poprzez indukcje defektow w AER [1].

Podczas gdy wiecej wiadomo o rozwoju osi AP, ciggle nie wiadomo, jak jest okres$lana
ilos¢ palcow (4 w nodze i 3 w skrzydle u kurczaka, 5 u myszy), ani co jest bezposrednio
odpowiedzialne za indukcje stawéw. Dodatkowo, ostatnie doniesienia, inaczej niz
dotychczas zaktadano, opisaty role, jakg Wnt mogtby odgrywaé w okreslaniu osi AP.
W tych badaniach przeanalizowano petle regulatorowg sktadajgcg sie z biatek Whnt,
Dkkl (antagonista Wnt) i Lrp6 (putatywny receptor Wnt) [20]. Proponowany nowy
system, niezaleznie od Shh, regulowatby ilo$¢ palcéw poprzez petle Wnt/DKKI/Lrp6 i
dziatatby poprzez doprecyzowywanie przekazywania sygnatow przez Wnt. Potrzeba
jednak wiecej badan, aby te obserwacje potwierdzic.

Formowanie osi PD, by¢ moze najintensywniej badane, nie jest jeszcze w petni
poznane, poniewaz niektdre z opisanych wynikéw nie moga by¢ wyttumaczone ani
przez modele Strefy Postepu, ani Prespecyfikacji. Dlatego tez nowe eksperymenty
powinny zostac¢ przeprowadzone, co obiecuje ekscytujacy okres w dziedzinie biologii
rozwoju konczyn.

Szczegotowa wiedza dotyczgca molekularnych podstaw Kierujgcych procesami
rozwoju konczyn jest niezbedna, aby lepiej zrozumie¢ procesy chorobowe wystepujgce
w okresie postnatalnym. Staje sie coraz bardziej oczywiste, biorgc pod uwage raczej
ograniczong liczbe szlakéw sygnalizacyjnych, ze niektére z nich sg prawdopodobnie
reaktywowane w nieodpowiednim czasie lub miejscu, prowadzac do r6znego rodzaju
patologii, na przyktad artretyzmu. Doktadna molekularna i genetyczna analiza drég
przekazywania sygnatéw w komorce, ktére sg aktywne w trakcie normalnego rozwoju
konczyn, jest zatem bardzo wazng do zrozumienia proceséw chorobowych i odpowied-
niego zaprojektowania indywidualnych, molekularnych strategii do leczenia symptomow
lub nawet catkowitego wyleczenia schorzenia. Ta taktyka, razem z pojawiajaca sie
technologig opartg na komérkach macierzystych oraz z uzupetniajagcym podejsciem
opartym na inzynierii tkankowej, tworzy podstawy diugoterminowych rozwigzan w
leczeniu choréb.
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WYBRANE ASPEKTY POWSTAWANIA ORGANICZNEJ
MACIERZY MINERALIZOWANYCH TKANEK ZEBA
ORAZ ZMIANY JEJ FIZJOLOGII SPOWODOWANE

WPLYWEM ENDOGENNEJ PROFILAKTYKI
FLUORKOWEJ. CZESC I. SZKLIWO

THE ASPECTS OF THE FORMATION OF EXTRACELLULAR MATRIX
IN MINERALIZED TISSUES INCLUDING THE DISTURBANCES CAUSED
BY FLUORIDE. PART |. ENAMEL

Izabela MACIEJEWSKA, Zdzistaw BEREZNOWSKI

Zaktad Implantoprotetyki Akademii Medycznej w Gdansku

Streszczenie: Rozw0j szkliwa rozpoczyna sie od sekrecji organicznej macierzy, na ktorg skiadajg sie
biatka gtéwnie z grupy amelogenin i enamelin. W trakcie dojrzewania szkliwa organiczna macierz
podlega procesom proteolitycznej degradacji, a produkty jej rozpadu sg sukcesywnie usuwane i zaste-
powane krysztatami hydroksyapatytow tworzacymi pryzmaty szkliwne. Proces sekrecji oraz minerali-
zacji szkliwa moze ulec modyfikacjom na skutek wprowadzenia jonéw fluorkowych w postaci endo-
gennej profilaktyki fluorkowej. Bardzo trudno jest okresli¢ optymalng dawke dobowa fluoru, ktoérej
przekroczenie skutkuje zaburzeniami mineralizacji oraz powstawaniem fluorozy zebéw. Mechanizm
powstawania fluorozy jak dotad nie zostat w petni wyjasniony, jakkolwiek istnieje coraz wiecej po-
twierdzonych dowodoéw, iz jest ona efektem zaburzen w proteolitycznej degradacji biatek tworzacych
organiczng macierz szkliwa. W pracy oméwiono najbardziej istotne biatka biorgce udziat w procesie
powstawania organicznej macierzy szkliwa oraz wptyw fluoru na metabolizm omawianych biatek ze
szczegblnym uwzglednieniem ich roli w powstawaniu zaburzerh mineralizacji szkliwa.

Stowa kluczowe: macierz organiczna, szkliwo, fluorek.

Summary: Dental enamel is the most mineralized tissue all over the body. The enamel development
begins with the organic matrix secretion. The enamel extracellular matrix mainly consists of amelogenins
and enamelins. As the enamel maturation progress the organic matrix undergoes proteolitic degradation.
The remnants, which remain after the degradation are subsequently withdrawn and replaced with hydro-
xyapatites crystals which form the enamel prisms. The enamel secretion and maturation can be modified
by fluoride ions supplemented per os. It is extremely difficult to establish the daily optimal dose of
fluoride which if exceeded leads to disturbances in the enamel mineralization and the fluorosis origin.
The mechanism of the dental fluorosis origin has not been completely explained yet. Nevertheless the
available data confirm that dental fluorosis is a side effect of disturbances in the proteolitic degradation of
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the proteins that form the enamel extracellular matrix. In the paper we depicted the proteins which are the
main components of the enamel extracellular matrix as well as the influence that fluoride exerts on their
metabolism, which can result in the fluorosis.

Keywords', extracellular matrix, fluoride, enamel.

WSTEP

Narzad szkliwotwdrczy zeba rozwija sie z pochodzacej z ektodermy listewki zebowej.
Jego rozwoj rozpoczyna sie w bardzo wczesnym okresie zycia ptodowego i przechodzi
kolejne fazy morfologiczno-histologicznego réznicowania komérek az do wyksztatcenia
w petni dojrzatych ameloblastéw odpowiedzialnych za tworzenie szkliwa. W pierwszym
okresie rozwoju szkliwa - fazie sekrecyjnej nastepuje odktadanie organicznej macierzy,
ktora w kolejnych fazach (przejsciowej i dojrzewania) ulega mineralizacji.

POWSTAWANIE MATRYCY BIALKOWEJ W SZKLIWIE
(APOZYCYJNE ODKLEADANIE SZKLIWA)

Dojrzate szkliwo zebajest najbardziej zmineralizowang, bezkomaérkowa tkanka orga-
nizmu. Stopier mineralizacji wynosi 92-96%, pozostate sktadniki to woda i substancje
organiczne. Zbudowane jest z krysztatow hydroksyapatytow — HP Cal) (PO4)6 (OH)n
tworzacych zorganizowane struktury pryzmatow szkliwnych [55]. Rozwdj szkliwa
przebiega w trzech fazach: sekrecyjnej, przejsciowej oraz dojrzewania [49], Powstawanie
szkliwa rozpoczyna sie od wydzielania przez wypustke ameloblastow, zwang wyrostkiem
Tomesa, biatek (niektdre wystepujajedynie w szkliwie) tworzacych swoiste rusztowanie
dla wzrastajacych krysztatéw hydroksyapatytéw [37,62,68]. Biatkiem prawdopodobnie
odpowiedzialnym za inicjacje powstawania krysztatéw hydroksyapatytéw jest tuftelina
(55 kDa), jedyne biatko pojawiajgce sie we wczesnej fazie sekrecyjnej na granicy
szkliwno-zebinowej. Nie wiadomo, czy petni ona funkcje czasteczki sygnalizacyjnej,
czy tez bierze bezposredni udziat w inicjacji tworzenia krysztatéw hydroksyapatytow
szkliwa [23,24]. Istnieje hipoteza, iz za krystalizacje krysztatdbw HA w szkliwie odpowie-
dzialne sg biatka charakterystyczne dla zebiny, fosfoproteiny i sialoproteiny zebiny
[8]. Mineralizacja szkliwa nastepuje natychmiast po tym, jak ameloblasty rozpoczng
wydzielanie organicznej macierzy, jednak stopienn mineralizacji we wczesnej fazie
sekrecyjnej wynosi jedynie 30% [49]. Doktadnie nie wiadomo, wjaki sposéb dochodzi
do wzrostu pryzmatéw szkliwnych w dtugiej osi (0$ - ¢) poza faktem, iz jest to wzrost
preferowany energetycznie [56]. Nie stwierdzono, czy wzrost pryzmatow odbywa sie
poprzez doktadanie kolejnych jondw do pierwotnego miejsca krystalizacji, czy powstajg
niezalezne, liniowo zorientowane, sferyczne miejsca krystalizacji, ktére w pozniejszym
etapie rozwoju ulegajg fuzji [50].

Jednoczesnie z inicjacjg powstania pierwszych centrow krystalizacji ameloblasty
rozpoczynajg wydzielanie biatek amelogenin i enamelin, stanowigcych organiczne
rusztowanie dla tworzgcych sie zmineralizowanych struktur szkliwa - pryzmatow
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szkliwnych [15,61]. Stwierdzono, ze obydwie grupy biatek maja silne powinowactwo do
wigzania sktadnikdéw mineralnych, wapnia, fosforanéw i weglanéw. Bogate w proline,
histydyne i glutaminian amelogeniny w fazie sekrecyjnej stanowig 90% organicznej macierzy
szkliwa i umiejscawiajgsie w rdzeniu tworzacych sie pryzmatow. Macierzyste amelogeniny
0 masie czgsteczkowej 25 kDa zlokalizowane sg gtéwnie w powierzchownej warstwie
nowo utworzonego szkliwa, szybko jednak podlegajg degradacji, prawdopo-dobnie poprzez
odtgczenie C-koncowego telopeptydu, co nadaje im silne wtasciwosci hydrofobowe, podnosi
zdolnos¢ agregacji oraz redukuje mase czasteczkowg do 20 kDa [54], Tak zredukowane
czagsteczki tworzg gtdéwng strukture organicznej macierzy szkliwa modulujacg wzrost
krysztatow hydroksyapatytow. Kolejne, chronologiczne procesy proteolitycznej degradacji
prowadzgdo ich rozktadu na rozpuszczalne fragmenty o masie czasteczkowej 11-13 kDa
oraz silnie nierozpuszczalne, bogate w tyrozyne reszty 5 kDa (TRAP) [16, 28, 29], Pod
koniec fazy sekrecyjnej prawie wszystkie amelogeniny powinny ulec proteolitycznej
degradacji i zosta¢ usuniete z tworzacej sie tkanki szkliwnej. Jedynie silnie agregujace
czastki TRAP pozostajg w szczatkowej ilosci w zewnetrznej warstwie pryzmatéw
szkliwnych. W trakcie fazy sekrecyjnej amelogenezy, amelogeniny (20 kDa) warunkuja
orientacje przestrzenng i prawidtowy wzrost pryzmatéw szkliwnych na dtugosé¢, stanowiac
swoiste wsporniki dla nowo powstajgcych pryzmatéw szkliwnych, zapewniajgc im
jednoczesnie homogenny ksztatt [29]. Jednak catkowita degradacja amelogenin oraz usuniecie
produktow ich rozktadu pod koniec fazy sekrecyjnejjest bezwzglednym warunkiem dalszego
wzrostu pryzmatdw w pozostatych wymiarach, czyli na grubos$¢ i szerokos$¢ (osie a,b) [53].
W rdzeniu pryzmatéw, w bezposrednim sasiedztwie amelogenin wystepuje grupa biatek o
silnie kwasnym charakterze zwana enamelinami [31,64]. Enameliny, czyli wszystkie biatka
niebedace amelogeninami, w swym sktadzie zawierajg duze ilosci kwasu glutaminowego,
asparaginowego, seryny oraz glicyny. Podobnie jak amelogeniny macierzyste czasteczki
enamelin o m.cz. 150 kDa, ulegajg degradacji (89 kDa > 65 kDa > 32 kDa) w trakcie fazy
sekrecyjnej, atakze podlegajgpostranslacyjnym modyfikacjom, tj. fosforylacji i glikozylacji
[32,70]. Przeciwnie do amelogenin nie sgone catkowicie usuwane w trakcie dojrzewania
szKliwa i dlatego mozna je rowniez wykry¢ w szkliwie dojrzatym jako czastki o masie
czasteczkowej 32 kDa, silnie zwigzane z pryzmatami szkliwa [59]. Fakt sekrecji enamelin
w bardzo wczesnej fazie tworzenia szkliwa, ich niezmiennos¢ ewolucyjna (podobny skiad u
innych gatunkow np. u rekindw) Swiadczy o ich niezwykle istotnej roli w procesie krystalizacji
oraz regulacji wzrostu krysztatéw apatytow szkliwa [23]. Ponadto systematyczna degradacja
zarowno amelogenin, jak i enamelin w trakcie catej fazy sekrecyjnej rozwoju szkliwa
wskazuje na istotnos¢ funkcji tych biatek w regulacji wzrostu i dojrzewania tkanki, a ich
wzajemna zalezno$¢ moze odpowiadac za wzrost, orientacje przestrzennag pryzmatow
oraz odktadanie substancji miedzypryzmatycznej [53].

Kolejne biatko biorgce udziat w tworzeniu organicznej macierzy szkliwa to amelo-
blastyna (m.cz. 62 kDa) zlokalizowana gtéwnie na obrzezach pryzmatéw szkliwnych.
Funkcja ameloblastyny w amelogenezie pozostaje niejasna. Istniejg przypuszczenia, iz
petni ona role czastki sygnalizacyjnej w pochewce Hertwiga oraz ze wzgledu na jej
umiejscowienie bierze udziat w tworzeniu potaczen pryzmat-pryzmat [65]. W amelogenezie
niezwykle istotngrole odgrywa degradacja biatek poprzez specyficzne dla szkliwa enzymy
nalezace do dwdch grup. Sgto metaloproteazy i proteazy seryny [19,41,46,60]. Wystepujace
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w wysokim stezeniu w fazie sekrecyjnej amelogenezy metaloproteazy, ktérych gtéwnym
przedstawicielem jest enamelizyna, prawdopodobnie regulujg przebieg apozycyjnego
odktadania szkliwa wybidrczo, wtasnie w fazie sekrecyjnej, na co wskazuje gwattowny
spadek ich stezenia w kolejnych fazach amelogenezy, czyli przejSciowej oraz dojrzewania
szkliwa [9]. Odmiennie przebiega krzywa aktywnosci proteazy serynowej macierzy szkliwa
-1, ktdrej stezenie w fazie sekrecyjnej utrzymuje sie na niskim poziomie, gwattownie wzrasta
natomiast w fazie przejsciowej i utrzymuje pigto na wysokim poziomie w fazie dojrzewania
[10], Na podstawie powyzszych obserwacji przyjeto zatozenie, iz proteaza serynowa
odpowiada za degradacje biatek, gtdwnie z grupy amelogenin w fazie sekrecyjnej
amelogenezy, atym samym posrednio moduluje wzrost i dojrzewanie pryzmatow szkliwnych
[19,52,60]. Podstawowym skiadnikiem zmineralizowanego szkliwa sa krysztaty
hydroksyapatytow zawierajgce w swoim sktadzie fosforany wapnia Call(PO4)6(OH),.
Doktadnie nie wiadomo, cojest donorem i jakajest droga transportu wapnia do ameloblastow,
a nastepnie w okolice frontu mineralizacji. Badania wykazaty pozytywng immunore-
aktywno$¢ ameloblastow dla dwdch biatek wigzacych waphi: parwalbuminy PV (m. cz. 12
kDa) oraz witamino D3-zaleznej kalbindyny CB D28k (m.cz. 28 kDa). Pierwsze $lady
obecnosci obydwu biatek w czesci podstawnej ameloblastdw zanotowano we wczesnej
fazie sekrecyjnej amelogenezy. W trakcie postepu procesu mineralizacji parwalbumina i
kalbindyna D28k ,,przemieszczane” byty w kierunku wypustki Tomesa, az do ,,wysycenia”
catej objetosci aktywnego ameloblasta [11, 12, 13, 14]. Fakt ekspresji obydwu biatek u
szczurajedynie w ameloblastach oraz prawdopodobnie w komdrkach warstwy posredniej,
odpowiedzialnych za dostarczenie sktadnikéw odzywczych dla ameloblastow narzuca
przypuszczenie, iz parwalbumina i/lub kalbindyna D28k moga by¢ bezposrednio zwig-
zane z procesem mineralizacji szkliwa. Istniejgprzypuszczenia, iz zaréwno kalbindyna
D28k, jak i parwalbumina petnig istotng funkcje w utrzymaniu okreslonego, wysokiego,
ale niecytotoksycznego stezenia jondw wapniowych w komadrkach macierzystych
szkliwa [17, 18, 27, 34, 45], Obserwacje dotyczace gwattownego spadku ilosci CB
D28k w dojrzatych ameloblastach fazy dojrzewania szkliwa sugeruje, ze teoria
»transportu” jonéw wapniowych przez kalbindyne D28k nie jest tak pewna, jak pier-
wotnie przypuszczano [35,36], oraz zwazywszy, iz obecnie przewaza teoria roli bufo-
rujacej dla biatek wigzacych wapn, by¢ moze gtéwna rola zaréwno CB D28k, jak i PV
polega wiasnie na buforujacej ochronie ameloblasta przed wzrastajgcym, potencjalnie
cytotoksycznym stezeniem jonéw wapniowych.

Pod koniec fazy sekrecyjnej i w fazie przejsciowej amelogenezy.nastepuje catkowity
rozktad i usuniecie produktéw degradacji wiekszosci amelogenin oraz czesciowo
enamelin, w miejscu ktorych powstajaporowate przestrzenie [49], szybko wypetniajace
sie ptynem zewnatrzkomorkowym zawierajagcym weglany, fosforany orazjony fluorkowe
i magnezowe [51]. W fazie dojrzewania dochodzi do zapetniania powstatych przestrzeni
krysztatami hydoksyapatytéw szkliwa odktadajacych sie w pozostatych dwaoch osiach
(a, b) pryzmatow, co skutkuje wzrostem pryzmatow na szerokosc¢ i grubos¢ oraz petng
mineralizacja szkliwa.
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ZAGROZENIA WYNIKAJACE Z WBUDOWANIA JONOW

FLUORKOWYCH DO SIATKI KRYSTALICZNEJ
PRYZMATOW SZKLIWNYCH

Jon fluorkowy wprowadzony do organizmu endogennie np. w postaci tabletek
fluorkowych (suplementacja endogenna) w czasie trwania odontogenezy, wbudowywany
jestbezposrednio do siatki krystalicznej apatytow szkliwa zmieniajac dwuhydroksyapatyty
[Ca5(PO4)3(0OH)2], w hydroksyfluoroapatyty [Ca5(PO4)3(OH)IF], a nastepnie fluoro-
apatyty [Ca5(PO4)3F2] [5]. Taczesc¢ fluoru stanowi wzglednie stabilng komponente szkliwa
i moze by¢ z niego usunietajedynie na skutek demineralizujgcego dziatania kwaséw bgdz
abrazji [48]. Jon fluorkowy zastepujac dipol OH™ w siatce krystalicznej zmienia
konfiguracje przestrzenngkrysztatu (wynika to z mniejszej 0 0,3 A S$rednicy F” od dipola
OH ), silniej wigze sasiadujgce z nim bezposrednio 3 jony Ca2+, co skutkuje wzmozeniem
krystalizacji oraz stabilnosci wigzan elektrostatycznych, a w konsekwencji zwiekszeniem
odpornosci krysztatow apatytow na demineralizujgce dziatanie kwaséw [26, 30, 39,43,
63]. Labilnafrakcje fluoru w szkliwie stanowi uwodniona otoczka pryzmatéw oraz ptyny
ustrojowe. Fluor w fazie uwodnionej znajdujacy sie w bezposrednim sasiedztwie
pryzmatéw odgrywa znaczaca role w profilaktyce prochnicy zebéw, gdyz moze
natychmiast wbudowywac sie w powierzchniowe warstwy zdemineralizowanej dziataniem
kwasoéw struktury szkliwa, powodujac jego wtérng remineralizacje [7, 33, 57]. Nie bez
Znaczenia pozostaje rowniez fakt gromadzenia sie CaF w bezposrednim otoczeniu
pryzmatow szkliwnych, a tym samym przesuniecie statej dysocjacji na korzys¢ pryzmatéw
[44], Badania wskazujg na gromadzenie sie zjonizowanej formy fluoru w szkliwie, w
fazie sekrecyjnej, przejsciowej oraz fazie dojrzewania. W stadium przejsciowym amelo-
genezy, zjonizowany fluor zawarty w fazie uwodnionej wraz z jonami wapniowymi,
fosforanowymi, magnezowymi, prawdopodobnie konkurencyjnie do fosforanéw oraz
weglandéw wapnia, zajmuje przestrzenie powstajace w tkance po usuwanych komponentach
organicznej macierzy, gtéwnie amelogeninach [1], co moze zaburza¢ mineralizacje
i powodowac powstawanie porowatego szkliwa. Proporcjonalnie do wzrostu stezenia
jonow fluorkowych w ptynie zewnatrzkomorkowym, wzrasta stezenie jondw magnezu,
przy jednoczesnym spadku stezenia weglanéw. Taka tendencja moze skutkowaé
powstawaniem hipoplazji badz fluorozy szkliwa [40, 42, 66, 67]. Jednak za gtéwng
przyczyne niepetnej badz nieprawidtowej mineralizacji szkliwa uwaza sie zaburzenia
w enzymatycznej degradacji biatek tworzacych organiczng macierz szkliwa, gtéwnie
amelogenin. DenBesten wykazat [22] op6znienie degradacji amelogenin u szczuréw
intoksykowanych wysokimi stezeniami fluorku sodowego w wodzie pitnej, co skutkowato
op6znieniem i stabszg mineralizacjg szkliwa (zawarto$¢ komponent biatkowych byta
proporcjonalna do wysokosci stezenia fluorku sodowego w wodzie pitnej). Op6znienie
rozktadu biatek obserwowano do péznej fazy dojrzewania szkliwa. Spowolnienie
dojrzewania szkliwa przez fluor moze wigzac sie zjego zdolnoscig zmniejszenia ilosci
cykli odwracalnej modyfikacji ameloblastéow z formy ,mooth ended" do ,,ruffle ended’
oraz wydtuzenia tych cykli, co bezposrednio rzutuje na szybkos¢ wycofywania ze szkliwa
komponent biatkowych i zastepowania ich substancjg mineralng [21], Dinkard i wsp.
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w przeciwienstwie do DenBesten i wsp. oraz Aoba i wsp. obserwowat zmiany w
sktadzie aminokwasowym oraz w ilosci biatek macierzy szkliwa poddanego wptywom
fluoru juz we wczesnej fazie sekrecyjnej [5,20,25]. Autorzy pozostajgjednak zgodni,
co do faktu znaczacego opdznienia procesu degradacji amelogenin pod wptywemjonu
fluorkowego [47,69]. Teorie te potwierdzajgréowniez Aoba i wsp. wykazujac absorpcje
macierzystych amelogenin do powierzchni apatytow szkliwa z zaznaczeniem ich silnie
hamujacego wptywu na wzrost krysztatow apatytow szkliwa [2, 3]. 25-30% fluoru
zgromadzonego w tworzacym sie szkliwie moze zostac¢ usunigta w postaci nierozpusz-
czalnych aglomeratéw z amelogeninami, jednak znaczaco wieksza czes$¢ fluoru na state
wbudowana w siatke krystaliczng fluoroapatytow stanowi stabilng czes¢ rezerwuaru i
moze hamowac degradacje biatek macierzy [6]. Fluor wbudowany do wnetrza siatki
krystalicznej apatytow zmienia jej strukture, zwiekszajgc site wigzania krysztatéw z
biatkami (amelogeninami) [6]. Czasteczki amelogenin ulegajg woéwczas konformacji,
co obniza ,,dostepnos$¢” do nich metaloproteaz i w konsekwencji uniemozliwia badz
znaczaco opo6znia ich proteolityczna degradacje [4, 5]. Lyaruu i_wsp. zaobserwowali
jedynie przejéciowe zaburzenia w mineralizacji szkliwa w okresie fazy sekrecyjnej oraz
brak negatywnego wptywu fluoru na biatka organicznej macierzy szkliwa, natomiast
Suckling i wsp. notowali bardziej nasilone objawy fluorozy szkliwa u zwierzat
narazonych na intoksykacje zwigzkami fluoru od wczesnej fazy sekrecyjnej w
przeciwienstwie do intoksykowanych jedynie w fazie dojrzewania szkliwa [38, 58].
Obnizenie poziomu Ca?+ w ptynie zewnatrzkomdrkowym jako nastepstwo obecnosci
reaktywnych jonéw fluorkowych, moze powodowac¢ spadek aktywnosci wapnioza-
leznych proteaz (np. metaloproteazy), biorgcych udziat w degradacji amelogenin i
zaburza¢ prawidtowy przebieg mineralizacji szkliwa w drodze posredniej. Reasumujac,
wcigz niejasny pozostaje sposéb oddziatywania fluoru na organiczng macierz szkliwa.
Nie wiadomo, czy dzieje sie to w wyniku swoistej reakcji z amelogeninami, czy na
skutek blokowania centrow katalitycznych proteaz odpowiedzialnych za ich rozktad.
Poniewaz zaburzenia morfologiczno-funkcjonalne organicznej macierzy szkliwa
pozostajg bezsprzecznie potwierdzong przyczyng powstawania fluorozy szkliwa, dalsze
badania majgna celu precyzyjne okreslenie punktu ,,uchwytu” fluoru oraz zdefiniowanie
mechanizmu powstawania fluorozy zebéw.
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WYBRANE ASPEKTY POWSTAWANIA ORGANICZNEJ
MACIERZY MINERALIZOWANYCH TKANEK ZEBA
ORAZ ZMIANY JEJ F1ZJOLOGII SPOWODOWANE

WPLYWEM ENDOGENNEJ PROFILAKTYKI
FLUORKOWEJ. CZESC Il. ZEBINA

THE ASPECTS OF THE FORMATION OF EXTRACELLULAR MATRIX
IN MINERALIZED TISSUES INCLUDING THE DISTURBANCES
CAUSED BY FLUORIDE. PART Il. DENTIN

Izabela MACIEJEWSKA, Zdzistaw BEREZNOWSKI

Zaktad Implantoprotetyki Akademii Medycznej w Gdansku

Streszczenie: Powstawanie i mineralizacja zebiny przebiega w $cisle okreslony sposob. Apozycyjne
odktadanie zebiny rozpoczyna sie od wydzielania przez odontoblasty do przestrzeni zewnatrzkomérko-
wej kolagenu gtdéwnie typu |, bedacego gtéwng komponentg organicznej macierzy zebiny i tworzacego
swoiste rusztowanie dla krysztatéw hydroksyapatytéw. Mineralizacja zebiny rozpoczyna sie od wydzie-
lania bezposrednio w okolice tzw. frontu mineralizacji niekolagenowych biatek o kwasnym charakterze
majacych zdolno$¢ tworzenia z wkdknami kolagenu wigzan kowalencyjnych, przy jednoczesnym silnym
powinowactwie do jonéw wapniowych. Dane z piSmiennictwa dowodza, iz dla prawidtowej minerali-
zacji zebiny niezbedne jest wspoétdziatanie wszystkich zaréwno kolagenowych, jak i niekolagenowych
biatek bioracych udziat w tworzeniu organicznej macierzy. Jednym z pierwiastkéw mogacych zaburzaé
to wspotdziatanie jest fluor wprowadzony do organizmu np. w postaci tabletek fluorkowych w trakcie
tworzenia zebiny. W pracy opisano mechanizm tworzenia organicznej macierzy zebiny z uwzglednie-
niem najbardziej istotnych biatek. Szczeg6lng uwage zwrdécono na etapy w metabolizmie tych biatek,
na ktére fluor moze wywiera¢ niekorzystny wptyw powodujac zaburzenia w prawidtowej mineralizacji
zebiny.

Stowa kluczowe: macierz organiczna, zebina, fluorek.

Summary: The dentin formation and mineralization proceeds in the defined; matrix-mediated manner.
It begins from the secretion of the organic matrix and ends with the complete mineral deposition. The
dentin apposition takes place when odontoblasts begin the secretion oftype | collagen into the extracel-
lular compartment. Type | collagen is the main component of the dentin extracellular organic matrix
and forms the specific scaffold for the deposition of dentin hydroxyapatite crystals. The dentin minera-
lization begins from the secretion of noncollagenous proteins directly at the mineralization front. These
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noncollagenous, strongly acidic proteins are able to bind covalently to type | collagen fibrils. Concurrently
they have the strong affinity to calcium ions. The available data confirm that the right interaction between
collagen and noncollagenous proteins secretion as well as mineral deposition is the prerequisite for the
complete dentin mineralization. The fluoride hypersupplementation when provided internally can alter
this coordination. The mechanism ofthe formation ofdentin extracellular matrix has been described. We
focused our attention on the metabolism of the most important dentin matrix protein and emphasized the
stages in the proteins metabolism which can be adversely affected by fluoride leading to the subsequent
disturbances in the proper mineralization of dentin.

Keywords: extracellular matrix, fluoride, dentin.

Zebinajest zmineralizowang tkankg zeba, ktorej apozycyjne odktadanie trwa przez
catly okres zycia osobniczego w przeciwienstwie do szkliwa odktadanego do czasu
ostatecznego uksztattowania korony zeba. Stopien zmineralizowania dojrzatej zebiny
wynosi okoto 70%, zwiazki organiczne stanowig 20%, woda 10%. Zebinajest strukturg
bezkomorkowag, zbudowang z krysztatéw apatytéw odktadajgcych sie wokot tzw. kanali-
kéw zebinowych i tworzacych zebine okoto- i miedzykanalikowa. W kanalikach
zebinowych znajduja sie widkna Tomesa bedace wypustkami odontoblastéw, odpowie-
dzialnych za tworzenie zebiny. Odontoblasty, pomimo iz sg komoérkami macierzystymi
dla zebiny, réznicujg sie z komoérek ektomezodermalnych brodawki zebowej, a tym
samym morfologicznie nalezg do miazgi zeba. Poprzez wypustki cytoplazmatyczne
zwane widknami Tomesa, odontoblasty wydzielajg sktadniki niezbedne do budowy
zebiny, w tym biatka budujace organiczng macierz zebiny [ 10,13,38,46]. Mineralizacja
zebiny odbywa sie poprzez odktadanie gtéwnie hydroksyapatytow w kuliste struktury,
tzw. kalkosferyty. Zebina graniczaca bezposrednio z odontoblastami nosi nazwe preze-
biny. Odkiadana przez cate zycie prezebina, zbudowana jest gtéwnie z organicznej
macierzy tworzonej przez kolagen i biatka niekolagenowe.

W dalszych etapach rozwoju i odktadania kolejnych warstw prezebiny, odontoblasty
oddalajg sie od granicy szkliwno-zebinowej w kierunku miazgi zeba, natomiast prezebina
ulega mineralizacji tworzac zmineralizowang zebine. Miejsce przejscia prezebiny w
mineral izowang zebine nazwano frontem mineralizacji. Zrebem dla zebiny jest wydzie-
lany przez preodontoblasty kolagen typu 1 oraz w znacznie mniejszej ilosci kolagen
typu V, stanowiace gtdwnakomponente organicznej macierzy zebiny [4,7,45]. Kolagen
typu I nie wystepuje w zebinie ze wzgledu na mozliwos¢ blokowania mineralizacji
tkanki [7,45], Pozostate, niekolagenowe biatka zebiny to spotykane rowniez w innych
tkankach proteoglikany, takie jak: osteokalcyna, osteonektyna, osteopontyna,
sialoproteina kostna, dekoryn, proteina zebinowej macierzy-! oraz dwa biatka
charakterystyczne jedynie dla zebiny - fosfoproteina zebinowa (DDP) i sialoproteina
zebinowa (DSP), obydwa do niedawna uznawane jako wytwarzane i wydzielane jedynie
przez odontoblasty oraz preameloblasty [5,12]. Z najnowszych doniesieh Qin i wsp.
wynika, ze DSP jest wytwarzana rowniez w kosci, jakkolwiek jej stezenie w tkance
kostnej okreslono na okoto 400-krotnie mniejsze niz w zebinie [32], W badaniach
D’Souza i wsp. stwierdzono ekspresje DSP réwniez w komorkach miazgi zeba, jednak
brak mRNA dla syntezy DSP w miazdze sugeruje, ze ekspresja DSP w komadrkach
miazgi zebajest skutkiem endocytozy [13,36]. Wydzielany przez odontoblasty kolagen
typu | tworzy swoistg organiczng siatke pierwotnie niezmineralizowanej zebiny.
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Wystepujace w znaczaco mniejszej ilosci (okoto 15%) widkna kolagenu typu V ukiadajg
sie poprzecznie w stosunku do wiékien kolagenowych typu | tworzac kowalencyjne
wigzania poprzeczne [31,50]. W takiej wiasnie ,,siatce” kolagenowej odktadane sg w
trakcie mineralizacji krysztaty apatytow zebiny. Niekolagenowe biatka wchodzgce w
skiad organicznej macierzy zebiny gtéwnie fosfoproteiny zebiny (DPP), wigzac sie za
pomocg wigzan kowalencyjnych do witokien kolagenowych, w scisle okreslonych
miejscach o silnie dodatnim tadunku tzw. ,,bramkach”, majg zdolno$¢ inicjacji tworzenia
krysztatdw apatytéw [39,42], Z powyzszych obserwacji wynika, iz matryca rozktadu
krysztatdw apatytow w zebinie jest bezposrednio zalezna od struktury przestrzennej
widkien kolagenowych [11].

Do gtéwnych niekolagenowych biatek charakterystycznych dla zebiny nalezg
fosfoproteina zebinowa (DPP) oraz sialoproteina zebinowa (DSP). DPP po kolagenie
jest najobficiej wystepujagcym biatkiem organicznej macierzy zebiny [11,12]. Masa
czasteczkowa DPP rézni sie znaczaco u poszczegdllnych gatunkéw i wynosi 155 kDa
dla bydta, 72 kDa dla myszy, 90 lub 38 kDa dla szczura. Réznice w precyzyjnym
okresleniu masy czasteczkowej wynikajg prawdopodobnie z zastosowanych metod
badawczych [20], Dla cztowieka masa czasteczkowa DPP wynosi 140 kDa. Komoérkami
odpowiedzialnymi za wytwarzanie DPP sg odontoblasty oraz preameloblasty. DPP
wydzielana jest do ptynu zewngtrzkomdrkowego otaczajacego tworzacy sie pryzmat,
poprzez wypustki odontoblastow zwane widknami Tomesa, w miejscu oddalonym okoto
10-20 pm od miejsca granicy szkliwno-zebinowej nazwanym frontem mineralizacji
[22,34]. Tam tworzac elektrostatyczne wigzania z wtdéknami kolagenu w srodowisku
jonéw wapniowych i fosforanowych, inicjuje powstawanie krysztatow apatytéw zebiny
[21]. Charakterystyczng cecha fosfoproteiny zebinyjest wysoka zawartos$¢ fosfoseryny
(45-50%) oraz kwasu asparaginowego (35-38%) nadajacych jej silnie kwasny charakter.
Punkt izoelektryczny dla DPP wynosi 1,1 [12]. Butler i wsp. wykazali wystepowanie
trzech réznych form DPP zaleznych od stopnia fosforylacji biatka [8]. Sg to formy
wysokofosforylowana (HP) zawierajgca okoto 50% reszt fosforowych, sredniofosfo-
rylowana (MP) okoto 25% oraz niskofosforylowana (LP). Stopien fosforylacji DPP
zdaje sie odgrywac znaczaca role w mineralizacji zebiny, gdyz jedynie ufosforylowane
biatko ma zdolno$¢ krystalizacji krysztatéw apatytow zebiny [51]. W badaniach Marsh
[26] wykazano jednoznacznie, ze jedynie fosfoproteina o wysokim stopniu fosforylacji
tworzy w Srodowisku jondw wapnia nierozpuszczalne kuliste kompleksy. Przy nasyceniu
roztworu jonami wapnia rownej 65% dochodzi w tancuchach DPP do powstania
wewnetrznych, kowalencyjnych wiazan poprzecznych. Liczba wiazan wzrasta propor-
cjonalnie do stopnia nasycenia roztworu jonami wapnia. Przy 100% nasyceniu roztworu
wysokofosforylowana forma DPP moze przytagczy¢ maksymalnie 1,33 jonu wapnia
przypadajgcych najedng reszte fosforanowa [26], Tak silne powinowactwo do jonow
wapniowych redukuje kwasny charakter HP DPP. George i wsp. po dokonaniu analizy
struktury konca COOH dla DPP oraz przejrzeniu biblioteki cDNA odontoblastow
stwierdzili, ze najczesciej powtarzajaca sie sekwencjg 245 reszt aminokwasowych byta
triada Asp-Ser-Ser oznaczanajako BS dla uwzglednienia fosforylacji seryny [14],
Na tej podstawie wysnuto wniosek, ze fosforylowane reszty seryny zajmujg miejsce na
dwéch przeciwstawnych biegunach faricucha gtéwnego DPP, a reszty karboksylowe
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kwasu asparaginowego tworzg dwa przeciwstawne wobec siebie brzegi ,,biegnace”
rownolegle do brzegow z reszt fosforanowych. Znacznie rzadziej wystepujaca sekwencja
konca terminalnego - COOH w DPP, sktadajaca sie z sekwencji ®  wykazuje strukture
dwoch zjonizowanych krancéw w taricuchach przestrzennych, gdzie grupy fosforanowe
zgrupowane sg ha jednym koncu, a karboksylowe na koncu przeciwnym. Powyzsze
fakty wskazujg, ze fosfoproteina zebiny majaca silne powinowactwo do wigzaniajonow
Caz+, przytaczajac sie do kolagenu tworzy tréjwymiarowsg strukture reszt karboksy-
lowych i fosforanowych, co przyczynia sie do inicjacji krystalizacji krysztatéw hydroksy-
apatytow. W literaturze Swiatowej istnieje zgodnos$¢ dotyczaca roli DPP w inicjacji
procesu krystalizacji hydroksyapatytow zebiny [2,39]. Wigkszo$¢ autoréw uwaza
réwniez, iz w poznej fazie sekrecyjnej oraz przejsciowej i dojrzewania zawigzka zeba
DPP i/oraz DSP staja sie inhibitorami wzrostu krysztatéw apatytéw oraz przyczyniajg
sie do wydtuzania okresu dojrzewania zebiny [3,41,43].

Drugim biatkiem charakterystycznym dla zebiny jest sialoproteina zebinowa (DSP).
DSP wytwarzanajest przez mtode, sekrecyjne odontoblastsy. Nie stwierdzono ekspresji
sialoproteiny zebinowej w preodontoblastach. Potwierdzono natomiast jej obecnos¢
réwniez w preameloblastach, prezebinie i zebinie [5,9,13]. Szczegdlnie duze wysycenie
DSP oznaczono w wypustce Tomesa odontoblastéw, co mogtoby sugerowaé udziat
DSP w procesie mineralizacji [36]. DSP stanowi 5-8% zawartosci zebiny. Jej masa
czasteczkowa oznaczona zostata na 53 kDa, jakkolwiek, w czasie elektroforezy niejedno-
krotnie identyfikowanajestjako 95 lub 210 kDa ze wzgledu na silne ufosforylowanie
(6,2 reszt fosforanowych/czgsteczke) [33]. DSP zawiera 30% reszt weglowodanowych
oraz 10% kwasu sialowego, jest bogata w glutamine, asparagine, seryne oraz glicyne
[11,12]. Analiza genomu szczura wykazata istnienie dwoch form DSP. Funkcja, jaka
petni DSP w powstawaniu zebiny, nie zostata dotychczas poznana, jednak fakt
kodowania DPP oraz DSP jako jednej sekwencji (rozdzielanej p6zniej na dwa rézne
biatka) w chromosomie 4 genomu cztowieka oraz 5 szczura oraz réwnoczasowe
pojawianie sie DSP i DPP na froncie mineralizacji natychmiast po utworzeniu
kolagenowej macierzy zebiny, a takze ekspresja immunohistochemiczna DSP w
odontoblastach i preameloblastach nasuwa przypuszczenie, ze DSP w powigzaniu z
DPP moze petni¢ znaczacgrole w procesie mineralizacji zaréwno zebiny, jak i szkliwa
[23,35,36]. Prowadzone in vitro proby samoistnej krystalizacji hydroksyapatytéw na
powierzchni DPP i DSP daty wynik dla DSP znaczaco stabszy w poréwnaniu z
wynikiem DPP [2], dlatego przewiduje sie mozliwos¢ petnienia przez DSP roli biatka
regulatorowego (tzw. czasteczki sygnalizacyjnej) we wzajemnym stymulacyjnym
oddziatywaniu tkanki mezenchymatycznej (zebiny) oraz ektodermalnej (szkliwa) [12,13].

Kolejnym biatkiem pierwotnie uznanym za specyficzne jedynie dla zebiny (wystepuje
w odontoblastach sekrecyjnych) jest biatko zebinowej macierzy-1 (DMP-1). Niedawno
zostato ono jednak wykryte réwniez jako biatko sktadowe organicznej macierzy kosci.
Mase czasteczkowg DMP-1 okreslono na 175-200 kDa, jednak ze wzgledu na matg
stabilnos¢ biatka produkty jego rozpadu najczesciej sg identyfikowane na poziomie 57
kDa. Jego silnie kwasny charakter spowodowany wysoka zawartoscig kwasu asparagi-
nowego oraz glutaminowego, a takze silne powinowactwo do jondw wapnia sugeruje,
iz obok DPP i DSP DMP-! bierze czynny udziat w tworzeniu apatytéw zebiny [11,15].
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Badania in vitro potwierdzity, ze DMP-1 wigzac sie w okresSlonych korncach
N-telopeptydu z kolagenem typu | powoduje zmiane konformacji przestrzennej
widkien kolagenowych budujacych organiczny zrab zebiny oraz utatwia odktadanie
sie apatytow zebiny jedynie w tzw. bramkach kolagenowych utworzonych w miejscu
wigzania DMP-1 [16,40]. DMP-1 uwaza sie rowniez za biatko biorgce udziat w minera-
lizacji zebiny [6],

Poza wyzej wymienionymi, organiczng macierz zebiny tworzy szereg innych biatek,
np. sialoproteina kostna czy osteokalcyna, ktérych funkcja dla dentinogenezy jest badz
mniej znaczaca, badz tez dotychczas nieznana. Jednakze fakt, iz wystepujg one réwniez
w innych tkankach pochodzenia mezodermalnego, np. w tkance kostnej moze sugerowac,
ze w obydwu tkankach petnig zblizong role.

ZAGROZENIA W MINERALIZACJI ZEBINY
WYNIKAJACE Z EKSPOZYCJI NA JON FLUORKOWY

Fakt stabszej mineralizacji, a tym samym wiekszego uwodnienia zebiny niz szkliwa
sugeruje, izjon fluorowy w zebinie gromadzi sie w niej w wiekszej ilosci [44]. Milhaud
i wsp.wykazat dwukrotnie wiekszg koncentracje fluoru w zebinie niz szkliwie zwierzat
przewlekle intoksykowanych fluorem w paszy [29]. Jednakze w pi$miennictwie spotyka
sie znaczaco mniej doniesienn dotyczacych wptywu fluoru na zebine. Appleton
obserwowat, ze duze dawki fluoru zawarte w paszy skutkowaty powaznymi zaburzenia-
mi mineralizacji zebiny, co objawiato sie powstawaniem rozlegtych przestrzeni miedzy-
kulistych wypetnionych biatkami organicznej macierzy zebiny oraz zatarciem granicy
pomiedzy niezmineralizowangprezebinga zmineralizowangzebing [1], Jarzynka i.wsp.
oprécz rozleglych przestrzeni miedzykulistych zauwazyta szerokie prazki odwapnienia
identyfikujgce rejony stabszej mineralizacji [ 17,18,19], W badaniach wasnych zanoto-
wano statystycznie istotnie wieksza objetos¢ frakcji zebiny w grupie zwierzat pijacych
wode ze Sladowg zawartos$cia fluoru w poréwnaniu ze zwierzetami pojonymi woda z
matym (10 mg/1) lub wysokim (110 mg/1) stezeniem fluorku sodowego [25]. Badania
wptywu fluoru na organiczng macierz zebiny wykazaty zmiany zaréwno w ekspresji
kolagenu typu | bedacego gtéwnym organicznym budulcem zebiny, jak i biatek
niekolagenowych powstajgcych w zebinie w okresie jej tworzenia i mineralizacji [30].
Veron i wsp. wykazat, w hodowlach komdérkowych miazgi zeba traktowanych fluorem
o stezeniu 10 ppm, 16-krotny spadek ilosci m-RNA dla tancucha ot 1(1) kolagenu, przy
jednoczesnym ograniczonym wptywie fluoru na ekspresje oc2(l) oraz cci (11) [47].
Badania ostatnich lat udowodnity blokowanie przez fluor posttranslacyjnej fosforylacji
fosfoproteiny zebinowej (DPP) jako skutek obnizenia aktywnosci fosfatazy alkalicznej,
a takze wzmozenia aktywnosci kinazy kazeinowej Il bedacych bezposrednio odpowie-
dzialnych za ostateczng fosforylacje DPP [27,28], Zmniejszenie ilosci grup fosforano-
wych w DPP obniza jej zdolnos¢ do przytaczania jondw wapniowych, a tym samym
mineralizacje zebiny. Wstepne badania wiasne wskazujg rowniez na fluorozalezng
zmiane w ekspresji sialoproteiny zebinowej (DSP) w zawigzkach zebOw szczura [24].
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Podobnym modyfikacjom podlegajg inne, niekolagenowe biatka zebiny - proteoglikany.
Badania hodowli tkankowych prowadzone w srodowisku fluoru wykazaty istotne
obnizenie ekspresji oraz skrécenie czasu zywotnosci drobnoczasteczkowych biatek
bogatych w lizne typu | (SLRPs) w komérkach miazgi zeba oraz przyspieszong
substytucje dwuglikanu w siarczan dermatanu w prezebinie, a nastepnie w siarczan
chondroityny w zebinie [48]. Doniesienia ostatnich lat wskazujg na silny wptyw
Srodowiska fluorkowego na posttranslacyjna modyfikacje glikoaminoglikanéw, pole-
gajaca na skréceniu ich tancucha, co z kolei zaburza fibrogeneze wiékien kolageno-
wych organicznej macierzy zebiny [49]. Najnowsze doniesienia Vieira i wsp. [44]
wskazujag korelacje pomiedzy stezeniem fluoru w zebinie a zmianami morfologicznymi
w pryzmatach szkliwa bedacymi skutkiem tabletkowej suplementacji fluorkowej, dlatego
aktualne badania skierowane sg na ustalenie wptywu fluoru na poszczegélne
niekolagenowe biatka organicznej macierzy zebiny biorace udziat w jej mineralizacji.
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INTERRELATIONSHIP BETWEEN CYTOSINE METHYLATION
AND CHROMATIN MODIFICATION
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Streszczenie: Genetyczne, biochemiczne i cytologiczne studia na temat metylacji cytozyny w DNA u
organizmoéw eukariotycznych sktaniajg do powigzania tego procesu z metylacja histonéw, interferencja
RNA (RNAI) i modelowaniem struktury chromatyny. Jest rowniez oczywiste, ze nie ma pojedynczej
drogi objasniajacej powstawanie wszystkich znanych typéw metylacji DNA u Eukaryota. W tym arty-
kule zebrano wiedze na temat kilku powszechnych mechanizméw odpowiedzialnych za kontrole mety-
lacji DNA.

Stowa kluczowe: metylacja cytozyny, wyciszenie genéw, modyfikacje struktury chromatyny.

Summary: Genetic, biochemical and cytological studies on cytosine methylation in eukaryotic orga-nisms
indicate intriguing links between DNA methylation, histone methylation, RNA interference and chroma-
tin remodeling. It is clear that no single pathway accounts for all DNA méthylations found in Eukaryota.
In this article several general mechanisms which control methylation are briefly described.

Key words: cytosine methylation, gene silencing, chromatin modification.

1. WSTEP

Ekspresja genéw u organizméw eukariotycznych zalezy w gtéwnej mierze od
dostepnosci DNA dla czynnikéw transkrypcyjnych. Wiekszo$¢ genéw w skondenso-
wanej chromatynie jest nieaktywna. Za dwa gtéwne mechanizmy odpowiadajace za
kontrole ekspresji genéw poprzez modulowanie struktury chromatyny uwaza sie
metylacje DNA i modyfikacje histonéw. Epigenetyczne zmiany ekspresji genu odbywaja
sie bez zmiany sekwencji DNA, a moga by¢ wywotane na skutek kowalencyjnego
dodania grupy metylowej do cytozyny w DNA [1, 19].



680 K. STAWSKI, G. DABROWSKA, A. GOC

Z koncem lat siedemdziesigtych ubiegtego wieku metylacja DNA zostata rozpoznana
jako wazny element epigenetyczny, ktory pozytywnie koreluje z transkrypcyjnym
wyciszeniem gendéw. Wiekszo$¢ 5-metylocytozyn w DNA u ssakéw wystepuje w
transpozonach, wewnatrzgenomowych pasozytach, ktére reprezentujg co najmniej 30%
genomu ssakéw. Biologiczne znaczenie inaktywacji transpozondw nie jest doktadnie
znane. Przypuszcza sie, ze jest to mechanizm obronny przeciwko zniszczeniom, jakie
mogtyby wywota¢ ruchome elementy genomu w przypadku swobodnej transpozycji
[73]. Wskutek przemieszczania sie transpozonéw moga powstawac bardzo duze zmiany
w strukturze genomow, takie jak: delecje, inwersje i duplikacje obejmujace nieraz bardzo
obszerne rejony i powodujace niekiedy utrate funkcji jednych genéw, a wzmozong
ekspresje innych. Ponadto metylacja odgrywa kluczowarole w inaktywacji chromosomu
X w zenhskich tkankach somatycznych i pietnowaniu rodzicielskim, ktore decyduje o
prawidtowym rozwoju zarodka [8,49]. Pietnowanie genéw powoduje monoalleliczng
ekspresje genéw w zaleznosci od pochodzenia od jednego z rodzicéw. Niektére geny
sg preferencyjnie pietnowane podczas spermatogenezy, a inne podczas oogenezy. Za
jeden z wazniejszych mechanizméw odpowiedzialnych za pietnowanie genomowe
uwaza sie metylacje DNA, jednak nie mozna wykluczy¢ innych czynnikéw epige-
netycznych decydujacych o modyfikacjach genomu odmiennych niz zmiana sekwencji
nukleotydowej. Z uwagi na to, ze metylacji DNA przypisywana jest rola w regulacji
ekspresji genéw, jej nieprawidtowy poziom w genach, ktére koduja biatka uczestniczace
w kontroli regulacji cyklu komérkowego, moze zaburza¢ homeostaze komérki prowadzac
miedzy innymi do transformacji nowotworowej [5], W komoérkach nowotworowych
spada ogoélny poziom metylacji DNA [13], a jednocze$nie dochodzi do metylacji
pojedynczych wysp CpG [69].

Wykazano, ze gen moze ulec unieczynnieniu nie tylko poprzez delecje lub mutacje
punktowa, ale rOwniez poprzez metylacje promotora. Istniejg liczne dowody na to, ze
metylacja i ekspresja gendw sg procesami powigzanymi ze sobg przez wiele elementéw.
Mozna wsrdd nich wymienié sktad nukleotydowy DNA, aktywnos$é metylotransferaz,
czynniki transkrypcyjne (aktywatory i represory), nukleosomy, histony, acetylazy i
deacetylazy histonéw, czynniki remodulujgce strukture chromatyny, biatka wiazace
zmetylowany DNA i wiele innych [1, 19, 58, 65].

2. METYLACJA, METYLOCYTOZYNA, DINUKLEOTYDY CpG

Metylacja cytozyny jest konserwatywng modyfikacjag DNA wsréd kregowcow, roslin
i niektorych grzybéw katalizowang przez metylotransferazy, ktére przenosza grupy
metylowe z S-adenozylometioniny na pigty atom wegla cytozyny. U zwierzat metylo-
wanie cytozyny nastepuje w uktadzie CpG, zas u roslin réwniez w innych sekwencjach,
takich jak symetryczna CNG lub niesymetryczna CNN (gdzie N=A, T, C lub G) [16,
43, 44], U kregowcow niezmetylowana frakcja DNA stanowi jedynie 1-2% genomu.
Sg to sekwencje charakteryzujgce sie wysoka zawartoscig G+C (powyzej 60%)
i dtugoscigod 0,2 do 2 kpz tworzace tzw. wyspy CpG. Pozostate dinukleotydy CpG, na
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zewnatrz wysp CpG sa przewaznie metylowane. W genomie kregowcdw wystepuje
niezwykle mato dinukleotydéw CpG w poréwnaniu z oczekiwang $rednia frekwencjg
par CpG. Stanowi ona okoto 20% wartosci wyliczonej na podstawie sktadu nukleotydéw
C i G. Powszechnie uwaza sie, ze niski stopiefi CpG w genomie kregowcow wynika ze
sktonnosci metylocytozyny do deaminacji [1,26,69]. Deaminacja 5-metylo-cytozyny
prowadzi do powstania tyminy i niesparowanych zasad T/G. Je$li mutacja nie zostanie
naprawiona, w czasie replikacji w nowej nici DNA zamiast guaniny zostanie wbudowana
adenina. Proces spontanicznej deaminacji cytozyny zaburza réwnowage spontanicznych
tranzycji zasad (C<->T; G<->A) i w efekcie w ssaczym DNA wystepuje znacznie wiecej
dwoéjek TpA i CpA niz CpG [26,43].

Wyspy CpG sa funkcjonalnie potaczone ze strukturg genéw. Ich wystepowanie w
genomie pokrywa sie tub sasiaduje z koricami 5 wszystkich genéw metabolizmu
podstawowego i wielu gendw regulowanych tkankowo lub rozwojowo. Wyspy CpG moga
wystepowac co Kilkadziesiat tysiecy, a nawet co kilka milionéw par zasad. Lokalizacje
wysp CpG mozna okresli¢ na podstawie analizy niezmetylowanych miejsc restrykcyjnych
zawierajacych dinukleotydy CpG, np. za pomocg enzymow Notl, Sad [1, 58].

3. ZMIANY POZIOMU METYLACJI DNA

Wzér metylacji DNA jest ustanawiany przez dwa przeciwstawne procesy: metylacje
i demetylacje genomu (ryc. 1). Pierwszy z nich jest enzymatyczny, a drugi polega badz
na biernym braku metylacji nici DNA powstatej w wyniku replikacji, badz jest wynikiem
niezaleznych od replikacji DNA mechanizméw naprawy DNA.

Istniejg dwie kategorie metylotransferaz DNA: o aktywnosci de novo lub o
aktywnosci zachowujacej metylacje w czasie kolejnych podziatéw komérkowych. Ten
podziat nie wydaje sie jednak by¢ bezwzgledny, gdyz obie grupy enzyméw zachodza na
siebie funkcjonalnie. Sposéb wyznaczania miejsc metylacji de novo nie jest dobrze
poznany, ale wiadomo, ze w gre wchodzi kilka potencjalnych drég metylacji cytozyny
[19,58], Przypuszcza sie, ze metylacja cytozyny w okreslonych sekwencjach jest zalezna
od sktadu zasad azotowych lub tez od drugorzedowej struktury chromatyny. U roslin
za ten proces moga rowniez odpowiada¢ czasteczki RNA wykazujgce homologie do
DNA. Metylacja nierozerwalnie wigze sie ze strukturg chromatyny, dlatego badania
mechanizméw metylacji de novo skupiajg sie gtdwnie na poznaniu czynnikéw
modyfikujgcych strukture chromatyny [19, 58].

RYCINA 1. Metylacja dinukleotydu CpG. Na schemacie pokazano zaleznosci miedzy mozliwymi
poziomami metylacji CpG. | - metylacja de novo, 2 — metylacja zachowawcza (hemimetylacja), 3 i 4 —
demetylacja (wg [64] - zmodyfikowany)
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Metylacja de novo u ssakOw zachodzi podczas embriogenezy, po uprzednim procesie
demetylacji prawie catego genomu, ktéry ma miejsce podczas pierwszych podziatdw
zaptodnionej komérki jajowej [49]. Dodatkowa metylacja de novo moze zachodzi¢ rowniez
pbzniej w czasie rozwoju organizmu, nawet w wyspecjalizowanych komérkach, w celu
wyciszenia nabytych sekwencji prowirusowych lub w celu realizacji programu specjalizacji
komorkowej. W rozwijajagcym sie ptodzie i po urodzeniu metylacja jest zjawiskiem
charakterystycznym dla okreslonych typéw komorek i tkankowo specyficznym. Zaburzenie
prawidtowego wzorca metylacji moze prowadzi¢ do hipermetylacji regionéw promo-
torowych supresoréw nowotworowych. Jest to wazny mechanizm w przypadku nowo-
tworzenia [5]. U Arabidopsis thaliana spadek zawartosci 5-metylocytozyny powoduje
gtebokie zmiany w rozwoju roslin i morfologii kwiatow [44].

3.1. Mechanizm metylacji DNA u ssakdw

Proces metylacji DNA ssakéw opiera sie na czterech niezaleznie kodowanych
metylotransferazach DNA: Dnmtl, Dnmt2, Dnmt3a i Dnmt3b. Dnmtl jest najlepiej
poznang hemimetylazg, ktéra metyluje cytozyne w parze CpG z duzg wydajnoscia
wtedy, gdy komplementarna sekwencja z drugiej nici jestjuz zmetylowana [1,22,72].
Jesli oba uktady dinukleotydu CpG sa niezmetylowane, wydajnos¢ enzymu zmniejsza
sie 10- lub nawet 30-krotnie [72]. Enzym ten jest zatem odpowiedzialny za utrzymanie
metylacji DNA w czasie kolejnych rund replikacji poprzedzajgcych podziaty komérkowe.
Inaktywacja genu Dnmtl w komérkach zarodkowych, metodg homologicznej wymiany
gendw, prowadzi do niekontrolowanej demetylacji genomu. Zarodki homozygotyczne
pod wzgledem nieaktywnych alleli Dnmtl na poczatku dzielg sie prawidtowo, jednak
podczas gastrulacji dochodzi do wielu nieprawidtowosci rozwojowych i w konsekwencji
do $mierci ptodéw [35].

Inaktywacja obu alleli genu Dnmtl w mysich pierwotnych komoérkach zarodkowych
nie prowadzi jednak do catkowitego zahamowania metylacji DNA. Istnieje jeszcze
jedna grupa metylotransferaz DNA metylujgca cytozyne w dinukleotydach CpG o
aktywnosci de novo [35], Potwierdzito to odkrycie enzyméw Dnmt3a i Dnmt3b, ktére
nie wykazywaty preferencji substratowej wobec hemimetylowanego DNA. Oba
uczestnicza w metylacji de nowo podczas bardzo wczesnych stadiow rozwojowych
zarodka [22].

Dnmt3a i Dnmtl kooperuja wzajemnie w procesie metylacji DNA, poniewaz
obecnos$¢ obu enzymow jednoczesnie podnosi pieciokrotnie szybkos$¢ metylaciji.
Aktywnos¢ Dnmt3a stymuluje metylacje prowadzong przez Dnmtl. Dnmtl poprzez
interakcje z Dnmt3a prawdopodobnie wplywa na przebieg procesu metylacji de novo
[15].

Gen Dnmt2 zidentyfikowano u wielu Eukaryota, lecz in vitro wykazuje on znikomag
lub catkowity brak aktywnosci metylotransferazy DNA [22,42], Delecja genu Dnmt2
analizowana w mysich pierwotnych komérkach zarodkowych nie wptywa w widoczny
sposéb na metylacje DNA, mimo ze gen ten zawiera wszystkie katalityczne domeny
charakterystyczne dla DNMT [35]. Przeciwnie u Drosophila’, gen Dnmt2 okazat sie
by¢ istotny dla metylacji genomu w komérkach embrionalnych. Konsekwentnie
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nadekspresja genu Dnmt2 u muszki pro- zadzi do hipermetylacji genomu w dinukleo-
tydach CpT i CpA [22, 42].

Gen Dnmt3L u ssakéw wykazuje wysoka homologie do Dnmt3, lecz tak jak w
przypadku Dnmt2, jego aktywnos$¢ jest rozwojowo specyficzna. Dnmt3L ulega ekspresji
jedynie podczas gametogenezy, w okresie, w ktérym jest ustanawiane rodzicielskie
pietno genomowe. Mutacja Dnmt3L skutkuje utratg metylacji genéw podlegajacych
matczynemu pietnowaniu, co przejawia sie ich nieprawidtowsg ekspresjg. Dnmt3L
wplywa takze na metylacje de novo rozproszonych sekwencji repetytywnych w
premejotycznych meskich komorkach rozrodczych [9, 10]. Biochemiczne dowody
wskazuja, ze udziat Dnmt3L w metylacji odbywa sie za posrednictwem metylotransferaz
o0 aktywnosci de novo: Dnmt3a i Dnmt3b [10].

3.2. Metylacja cytozyny u grzybow

Dogodnym organizmem modelowym stuzacym do badan zjawisk metylacji jest
Neurospora crassa, gatunek, ktéry ma pojedyncza metylotransferaze DIM-2 odpowie-
dzialng za wszelkie mozliwe typy metylacji genomu Neurospora. Dodatkowo mutacja
genu dim-2 nie wywiera wyraznego wptywu na fenotyp, mimo obszernej demetylacji
genomu [33].

Wiekszos¢ genomu Neurospora jest pozbawiona metylacji, przyjmuje sie, ze ok.
1,5% wszystkich cytozyn ma dotgczong grupe metylowa. Metylacja genomu dotyczy
rybosomalnego DNA oraz sekwencji zmienionych na skutek punktowych mutacji RIP
(ang. repeat-induced point mutation). Mutacje RIP sg ograniczone do sekwencji
repetytywnych genomu i zachodzg tylko podczas rozmnazania ptciowego, gdzie dochodzi
do potaczenia strzepek grzybni przeciwstawnych typéw koniugacyjnych, poczatkowo
bez kariogamii. Haploidalne jgdra ustawiajg sie parami i pozostajg w takim uktadzie az
do kariogamii, po ktorej nastepuje mejoza. Mutacje punktowe RIP zachodzg w
haploidalnych jadrach w okresie pomiedzy plazmogamig a kariogamig [56].

Mechanizm RIP prowadzi do wybiorczej konwersji CpA w TpA, generujac
powstawanie sekwencji bogatych w T+A [56]. Jedna z hipotetycznych dr6g mutacji
RIP zaklada miejscowo specyficzng de novo metylacje cytozyny, a nastepnie jej
enzymatyczng deaminacje przy 4. weglu, co prowadzi do powstania T. Druga z hipotez
przyjmuje bezposrednig deaminacje cytozyny do uracylu. Jednym z pierwszych
poznanych elementdw maszynerii RIP jest RID (ang. RIP defective) prawdopodobnie
czynnik o aktywnosci metylazy DNA lub aktywnosci deaminujacej cytozyne [20].

Sekwencje bogate w A+T wygenerowane na skutek mutacji RIP w wiekszosci
przypadkéw stanowig sygnat dla metylacji pozostatych cytozyn w obrebie rejonu
A+T-bogatego i sekwencji flankujacych. Zmiany wywotane przez RIP w skiadzie
nukleotydowym sekwencji zmetylowanych nie sgjednak rozlegte i dotyczg zaledwie
kilku procent nukleotydéw. Prébujac wyjasni¢ mechanizm metylacji de novo u
Neurospora, podjeto analize sekwencji zmutowanych wskutek dziatania RIP [56].
Sekwencje z umiarkowang zawartoscig TpA i ApT indukujasilniej metylacje od sekwencji
z maksymalna ich zawartoscia, np. sekwencja o sktadzie (TAAA) powtdrzona 25 razy
wywotuje pieciokrotnie wiekszametylacje od sekwencji o tej samej dtugosci zbudowanej z
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monomeréw (TATA)n. Sekwencja (TAAA)n powtdrzona 75 razy jest juz wystarczajacej
dtugosci, by wywota¢ silng metylacje w dowolnym miejscu genomu, nawetjesli sekwencje
flankujace nie wykazujg charakterystycznych zmian powstatych na skutek mutacji RIR
Badania in vitro ujawnity, ze sposéréd 16 testowanych kombinacji najbardziej stymulujgco
na metylacje de novo dzialajg zestawienia sekwencji w uktadzie (TAAAN i (TTAA)
Sita metylacji zalezy do ilosci powtdrzen sekwencji bogatej w A+T. Nawet staby sygnat,
ale zwielokrotniony odpowiednig ilos¢ razy, moze wywotywac silng metylacje [56].
Woprowadzenie zasad G:C w ktorgkolwiek pozycje w wielokrotnie powt6rzonej sekwencji
(TAAA) hamuje metylacje. Efektjestjednak rozny i zalezny od pozycji. Inhibicja metylacji
jest szczegolnie silna np. w uktadzie CpApT [56].

3.3. Mechanizm metylacji cytozyny u roslin

Genom Arabidopsis thaliana zawiera co najmniej 10 genéw kodujacych metylo-
transferazy, ktére podzielono pomiedzy 3 rodziny, kolejno sgto: METI, CMT i DRM.
Jest to do tej pory najliczniejsza grupa metylotransferaz znalezionych u pojedynczego
organizmu [16, 64]. Kryterium, jakie postuzyto do pogrupowania genéw na rodziny,
stanowi homologia roslinnych metylotransferaz DNA z sekwencjami ssakdw. Szczegoto-
wo badana ro$linna klasa metylotransferaz MET]I jest wysoce homologiczna z Dnmtl
ssakéw, odpowiedzialng za metylacje zachowawczg w czasie podziatow komorek.
Potranskrypcyjne wyciszenie genu METI poprzez degradacje transkryptu genu przy-
czynia sie do ogolnego spadku poziomu metylacji DNA o ok. 10% [17]. Wieksza
redukcja, az o okoto 50%, dotyczyta mutantdw genu Metl (metl-1 i metl-2) [32].
Wynikajgca stagd funkcja genu polega na utrzymywaniu statego poziomu metylacji
genomu. Demetylacji, na skutek zahamowania aktywnosci METI, w pierwszej
kolejnosci ulegaja sekwencje repetytywne, co przejawia sie zaburzeniami morfogenezy
i procesu kwitnienia [32,53]. Badania te potwierdzajg znaczacg role metylacji w regulacji
ekspresji genébw. Homozygotyczne zarodki z dwoma nieaktywnymi allelami genu Metl,
uzyskane metodg homologicznej wymiany genow, sg letalne na skutek catkowitej utraty
metylacji w CpG i umiarkowanej w pozostatych sekwencjach [53].

Klasa roslinnych DRM (ang. domain rearranged methylotransferase), analogiczna
do metylotransferazy Dnmt3 ssakéw, prowadzi metylacje de novo na obu niciach
DNA. Koniec N-terminalny tych metylotransferaz zawiera szereg domen ubikwity-
nowych, ktére moga bra¢ udziat w interakcjach biatko-biatko [11,64],

Metylazy charakterystyczne wyigcznie dla roslin to chromometylazy (CMT - ang.
chromomethylasé) zaangazowane w metylacje zachowawcza. Cecha, ktéra je wyrdznia,
jest specyficzna chromodomena zlokalizowana wewnatrz konserwatywnej katalitycznej
domeny metylotransferaz DNA. CMT3 prowadzi metylacje w sekwencjach innych niz
CpG, a w szczegolnosci w sekwencji CpNpG. W przeciwienstwie do mutantéw genu
Metl, mutanty genu CMT3 lub DRM nie wytwarzajgnieprawidtowych fenotypow, chociaz
w niektérych przypadkach potwierdzono wznowienie aktywnos$ci genéw wczesniej
wyciszonych [4,37].
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4. METYLACJA DNA, INTERFERENCJA RNA
ITRANSKRYPCYJNE WYCISZENIE GENOW

Potranskrypcyjne wyciszenie genéw (PTGS, ang. post-transcriptional gene
silencing) jest mechanizmem redukujacym poziom cytoplazmatycznego RNA, ktéry
pierwotnie zostat odkryty u roslin. Podobny mechanizm zostat zidentyfikowany u zwierzat,
gdziejest okreslany jako interferencja RNA (RNAI) [2]. Druga formawyciszania genéw
u roslin jest metylacja DNA za posrednictwem RNA, ktéra okresla siejako RADM (ang.
RNA-directed DNA methylation). Jest to jeden z lepiej poznanych sposobéw
wyznaczania miejsc metylacji DNA. Interakcje pomiedzy RNA-DNA sa sygnatem do
podjecia metylacji, ktéra decyduje o aktywnosci transkrypcyjnej genu. RADM fgczy sie
Scisle z PTGS/RNAI. O specyfice obu proceséw decyduje RNA o strukturze 2-niciowej
(dsRNA, ang. double strand RNA), ktory jest ciety przez RNazy klasy Ill na fragmenty
o dtugosci 21-26 nukleotyddw [2]. W ten sposéb powstajaczasteczki siRNA (ang. smali
interfering RNA) i miRNA (ang. micro RNA). U zwierzat miRNA i siRNA powstajg w
wyniku aktywnosci enzymatycznej tej samej RNazylll noszacej nazwe Dicer, a u roslin
grupy enzymow okreslanych jako DCL (ang. Dicer like) [24].

W trakcie PTGS antysensowny siRNA po rozpleceniu do pojedynczych tancuchéw
wchodzi w sktad kompleksu RISC (ang. RNA induced silencing complex), odpowie-
dzialnego za degradacje komplementarnego mRNA. W procesie tym wydajnie uczes-
tniczg liczne biatka rodziny ARGONAUTE (AGO), ktére prawdopodobnie utatwiaja
wigzanie sie siRNA do sekwencji docelowej RNA [12], Endonukleolityczne cigcie
mMRNA w potowie rejonu komplementarnego do siRNA zapoczgtkowuje degradacje
catego transkryptu [6, 24].

Trudno jednoznacznie ustali¢, czy RdADM jest kierowana przez dtugie dsRNA czy
siRNA. Minimalna dtugos¢ sekwencji DNA podlegajgcej zaleznej od RNA metylacji to
zaledwie 30 pz, co rodzi przypuszczenia, ze efektorowy RNA powstaje w wyniku
enzymatycznego ciecia dsRNA [39]. RdADM wywotuje wysoki poziom metylacji
wiekszosci sekwencji DNA, niezaleznie od kontekstu wystepowania cytozyny, w obszarze,
ktéry wykazuje homologie pomiedzy dsRNA i sekwencja DNA. RADM wymaga udziatu
roslinnych metylotransferaz o aktywnosci de novo: DRM i/lub CMT [45].

RdDM po raz pierwszy zaobserwowano u transgenicznych roslin tytoniu infeko-
wanych wiroidem. Roéliny te miaty wielokrotne kopie cDNA wiroidu zintegrowane z
genomem [66], Metylacja DNA ograniczona byfa wylacznie do obszaréw cDNA
wiroidu i zachodzita réwnolegle z autonomicznareplikacjgwiroidu [45,66], Wynik ten,
jak i kolejne badania dotyczace kilku réznych wiruséw roslinnych potwierdzity, ze podczas
infekcji komorek dochodzi do metylacji DNA w obszarze zgodnym z RNA wirusa [30,
65]. Poniewaz wiroidy i wirusy podczas swego cyklu litycznego wytwarzaty tylko RNA,
testy te bezspornie udowodnity, ze RNA moze bezposrednio kierowa¢ metylacjg
komplementarnej sekwencji DNA.

Mechanizm RdDM moze by¢ nie tylko wywotywany przez infekcje wirusowe, ale
réwniez przez transgenizacje roslin. Bardzo czesto ekspresja transgenu jest nizsza od
oczekiwanej, do czego przyczynia sie miedzy innymi inaktywacja genu na skutek
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metylacji jego sekwencji. Potwierdzono to eksperymentalnie na transgenicznych roslinach
A. thaliana z dodatkowym odwréconym fragmentem sekwencji genu fi-glukuronidazy
{GUS), ktéry ulegat ekspresji rownolegle z endogennym GUS. Sensowne i antysensowne
transkrypty taczyly sie ze sobgtworzac strukture 2-niciowa. W transgenicznej roslinie spadta
znaczaco ilos¢ GUS, a sekwencja genu ulegata metylacji [7].

Metylacja DNA ustanowiona w drodze RADM nie jest stata i zalezy od dtugosci
sekwencji DNA i otoczenia, w jakim wystepuje cytozyna. Zanik sygnatéw dla RdADM
prowadzi do obnizenia poziomu metylacji wiekszosci dinukleotydéw CpG [31] lub do
catkowitej utraty metylacji [37]. W przypadku wielu transgenéw zdolnych do wywotania
RNA. i metylacji DNA nie dochodzi do wyciszenia transkrypcji wprowadzonego genu.
Metylacja zazwyczaj dotyczy wylacznie sekwencji kodujgcej genu i nie rozprzestrzenia
sie na sekwencje promotora, ktory zachowuje aktywnos¢ transkrypcyjng [14].

Funkcjonalne znaczenie RADM moze wydawac sie mato przejrzyste, jednak w
przypadku metylacji sekwencji promotora dochodzi do transkrypcyjnego wyciszenia
genow. Jako przyktad mozna poda¢ wyciszenie ekspresji genu GFP (ang. Green
Fluorescent Protein) znajdujacego sie pod kontrolg sekwencji promotora 35S w
transgenicznej roélinie tytoniu. Infekcja takiej rosliny modyfikowanym wirusowym RNA
niosgcym sekwencje GFP pod promotorem 35S hamuje radykalnie ilosci wytwarzanego
biatka GFP na skutek metylacji sekwencji promotora i wytgczenia aktywnosci transgenu.
W tym ukiadzie transkrypt GFP, jak i wirusowy RNA byty degradowane [30, 60], Nie
wszystkie sekwencje DNA sgjednakowo podatne na RADM. W pewnych szczegdlnych
przypadkach infekcja roslin tytoniu wirusowym RNA niosacym kopie genéw gospodarza
wywotuje wylacznie PTGS bez metylacji sekwencji DNA [30], Moze to odzwierciedlaé
wyjatkowe cechy niektérych endogennych genéw, ktére sg chronione przed RdDM
lub znaczaco opdzniajg ten proces w czasie infekcji wirusowej.

4.1. Drogi generowania sygnatdw dsRNA odpowiadajacych za metylacje DNA

Warunkiem zajécia metylacji drogg RADM jest powstanie w komérce struktur dsRNA.
U roslin dsRNA powstaje miedzy innymi na skutek infekcji wirusowych czasteczek RNA
lub przez wprowadzenie transgenoéw zawierajacych sekwencje powtdrzone o przeciwnej
orientacji IR (ang. inverted repeats). Sekwencje IR majg samoistng zdolnos$¢ do
wytwarzania struktury dsRNA typu spinki do wioséw, ktora jest rozpoznawana przez
rybonukleazy Dicer generujgce powstawanie siRNA [40]. Brak sekwencji IR w transgenie
nie wyklucza jednak mozliwosci wystepowania w komorce jego formy dwuniciowe;j.
Pojedyncze nici RNA (ssRNA, ang. single strand RNA) transgenu moga stuzy¢ jako
matryca podczas syntezy nici antyréwnolegtych (ryc. 2). Enzymy, ktore katalizujgten proces,
nalezg do klasy polimeraz RNA zaleznych od RNA (RdRP, ang. RNA-dependent RNA
polymerase) [41, 57]. siRNA hybrydyzujac do transkryptu zwieksza ilo$¢ powstajacych
czasteczek dsRNA bezposrednio - stuzacjako starter dla RARP lub posrednio — zwiekszajac
dostepnos¢ transkryptu dla polimerazy RARP. siRNA pierwotnie komplementarne wytacznie
do konca 5’ docelowego transkryptu czesto rozprzestrzenia sie na catg dtugosc¢ docelowego
transkryptu i w takim wypadku metylacji DNA podlega cata sekwencja transgenu [30,60],
Mozliwe, ze antysensowny siRNA odziatuje ze swoim transkryptem generujgc powstanie
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dsRNA, co moze zmieniaé strukture RNA
i/lub kompleksu rybonukleoprotein
rekrutujagc RARP do konca 3’. Druga z
mozliwosci zaktada, ze kompleks dsRNP/
siRNP wplywa bezposrednio na DNA i
jego strukture.

Poszukujac czynnikéw odpowiedzial-
nych za biogeneze dsRNA u Arabi-
dopsis wyizolowano 6 potencjalnych
RdRP [41] oraz 10 biatek typu ARGO-
NAUTE i 4 biatka nalezace do rodziny
roslinnych nukleaz pochodnych enzymu
Dicer (DCL) [40]. Spos$rod 6 RARP tylko
3 (RDR1, RDR2 i RDR6) wykazuja
aktywno$¢. Doktadna analiza czynnikow
biorgcych udziat w obrébce dsRNA
wskazuje na ich dziatanie w kilku réwno-
legle przebiegajacych procesach, czasami
zachodzacych na siebie funkcjonalnie, co zalezy prawdopodobnie od lokalizacji i struktury
RNA. Przyktadowo RDR6 i biatko AGO1 sg czynnikami koniecznymi w przypadku
PTGS transgenéw pozbawionych sekwencji IR, ktére nie tworzg samoistnie struktur
dsRNA [7,41], a jednocze$nie bardzo podobne funkcje spetnia RDR2 i AGO4, ktére sa
wymagane do nagromadzenia siRNA dla okreslonych endogennych sekwencji [50].
Odpowiednio, kazdy z wymienionych czynnikow jest konieczny do podtrzymywania
metylacji DNA sekwencji innych niz CpG, ktére majg swoj odpowiednik w sekwencji
RNA. Wyjasnia to czesciowo zwigzek miedzy dsRNA i RADM.

Roslinne DCL kontrolujg r6znorodne procesy. DCLI Arabidopsis thaliana jest
niezbedny do obrébki miRNA, ktére w odréznieniu od siRNA sgjednoniciowe. DCL2
uczestniczy w obronie antywirusowej rosliny. Utrata aktywnosci genu dcl2 wigze sie
z obnizonym poziomem wirusowych siRNA, a takze podwyzszong wrazliwoscig na
infekcje wirusowe, co zaobserwowano u roslin infekowanych TVC (ang. turnip crinkle
virus). DCL3 i RDR2 generujg powstawanie endogennego siRNA przewaznie o
wielkosci ok. 24 pz. Utrata endogennego siRNA u podwojnych mutantéw dcl3 i rdr2
A. thaliana byta zasocjowana z utratg metylacji heterochromatyny i zwiekszong
transkrypcja okreslonych loci [68]. DCL3 i RDR2 sg konieczne dla ustanowienia i
podtrzymania wzoru metylacji sekwencji DNA wyznaczonych w procesie RADM [68].
Mutacje znanych genéw DCL nie wptywajg na PTGS transgendw ani na metylacyjne
wyciszanie promotorow, co wskazuje na obfite powstawanie siRNA przy udziale
dodatkowych DCL lub tez w okreslonych przypadkach RADM jest wywotywany przez
dtuzsze dsRNA [40].

RYCINA 2. Mechanizm powstawania dsRNA
(wg [40] - zmodyfikowany)
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5. KONDENSACJA HETEROCHROMATYNY
PRZY UDZIALE siRNA

Heterochromatyna stabilizuje strukture chromosoméw, wptywa na regulacje ekspresji
genow i koniugacje chromosoméw oraz rekombinacje genéw, poprzez oddziatywanie
na czestos¢ i umiejscowienie chiazm. Wyro6znia sie heterochromatyne konstytutywna,
ktéra zazwyczaj nigdy nie podlega transkrypciji, jest zdeterminowana molekularnie dzigki
obecnosci satelitarnego DNA, reprezentuje regiony genomu, ktére sg permanentnie w
stanie wysokiego skondensowania. Przeciwnie heterochromatyna fakultatywna zawiera
geny, ktére ulegty represji i w okreslonych warunkach moga by¢ transkrybowane.
Heterochromatynajest zdeterminowana dzieki wysokiemu stopniowi metylacji histonu
H3 w miejscu lizyny 9 (H3K9) i umiarkowanemu poziomowi metylacji lizyny 4 (K4).
Metylacja H3K9 stanowi sygnat dla wigzania sie czynnika HP1, ktéry jest biatkiem
charakterystycznym dla heterochromatyny [3],

Wyjatkowos$¢ konstytutywnej heterochromatyny centromerowej polega na zamianie
histonu H3 na biatko: CENP-A (H. sapiens), Cid (Drosophila), HTR12 (Arabidopsis),
HCP-4 (C. elegans) i Csedp (S. pombe). Wszystkie te biatka sg zaliczane do rodziny
CenH3 (ang. centromere-specific H3-like) [62]. Sg one niezbedne dla zasadniczych
funkcji centromeru, segregacji chromosomow w czasie podziatdw komaérkowych, gdyz
stanowig one jeden z gtéwnych elementéw wewnetrznej, granularnej warstwy
kinetochoru przylegajacej do chromatyny [59].

Za kondensacje chromatyny w rejonie centromeru u Schizosaccharomyces pombe
odpowiada siRNA. Mechanizm jego pow-
stawania jest taki sam jak w przypadku
interferencji RNA. U S. pombe i Arabi-
dopsis wystepuje duza pula endogennego
siRNA komplementarna do repetytyw-
nych sekwencji centromerowych, transpo-
zonow i innych retroelementéw [38, 50],
Czynniki powigzane z interferencja RNA,
takie jak: Dicer, RARP i AGO, sakoniecz-
ne dla podtrzymania centromerowych
sekwencji satelitarnych w stanie wysokiej
kondensacji heterochromatyny, co zostato
udowodnione w przypadku chromosoméw
S.pombe. Mutanty, ktére utracity niektore
z elementow maszynerii odpowiedzialnej
za PTGS, tracg metylacje histonéw H3 w
pozycji K9, ktérajest uwazana za modyfi-
kacje specyficzng dla heterochromatyny

RYCINA 3. Schemat kontrolowanej przez siRNA [23]. Podobny efekt wywotujg mutacje w

metylacji lizyny 9 histonu H3 prowadzacej do . I

kondensacji chromatyny (wg [48] - zmody- genach kodujacych Swi6 (ssaczy homolog
HP1) i CIrd (homolog ssaczej metylotrans-
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ferazy histonowej Suv39) metylujacej lizyne K9 histonu H3 [62]. Formowanie
heterochromatyny przy udziale siRNA nie jest jednak uniwersalne dla wszystkich
organizméw. Neurospora dla wytworzenia i podtrzymywania wysokiej kondensacji
heterochromatyny nie wymaga kluczowych elementéw odpowiedzialnych za proces
interferencji RNA [18].

Niskoczasteczkowe siRNA inicjuje kondensacje chromatyny poprzez kompleks RITS (ang.
RNA-induced transcriptional silencing complex), ktory zapoczatkowuje modyfikacje
struktury chromatyny i wytgczenie aktywnosci obszardw przeznaczonych do kondensacji w
komorkach Schizosaccharomyces. W skiad kompleksu RITS wchodza: Agol - biatko z
rodziny ARGONAUTE zaangazowane w proces RNAI, a takze biatko Chpl (ang.
heterochromatin-associated chromodomain protein 1) i Tas3 (ang. targeting complex
subunit 3). Powstanie puli endogennego siRNA komplementarnego do sekwencji
centromerowych wymaga wczesniejszego wytworzenia struktur dsRNA, co zapewnia
transkrypcja obszaréw repetytywnych centromeru z dwdéch opozycyjnie zorientowanych
promotoréw [63]. Poniewaz centromer S. pombe jest regionem o znacznej wielkosci od 40
do 100 kb, zbudowanym z powtarzalnych sekwencji, trudno jednoznacznie okresli¢, czy
powstajacy siRNA jest wynikiem aktywno$ci domeny pojedynczego centromeru, czy moze
réznych centromeréw [50]. Przypuszcza sie réwniez, ze do produkcji dodatkowych kopii
dsRNA wykorzystywanajest klasa polimeraz RdARP prowadzgca transkrypcje na matrycy
ssRNA [29, 61]. Potencjalne miejsca kondensacji chromatyny wyznacza siRNA poprzez
swojahomologie do sekwencji docelowej, ktérgmoze by¢ zaréwno DNA, jak i powstajacy
transkrypt siRNA, dziatajac jako wysoko selektywny czynnik. Prawdopodobnie siRNA i
DNA lub siRNA i jego powstajgcy transkrypt wchodzg we wzajemne interakcje za
posrednictwem biatka Agol, co prowadzi dla naboru pozostatych elementéw kompleksu
RITS: Chpl i Tas3 (ryc. 3). Proces heterochromatynizacji, w przylegajgcym rejonie
chromatyny wyznaczonym przez RITS, rozpoczyna si¢ od przytaczenia metylotransferazy
Clr4, ktéra metyluje histon H3 w miejscu lizyny 9, co wywotuje przytaczanie sie Swib6 i catg
kaskade zdarzen prowadzgcg do kondensacji obszaru centromeru (tab. 1). Czynniki Chpl
i Tas3 moga by¢ rowniez lokalizowane w heterochromatynie poza obszarami centromeru,
niezaleznie od Agol i siRNA [48].

TABELA 1. Wystepowanie elementéw wybranych mechanizméw wywotujacych wyciszenie transkrypcji
u réznych gatunkéw

Organizm Metylotransferaza HP1 Metylowana Autorzy
K.9 histonu H3 cytozyna
5. pombe Clr4 Swi6 nie [48, 61, 63]
N. crassa DIM-5 ? tak [18, 55]
M. musculus Suv39hl, Suv39h2 MHPIla, M31/M0D1, tak [34, 52]
M32/MOD2
H. sapiens SUV39H1 HP1 tak [34,52]

A. thaliana KRYPTON1TE LHP1 tak [27]
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6. ZWIAZEKMIEDZY METYLACJA DNAASTRUKTURA
CHROMATYNY

Uwaza sig, ze metylacja DNA moze by¢ wywotywana przez zmienng strukture
chromatyny [8]. Histony rdzeniowe sg podatne na szeroki wachlarz potranslacyjnych
modyfikacji obejmujacych: acetylacje, fosforylacje, metylacje, ubikwitynacje, glykozy-
lacje i ADP-rybozylacje. Modyfikacje dotycza zwlaszcza N-kohcow histonéw
dostepnych dla interakcji z innymi histonami i niehistonowymi biatkami chromo-
somowymi. Modyfikacje histonéw sgczescig ztozonego systemu. Odmienne modyfikacje
jednego lub wiecej histonéw albo kombinacje tych zmian tworzgrodzaj kodu histonowego,
ktéry decyduje o rodzaju nukleosomowych interakcji i 0 asocjacji niehistonowych biatek
chromatynowych. Wymienione modyfikacje bezposrednio przektadaja sie na stopien
kondensacji chromatyny i regulacje aktywnosci gendw [51,52], Wiele z tych modyfikacji
moze by¢ takze zaleznych od siebie. Dla przyktadu kombinacja acetylowanych histonéw
H4 przy lizynie 8, H3 przy lizynie 14 i fosforylacja seryny 10 histonu H3 jest czesto
pozytywnie skorelowana z transkrypcja. Natomiast trimetylacja lizyny 9 histonu H3 i
brak acetylacji histonéw H3 i H4 wigza sie z represja transkrypcji, a taki rodzaj
modyfikacji jest konieczny jest do kondensacji chromatyny u myszy. Zmianom struktury
chromatyny zwigzanym z pozycjonowaniem histondw w czasie replikacji DNA
towarzyszy deacetylacja lizyny 4 i 12 histonu H4, a kondensacji chromosoméw
metafazowych - fosforylacja H2A i H3 [46, 47].

Aktywnos¢ transkrypcyjng chromatyny warunkujg enzymy modyfikujace histony:
acetylazy HAT, deacetylazy HDAC, metylotransferazy HMT, demetylazy, kinazy i
fosfatazy histonowe. Metylacja histonéw przy udziale HMT jest juz znana od dawna.
NaN-koricach histonéw H3 i H4 istnieje co najmniej 5 miejsc metylacji lizyny. Typowy
ssaczy histon H3 jest metylowany w miejscu lizyny K.9 i K27, a histon H4 - w K20.
Lizyna moze posiada¢ dotgczone trzy, dwie lub jedng grupe metylowg. Sposob
demetylacji histonéw przez dtugi okres stanowit zagadke, cho¢ wiadomo byto, ze histony
H2B, H3 i H4 podlegaja odwracalnej metylacji [47].

Metylacja histonéw jest termodynamicznie bardzo stabilng modyfikacja, dlatego tym
ciekawsze wydaje sie odkrycie enzymu usuwajacego dotgczone grupy metylowe [54],
Pierwsza odkryta demetylaza o nazwie LSD1 (ang. lysine-specific demethylase 7)
usuwa grupy metylowe lizyny 4 w histonie H3. Reakcja jest katalizowana na mono- i
dimetylowanej lizynie z wylgczeniem trimetylowanej lizyny. Enzym nie zrywa bezposrednio
wigzania N-CHS3, lecz prawdopodobnie indukuje oksydacje lizyny 4 w histonie H3. W
wyniku tej reakcji powstaje lizyna wolna od metylacji oraz formaldehyd. Wiasciwosci
demetylazy LSD1 wynikaja z jej wysokiej homologii do aminooksydaz zaleznych od
FAD (przenos$nika elektronéw w reakcjach utleniania). Cechg, ktéra wyréznia LSD 1,
jest sygnat lokalizacji jadrowej (NLS) oraz domena SWIRM charakterystyczna dla
biatek chromatynowych. Wyciszenie genu LSD1 prowadzi do wzrostu metylacji lizyny
4 H3, co ma bezposrednie przetozenie na poziom transkrypcji [54].
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Mutacje histonu H3 w miejscu K.9, poprzez podstawienie lizyny innym aminokwasem,
skutkowaty utratg metylacji DNA u N. crassa, dostarczajgc pierwszego dowodu na
to, ze metylacja histonéw jest powigzana z metylacja DNA. Metylacja histonéw u
Neurospora [55] i Arabidopsis [27], zwlaszcza metylacja histonu H3 w pozycji K9,
wywotuje metylacje cytozyny w DNA (tab. 1). Nie wiadomo, czy podobny mechanizm
dziata u kregowcow. Z kolei metylacja DNA moze wywotywaé metylacje histonéw. U
ssakOw posredniczy w tym biatko MeCP2 wigzace metylowane CpG, gromadzi ono w
tych miejscach deacetylazy histonéw, a po nich przytaczaja sie kolejno HMT [21],
Modyfikowane histony sg rozpoznawane przez rézne mechanizmy. Jednym z biatek
rozpoznajgcych metylacje H3K9 jest HP1 (ang. heterochromatin-associatedprotein
1) zawierajgce dwie wysoce konserwatywne domeny: CD (ang. chromo domain) i
CSD (ang. chromo shadow domain) [36]. Domena CD wykazuje wysoka
specyficznos$¢ wigzania do N-korica H3 posiadajgcego zmetylowana lizyne K9 [28], a
rolg CSD jest oddzialtywanie z biatkami niehistonowymi. Lokalizacja HP1 u ssakéw
jest uzalezniona od obecnosci metylowanej lizyny 9 w histonie H3 i wiele wskazuje na
to, ze HP1 organizuje strukture heterochromatyny [3], U myszy pericentromerowa
chromatyna charakteryzuje sie wysokim poziomem metylacji DNA i trimetylacjg histonu
H3 w pozycji K9 [45]. Za ustanowienie trimetylacji histonu H3 odpowiadajg mety lotrans-
ferazy Suv 39h1! i Suv 39h2 (tab. 1). Modyfikacja H3K9 przez HMT tworzy miejsca
wigzania dla biatka HP1, ktére z kolei oddziatuje z metylotransferazami DNA: Dnmt!
i/lub Dnmt3a/Dnmt3b prowadzac do metylacji DNA [34]. Nie moznajednak wykluczy¢
istnienia innych potencjalnych drég metylacji de novo.

7. METYLOWANE REGIONY DNA I ICH WZAJEMNE
ZALEZNOSCI PODCZAS PIETNOWANIA RODZICIELSKIEGO

Geny podlegajace pietnowaniu genomowemu sg transkrybowane wytacznie mono-
allelicznie. Do tej grupy genéw zalicza s\ejgf2r. Wykazuje on odmienne pietnowanie
w zaleznosci od pochodzenia odjednego z rodzicdw. W rejonach podlegajacych pietno-
waniu rodzicielskiemu metylacji ulegaja zréznicowane sekwencje i w pewnych przypad-
kach bezdyskusyjnie one same stanowig sygnat dla metylacji. Gen Igf2r zawiera dwie
wyspy CpG nazywane regionami ! i 2. Gen niesie informacje o receptorze dla
insulinopodobnego czynnika wzrostu IGF2 (ang. insulin-like growth factor type 2),
odgrywajacym istotngrole w rozwoju ptodu ssakéw. Region 2 lezy w obrebie intronu i
jest zmetylowany w aktywnym matczynym chromosomie. Region 1, ktéry otacza
miejsce startu transkrypcji 1gf2r jest zmetylowany w wyciszonym chromosomie
ojcowskim. Po usunieciu z transgenu regionu 2, region | nie podlegat metylacji podczas
dziedziczenia ojcowskiego i w rezultacie ojcowska wersja transgenu byta aktywna.
Mozna wiec sgdzi¢, ze niezmetylowany region 2 jest niezbedny do metylacji regionu !
i wyciszenia aktywnosci genu, natomiast pietnowany matczynie region 2 lub jego delecja
blokujg lub powodujg niezdolnos$¢ do metylacji regionu 1 [67].
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8.UDZIAL CZYNNIKOW REMODULUJACYCH CHROMATYNE
W METYLACJI DNA

Lsh (ang. lymphoid specific helicase) nalezy do rodziny SNF2, czynnikéw
remodelujgcych chromatyne, ktére zmieniajg istniejace oddziatywania na poziomie
DNA-histony, co umozliwia przesuwanie sie nukleosoméw wzgledem DNA. Przeksztat-
canie struktury chromatyny zmienia jej dostepnos¢ dla potencjalnych czynnikéw
transkrypcyjnych. Metylacja wysp CpG i modyfikacje histonéw sg konieczne do kon-
densacji chromatyny. Czynnik Lsh wykazuje preferencyjng asocjacje z chromatyng
przycentromerowa, gdzie uczestniczy w metylacji sekwencji CpG. Delecja genu Lsh u
myszy skutkuje akumulacjg di- i trimetylowanej lizyny 4 w H3, natomiast nie powoduje
zmian metylacji lizyny 9 histonu H3 jak i rozmieszczenia czynnika HP1. Podobny wzrost
ilosci metylowanej lizyny 4 w H3 nastepuje w przypadku traktowania komorek 5-
azacytydyng (lub podawanie analogu tego zwigzku zwierzetom), ktéra powoduje
demetylacje genomu [71],

Gen Lsh jest bardzo aktywny w czasie embriogenezy, a delecja tego genu prowadzi
do letalnosci okotoporodowej myszy [25, 70). Efekt delecji Lsh wigze sie z wzrostem
acetylacji histonéw w obrebie sekwencji repetytywnych wchodzacych w sktad chroma-
tyny przycentromerowej i reaktywacja ich aktywnosci transkrypcyjnej [25, 70], Znisz-
czenie struktury heterochromatyny, przez dtugoterminowe dziatanie inhibitorem acetylacji
histonoéw (trichostatyna A), wstrzymuje asocjacje Lsh z przycentromerowachromatyng
[70]. Mozna domniemywaé, ze Lsh wigze sie selektywnie wylacznie z sekwencjami
repetytywnymi [25].

Mutacje w genie DDM1 A. thaliana kodujagcym czynnik remodelujacy chromatyne,
bedacy odpowiednikiem ssaczego Lsh, prowadzgréwniez do znacznego obnizenia poziomu
metylacji cytozyny. Czynnik DDM1 dziata jako regulator dostepnosci DNA i histonéw
dla wszelkiego typu modyfikacji [2].

9. DEACETYLACJA HISTONOW POWODUJE METYLACJE DNA

Na ekspresje rybosomalnego

DNA w jaderku u Arabidopsis wy-

wierajg wptyw deacetylazy histonow,

takie jak HDT1 i HDAG [19]. Enzy-

mom tym przypisuje si¢ wiele inter-

akcji ze sktadnikami maszynerii mety-

lujacej DNA. Sa one powigzane z

metylazami histonéw i metylacja

DNA i dziatajg w uktadzie sprzezen

RYCIN,_A 4. Ukie-ld sp_rzeierﬁ ,+a£czacy trzy gtéwne zwrotnych. Metylacja lizyny 9 histonu
mechanizmy wyciszenia genéw (wg [52] - zmo- . L ,

dyfikowany) H3 powoduje deacetylacje histonow

i metylacje cytozyny w DNA, deace-
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tylacja histondw powoduje metylacje DNA i metylacje lizyny 9 H3, a metylacja DNA
pocigga za soba deacetylacje histonéw i metylacje lizyny 9 histonu H3 (ryc. 4) [52].

10. PODSUMOWANIE

Zwigzek metylacji DNA i modyfikacji histonéw nie jest do korica poznany.
Metylotransferazy DNA sajedynie czescig sprzezenia, ktére tgczy modyfikacje DNA i
modyfikacje chromatyny. W tym ukfadzie istotne miejsce zajmuja czynniki mogace
modyfikowac strukture chromatyny wigzac sie do metylowanego DNA [21]. Na podstawie
zgromadzonej wiedzy mozemy rozwaza¢ kilka mozliwych szlakéw, w ktérych r6zne struktury
chromatyny wywotuja kolejne nastepstwa i interakcje miedzy czynnikami remodulujgcymi
chromatyne, modyfikujacymi histony, czy czynnikami pos$redniczacymi w przekazywaniu
sygnatéw (np. HP1) i wreszcie metylujagcymi cytozyne w DNA (ryc. 4).
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UDZIAL BIALEK STRESOWYCH
W ADAPTACJI WYSILKOWEJ

STRESS PROTEINS IN EXERCISE ADAPTATION

Zbigniew JETHON!I, Eugenia MURAWSKA-CIALOWICZ!, Piotr DZIEGIEL?,
Marzena PODHORSKA-OKOLOW!?

'Zaktad Fizjologii, Akademia Wychowania Fizycznego,
2Katedra Histologii i Embriologii, Akademia Medyczna we Wroctawiu

Streszczenie: Uszkodzenie biatek wewnatrzkomérkowych lub zaktdcenie ich syntezy prowadzi do zabu-
rzen homeostazy i moze spowodowac $mier¢ komorki. Przeciwdziatajagc tym zmianom komorka induku-
je m.in. synteze biatek stresowych. Wysitek fizyczny, zwihaszcza dtugotrwaly i intensywny, ma cechy
oddziatywania stresowego. Mozna wiec przypuszczac, ze spowoduje to nasilenie ekspresji biatek stre-
sowych, co zostato doswiadczalnie potwierdzone. Nie jest jednak w petni zrozumiate znaczenie tej
reakcji z uwagi na réznorodne funkcje, jakie biatka stresowe spetniajg w organizmie. Biatka stresowe (HSP
- heat shock proteins) przejawiajg w wigkszosci funkcje enzymatyczna, umozliwiajacg bezposredniag
ochrone przed ujemnymi skutkami stresu. Biorgc pod uwage mase czasteczkowag wyrdznia sie dwie
gtéwne grupy HSP. Grupe biatek niskoczasteczkowych i wysokoczasteczkowych. Pierwsza grupa wy-
kazuje gtéwnie dziatania ostonowe oraz utatwia degradacje uszkodzonych biatek. Niektore z nich, jak
HSP27 i HSP40, podnosza dodatkowo potencjat ochronny innych biatek stresowych. Ws$réd wysoko-
czasteczkowych HSP wyréznia sie HSP60, HSP70, HSP90. Najbardziej poznang i wydaje sie najbar-
dziej istotng u cztowiekajest grupa HSP70. Uczestniczy ona w zapobieganiu agregacji biatek, rozwijaniu
biatek uszkodzonych i nienatywnych oraz w ich usuwaniu, ostonie polipeptydéw tworzacych sie wzdtuz
rybosoméw i w mechanizmach zapobiegania ujemnym wptywom stresoréw na funkcje wewnatrzkomaor-
kowe. Najwazniejszg funkcjag HSP90 jest wspoétdziatanie w regulacji cytoszkieletu, podczas gdy grupa
HSP110 jest czynnosciowo zwigzana z HSP70. Aktywnos$¢ wiokien migsniowych przebiega na tle
wplywu na nie réznorodnych mechanicznych i fizjologicznych stresoréw. W oddziatywaniu tym po-
wstajg rézne wewnatrzkomorkowe zmiany, majace takze znaczenie adaptacyjne. Wykazano, ze czyn-
no$¢ miesni prowadzi szczegdlnie do zmian HSP27, HSP72 i HSP73. Podczas aktywnosci widkien
mieéniowych wystepuja m.in. objawy stresu oksydacyjnego, w ktérym powstajace reaktywne formy
tlenu oddziatuja jako drugie przekazniki. Wptywajg one na ekspresje genowg, zwitaszcza na czynnik
transkrypcyjny NFkB, ktory kontroluje indukcje apoptozy. W wiekszych stezeniach reaktywne formy
tlenu uszkadzajg struktury komoérkowe, prowadzac do uwolnienia TNFa i do apoptozy lub do zwiek-

* Praca naukowa finansowana ze $rodkéw Ministra Nauki w latach 2002-2005 jako projekt
badawczy Nr 3P05D 090 23.
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szenia Ca2+ w sarkoplazmie, aktywujac endonukleaze i w efekcie nekroze. Indukcja HSP w tej sytuacji
wchodzi w skiad strategii antyoksydacyjnej, ostaniajagc mitochondria oraz aktywujac leukocytoze i prze-
ciwzapalne cytokiny. Przebieg powyzszych reakcji jest uwarunkowany rodzajem wysitku, jego inten-
sywnoscig i czasem wykonania i przypuszczalnie jest czescig mechanizmoéw prowadzacych do adaptacji
wysitkowej.

Stowa kluczowe: biatka stresowe, wysitek fizyczny, stres oksydacyjny, apoptoza.

Summary: Intracellular protein destroying and impairment of their synthesis result in disturbance of
cell homeostasis and can lead to cell death. Counteracting these changes the cell induces synthesis of
stress proteins among others. Physical exercise has stress attributes, especially ifit is a long-lasting and
intensive one. It can be assumed that this will bring about an intensification of stress protein expression
what was experimentally confirmed. However the significance of this reaction is not fully clear taking
into account the variety of functions the stress protein act in the organism. Stress proteins, called also
heat shock proteins (HSP) display mainly the enzymatic function used in a direct protection against
negative effects of stress. Taking into account their molecular weight one can distinguish two main
groups of HSP, the low-molecular and high-molecular ones. HSPs belonging to the low-molecular
group act mainly as chaperons and facilitate the degradation of destroyed proteins. Some of them, as
HSP27 and HSP40, enhance the protective potential of other stress proteins. In high-molecular group
one can distinguish HSP60, HSP70 and HSP90. As the mostly known and important for humans is
HSP70. Stress proteins of this group act against protein aggregation and refolding of denaturized and
non-native proteins, and in removing them out ofthe cell. They act as chaperons of polypeptides synthe-
sized along ribosomes and participate in protecting mechanisms against negative influences of stres-
sors on intracellular processes. Main role of HSP90 is a cooperation in the regulation of cytoskeleton
function, and HSP 110 is functionally related to HSP70. The activity of muscle fibers is performed
against a background enclosing influences of numerous mechanical and physiological stressors. During
this activity there appear various intracellular changes having adaptative value. It has been shown that
muscular activity particularly in changes of HSP27, HSP72 and HSP73 amounts. During the muscular
activity there appear preliminary signs of reactive stress where the reactive oxygen species act as
second messengers. They influence upon the gene expression, especially upon the transcription factor
NFkB being an apoptosis induction factor. In higher concentrations the reactive oxygen species destroy
cell structure giving the appearance of TNFa and apoptosis, or an enhancing of Ca2t concentration in
sarcoplasm with the activation of endonuclease, resulting finally in necrosis. The HSP induction is in
this situation a part of anti-oxidant defense strategy, acting as mitochondrial protection, and inducing
leukocytosis and activating anti-inflammatory cytokines. The course of the above reactions is determi-
ned by the character of exercise, its intensity and performing time, and they are probably a part of
mechanisms resulting in work adaptation.

Key words: stress proteins, physical exercise, oxidative stress, apoptosis.

Wysitek fizyczny wywotuje wielokierunkowe zmiany wewnatrzustrojowe. Najbardziej
poznane sgreakcje biochemiczne i hormonalne, lecz ostatnie lata przynosza coraz nowsze
informacje o odchyleniach w r6znych innych procesach wewnatrzkomérkowych, ktore
zmieniajg czasowo funkcje danych komérek. Procesy te sg kontrolowane nie tylko przez
tzw. hormony stresowe (katecholaminy, kortyzol, hormon wzrostu), lecz takze przez
calg game zewnatrz- i wewnatrzkomérkowych substancji regulacyjnych [1, 8, 9,18,
35]. Zmiany, powstajace we widknach miesniowych i poza uktadem ruchu, maja stuzy¢
adaptacji do obciazen fizycznych, ktérych charakter w duzym stopniu odpowiada reakcji
stresowej. We widknach miesni szkieletowych obejmujg one biatka kurczliwe i
cytoszkieletu, enzymy przemian energetycznych, ilosciowg zawarto$¢ substratéw
energetycznych i rownowagejonowa. Niewiele jestjednak danych na temat regulatoréw
wewnatrzkomérkowych, ktdre uczestniczaw przeksztatcaniu widkien migsniowych [23,
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33,41]. Ze wzgledu na stresowy charakter wysitku fizycznego zmiany wywotane pracg
fizyczna mogg mie¢ dodatni i ujemny aspekt. Dodatnie efekty powstajg zazwyczaj i sg
podstawg wykorzystania roznych form ¢wiczen w promocji zdrowia i rehabilitacji w
uszkodzeniach chorobowych. Pytania, ktére powstajg w tym kontekscie, a dotyczg
wymiaru wysitku majgcego dodatni, prozdrowotny efekt, nie uzyskaty dotagd zadowala-
jacych odpowiedzi. Wydaje sie, ze gtdwna przyczyng kontrowersji w interpretacji zmian
powysitkowych sa stany ustroju, do ktoérych te zmiany sg odnoszone. Podstawowym,
jak sie wydaje, zagadnieniem fizjologicznym, ktére moze by¢ przydatne w ocenie
korzystnych efektow wysitku fizycznego, jest przesledzenie dynamiki wielokierunkowych
zmian w przeksztatceniach adaptacyjnych.

Powysitkowe zmiany metaboliczne sg dziedzing, w ktorej procesy adaptacyjne moga
by¢ stosunkowo tatwo oceniane. Zmiany te uwidoczniajg sie m.in. jako zwiekszona
aktywnos$¢ enzymoOw nadzorujgcych przemiany tlenowe substratow energetycznych oraz
jako wzrost iloSciowy mitochondriéw [31, 36], Poszukujac czynnikéw inicjujacych
mitochondrialngbiogeneze, zwrécono uwage, ze podczas wysitku nastepuje interakcja
matych, wielokrotnych zmian w stezeniu 5’-AMP z biatkami regulujagcymi ekspresje
gendéw mitochondrialnych [3]. Charakter tych reakcji nie jest dotad znany. Stwierdzono,
ze w homeostazie ATP i biogenezie mitochondriow szczegolng role wydajg sie odgrywac
biatka stresowe [2, 3, 7], Biatka zwigzane ze stresem (HSP - heat shock proteins) sg
grupg wysoce konserwatywnych zwigzkOw, o masie czgsteczkowej 10 kDa do 170
kDa, ktore wystepujg w komdrkach wszystkich organizméw zywych. W spoczynku
wystepujgw niskich stezeniach, gtéwniejako formy stabilne (cognate), lecz w przypadku
oddziatywania r6znych srodowiskowych stresoréw, ich stezenie szybko sie zwieksza.
Jako podstawe podziatu biatek stresowych na grupy przyjmuje sie ich mase czastecz-
kowa, co jest zwigzane takze z ich fizjologicznym znaczeniem. Czasem wyrdznia sie
dodatkowo biatka glukozo-zalezne (GRP -glucose-regulatedproteins) i biatka stresu
oksydacyjnego (OSP - oxidative stressproteins) [28,40], W grupie biatek stresowych
wyroznia sie grupy: HSP8-32 (wsrdd nich HSP 10, czy HSP40) oraz biatka o wyzszej
masie czgsteczkowej HSP60; HSP70; HSP90. Indukcja syntezy HSP jest pierwotnie
regulowana na poziomie transkrypcji za posrednictwem rodziny czynnikOw stresu
cieplnego (HSF - heat shock factors), ktére reagujg ze specyficznym czynnikiem
regulacyjnym HSE (heat shockpromoter element) znajdujagcym sie w obrebie genow
hsp (tab. 1) [29].

Doswiadczalnie udowodniono, ze indukcja syntezy HSP moze nastgpi¢ pod wptywem
m.in. wzrostu temperatury, niedokrwienia i niedotlenienia, kwasicy, wzrostu cytosolo-
wego stezenia Ca2+ i reaktywnych form tlenu, obnizonej biodostepnosci glukozy,
degradacji biatek oraz endotoksemii [4]. Wszystkie te zmiany stwierdza sie podczas
wysitku fizycznego, zwihaszcza wykonywanego w dtuzszym czasie. Podczas wysitkow
submaksymalnych diugotrwata intensyfikacja przemian energetycznych powoduje we
widknach miegsniowych wzrost temperatury do 44°C oraz obnizenie zawartosci
glikogenu. Obniza sie takze pH i podwyzsza stezenie mleczanu w mieéniach i we krwi
(tab. 2) [4, 5, 35],
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TABELA 1. Rodziny biatek stresu cieplnego, ich lokalizacja i gtéwne funkcje w komérce [6, 30, 34]

Rodzina Biatko Lokalizacja Gtéwna funkcja
sHSP HSP10, HSP17, HSP 27, Cytozol Stabilizacja biatek zapobiegajaca ich
HSP8-32 HSP28 agregacji

ccA krystalina

aB krystalina

HSP60 HSP32, HSP40 HSP47

HSP58, GRP58 Rozwijanie struktury
HSP60/ HSPIO-mito Mitochondria i zapobieganie agregacji
HSP60/ HSP10-cyt Cytozol zdenaturowanych biatek

(chaperonin)

HSP70 HSP68, HSP70.1, Cytozofjagdro  Zwijanie, taczenie i transport
HSP70.2, HSP70.3 powstajacych polipeptydéw,
mHSP70 Mitochondria  ich przezbtonowa translokacja,
HSC70, HSC73 Cytozol/jadro  transport do r6znych organelli,
GRP75 Retikulum rozwijanie zdenaturowanych
GRP78 Retikulum biatek

HSP90 HSP83, HSP87,

HSP90a Cytozol Udziat w wyksztatcaniu sie

HSP90R Cytozol konformacji receptoréw sterydowych
HSP90 N Cytozol/jadro i kinaz przenoszacych sygnaty
GRP94 Retikulum

HSP 104, HSP 105, Cytozol/jadro

HSP110, GRP170

W ostatnich latach uzyskano dodatkowe informacje istotne dla zrozumienia zjawisk
adaptacyjnych we wtéknach miesniowych. Analizujgc role reaktywnych form tlenu
(ROS) omawiane jest zazwyczaj ich negatywne oddziatywanie na funkcje miesni,
odpowiedzialne m.in. za powstawanie uszkodzeri czynnosciowych i strukturalnych
[wiecej w 10, 16, 17, 21, 38]. Niezaleznie od stanu czynnos$ciowego miesni, ROS sg
stale w nich wytwarzane. Oddziatujagc na metabolizm energetyczny i ekspresje genéw
oraz na przeptyw krwi przez miesien sg modulatorami procesu skurczowego [32]. Jest
wysoce prawdopodobne, ze powyzsze, fizjologiczne znaczenie ROS zwigzane jest z
ich stezeniem w miejscu powstania. W stezeniach wyzszych ROS stajg sie toksyczne
dla srodowiska wewnatrzkomorkowego. Uszkadzajg struktury biatkowe i lipidowe i
moga powodowac fragmentacje kwasow nukleinowych. W zaleznosci od wysokosci
stezen prowadzi to do apoptozy lub nekrozy. Indukcja HSP w odpowiedzi na stres
wysitkowy ma znaczenie ochronne, podczas gdy apoptoza wywotana przez ROS jest
przyjmowanajako proces prowadzacy do $Smierci komorki [34].

Czynniki indukujace apoptoze generujg zazwyczaj ROS lub hamujg obrone anty-
oksydacyjna. W niskich stezeniach endogenne ROS petnig role drugiego przekaznika,
uczestniczac w kontroli ekspresji genowej. Moduluja zwiaszcza aktywnos$¢ jadrowego
czynnika transkrypcyjnego kappa B (NFkB) i aktywowane biatko-1 (AP-1), ktére jako
czynniki transkrypcyjne oddziatujg na indukowana ekspresje szeregu genéw zwigzanych
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z apoptoza [13, 30, 34]. Wyzsze stezenia ROS indukuja apoptoze i przeciwdziatajgce
jej rézne formy HSR

Znaczenie wystepowania apoptozy we widknach miesniowych, ktére sg komoérkami
wielojadrzastymi, nie jest w petni zrozumiate. Efekt ten prowadzi do zaniku i usuniecia
zazwyczaj niektorych tylko jader lub innych organelli widkna. Nie zostato dotad
wyjasnione, jaki jest zakres tych zmian oraz jakie dodatkowe procesy im towarzysza.
Nasilenie proceséw apoptotycznychjest proporcjonalne do intensywnosci i czasu wysitku
[26, 27]. Po dtugotrwatych wysitkach, obok innych uszkodzeh strukturalnych, zmiany
apoptotyczne stwierdza sie takze w jelitach, nerkach, watrobie i w sercu [15, 24, 25].

Indukcja syntezy HSP w wysitku fizycznym nastepuje za pomocakilku zr6zni-cowanych
mechanizmow. Przeniesienie zewnatrzkomoérkowych mechanicznych oddzia-tywan
stresowych do wnetrza widkien miesniowych dochodzi do skutku poprzez kaskade kinazy
proteinowej aktywowanej mitogenem MAPK (mitogen-activated protein kinase). Jak
wykazano, rézne formy aktywnosci miesniowej wykorzystujaw tym celu drogi sygnatow
kinaz JNK (c-jun N-terminal kinase) i ERK (extracellular-signal regulated kinase)
oraz biatka p35. Jak sie wydaje, reakcje te zalezne sg od charakteru wysitku. Thomson i
inni [39] stwierdzili, ze intensywne wysitki ekscentryczne wywotujg w bioptatach m.
biceps brachii wzrost stezenia HSP27 i HSP70, podczas gdy bieg na biezni mechanicznej,
nachylonej ujemnie (-10°) indukuje w m. vastus lateralis wzrost stezenia tylko HSP70.
Sa tez dane, ze nasilenie syntezy HSP70 jest proporcjonalne do intensywnosci wysitku
[11] oraz ze ekspresja HSP moze by¢ zalezna od typu widkna miesniowego [2].

We widknach migsniowych zadaniem HSP, poza ich zwigzkiem z uktadem immuno-
logicznym, jest udziat w translokacji, fatdowaniu i gromadzeniu biatek mitochon-
drialnych. Sg one molekularnymi biatkami opiekuriczymi, tagczacymi sie ze zdenatu-
rowanymi biatkami, dzialajac jako katalizatory ich degradacji. Sposrod wszystkich
grup biatek stresowych w czasie wysitku najbardziej zmienia sie stezenie HSP70. Forma
stabilna, HSC73 jest mato wrazliwa najednorazowy wysitek ijej stezenie jest podobne

TABELA 2. Warunki, ktére moga stymulowa¢ ekspresje biatek stresu cieplnego [30]

Fizjologiczne Patologiczne Srodowiskowe
Cykl komorkowy Infekcje wirusowe Szok termiczny (zimno, ciepto)
Rozwo6j i réznicowanie sie  Infekcje bakteryjne Reaktywne formy tlenu
komérek Infekcje pasozytnicze Metale ciezkie
Czynniki wzrostowe Goraczka Etanol
Stymulacja hormonalna Denaturacja biatek Antybiotyki
Proces zapalny Promieniowanie jonizujace
Niedokrwienie Czynniki mechaniczne
Niedotlenienie
Reperfuzja
Hipertrofia

Stres oksydacyjny

Stres neurohormonalny

Uszkodzenia tkanek i procesy naprawcze
Toksyny

Lipopolisacharydy

Autoimmunizacja

Starzenie sie
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we wszystkich typach wiékien. Stezenie to ulega podwyzszeniu dopiero w wyniku
treningu wytrzymatosciowego. Stezenie formy indukowanej - HSP72, zmienia si¢ istotnie
w ciggu godzin po wysitku i wzrost ten jest prawdopodobnie zalezny od potencjatu
oksydacyjnego witokna. Obie formy wystepujaw sarkoplazmie i wjadrze komoérkowym.
W mitochondriach wystepuje HSP60, ktére przejmuje syntetyzowany polipeptyd,
dostarczany przez HSP70. Utatwia ono polipeptydowi uzyskanie korncowej struktury.
Podobng funkcje ma GRP75, czynne w translokacji niedojrzatych polipeptydéw przez
btone mitochondrialng i w ich fatdowaniu wewnatrz mitochondriéw. Obie formy: HSP60
i GRP75 sgsyntetyzowane w zwiekszonej ilosci podczas treningu fizycznego [14,20].
Zaréwno potencjat przemian tlenowych (cyklu kwaséw trdj karboksylowych i tancucha
cytochroméw), jak tez stezenie biatek grupy HSP70 wzrastajg w wyniku treningu [2],
Sugeruje to, ze HSP biorgc udziat w syntezie enzymdéw mitochondrialnych moga by¢
jednym z czynnikow indukujgcych efekty treningu wytrzymatosciowego. Satez wyniki
wskazujace na fakt, ze podczas wysitkdw oporowych nastepuje szczegolnie silna
ekspresja mitochondrialnego RNA odpowiedzialnego za synteze HSP70 i HSP27 [39],
Nie uzyskano jednak dotad pewnych dowoddw na to, ze powyzsze efekty treningowe
sg zalezne od stezenia i aktywnosci HSP.

Indukcja przez stres oksydacyjny syntezy HSP i uruchomienie kaskady kaspaz
(proteaz cysternowych) nasuwaja przypuszczenie, ze ROS sgwspolnym sygnatem dla
tych proceséw. Jedng z gtéwnych odpowiedzi na stres komorkowy jest synteza HSP.
Odpowiedz ta pojawia sie szczegdlnie wyraznie podczas niskich intensywnosci dziatania
stresora [34]. W warunkach tych ROS sa czynnikami, ktére biorg udziat w kontroli
ekspresji roznych gendw. Niektore z tych kontrolnych reakcji zapoczatkowujg kaskade
kaspazowag poprzez np. TNFoc, NFkB lub zesp6t czynnikéw zawartych w AP-1. Celem
jest usuniecie zuzytych lub uszkodzonych biatek enzymatycznych lub strukturalnych,
a takze Smier¢ komorki. We wiéknie miesniowym powyzsze reakcje spotyka sie przede
wszystkim w mitochondriach, co moze w efekcie regulowacé lub przyspiesza¢ przebieg
apoptozy. Mozna przyjaé, ze sarkoplazmatyczne zmiany degradacyjne wywotane przez
ROS powstajg w pozniejszym okresie i podczas bardziej intensywnych wysitkéw,
powodujacych przejscie elementéw degradacji biatek poza mitochondria. To samo
dotyczy btonowych struktur widkien, uszkadzanych w wyniku peroksydacji lipidéw.
Zostato to potwierdzone doswiadczalnie, co pozwolito opracowac¢ koncepcje PTP
(permeability transition pore) [12].

Interakcja miedzy ROS (w tym roéwniez tlenku azotu), indukcja syntezy HSP i
zapoczatkowanie kaskady kaspazowej (apoptoza) oraz jej zaleznos$¢ od charakteru
wysitku sugerujg okreslong role tych zjawisk w adaptacji wysitkowej. Zréznicowanie
fizykochemicznych i fizjologicznych wiasciwosci oraz czynnosciowego ukierunkowania
wiékien miesniowych rozpoczyna sie w momencie budowy szkieletu filamentow
miozynowych. Witoékna r6znig sie miedzy soba gtéwnie zawartoscig rodzaju izoform
ciezkiego tancucha miozynowego. Aktywnos$¢ mieséni, zwiaszcza trening fizyczny, moze
powyzsze roznice zmienia¢, modyfikujgc wtasciwosci widkien. Jak potwierdzajgwyniki
badan z ostatnich lat, modyfikacje te dotyczgnie tylko filamentow miozynowych, lecz
powodujg takze przeksztatcanie innych biatek miofibrylamych oraz zmiany biatek
sarkoplazmatycznych i btonowych [31, 36, 41]. Aktywacja apoptozy miataby w tym
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wanych do wymogow obcigzen treningowych. Odpowiednie formy HSP miatyby za
zadanie kontrole i nadzér nad procesami restrukturyzacji witdkien. Ograniczajac sie
tylko do potencjatu przemian tlenowych mozna stwierdzi¢, ze jest on wspotzalezny ze
stezeniem HSP w mitochondriach [5]. Aktywnos$¢ ruchowa, zwiaszcza prowadzona
w formie treningu, te wspotzaleznos¢ zmienia. Nastepuje zwiekszenie stezenia HSP i
MRNA zwigzanego z okreslonymi formami biatek stresowych, utrzymujace sie do 48 h
po wysitku, a czasem nawet dtuzej [2, 5, 19]. Powysitkowy wzrost stezenia HSP jest
ograniczony do miesni, ktére byty aktywne i nie ma charakteru og6lnego. Podobne zja-
wisko wystepuje w odniesieniu do apoptozy powstatej w migsniach. Wystepuje ona
réwniez miejscowo, we widknach ruchowo czynnych. Nastepuje ponadto uczynnienie
niektérych szlakéw sygnatowych. Stwierdza sie aktywacje kinaz INK/ERK, kanatéw
PTP oraz ekspresje wczesnych genow, jak jurt ifos, ktore sg zwigzane z indukcjg
syntezy HSP i apoptozy. Wtokno miesniowe w warunkach fizjologicznych nie ulega
degradacji w wyniku apoptozy. Stwierdza sie natomiast jego przeksztatcenie czynnos-
ciowe i strukturalne, przystosowujace je do nowych obcigzen. Powyzsze przypuszczenia,
wysoce prawdopodobne w $wietle dotychczasowych, zwtaszcza najnowszych wynikéw
badan, wymagajajednak dalszych analiz, zwtaszcza ukierunkowanych na mechanizmy
powstawania przeksztatceri wewnatrzkomorkowych.
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CZYNNIK INDUKOWANY PRZEZ HIPOKSJE-1 (HIF-1):
BUDOWA, REGULACJA EKSPRESJI, FUNKCJA
ORAZ ROLA W PROGRESJI NOWOTWOROW

HYPOXIA INDUCIBLE FACTOR-! (HIF-1): STRUCTURE, REGULATION
OF EXPRESSION, FUNCTION AND THE ROLE IN TUMOR PROGRESSION

Konrad KRSZYNA, Tomasz STOKLOSA

Zaktad Immunologii Centrum Biostruktury Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie: Jednym z gtdwnych komponentéw odpowiedzi komoérki na brak tlenu jest czynnik trans-
krypcyjny o charakterze heterodimeru - HIF-t (z ang. hypoxia induciblefactor-1 = czynnik indukowany
przez hipoksje). W normoksji HIF-1 jest konstytutywnie produkowany i degradowany przez uktad ubi-
kwityny i proteasomu, natomiast ulega stabilizacji i wykazuje aktywno$¢ czynnika transkrypcyjnego w
warunkach hipoksji. Hipoksjajest typowa cechg rosngcego guza nowotworowego, a zwigkszona aktyw-
nos¢ HIF-1, obserwowana w wielu nowotworach, uwazana jest za jeden najwazniejszych czynnikéw
odpowiedzialnych za aktywacje angiogenezy nowotworowej. Dlatego lepsze zrozumienie funkcji HIF-
1 moze poméc w stworzeniu nowych terapii przeciwnowotworowych.

Stowa kluczowe: HIF-1, hipoksja, nowotwor, angiogeneza nowotworowa.

Summary: One ofthe major components of the cellular response to oxygen deprivation is a heterodime-
ric transcription factor - hypoxia inducible factor-1 (HIF-1). HIF-1 is constitutively produced and de-
graded by the ubiquitin-proteasome system under normoxic conditions but becomes stabilized and
transcriptionally active under hypoxic conditions. Hypoxia is one of the typical features of growing
tumor and enhanced activity of HIF-1 observed in several different malignancies, is one of the most
important factors responsible for activating pathways leading to tumor angiogenesis. Therefore better
understanding of HIF-1 function may provide new targets for tumor therapy.

Key words: HIF-1, hypoxia, tumor, tumor angiogenesis.
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1. WSTEP

Organizmy wielokomorkowe w toku ewolucji uzaleznity sie od tlenu. Jako koncowy
akceptor elektronéw w tanicuchu oddechowym, zapewnia on produkcje odpowiedniej ilosci
ATP, umozliwiajgcej organizmowi przezycie i dalszy rozwoj. Stale trwajacy proces ewolucji
doprowadza do selekcji tych osobnikéw, ktorzy sgw stanie najlepiej dostosowac sie do
postepujacych zmian w $srodowisku, w ktorym przebywajg. Aby dana zmiana utrwalita
sie napoziomie makroskopowym, musijednak najpierw doj$¢ do zmian w obrebie komérek
tworzacych makroorganizm. Zaburzenia homeostazy ustroju wymuszaja na komoérkach
procesy kompensacyjne i adaptacyjne, mogace doprowadzi¢ do jej przywrdocenia do
wartosci poczatkowych, lub ustabilizowanie na nowym poziomie. Jednym z
najgrozniejszych streséw, jakim moga podlega¢ komorki, jest zaburzenie dostawy tlenu,
powodujace stan hipoksji. Hipoksjadla wiekszosci komorek jest spadek stezenia O? ponizej
2%, przy czym wartosci 1-2% uwaza sie za stan umiarkowanej hipoksji, przy stezeniu
ponizej 0,2% moéwimy o giebokiej hipoksji i anoksji. Komorki, aby przetrwaé, musza
albo dostosowac sie do nowych warunkéw, przestawiajac sie na metabolizm beztlenowy,
albo przywrécié odpowiednie utlenowanie tkanek. Komérki nowotworowe sgszczeg6lnie
narazone na hipoksje ze wzgledu na ich duzg gestos¢ i stabe unaczynienie, co pogarsza
ich zaopatrzenie w tlen. Z tego powodu hipoksja stata sie cechg charakterystyczng dla
wiekszosci nowotwordw. Warunki te doprowadzajg do selekcji komérek, ktére ulegly
mutacjom, umozliwiajgcym im przezycie w tych trudnych warunkach. Gtéwnym
czynnikiem transkrypcyjnym, zaangazowanym w adaptacje komérek do stanu hipoksji
jest HIF-1 (ang. hypoxia-induciblefactor-7). Jego rola w biologii nowotworow sprawia,
ze HIF-1 moze okaza¢ sie dobrym celem dla terapii przeciwnowotworowych.

2. ODKRYCIE HIF-1

HIF-1 zostat odkryty w 1992 roku przez Semenza i wsp. podczas badan nad
wzmacniaczem potozonym w kierunku 3’ od genu dla erytropoetyny (EPO). W jego
obrebie wyizolowana zostata sekwencja, dzieki ktérej dochodzi do znacznego wzrostu
ekspresji genu dla erytropoetyny, w $rodowisku 1% O2. Z sekwencjq tg wigzat sie
nowy czynnik transkrypcyjny, indukowany przez hipoksje (nazwany HIF-1, hypoxia
inducible factor-1) [77]. Jego ekspresja wykazana zostata p6zniej w wielu réznych
liniach komoérkowych, co pomogto Semenza i wsp. sformutowac poglad, postulujgcy
istnienie centralnego systemu regulujgcego odpowiedz komoérkowa w stanie hipoksji,
w ktérg w duzej mierze zaangazowany jest HIF-1 [90].

3. BUDOWA

Prace nad wyizolowaniem oczyszczonej formy HIF-1 doprowadzity do scharak-
teryzowania dwoch peptyddw wchodzacych w jego skiad. Okazato sie, ze sktada sie
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RYCINA 1. Budowa HIF-la. HIF-la zbudowany jest z 826 aminokwaséw. W jego N-koncowej czesci
znajduje sie domena bHLH (AA 17-71), oraz domena PAS (AA 85-298), sktadajaca sie z domeny PAS-
A (AA 85-158) i domeny PAS-B (AA 228-298). W C-koncowej czesci znajdujg sie dwie domeny
transaktywacyjne: TAD-N (AA 531-576) i TAD-C (AA 786-826), przedzielone domena ID. W $rodkowej
czesci potozona jest domena ODD (AA 401-603), zawierajgca w sobie domene TAD-N

on z dwéch podjednostek, HIF-la (o masie 120 kDa) i HIF-IE (o0 masie 91,93 lub 94
kDa), bezposrednio wigzacych sie z DNA (ryc. 1). Analiza sekwencji nukleotydowej
cDNA HIF-1 wykazata, ze obydwie jego podjednostki nalezg do rodziny czynnikéw
transkrypcyjnych PAS (nazwa od trzech pierwszych cztonkéw rodziny - Per, ARNT,
Sim), a podjednostka HIF-1 P jest identyczna z biatkiem ARNT (ang. aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator), odkrytym juz wczesniej. Maja one domene b (ang.
basie) odpowiedzialng za wigzanie z DNA, domene helisa-petla-helisa (ang. helix-
loop-helix - HLH) odpowiedzialna za heterodimeryzacje oraz domene PAS (PAS-A i
PAS-B) wspélna dla tej grupy czynnikdw transkrypcyjnych. Domeny bHLH i PAS-A
sg wystarczajgce do prawidtowej heterodimeryzacji, natomiast optymalne wigzanie z
DNA wymaga domeny PAS-B. Pdzniejsze badania wykazaty obecnos¢ dwdch domen
transaktywacyjnych, potozonych w poblizu C korica HIF-la,TAD-C i TAD-N (ang.
transactivation domain), przedzielonych domeng inhibitorowg (ang. inhibitory domain
- ID) [3,4]. Kluczowarole w regulacji stabilnosci HIF-1 a okazata sie odgrywa¢ domena
ODD (ang. oxygen-dependent degradation domain), ktorej ubikwitynacja w warunkach
tlenowych kieruje HIF-la na droge degradacji w proteasomie [32].

Dotychczas odkryto takze inne formy HIF-a: HIF-2a i HIF-3a, ktére podobnie jak
HIF-la ulegaja heterodimeryzacji z HIF-ip i wydaja sie petni¢ podobng do niego
funkcje. Nie ulegaja one jednak tak powszechnej ekspresji jak HIF-la, a ich obecnos¢
wykazuje specyfike tkankowsg [93].

4. MECHANIZM DZIAELANIA | REGULACJA FUNKCJI HIF-1

Wzajemna interakcja HIF-la i HIF-1(3 jest niezbedna do wigzania sie¢ HIF-1 z
DNA, a co za tym idzie, do petnienia przez niego funkcji czynnika transkrypcyjnego.
HIF-13 (ARNT) jest biatkiem konstytutywnie zlokalizowanym na terenie jgdra
komérkowego, natomiast aktywnos¢ HIF-la podlega skomplikowanej regulacji, co
sprawia, ze jego aktywacja jest czesto kojarzona z funkcjonowaniem czynnika
transkrypcyjnego HIF-1.
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4.1. Etapy aktywacji HIF-la

4.1.1. Konstytutywna degradacja

W warunkach tlenowych HIF-1 a nie ulega aktywacji, poniewaz dochodzi do hydroksylacji
dwdch kluczowych wjego regulacji aminokwasow (proliny P402 i P564), lezgcych w obrebie
ODD, przez enzymy nalezgce do grupy 4-hydroksylaz prolinowych [36,55]. Wykryto cztery
takie enzymy istniejgce w komorkach ludzkich - HPHs (ang. HIF-laprolyl hydroxylases),
zwane takze PHDs (ang. prolyl hydroxylase domain-containing proteins) [9, 64]. 4-
Hydroksylazy modyfikujgce HIF-! a sadi-oksygenazami wymagajacymijako substratu tlenu
czasteczkowego, wigzanego przez Fe(H), lezacy w ich centrum aktywnym, oraz 2-oksoglutaranu
[9]. Zmodyfikowana przez hydroksylacjejednostka HIF-lajest rozpoznawana przez produkt
genu von Hippel-Lindau (pVHL), ktéryjednaze swoich domen (domena (3) wigze sie zdomeng
TAD-N w obrebie HIF-let, drugg (ang. elongin C binding domain - CBD) z kompleksem
kuliny Cul-2, elonginy B i C, ktory katalizuje reakcje ubikwitynacji domeny TAD-N, Kierujac
HIF-la na drogeproteolizy w proteasomie [56,59,83].

4.1.2. Aktywacja

Aktywacja HIF-1 wymaga najpierw stabilizacji HIF-la, poprzez zahamowanie jego
proteolizy. Poza stanem niedotlenienia do stabilizacji HIF-la przyczyniajg sie takze
czynniki interferujace z funkcjg Fe(ll), kluczowego dla prawidtowego funkcjonowania
di-oksygenaz. Nalezy tu wspomnie¢ o chlorku kobaltu, ktéry konkuruje z Fe(ll) o
centrum aktywne, oraz chelatorach zelaza, takich jak desferroksamina, obnizajgcych
pule dostepnego Fe(l1). Skuteczne zablokowanie 4-hydroksylaz prolinowych umozliwia
gromadzenie sie HIF-la w cytoplazmie ijego dalszg aktywacje (ryc. 2) [93].

Mechanizm tlenowy jest gtéwnym sposobem regulacji ilosci i aktywnosci komorkowej
puli HIF-1a, cho¢ wykryto takze inne biatka mogace sie przyczynia¢ do jego stabilizacji,
poprzez hamowanie ujemnych regulatorow HIF-1a. Waznym czynnikiem stabilizujgcym
HIF-la, zarbwno w warunkach normoks;ji jak i hipoksji, jest biatko szoku cieplnego,
Hsp90 (ang. heat shock protein). Biatko to wigze sie z HIF-la, a jego inhibitor -
geldanamycyna (GA) hamuje stabilizujace dziatanie Hsp90 i kieruje HIF-1a na droge
degradacji w proteasomie, niezaleznej od pVHL [34]. Rowniez biatko Jabl (ang. Jun
activation domain-binding protein-1) przyczynia sie do stabilizacji HIF-la, gtéwnie
w stanie hipoksji, poprzez hamowanie jego interakcji z p53 [5].

Pewng role w stabilizacji HIF-la przypisuje sie takze jego translokacji do jadra
komorkowego. W przypadku jej zahamowania, do degradacji HIF-la dochodzi w
obecnosci pVHL nawet w warunkach hipoksji. Z drugiej jednak strony sama translokacja
nie chroni HIF-la przed degradacjg w warunkach tlenowych [83],

4.1.3. Modyfikacje posttranslacyjne

Juz poczatkowe badania nad HIF-la wykazaty duze znaczenie fosforylacji w
aktywacji jego funkcji. Modyfikacja tajednak nie wptywa na stabilizacje HIF-la, lecz
przyczynia sie do zwiekszenia aktywnosci transkrypcyjnej HIF-1. Wykazano, ze do
fosforylacji HIF-la dochodzi poprzez aktywacje kinazy p42/p44, co czesciowo ttumaczy
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RYCINA 2. Mechanizm tlenowy regulacji HIF-la. Gen H1F-la podlega ciagtej transkrypcji, a nastepnie
translacji, co sprawia, ze biatlko stale pojawia sie na terenie cytoplazmy. W warunkach tlenowych jest
ono hydroksylowane w obrebie ODD przez 4-hydroksylazy prolinowe, co umozliwia jego wigzanie z
pVHL. pVHL umozliwia nastepnie ubikwitynacje HIF-la przez kompleks Cul-2 oraz clonginy B i C,
co powoduje degradacje HIF-la w proteasomie. W warunkach beztlenowych hydroksylacja HIF-la nie
jest mozliwa. Ulega on translokacji do jadra komérkowego, gdzie po dimeryzacji z HIF-ip, potaczeniu
sie z HBS i rekrutacji kofaktoréw, takich jak: CBP/p300, SRC-1 czy TIF2, uruchamia transkrypcje
genow docelowych

mechanizm stymulujacego dziatania czynnikow aktywujacych kaskade kinaz aktywowanych
mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinases - MAPK) na szlak HIF-1 [49, 90].

4.1.4. Translokacja do jadra komérkowego

HIF-lajest czynnikiem transkrypcyjnym, dlatego do spetnienia swojej funkcji musi
przedosta¢ sie do jagdra komorkowego. Podczas stanu niedotlenienia HIF-loc ulega
translokacji do jadra, gdzie dochodzi do aktywacji TAD-C, umozliwiajac jej zwigzanie
sie z CBP/p300 (ang. CREB bindingprotein). Proces ten uwarunkowany jest istnieniem
motywu NLS (ang. nuclear localization signal) w czesci C-kohncowej HIF-la [93]. W
przypadku indukowanej nadekspresji HIF-la ulega on translokacji do jadra i pobudza
ekspresje genéw docelowych nawet w normoksji [30],
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4.1.5. Heterodimeryzacja

Interakcja HIF-la z HIF-1[3 na terenie jadra komorkowego, poza utworzeniem
HIF-1, dodatkowo stabilizuje HIF-la w przypadku braku pVHL lub podczas
stanu hipoksji. Kluczowym mechanizmem w tym procesie jest kompetycja miedzy
Hsp90 a domeng PAS HIF-1 3 o wigzanie z domeng HLH/PAS, wchodzgca w skiad
HIF-la. Aktywowany kompleks HIF-la/ HIF-1 [3 jest odporny na degradacje stabili-
zujac w ten sposob HIF-1a [35].

4.1.6. Wigzanie z DNA

HIF-1 rozpoznaje i wigze sie z sekwencjg HBS (ang. HIF-1 binding site), lezacg w
obrebie HRE (ang. hypoxia response element). W obrebie HRE wykazano takze
obecnos¢ sekwencji HAS (ang HIF-1 ancillary sequence), oddzielonej od HBS przez 8
par zasad, bioracej udziat w zaleznej od HIF-1 aktywacji genéw [41], Wigzanie HIF-1
z DNA okazato sie by¢ regulowane przez metylacje dinukleotydu CpG. W wigkszosci
komérek HBS nie ulega metylacji, jednak w niektérych liniach metylacja CpG hamuje
wigzanie HIF-1 z HBS. Moze by¢ to mechanizm warunkujacy specyfike ekspresji genéw
regulowanych przez HIF-1 w r6znych tkankach [90].

4.1.7. Przylaczanie kofaktoréw transkrypcyjnych

Waznarole w aktywacji genéw regulowanych przez HIF-1 przypisuje sie kofaktorowi
transkrypcyjnemu CBP/p300, gdyz zaburzenia jego interakcji z HIF-la przyczyniajg
sie do znacznego obnizenia zdolnosci transaktywacyjnej HIF-la. Zalezna od HIF-1
ekspresja gendéw wymaga utworzenia wielosktadnikowego kompleksu pomiedzy nim a
innymi czynnikami transkrypcyjnymi oraz kofaktorami. W promotorze genu dla
dehydrogenazy mleczanowej-A istniejg dwa miejsca wigzgce HIF. Dodatkowo promotor
ten ma sekwencje CRE (ang. cCAMP response element), wigzgcg CREB- 1/ATF-! (ang.
cAMP response element binding protein-1/activating transcription factor-1). CBP/
p300 wiaze sie zarowno z HIF-1, jak i z CREB-1. Stabe wigzanie moze sie wytworzy¢
juz pomiedzy CBP/p300 a jednym z tych czynnikéw, lecz wigzanie z wysokim
powinowactwem wymaga obecnosci obydwu z nich [90]. HIF-la wiaze sie takze z
innymi kofaktorami, takimi jak: SRC-1 (ang. steroid receptor coactivator-1) i TIF2 (ang.
transcription intermediaryfactor-2), co zwieksza jego zdolno$¢ transaktywacyijna [12].

4.2. Mechanizmy regulujace dziatanie HIF-1cc

HIF-la wymaga wieloetapowej aktywacji w celu osiggniecia petnej zdolnosci
transkrypcyjnej. Oprécz gtéwnego mechanizmu tlenowego, regulujgcego ilos¢ i aktywnosé
komorkowej puli HIF-La, wiele innych regulatoréw moduluje funkcje HIF-1 na rozmaitych
poziomach jego aktywacji (ryc. 3).

4.2.1. Regulacja zalezna od tlenu

Poza opisanym wczes$niej mechanizmem regulacji stabilnosci HIF-la przez
zalezne od tlenu hydroksylazy prolinowe, wykryto takze inne mechanizmy
inaktywujace HIF-la w warunkach normoksji.
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RYCINA 3. Wieloetapowa regulacja HIF-la. Oprécz podstawowego mechanizmu tlenowego, regulujagcego
funkcje HIF-la, znane jest wiele innych jego regulatoréw. Istotng role odgrywajg geny supresorowc
nowotwordw, takie jak: pVHL, p53, PTEN, hamujace nadmierng aktywno$¢ HIF-la. Wiele substancji
(produkty onkogendéw, cytokiny, tlenek azotu, wolne rodniki tlenowe) moduluje funkcje HIF-la przez
szlaki komérkowych kinaz biatkowych, takich jak: PI3K. czy MAPK. HIF-la moze takze ulegaé
modyfikacjom redoks, zwigkszajgcym jego zdolnos$¢ do wigzania koaktywatoréw transkrypcyjnych

W warunkach tlenowych dochodzi do acetylacji lizyny 532, lezacej w obrebie domeny
ODD. Enzymem katalizujagcym te reakcje jest acetylotransferaza ARD1. Reakcja ta
umacnia wigzanie HIF-la z pVHL, nasilajac degradacje HIF-la w proteasomie. ARD1
acetyluje HIF-1a w warunkach nonnoksji, a efekt ten stopniowo ustepuje podczas przejscia
do stanu hipoksji, co wskazuje na regulacje tego procesu przez mechanizm tlenowy [37],

FIH-1 (yng.factor inhibiting HIF-1) zostat zidentyfikowany jako biatko hamujace
zdolno$¢ transaktywacyjngHIF-la. Wiaze sie on zdomenami TAD-C oraz z fragmentem
ID (wchodzacymi w skiad HIF-la), a takze moze wchodzi¢ w interakcje z pVHL
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tworzac razem z HIF-la i pVHL tréjbiatkowy kompleks. Jego nadekspresja nawet w
warunkach tlenowych hamuje zdolno$¢ transaktywacyjng HIF-la [54]. Badania nad
modyfikacjami kowalencyjnymi, ktérym podlega domena TAD-C, wykazaly, ze w stanie
normoksji hydroksylowanajest Asn 803, lezagca wjej obrebie. Okazato sie, ze hydroksy-
lacja Asn 803 hamuje wigzanie p300/CBP z domeng TAD-C, a hipoksja i DMOG (di-
metylooksali glicyna), inhibitor kompetycyjny dioksygenaz, znoszg ten efekt [47],
P6zZniejsze badania wykazaty, ze to wiasnie odkryty wczesniej FIH-! jest dioksygenaza,
katalizujacahydroksylacje Asn 803 [46].

4.2.2. Geny supresorowe nowotworow

Jedng z najwazniejszych barier chronigcych nas przed nowotworami sg wewnatrz-
komérkowe mechanizmy regulacyjne, w sktad ktérych wchodzg biatka kodowane przez
geny supresorowe nowotwordw, zwane potocznie antyonkogenami. Modelowym
przykiadem jest p53, produkt genu TP53, biatko bedace kluczowym punktem w
odpowiedzi komérki na stres, indukowany np. przez uszkodzenia DNA czy hipoksje i
determinujacym los komorki [82]. Wykazano zalezno$¢ pomiedzy ekspresjg HIF-la a
p53 zwigzang zaréwno z Mdm2 (ang. tnouse double niinute-2), jak i z p300 [15, 76].
Sanchez-Puig i wspotpracownicy wykazali niedawno udziat domeny ODD HIF-law
bezposrednim wigzaniu p53 [70]. Nie jest w petni jasne, jakie sg skutki biologiczne tej
interakcji. Stabilizacja p53 nastepuje w warunkach gtebokiej hipoksji (ponizej 1% OJ
oraz anoksji w odréznieniu od HIF-1cc, ktérego ekspresja wzrasta réwniez w warunkach
tagodnej hipoksji. Wydaje sie, ze w stanie przedtuzajgcej sie hipoksji dochodzi do
konkurencji pomiedzy p53 a HIF-la o wigzanie z p300. Wigzac sie z p300 p53 moze
ostabiac transdukcje sygnatu przez HIF-1a. Dalsze badania nad biologicznym znacze-
niem interakcji pomiedzy p53 a HIF-la mogg mie¢ kluczowe znaczenie w terapii
nowotworéw [21].

Jak wspomniano wczesniej, pVHL reguluje poziom HIF-Ia, kierujac go w warunkach
normoksji na droge ubikwityno-zaleznej degradacji w proteasomie. Komorki niemajgce
pVHL wykazuja konstytutywng ekspresje HIF-la, natomiast przywrdcenie jego
ekspresji hamuje akumulacje HIF-la w warunkach tlenowych [56,83].

PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten) jest
waznym inhibitorem szlaku PI3K (patrz dalej). Badania na linii komérkowej U973
wykazaly, ze jego utrata wzmaga ekspresje genéw regulowanych przez HIF-la, a
ekspresja hamuje stabilizujace dziatanie hipoksji na HIF-la w komorkach glejaka [98].

4.2.3. Onkogeny

W wielu komérkach nowotworowych dochodzi do aktywacji onkogenéw odpowie-
dzialnych za ekspresje biatek zaburzajacych fizjologicznaregulacje proceséw komaor-
kowych. Modelowym przyktadem jest aktywacja onkogennej kinazy tyrozynowej BCR/
ABL, ktorej konstytutywna aktywnos$¢ charakterystycznajest dla wiekszosci przypad-
kow przewlektej biataczki szpikowej. Udowodniono, ze BCR/ABL przyczynia sie do
zwigkszonej aktywnosci HIF-1 poprzez stymulujacy wpltyw na kaskade kinazy 3-
fasfatydyloinozytolu (ang. phosphoinositide 3-kinase - PI3K), ktéra jest dodatnim
regulatorem szlaku HIF-1 [57]. Podobny efekt na PI3K, a tym samym na HIF-1, wywiera
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takze ulegajacy nadekspresji w raku sutka onkogen HER2/neu [48]. Inne onkogeny
(c-Src, H-Ras) moga dodatkowo pobudzac szlak kinaz MAPK, kolejnych aktywatorow
HIF-1[14,39]. Poza aktywacjg komorkowych szlakéw przekazywania sygnatéw
wykazano takze hamujacy wptyw niektérych onkogendéw na hydroksylacje HIF-1a, co
przektada sie najego stabilizacje [13].

4.2.4. Czynniki wzrostu i inne cytokiny

Czynniki wzrostu sg odpowiedzialne za parakrynne i autokrynne przekazywanie
sygnatéw miedzy komérkami. Wiazac sie z receptorem powierzchniowym komorki,
uruchamiajg kaskade kinaz, modulujacych funkcje HIF-la. Cytokiny moga pobudzaé
szlak PI3K [84,95,98] lub szlak kinaz MAPK [79]. Zidentyfikowano wiele czynnikéw
wzrostu regulujacych HIF-la zaréwno w czasie normoksji, jak i hipoksji m.in. EGF
[95], IGF-1 [98], insulina [84], bFGF [79],

4.2.5. Wolne rodniki tlenowe

Istniejg sprzeczne doniesienia dotyczace produkcji wolnych rodnikéw w komérkach
poddanych hipoksji [93]. O ile kwestia produkcji reaktywnych form tlenu {ang reactive
oxygen species - ROS) w tych warunkach pozostaje niewyjasniona, wykazano ich role
w regulacji aktywnosci szlakow przekazywania sygnatdw komdérkowych oraz zwigzany
z nig mechanizm modulacji funkcji szlaku HIF-1.

Z wolnych rodnikéw aktywujacych szlak HIF-1, najwazniejsza role petni nadtlenek
wodoru. Zwiekszona produkcja H20? w komérce wzmaga aktywnos¢ transkrypcyjna
genow regulowanych przez sekwencje HRE [28], poprzez utlenienie cysteiny lezgcej
w centrum aktywnym PTEN, powodujac jego odwracalng inaktywacje [50]. Do
wytworzenia H,O, dochodzi poprzez aktywacje oksydazy NADPH, ktora utlenia O,
do anionu ponadtlenkowego 02", przeksztatcanego nastepnie przez dysmutaze
ponadtlenkowg(ang. superoxide dysmutase — SOD) do H30,. Badania przeprowadzone
na komorkach miesni gtadkich Scian naczyn, stymulowanych przez trombine i Angll,
wykazaty znaczgcarole szlaku PI3K i kinazy p38, w indukowanej przez H,O, ekspresji
i stabilizacji HIF-la [25,65], Podobny wptyw wywierajg na HIF-la takze wolne
rodniki powstajgce podczas redukcji wanadu V(V) i chromu Cr(V1) [23,24], ROwniez
ROS wytwarzane przez bakterie Helicobacter pylori przyczyniajg sie do stabilizacji
HIF-la, nawet w warunkach normoksji, co moze ttumaczy¢ kancerogenny wplyw
tego drobnoustroju na komaorki btony sluzowej zotgdka [66],

4.2.6. Tlenek azotu

Poziom komorkowy tlenku azotu w ztozony spos6b wptywa na ekspresje HIF-la.
Akumulacja HIF-la, indukowana przez donory tlenku azotu (NO) lub ekspresje
indukowanej syntazy tlenku azotu (ang. inducible nitric oxide synthase - iNOS), jest
zalezna od czasu i stezenia tlenku azotu. Mniejsze stezenia NO (100 pM) okazuja sie
szybciej indukowac ekspresje HIF-la [71]. Tlenek azotu moze funkcjonowa¢ jako
przekaznik sygnatow w cytoplazmie, aktywujac szlaki komoérkowych kinaz biatkowych,
ktére nastepnie zwiekszajg aktywnos$¢ HIF-la [40,72]. Wykazano takze jego inaktywu-
jacy wptyw na HPHSs, prawdopodobnie w mechanizmie kompetycji NO o miejsce
katalityczne tej grupy enzymow [58].
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W stanie hipoksji NO wydaje sie petni¢ skrajnie odmienng funkcje. Jako inhibitor
kompleksu 1V tancucha oddechowego hamuje zuzycie tlenu w mitochondrium. Powoduje
to udostepnienie tlenu dla innych enzyméw, w tym 4-hydroksylaz prolinowych, ktére
»Nie zauwazaja hipoksji”’, a tym samym kieruja HIF-la na droge degradacji [29].

4.2.7. Jony metali ciezkich

Zwigzek miedzy jonami metali ciezkich a HIF-1 zostat odkryty juz na samym poczatku
badan nad HIF-1, lecz mechanizm, wjakim dziatajg one na ten czynnik transkrypcyjny,
dtugo pozostawat niewyjasniony. Przetomem byto odkrycie 4-hydroksylaz modyfi-
kujacych HIF-la, bedacych dtugo poszukiwanymi detektorami poziomu tlenu w
komdérce. Przyjeta sie wowczas proponowana juz wczesniej teoria, zaktadajaca
kompetycje Co(ll) z Fe(ll) o centrum aktywne 4-hydroksylaz prolinowych [9]. P6znigj
wykazano stymulacje przez jony Ni(ll) szlaku PI3K/Akt w komoérkach Cl41 oraz
wynikajgca z niej HIF-zalezng ekspresje NDRG1 {ang. N-myc downstream-regulated
gene), co pokazato inne mozliwe mechanizmy regulacji funkcji HIF-la przez jony
metali ciezkich [51], Ostatnie doniesienia proponujgnowy poglad na role Ni(ll) i Co(ll)
w indukcji HIF-la. Okazato sie, ze jony te drastycznie obnizajg komérkowy poziom
kwasu askorbinowego. Jego funkcja jest redukowanie jonu Fe(lll) do jonu Fe(ll) i
utrzymywanie go w tym stanie, co zapewnia funkcjonowanie dioksygenaz. Degradujac
kwas askorbinowy, jony Ni(ll) i Co(ll) hamuja funkcje 4-hydroksylaz prolinowych, a
tym samym degradacje HIF-la [69].

4.2.8. Modyfikacje redoks

Srodowisko redukcyjne komoérki wplywa na stabilizacje HIF-la, jego zdolnosci do
wigzania sie z DNA orazjego fosforylacje. W warunkach tych nasila sie takze indukujgce
HIF-la dziatanie kobaltu [63]. Ekspresja biatek redukcyjnych, takich jak: tioredoksyna
(Trx-1) czy Ref-1 (ang. redox factor-1), przyczynia sie do redukcji aminokwasow
cysteinowych w obrebie domeny TAD-C HIF-la, co utatwia jej wigzanie z CBP i
SRC-1, skutkujac aktywacjg obydwu domen TAD [12,93]. Transfekcja réznych linii
komoérek nowotworowych (MCF-7, HT-29, WEH17.2) genem dla Trx-1, spowodowata
wzrost ekspresji HIF-1 a oraz jeszcze wyrazniejszy wzrost jego aktywnosci transkryp-
cyjnej, co potwierdza zwiekszenie jego zdolnosci transaktywacyjnej [88]. PX-12 i
pleurotyna, inhibitory Trx-1, obnizajgpoziom ekspresji HIF-la, jego zdolnos¢ trans-
aktywacyjng oraz ekspresje VEGF w komdrkach MCF-7 i HT-29, co potwierdza
znaczenie modyfikacji redoks w procesie aktywacji HIF-la [89],

4.2.9. Inne regulatory

Jony Ca2+ takze modulujg stabilno$¢ HIF-la. BAPTA - chelator Ca2+ zmniejsza
jego dostepnos¢ w komérce, co w warunkach normoks;ji stabilizuje HIF-1 a przez hamo-
wanie funkcji PHD2. Efekt ten jest hamowany przez dodanie Ca2+, co wskazuje najego
role w tym procesie. W przebiegu hipoksji komérkowy Ca2+gromadzi sie stopniowo w
jadrze, hipotetycznie hamujac dziatanie zaleznej od niego, a zlokalizowanej w cytozolu
PHD2, czego skutkiem jest stabilizacja HIF-la. Ponadto BAPTA zwieksza aktywnosc
transkrypcyjng HIF-1, dziatajac na domene TAD-C. Prawdopodobnie reguluje on
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aktywnos¢ FIH-1 w spos6b podobny do regulacji PHD2. W ten sposéb moze by¢ on
traktowany jako ekwiwalent stanu hipoksji [6],

Ostatnie doniesienia wskazujgna istotng role sierocego receptora jadrowego Nur77
(ang. orphan nuclear receptor-77) w regulacji funkcji HIF-loc. Stabilizuje on HIF-
L ot poprzez obnizenie ekspresji MDM2 za pomoca swojej N-koricowej domeny trans-
aktywacyjnej. Co ciekawe, proces ten zalezy od fosforylacji p42/p44 MAPK przez
Nur77, a PD98059 (inhibitor MEK) hamuje fosforylacje oraz akumulacje HIF-loc.
Nur77 wzmaga aktywnos$¢ transkrypcyjng HIF-1 nawet w stanie normoksji [92],

Kinaza biatkowa zalezna od DNA (DNA-PK), odpowiedzialna za naprawe ztaman
podwajnej nici DNA takze wydaje sie wptywac na ekspresje HIF-1oc najprawdopodobniej
poprzez fosforylacje i wynikajgca z niej stabilizacje HIF-1cc [85].

5. SZLAKIPRZEKAZYWANIA SYGNALOW REGULUJACEHIF-1

Odpowiedz komérkowa na dziatanie rozmaitych bodzcéw zaréwno zewnatrz-, jak i
wewnatrzkomorkowych jest skomplikowanym procesem, na ktéry sktada sie odbior
bodZca przez odpowiednie receptory, jego przetworzenie oraz przestanie informacji do
jadra komodrkowego, w celu wywotania odpowiedniej reakcji na dziatajgcy bodziec.
Sygnaty docierajgce do jadra komoérkowego sg przewodzone gtéwnie poprzez szlaki
kinaz biatkowych, aktywujgce odpowiednie czynniki transkrypcyjne, inicjujace
nastepnie odpowiedz komorki na dziatajgce bodzce. Bardzo istotnym zagadnieniem
jest wyijasnienie roli tych szlakow w regulacji funkcji HIF-1, co umozliwi dalsze zrozu-
mienie wptywu niektérych czynnikéw na aktywnos¢ szlaku HIF-1.

5.1. Szlak kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI13K)

P13K katalizuje reakcje fosforylacji difosforanu do trifosforanu fosfatydyloinozytolu,
ktory nastepnie aktywuje kinazy biatkowe, katalizujgce fosforylacje biatek odpowie-
dzialnych za wyzwolenie reakcji komdérkowej, odpowiedniej do dziatajgcego na komérke
bodZca. Gtdwnymi biatkami przewodzacymi sygnaty w tym szlaku sg dwie kinazy
biatkowe: PKBiPKC[10].

5.1.1. Kinaza biatkowa B (PKB)

PKB, takze znana jako Akt, zwieksza ekspresje HIF-loc, lecz nie w wyniku
bezposredniej fosforylacji [98], ale poprzez zwiegkszenie ekspresji HIF-loc na poziomie
posttranskrypcyjnym [38], modyfikujgc funkcje biatek bezposrednio wigzacych sie z
ekspresjag HIF-loc.

Akt moze fosforylowac biatka, takie jak: mTOR (ang. mammalian tcirget of
Rapamycin) [84,95], p70S6K (ang. ribosomalprotein S6 kinase) czy HDM2 (ang. human
double minute-2) [80], zwiekszajace ekspresje HIF-loc, poprzez nasilenie jego translacji.

Akt poza zwiekszeniem ekspresji HIF-loc poprzez stymulacje translacji jego mRNA
moze wptywacé réwniez na jego stabilizacje. Poprzez fosforylacje 3-kinazy syntazy
glikogenu (ang. glycogen synthase kinase-3[3-GSK3fi) hamuje jej destabilizujacy wptyw
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na HIF-la [62]. Akt zwieksza takze ekspresje biatek szoku cieplnego Hsp70 i Hsp90,
chronigcych HIF-la przed degradacjg niezalezng od pVHL [97].

5.1.2. Kinaza biatkowa C (PKC)

Pojawiajg sie coraz to nowe dowody przemawiajace za istotng rolg PKC w regulacji
funkcji HIF-1a. Wydaje sig, ze jest ona enzymem petnigcym centralng funkcje w indukcji
HIF-la, w stymulowanych przez angiotensyne Il komorkach mieéni gtadkich Scian
naczyn - VSMC. Wykazano, ze zwieksza ona poziom ekspresji HIF-la, najpierw
zwiekszajac ilos¢ jego mMRNA, a nastepnie nasilajac jego translacje [65],

Dlajednej z form PKC - PKCS,, udowodniono, ze moze obniza¢ poziom FIH-I| mMRNA
w liniach komérkowych raka jasnokomérkowego nerki (RCC). Mechanizm ten moze
ttumaczy¢ zdolno$¢ HIF-1a do wigzania CBP/p300 w warunkach tlenowych [20],

5.2. Szlak kinaz aktywowanych mitogenami (MAPK)

Do tej pory odkryto trzy gtéwne rodziny kinaz aktywowanych mitogenami (MAP):
klasyczng MAP (takze zwang ERK - extracellular signal regulated protein kinase),
oraz dwie rodziny kinaz aktywowanych przez stres (ang. stress activated protein
kinases): JNK (ang. c-Jun N-terminal kinase) i p38 [94], Réwniez i ten szlak odgrywa
istotng role w regulacji funkcji HIF-la.

5.2.1. Kinaza biatkowa aktywowana sygnatami zewnatrzkomorkowymi (ERK)

Istniejg dwie koncepcje dotyczace aktywacji HIF-1 a poprzez p42/44 (Erk). Nieza-
leznie od zaproponowanego mechanizmu, pobudzenie szlaku MEK 1/p42/p44 przyczynia
sie do aktywacji domen TAD w obrebie HIF-la i zwiekszenia jego aktywnosci
transkrypcyjnej [49]. Pierwsza teoria zaktada, ze MAPK przyczynia sie do fosforylacji
HIF-la w warunkach, zaréwno normoksji jak i hipoksji, przez co zwieksza jego
aktywnos$¢ transkrypcyjng [67,81]. Badania wykazaty, ze w komérkach HMEC-1, ERK !
jest potrzebny do aktywacji transkrypcyjnej HIF-L a przez jego bezposrednig fosforylacje
podczas hipoksji [60], Inna hipoteza méwi, ze MAPK nie fosforyluje HIF-la, lecz
wpltywa na zdolno$¢ transaktywacyjng CBP/p300 i na jego zdolnos$¢ wigzania sie z
HIF-1a. Wedtug tego modelu eksperymentalnego, MAPK albo bezposrednio fosforyluje
CBP, albo modyfikuje inne biatka wchodzace w interakcje z p300 [73].

5.2.2. Kinazy biatkowe aktywowane stresem (SAPK)

Szlak kinaz aktywowanych stresem odgrywa wazng role w regulacji ekspresji HIF-la
i VEGF w komorkach raka kolczystokomdrkowego (ang. squamous cell carcinoma -
SCC) gtowy i szyi. Hipoksja okazata sie aktywowa¢ JNK1 i p38, a nadekspresja juz
jednego z nich jest wystarczajgca do indukcji HIF-la i VEGF w komérkach SCC [78].

Czynnik transkrypcyjny c-JUN, regulowany przez JNK, wydaje sie wspotpracowac
z HIF-la. Mutacje w obrebie c-JUN, jak i inhibitory JNK, czesciowo ostabiaty
aktywnos$¢ transkrypcyjng HIF-la. Co ciekawe, poziom ekspresji HIF-la nie ulegt
zmianie, a c-JUN nie musi bezposrednio wigzac sie z DNA w celu aktywacji HIF-1 a
[3], Ostatnie badania wskazujatakze na istotng role JINK w indukowanej przez hipoksje,
HIF-1-zaleznej transkrypcji MDRI(ang. multidrug resistance gene) [18],
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p38 moze bezposrednio fosforylowaé¢ HIF-loc w obrebie domeny ID i wzmagac jego
aktywnos¢ transkrypcyjng [81]. p38 moze by¢ aktywowane poprzez powstajagce w
mitochondrium wolne rodniki. Do ich tworzenia dochodzi np. podczas redukcji Cr(V1)
do Cr(V). Powstajgce ROS przyczyniajgsie do stabilizacji HIF-la, aktywujgc p38 [24],

6. GENY DOCELOWE

Dotychczas zidentyfikowano kilkadziesigt gendw regulowanych przez HIF-1, aich
liczba stale sie powieksza. HIF-1 jest odpowiedzialny za adaptacje komoérek do stanu
hipoksji, w zwigzku z czym geny uruchamiane przez HIF-1 odpowiedzialne bedg gtéwnie

TABELA 1. Niektore geny aktywowane przez HIF-! *

Proces adaptacyjny/kompensacyjny Produkt genu

1. Przywrécenie optymalnej dostawy ~ A. Angiogeneza VEGF
tlenu VEGFR-|
B. Napiecie $ciany naczyn iNOS
ET-1

Adrenomedullina

2. Adaptacja do metabolizmu
beztlenowego

3. Przezycie komérek w stanie
hipoksji

4. Inne

C. Erytropoeza

D. Transport Zelaza

A. Enzymy glikolityczne

B. Transportery glukozy

C. Regulacja pH

A. Czynniki wzrostu

B. Hamowanie apoptozy

A. Hamowanie réznicowania

B. Odpornos¢ na
chemioterapeutyki

C. Metabolizm macierzy
zewnatrzkomdrkowej

EPO

Transferryna
Ceruloplazmina

Wszystkie enzymy cyklu
glikolitycznego

GLUT-1
GLUT-3

CALX

IGF-2
TGF-a

NPM

ID2

P-gP

MMP2
Katepsyna D

*HIF-1 jest czynnikiem transkrypcyjnym aktywowanym przez hipoksje, umozliwiajacym komérkom
dostosowanie sie do Srodowiska zmniejszonej dostepnosci tlenu. Przywraca on optymalng dostawe
tlenu, utatwia komdrkom adaptacje do stanu hipoksji, chroni je przed apoptoza, a takze petni wiele

innych waznych funkcji
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za poprawe dostawy tlenu, przestawienie metabolizmu na proces beztlenowy oraz
hamowanie apoptozy komoérek (tab. 1).

Do pierwszej grupy nalezg substancje odpowiedzialne za tworzenie nowych naczyn
(VEGF, VEGFR-1), regulacje napiecia $ciany naczyn (iNOS, endotelina-1, adreno-
medullina) oraz za erytropoeze (EPO) i transport zelaza (transferryna, ceruloplazmina).

Druga grupe stanowig enzymy glikolityczne, transportery glukozy (GLUT-1, GLUT-
3) oraz regulujaca pH komaorki anhydraza weglanowa (CAIX).

W trzeciej kategorii mozna znalez¢ czynniki wzrostu (insulino-podobny czynnik
wzrostu - IGF-2, transformujacy czynnik wzrostu - TGF-oc), oraz biatka hamujgce
apoptoze indukowana przez hipoksje (nukleofosmina - NPM).

Z punktu widzenia komdrek nowotworowych waznymi substancjami indukowanymi
przez HIF-1 sg takze enzymy trawigce macierz zewnatrzkomoérkowa, biatka hamujace
réznicowanie (ID2) oraz P-gp, odpowiedzialna za odpornos$¢ na niektore chemioterapeutyki.

7. ROLA W PROGRESJI NOWOTWOROW

Hipoksja charakteryzuje guzy lite. Przyczyniaja sie do niej, miedzy innymi, zaburzenia
w liczbie, budowie i funkcji naczyn guza, duze odlegtosci miedzy komérkami nowotwo-
rowymi a $wiattem naczyn oraz indukowana przez proces nowotworowy lub wdrozona
chemoterapie niedokrwistos¢ [87]. Te wszystkie czynniki przyczyniajg sie do pogorszenia
dostawy tlenu do komorek nowotworowych, co skutkuje selekcjg komérek opornych
na apoptoze, zdolnych do podziatéw, modyfikujacych swoj metabolizm oraz stymu-
lujacych angiogeneze. Te wyselekcjonowane komérki, mnozac sie, pogtebiajg stan
hipoksji, co zamyka i nakreca btedne koto chorobowe (ryc. 4) [86]. Mechanizm induko-

RYCINA 4. Btedne koto chorobowe, napedzane przez hipoksje. Nadmiernie mnozace sie komorki
nowotworowe znajdujg sie w stanie hipoksji. Stymuluje ona powstawanie mutacji, ktére umozliwig
lepsze przystosowanie sie komérek do trudnych warunkéw, w ktérych przebywaja. W efekcie duza
cze$¢ z nich ulega apoptozie lub nekrozie, a selekcji ulegajg tylko te, ktére uleglty mutacjom,
umozliwiajgcym im przezycie. Rozrost tych komérek pogtebia stan hipoksji i stymuluje dalsze mutacje,
zmierzajac ku powstaniu klonéw doskonale przystosowanych do przetrwania w organizmie w stanie
hipoksji. Dynamike wzrostu guza mozna przedstawi jako sinusoide, stopniowo zmierzajaca ku gérze
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wanych przez hipoksje mutacji dtugo pozostawat niewyjasniony. Ostatnie doniesienia
sugeruja, ze HIF-1a moze w istotny sposob przyczyniac sie do niestabilnosci genetycznej
komaérek nowotworowych, poprzez hamowanie ekspresji kompleksu rozpoznajacego
btednie sparowane zasady — MutSa (MSH2-MSH6). Co ciekawe obecnos$¢ p53 wydaje
sie by¢ konieczna w tym procesie, co pozwala przypuszczac, ze HIF-1 a przyczynia sie
do powstania mutacji genomu we wczesnych etapach rozwoju nowotworu, gdyz
wiekszos¢ ztosliwych nowotwordw traci ekspresje dzikiego p53 [42].

Ekspresja HIF-loc odzwierciedla stan niedotlenienia komérki, a jego zwiekszong
ekspresje wykazano w przypadku wiekszosci nowotworéw, ich przerzutow oraz
niektérych zmianach przednowotworowych [96]. Poza hipoksja, jego nadekspresja
zwigzanajest z nagromadzeniem sie mutacji genéw supresorowych nowotworéw, takich
jak: PTEN [98], pVHL [91] i p53 [75], oraz aktywacjg onkogenow m.in. Ras [14],
HER2/neu [48] i Src [39]. Stale aktywny szlak HIF-1 umozliwia komérkom
nowotworowym lepsza i szybszg adaptacje do ciezkich warunkéw, w ktorych sie
znajduja, a juz niewielka ilos¢ komoérek wykazujacych nadekspresje HIF-la jest w
stanie przyspieszy¢ wzrost catego guza [31], co sprawia, ze jego nadekspresje wigze
sie z niekorzystnym rokowaniem terapii przeciwnowotworowych [7,33] (ryc. 5).

HIF-la w znacznym stopniu przyczynia sie do stymulacji angiogenezy nowo-
tworowej. Indukuje transkrypcje genu dla VEGF, ktory jest najwazniejszym czynnikiem
regulujacym powstawanie nowych naczyn [22]. Ekspresja VEGF w komdrkach
nowotworowych petni kluczowa role we wzroscie guza oraz utrzymaniu prawidtowej
funkcji naczyn krwionosnych [27]. Innym czynnikiem angiogennym indukowanym przez
HIF-lajest Cyr61l (ang. cysteine richprotein-61), ktérego ekspresje zaobserwowano
w komoérkach czerniaka. Ciekawym spostrzezeniem jest fakt, ze sama obecnos¢, a nie
wigzanie HIF-1 z DNA jest wystarczajaca do indukcji Cyr61, co wskazuje na to, ze
HIF-1 peini istotng funkcje nie tylko na poziomie wigzania z HRE [45], Stymulacja
angiogenezy wigze sie ze zwiekszeniem ryzyka powstawania przerzutow, gdyz komorki
nowotworowe maja wiekszg szanse na przedostanie sie do uktadu kragzenia [11].

Rola HIF-la w progresji howotworéw nie ogranicza sie jedynie do stymulacji
angiogenezy [68]. Zapewnia on takze przystosowanie do funkcjonowania w warunkach
zmniejszonej dostepnosci tlenu oraz utatwia ich przezycie i rozprzestrzenianie.

Charakterystyczna cecha nowotwordéw jest nasilona glikoliza, zjawisko znane jako efekt
Warburga. W celu adaptacji do metabolizmu beztlenowego, komérki nowotworowe, dzigki
aktywacji HIF-1a, wykazujgzwiekszongekspresje wszystkich enzymdw cyklu glikolitycznego
[4]. Dodatkowo HIF-la pobudza ekspresje transporteréw glukozy oraz CAIX, regulujacej
poziom pH komorki, zapewniajac optymalne dostosowanie do takiej zmiany w metabolizmie.

HIF-lajest takze w stanie hamowa¢ indukowang przez hipoksje smier¢ komorki.

W réznych nowotworach zaobserwowano korelacje pomiedzy ekspresjg HIF-la a
spadkiem podatnosci na apoptoze stymulowang hipoksjg badz tez pozbawieniem
substancji odzywczych [2,17]. Okazato sie, ze HIF-la indukuje ekspresje NPM
hamujacego indukowang przez hipoksje fosforylacjep53 na Ser-15 [52].

Zwieksza on takze szybkos¢ proliferacji komorek poprzez indukcje biatek 1D (ang.
inhibitor of différentiation) odpowiedzialnych za hamowanie réznicowania komor-
kowego. Powoduje to ekspansje komorek mniej zréznicowanych, o wyzszym potencjale
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RYCINA 5. Rola HIF-la w progresji nowotworéw. HIF-la ulega statej nadekspresji w komadrkach
nowotworowych. Przyczynia sie do tego stale towarzyszaca im hipoksja, a takze mutacje genéw supreso-
rowych nowotworéw oraz aktywacja onkogenéw. HIF-la odpowiedzialny jest za pobudzenie angio-
genezy, adaptacje do metabolizmu beztlenowego oraz ochronge komoérek przed apoptozg. Dodatkowo
utatwia on naciekanie okolicznych tkanek, poprzez aktywacje odpowiednich biatek. Te wszystkie czynniki
Swiadczg o tym, jak istotny jest HIF-la w progresji howotworéw
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mitotycznym [53], ktérych rozprzestrzenianie dodatkowo utatwione jest przez
zwiekszenie ekspresji enzymoéw trawigcych macierz zewnatrzkomorkowsa [44],

Nadekspresja HIF-1 a czesto wigze sie takze z opornoscig nowotworéw na niektore
rutynowo stosowane terapie, takie jak: radioterapia [1], terapia fotodynamiczna [43]
czy chemioterapia [19].

Pomimo wielu dowodoéw przemawiajacych za istotng funkcja, ktora petni HIF-1 w
biologii nowotworéw, opublikowano takze przypadki paradoksalnie zwolnionego
rozwoju nowotworu w warunkach nadekspresji HIF-la [74]. Niejasna jest takze do
koncajego rola w regulacji procesu apoptozy [26]. O ile dobrze poznano mechanizmy
regulujace HIF-1 w warunkach fizjologicznych, jego funkcjonowanie w warunkach
patologicznych (np. nowotworach) nadal pozostawia wiele niejasnosci. Niedawno
opublikowane badania wskazuja istnienie kompensacyjnych szlakéw aktywacji angioge-
nezy, umozliwiajgce wytworzenie naczyn guza, nawet w przypadku braku ekspresji
HIF-la wjego komorkach. Istotng role w tych procesach przypisuje sie interleukinie-
8 (IL-8) —jednemu z gtéwnych czynnikdw angiogennych (poza VEGF), wytwarzanych
przez niektére nowotwory [61]. Pomimo pojawiajacych sie kontrowersji i sprzecznych
doniesien, dotyczacych roli HIF-la w biologii nowotwordw, jest on bardzo atrakcyjnym
celem dla terapii przeciwnowotworowych [8], a lepsze zrozumienie jego funkcji w
fizjologii i patologii ma szanse poméc w walce z nowotworami.
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ZASTOSOWANIE NARZEDZI BIOINFORMATYCZNYCH
W BADANIU STRUKTURY | EKSPRESJI GENU ORAZ
BUDOWY | FUNKCJI BIALKA NA PRZYKLADZIE
CZASTECZKI NCAM

APPLICATION OF BIOINFORMATIC TOOLS FOR THE ASSESSMENT
OF GENE AND PROTEIN STRUCTURE AND FUNCTION:
NCAM MOLECULE AS AN EXAMPLE

Mariusz KACZMAREK, Mirostaw SZCZEPANSKI, Jan ZEROMSKI

Katedra i Zaktad Immunologii Klinicznej,
Akademia Medyczna im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Streszczenie: Dynamiczny rozwéj nauk przyrodniczych oraz medycyny w duzej mierze zalezy od rosna-
cej ilosci zasobéw baz danych oraz ich dostgpnosci dla badaczy. Wszystkie osrodki zajmujace sie kolek-
cjonowaniem sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych wymieniajg pomiedzy soba informacje i
aktualizuja je wzajemnie. Pelng korzys$¢ ptynaca z tych zasobéw daje dopiero ich odpowiedna analiza.
Mozliwos$¢ taka oferujg liczne serwisy bioinformatyczne. Ich tworzeniem zajmuje sie szeroka spotecz-
no$¢ naukowa, udostepniajac niekomercyjnie na stronach internetowych programy pozwalajgce anali-
zowac¢ zgromadzone dane w réznych aspektach. Dla przyktadu, o wiasciwoséciach biologicznych nerwo-
wej czasteczki adhezyjnej (NCAM) decydujg liczne modyfikacje potranskrypcyjne i potranslacyjne.
Podejscie bioinformatyczne pozwala oceni¢ ich znaczenie. Dzigki uzyciu programéw bioinformatycz-
nych wykazano miedzy innymi, ze NCAM ma teoretyczng mozliwos$¢ obecnosci od 40 do 46 eksonow,
podczas gdy sekwencja genetyczna wskazywata jedynie na obecnos$¢ 20 eksondw. Stosujac program
Spidey uzyskano nowe dane o eksonie VASE wykazujacym zwiazki z obnizong plastycznos$cig mézgu.
Przy pomocy innych programéw okreslono szczeg6ty powstawania biatka NCAM w komorce, jej formy
transbtonowej i rozpuszczalnej, a takze jej struktury trzeciorzedowej i mozliwych modyfikacji. Wykaza-
no zdolno$¢ NCAM do wewnatrzkomoérkowej transdukcji sygnatu i role fosforylacji biatka w tym pro-
cesie. Zastosowanie dostepnych w intemecie narzedzi bioinformatycznych w znacznym stopniu moze
przyblizy¢ do lepszego poznania struktury i biologii czasteczki NCAM. Dzieki czemu staje sie mozliwe
bardziej szczegdtowe okreslenie jej funkcji w organizmie, zaréwno w zdrowiu jak i w chorobie.

Stowa kluczowe: bioinformatyka, bazy danych i narzedzia, nerwowa czasteczka adhezyjna - NCAM,
modyfikacje potranskrypcyjne i potranslacyjne.
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Summary: Rapid progress ofbiological and medical research depends largely on steadily growing informa-
tion in online databases and its accessibility for researchers. All centers involved in the collection of
nucleotide and aminoacid sequences exchange and update available data. Full benefit from this information
may be obtained only by proper analysis provided by several bioinformatic services. In their formation
people from broad scientific community are engaged and their effects ofwork are accessible free ofcharge
in internet. This software permits to analyze collected data in various aspects. For example, properties of
neural cell adhesion molecule (NCAM) depend a lot on multiple posttranscriptional and posttranslational
modifications. Bioinformatic approach allows to assess their significance. Due to bioinformatic tools it
was shown that NCAM may theoretically possess 40 up to 46 exons, while genetic screening indicated 20
only. Application of Spidey software revealed novel data about VASE exon, showing links with decreased
brain plasticity. Other tools permitted to obtain details about NCAM protein formation in the cell, its
transmembrane and soluble forms as well as tertiary structure and its possible modifications. | was also
shown that NCAM is able to intracytoplasmic signal transduction and emphasized the role of protein
phosphorylation in this process. This will make possible to determine precisely the role of NCAM
molecule both in health and disease.

Key words: bioinformatics, databases and tools, neural cell adhession molecule - NCAM, posttranscrip-
tional and posttranslational modifications.

WSTEP

Dynamiczny rozwdj nauk przyrodniczych oraz medycyny w duzej mierze zalezy od
rosnacej ilosci zasob6w baz danych oraz ich dostepnosci dla badaczy. Gtéwnymi bazami
zawierajacymi sekwencje aminokwasowe i nukleotydowe sg amerykarnska GeneBank
{National Center for Biotechnology Information), europejska EMBL {European
Molecular Biology Laboratory) oraz japoriska DDBJ {DNA Data Bank of Japan). Do
czotowki nalezg rowniez trzy bazy kolekcjonujace jedynie sekwencje biatkowe: SWISS-
PROT, PIR {Protein Information Resource) oraz PDB {Protein Data Bank). Wszystkie
te oSrodki wymieniajgpomiedzy sobginformacje jednoczesnie aktualizujac je wzajemnie.
Petng korzys¢ ptynaca z tych zasobdw daje dopiero ich odpowiedna analiza. Mozliwo$¢
takg oferujg liczne serwisy bioinformatyczne. Ich tworzeniem zajmuje sie szeroka
spotecznos¢ naukowa, udostepniajgc niekomercyjnie na stronach internetowych
programy pozwalajgce analizowa¢ sekwencje nukleotydowe i biatkowe w réznych
aspektach (tab.l).

Nerwowa czasteczka adhezyjna, NCAM1 {Neural Cell Adhesion Molecule I)
[HUGOY], zwana takze CD56, po raz pierwszy zostata opisana w 1977 roku. Nalezy do
duzej i dobrze poznanej nadrodziny czgsteczek immunoglobulinopodobnych. Catg
rodzine nerwowych czgsteczek adhezyjnych pogrupowano na mniejsze podrodziny. W
zaleznosci od liczby zewngtrzkomorkowych domen immunoglobulinopodobnych typu
C2 (lg) oraz powtdrzen fibronektynowych typu 111 (FN) nadano im odpowiednie humery.
NCAM reprezentuje rodzine 5/2, ktéra wykazuje obecnos¢ pieciu domen Ig oraz dwoch
domen FN. Cztonkowie catej nadrodziny receptoréw Ig-podobnych, do ktérej oprocz
NCAM i innych czasteczek adhezyjnych nalezg miedzy innymi Ig, TCR, CD4, CD8 i
inne, sg statymi lub dtugotrwatymi skiadnikami bton komoérkowych. Ich obecnosc
wykazano w wielu tkankach w trakcie rozwoju oraz zycia dorostego [42]. Czasteczka
NCAM wystepuje w przyrodzie w trzech podstawowych izoformach: 180 kDa, 140
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kDa oraz 120 kDa [44]. Bazy danych NCBI oraz SWISS-Prot zawieraja jednak tylko dwie
sekwencje referencyjne, ktérych obecno$é wykazano w organizmie cztowieka. Sato czasteczkio
masie 140 kDa (wariant o dtugosci 848 AANCBI [>gi| 10834990|ref[NP_000606.11]; Swiss-Prot
[P13591] oraz wariant o dtugosci 858 AA NCBI [>gi|41281937|ref[NP_851996.11] i 120 kDa
(obydwawarianty o dtugosci 761 AA Swiss-Prot [P13592-1] oraz [P13592-2]). Obecnosé izoformy
0 masie 180 kDa wykazano w komérkach mysich Mus musculus [UniProt: P13595], zaby
szponiastej Xenopus laevis [UniProt: P16170], traszki z gatunku Cynopspyrrhogaster [UniProt:
057576], a takze u kury domowej Gallus gallus domestica [UniProt: P13590].

STRUKTURA GENU | MODYFIKACJE
POTRANSKRYPCYJNE

Gen o dbtugosci 70 tysiecy par zasad, kodujgcy NCAM zostat zmapowany na dtugim
ramieniu chromosomu 11 [LocusLink i Ensembl: 11g23.1; GeneLoc: GC1!PI 12369].
Peten zestaw wiasciwosci biologicznych oraz funkcji petnionych przez czasteczke
NCAM nie zostat ostatecznie poznany. Wiadomo jednak, ze budowa i funkcjonowanie
tej struktury moga by¢ modyfikowane w drodze regulacji ekspresji genu, lokalizacji
biatka oraz interakcji z innymi biatkami [35]. Wszystkie réznigce sie miedzy sobg
warianty biatka nerwowej czgsteczki adhezyjnej powstajg w drodze alternatywnego
sktadania (splicing). Ogoélnie wyrdzniamy cztery gtéwne typy splicingu r6znicowego:
z uzyciem réznych promotoréw, z zatrzymaniem intronéw w dojrzatych czasteczkach,
z pozostawianiem lub usuwaniem poszczeg6lnych eksondw oraz z uzyciem réznych
miejsc poli(A). Mechanizm dojrzewania mRNA kodujacego poszczeg6lne warianty
NCAM podobny jest do obserwowanego w trakcie dojrzewania transkryptow
immunoglobulin. Uzycie dalszego, silniejszego miejsca poli(A) powoduje, ze dojrzaty
mRNA zawiera eksony kodujgce regiony odpowiedzialne za kotwiczenie biatka w btonie,
tzw. stop-transfer. Wykorzystanie natomiast miejsca blizszego, tj. stabszego, skutkuje
powstawaniem formy rozpuszczalnej immunoglobulin [23].

Przyjmuije sie, ze catkowita sekwencja genetyczna réznych izoform ludzkiej czasteczki
NCAM moze wykazywaé obecno$¢ maksymalnie 20 eksonéw. Okreslono, ze eksony
1-14 koduja domeny zewnatrzkomérkowe, ekson 15 odpowiedzialny jest za fragment
transbtonowy, natomiast pozostate eksony odpowiadajg za wewnatrzplazmatyczng
sekwencje czasteczki. Zaobserwowano, ze w trakcie rozwoju serca szczura, w wyniku
réznych przetasowan eksonéw moze powstaé przynajmniej 27 réznych wariantow
MRNA. Wykorzystanie programu ASPic ujawnito teoretyczng mozliwos$¢ obecnosci
od 40 do 46 eksondw, ktére w zaleznosci od zadanych stopni swobody w wyniku réznych
rearanzacji mogatworzy¢ od 25 do 55 réznych transkryptéw. Zadaniem tego narzedzia
bioinformatycznego jest przewidywanie struktury alternatywnie sktadanych transkryp-
tobw na podstawie poréwnania odpowiedniej sekwencji genomowej z poznanymi
znacznikami sekwencji ulegajacych ekspresji (EST). Cze$¢ z przewidzianych w ten
sposOb eksondw oraz tworzonych przez nie transkryptdw moze mie¢ znaczenie wytgcznie
teoretyczne. Sekwencje mRNA czterech podstawowych wariantow NCAM dostepne sgw
bazach danych [Ensembl: ENST00000316851, ENST00000350484, ENST00000359771,
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ENSTO00000356076]. Aby okresli¢ lokalizacje poszczegdlnych eksonéw znajdujacych sie
w obrebie roznych transkryptéw, mozna postuzyc¢ sie obecnym na stronie NCB1 programem
Spidey, ktory umozliwia zestawienie wybranych sekwencji mMRNA z odpowiednig sekwencjg
referencyjna DNA [dla NCAM; GeneBank: NT_033899J.

Obecnosc i rodzaj alternatywnie sktadanych eksonoéw decyduje o dtugosci poszcze-
goélnych transkryptow NCAM. Pierwszg zidentyfikowang strukturg tego typu byt
zlokalizowany pomiedzy eksonami 7 i 8 tzw. ekson VASE (Variable Aternative Spliced
Exon) o dtugosci 30 par zasad [40]. Wykorzystanie programu Spidey moze by¢ pomocne
w wykazaniu, ze fragment ten stanowi odrebny ekson, eliminowany w trakcie
dojrzewania mRNA. Dotychczas nieznane sg uwarunkowania wystepowania tej
sekwencji, jednak liczne dowody sugeruja, ze wystepuje zwigzek pomiedzy VASE a
obnizong plastycznosciag mézgu. Przemawia za tym fakt, iz ilos¢ czasteczek NCAM
wykazujgcych obecnosé tego eksonu wzrasta wraz z wiekiem. W 1992 roku Doherty
wraz ze wspotpracownikami wykazat, ze obecnosci VASE moze towarzyszy¢ obnizenie
wzrostu neurytéw. Kolejna wykryta sekwencja alternatywnie skiadang jest tzw.
MSD-1 (Muscle-Specific Domain 7). Jest to fragment o dtugosci 108 pz. zlokalizowany
w miejscu splicingu pomiedzy eksonami 12 i 13, ktory skiada sie z trzech krétkich
eksondw o dtugosci 15,48 i 42 par zasad oraz dodatkowego tripletu AAG w pozycji 3’
sgsiadujacego z eksonem 13. Te trzy krétkie eksony moga by¢ wigczane w dowolny
sposéb (np. ex 12-ex 13, ex 12-a15-ex 13 albo ex 12-a 15-a48-a42-ex 13) powodujac rdéznice
w budowie transkryptow NCAM. Jak dotad strukture te wykazano wylacznie w
miesniach zaréwno szkieletowych, jak i w miesniu sercowym [1,31]. Alternatywnie
sktadanym eksonem jest rowniez sekwencja SEC (Secreted Exon). Obecnos¢ tego
76 nukleotydowego fragmentu powoduje przedwczesngterminacje translacji oraz utrate
przez syntetyzowane biatko domeny cytoplazmatycznej lub transbtonowej [41]. Szacuje
sig, ze jesli wszystkie zidentyfikowane kombinacje eksonéw obecnych w genie
kodujacym NCAM ulegtyby translacji, mogtoby powsta¢ ponad 192 kombinacji, ktére
skutkowa-tyby powstaniem takiej samej ilosci biatek. Jednak funkcje wielu z nich nadal
sg nieznane.

Program ClustalW pozwala wskaza¢ podobienstwa i réznice pomiedzy poszcze-
g6lnymi wariantami NCAM zaréwno w obrebie sekwencji nukleotydowych, jak i
aminokwasowych. Analiza homologii miedzyczgsteczkowej przeprowadzona przy
pomocy tego narzedzia moze wskaza¢, w jaki sposob alternatywnie sktadane eksony
moga modulowaé sekwencje aminokwasowe badanych wariantow.

BUDOWA BIALKA | MODYFIKACJE POTRANSLACYJNE

Wszystkie modyfikacje potranskrypcyjne prowadza w konsekwencji do powstania
trzech form biatka, ktore rdznig sie pomiedzy sobg struktura, lokalizacjg i funkcja.
Nerwowa czasteczka adhezyjna moze wystepowaé w formie transbtonowej oraz moze
by¢ zakotwiczona w btonie komérkowej przy pomocy kotwicy glikozylofos-
fatydyloinozytolowej (GPI) [43]. Wykazano réwniez obecnos¢ formy rozpuszczalnej.
Zastosowanie programu SecretomeP 1.0 [5], pozwala wstepnie okresli¢ lokalizacje
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komérkowa badanego biatka, tzn. czy analizowana proteina pozostaje w obrebie komér-
ki, czy jest wydzielana na zewnatrz. Przewidywanie lokalizacji biatka NCAM przepro-
wadzone przy pomocy tego programu wykazato, ze sposrod czterech badanych wariantéw
potencjalnie dwa moga by¢ wydzielane na zewnatrz komorki. Obok modyfikacji
potranskrypcyjnych druga, jeszcze liczniejsza grupg zjawisk zachodzacych w przebiegu
dojrzewania czasteczki NCAM stanowig modyfikacje potranslacyjne. Og6lnie wyréznia
sie trzy podstawowe kategorie modyfikacji biatek, tj. modyfikacje zachodzace z
rozerwaniem wigzan chemicznych, gtéwnie peptydowych, modyfikacje grupy a,-aminowej
i a-karboksylowej oraz modyfikacje tancuchéw bocznych. W trakcie dojrzewania
czasteczki NCAM wykazano wiele r6znych modyfikacji. Sato gtéwnie hydroliza peptydu
sygnatowego, tworzenie kotwicy GPI oraz synteza mostkow dwusiarczkowych. Posréd
modyfikacji tancuchéw bocznych najwazniejszymi, decydujacymi o réznorodnosci
biologicznego dziatania tego biatka sgrozne formy glikozylacji, zwtaszcza polisjalylacja,
a takze inne modyfikacje, takie jak fosforylacja i sulfatacja.

PEPTYD SYGNALOWY, SEKWENCJE TRANSBLONOWE,
KOTWICA GPI

Pierwsza modyfikacja nowopowstatego propeptydu jest hydroliza tzw. peptydu
sygnatowego. Zadaniem tej sekwencji jest przeprowadzenie nowopowstalej czgsteczki
biatka przez tzw. translokon do Swiatta szorstkiej siateczki srodplazmatycznej (rough
endoplasmic reticulum - RER), gdzie zostaje poddana kolejnym etapom nabierania
kompetencji. W obrebie prekursorow wszystkich izoform NCAM na korcach N obecne
sg wysoce hydrofobowe, 19 nukleotydowe sekwencje sygnatowe [45]. W celu
identyfikacji peptydu sygnatowego mozna zastosowac program SignalP 3.0 [6].

Po odcieciu peptydu sygnatowego biatko przechodzi dalej do $swiatta RER. Jednak
niektére warianty NCAM w swojej strukturze wykazujg obecnos¢ szczegdlnej
hydrofobowej domeny, ktdra hamuje ten ruch. Jest to wspomniana wyzej sekwencja
stop-transfer, ktéra unieruchamia przechodzace biatko w btonie retikulum. Wyste-
powanie zarowno peptydu sygnatowedo, jak i sekwencji stop-transfer charakte-ryzuje
czasteczke NCAM jako integralne biatko btonowe typu I. Okres$lenie topografii sekwencji
transbtonowej umozliwiajg liczne narzedzia bioinformatyczne, sa to miedzy innymi
programy, takie jak: TMHMM, SOSUI, HMMTOP [39], TM Pred [21] czy TMap
[33]. Wskazanie fragmentéw hydrofobowych taricucha biatkowego umozliwia réwniez
program Kyte-Doolittle hydropathyplot [29]. Wykorzystanie tego narzedzia pozwolito
okresli¢, ze zaréwno forma transbtonowa NCAM, jak i zwigzana kotwica
glikozylofosfatydyloinozytolowg wykazuja obecnos¢ wysoce hydrofobowej sekwencji,
jakajest sekwencja stop-transfer (ryc. 1).

Modyfikacja potranslacyjna zwigzana z powstawaniem wigzania lipidowego GPI
obejmuje zaréwno modyfikacje zachodzace z rozerwaniem wiazania peptydowego, jak
i glikozylacje. GPI jest to struktura przylgczajgca biatko NCAM do zewnetrznej
powierzchni btony komaorkowej. W ciggu niecatej minuty po wnikneciu biatka do retikulum
endoproteazy odcinajg cze$¢ poza btonowa, natomiast transaminazy przytaczaja do
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RYCINA 1. Zastosowanie programu TMHMM w celu identyfikacji domeny transbtonowej izoformy
NCAM 140 kDa [NP 000606], Domena zlokalizowana jest pomiedzy 714 a 736 aminokwasem tarncucha
peptydowego (sekwencja: IVGILIVIFVLLLVVVDITCYFL)

wolnego korca karboksylowego kotwice GPI. Tak zmodyfikowane biatko wydostaje sie
w trakcie transportu pecherzykowego na powierzchnie komérki. Sygnat okreslajacy
wystapienie tej modyfikacji zawarty jest wewnatrz sekwencji znajdujacej sie na styku
czesci btonowej i pozabtonowej biatka w miejscu omega, tzw. o-side [14]. Teoretyczne
przewidywanie wystgpienia wigzania GPI umozliwia miedzy innymi program Big-P
Predictor [13]. Analiza wykonana za pomocgtego programu wykazata, ze dwa z czterech
badanych wariantéw NCAM posiadajgw swojej strukturze miejsce omega. Sato te same
warianty, ktore wedtug programu SecretomeP 1.0 teoretycznie moga by¢ wydzielane na
zewnatrz komorki. W trakcie frakcjonowania tkanki mozgowej szczura wykazano, ze
okoto 75% czasteczek wariantu NCAM o masie czgsteczkowej 120 kDa zwigzanych
byto z btong komorkowa, natomiast pozostate okoto 25% znajdowato sie w supematancie.
Dalsze badania wykazaty, ze biatko zwigzane z btong komérkowa poprzez kotwice GPI
w miare uptywu czasu byto systematycznie uwalniane z powierzchni komérki. Okazato
sie, ze za to zjawisko odpowiedzialne byty endogenne fosfolipazy PI-PLC, tzn.
fosfatydyloinozytoloswoiste fosfolipazy C. Obecnos¢ w surowicy rozpuszczalnej formy
NCAM prébowano wykorzysta¢ jako marker diagnostyczny, miedzy innymi dla
réznicowania réznych typow paraproteinemii szpiczaka mnogiego [36].

Glikozylacja

Gtéwnym typem modyfikacji tancuchéw bocznych NCAM jest glikozylacja. Jest to
proces przytaczania do czgsteczki biatka reszt cukrowych sterowany za pomocg
glikozylotransferaz. Wyr6zniamy dwa typy glikozylacji: N- i D-glikozylacje. Réznica
pomiedzy nimi polega na tym, ze synteza oligosacharydow przytaczonych wigzaniem
(9-glikozylowym zachodzi na drodze kolejnego dodawania jednostek monosacha-
rydowych do powstajacego biatka. Natomiast oligosacharyd przytgczany wigzaniem
A-glikozylowym powstaje na odpowiednim nosniku lipidowym, jakim jest np. fosforan
dolicholu i dopiero w tej postaci zostaje przytgczany do biatka [18]. W czagsteczce
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NCAM wystepuje szes¢ reszt aminokwasowych, ktére ulegaja A-glikozylacji.
Potwierdzono to eksperymentalnie wykorzystujac techniki spektrometrii masowej oraz
cienkowarstwowej chromatografii cieczowej HPLC [30]. Miejsca te sg wysoce konser-
watywne pomiedzy réznymi gatunkami. W pozycjach N-5 oraz N-6 dochodzi do
wigzania PSA, czyli kwasu a-2,8 polisjalowego. Przeprowadzone badania wykazaty,
ze domena N-1 modyfikowanajest tylko czesciowo, natomiast domeny N-5 i N-6 oprécz
PSA moga by¢ modyfikowane takze przez wazny funkcjonalnie epitop HNK-1. Epitop
ten odkryto réwniez na resztach N-2 i N-4 na bydlecych oraz N-2 i N-3 na mysich
czasteczkach NCAM [1]. Wykorzystujac program NetNGlyc 1.0 Server mozna okresli¢
obecnos¢ wszystkich glikolizowanych w ten sposob reszt asparaginy obecnej w motywie
Asn-Xaa-Ser/Thr [8] (ryc. 2). Gtéwnym substratem glikozylacji czasteczki NCAM
oraz waznym regulatorem powierzchniowych interakcji komérkowych jest polimer kwasu
oc-2,8-polisjalowego (PSA). Kwasy sjalowe nalezg do grupy pochodnych N- i (9-acylo-
wych kwasu neuraminowego (NeuAc). Syntetyzowane sg w aparacie Golgiego z
A-acetyl-E>-mannozoaminy (ManNAc), a nastepnie aktywowane w jadrze komérkowym
do CMP-SA. llo$¢ kwasow sjalowych w komoérce moze by¢ regulowana w drodze
specyficznych przemian metabolicznych. Wykazano, ze PSA nadaje czasteczce NCAM
tadunek ujemny, ktérego warto$¢ wzrasta wraz z iloscig przytgczonych jednostek.
Obecnos¢ kwasu polisjalowego (poliSia) moduluje interakcje komérkowe zaréwno w
trakcie rozwoju, jak i onkogenezy [11]. Polisjalylacja wptywa na homofilne potaczenia
komorka-komorka oraz zmienia wasciwosci transdukcji sygnatu czasteczki NCAM
[15]. Wykazano, ze PSA-NCAM odgrywa gtéwnarole w trakcie rozwoju moézgu, regene-
racji uktadu nerwowego, a takze w procesach plastycznosci mézgu obejmujacych uczenie
sie oraz procesy pamieci. Polisjalylowany NCAM obecny jest rowniez na powierzchni
komérek réznych endokrynnych nowotworéw wykazujacych duzy stopien ztosliwosci,
aich ilos¢ koreluje ze zkgprognoza w przebiegu choroby. Biosynteze poliSia katalizuja

RYCINA 2. Predykcja miejsc ulegajacych A-glikozylacji w obrebie transbtonowej izoformy NCAM
140 kDa [NP 000606] przy pomocy programu NetNGlyc 1.0. Modyfikacji tej ulegajg zaznaczone reszty
asparaginowe obecne w motywach Asn-Xaa-Ser/Thr (pozycje aminokwasowe: 222, 315, 347,423,449,
478)
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dwa blisko zwiazane ze sobg enzymy, polisjalyltransferazy ST8Siall (PST) i ST8SialV
(STX) [22]. Obydwa enzymy nalezg do rodziny transferaz, ktéra obejmuje siedem
réznych enzyméw wykazujgcych podobng aktywnos$é. Wykazano réwniez, ze obydwie
polisjalyltransferazy mogag funkcjonowa¢ réwnoczesnie [2], PST oraz STX oprécz
zdolnosci polisjalylacji czasteczki NCAM wykazujg rowniez zdolnos¢ do autopolisjaly-
lacji [3,4], Proces autopolisjalylacji nie wptywa na aktywnos¢ enzymatyczng obydwu
enzymoOw. Jednak autopolisjalowany STX zmienia czasteczke NCAM w wiekszym
stopniu niz STX nie podlegajacy autopolisjalylacji [11],

Nerwowa czasteczka adhezyjna moze takze ulega¢ glikozylacji przebiegajacej z
powstaniem wigzania O-glikozylowego. Ten typ modyfikacji opisano w wariancie
NCAM, ktéry w swojej strukturze wykazuje obecno$¢ eksonu MSD-1. Za pomoca
wigzania O-glikozylowego do czasteczki NCAM moga by¢ przytaczane glikany typu
mucynowego oraz PSA. Wykazano, ze O-glikany zwiazane z MSD-! utatwiaja taczenie
mioblastéw, podczas gdy polisjalylacja A-glikanéw przytaczonych do NCAM ogranicza
ten proces. Obecnos¢ PSA wraz z glikanami typu mucynowego potgczonymi z czasteczka
NCAM wigzaniem (9-glikozylowym wykazano w rakach piersi oraz w komoérkach
biataczkowych. O-glikany typu mucynowego z reguty sazgrupowane tworzac naturalna
ochrone biatka przed dziataniem proteaz. Wykazano, ze NCAM bez MSD jest relatywnie
gietka, natomiast NCAM z (9-glikozylowanym MSD jest bardziej sztywna i wykazuje
zmiany konformaciji, przez co utatwia tworzenie potgczen pomiedzy komérkami [38].
W celu okreslenia miejsc O-glikozylacji mozna zastosowa¢ program NetOGlyc 3.1
Server [26]. Zastosowanie tego programu pozwolito potwierdzi¢ wczesniejsze dane
zgodnie, z ktérymi liczne miejsca O-glikozylacji sg skupione w obszarach wystepowania
produktu biatkowego alternatywnego eksonu MSD-1 (ryc. 3).

Fosforylacja i transdukcja sygnatu

Szczeg6lnie wazng modyfikacjg potranslacyjna, ktéra w istotny sposob determinuje
funkcje biologiczne bialek, jest fosforylacja. Polega ona na dostarczeniu do seryny,
tyrozyny i treoniny N- i O-fosfopochodnych. Miejsce przytgczenia do tancucha
peptydowego fosforanu moze stanowic¢ receptor dla wielu kinaz biatkowych, ktére moga
bra¢ udziat w wielu wewnatrzkomaérkowych procesach sygnalizacyjnych. Wiadomo,
ze czasteczki NCAM moga ulegac fosforylacji. Wykorzystanie programu NetPhos 2.0
pozwala stwierdzi¢, ktére reszty w tancuchach aminokwasowych poszczegélnych
wariantow NCAM moga teoretycznie ulega¢ fosforylacji [7]. W ten sposdb mozna
wskazac zar6wno reszty tyrozynowe, jak i serynowo/treoninowe. Aby doktadniej ustali¢,
ktére kinazy moga wiazac sie z badang czasteczka biatka, mozna przeprowadzi¢ analize
poréwnawczg, ktorej celem jest poszukiwanie homologii pomiedzy badang sekwencja
aminokwasowg a zawartymi w bazach danych motywami charakterystycznymi
wystepujgcymi w obrebie innych znanych biatek. Takg analize wykonuje serwis
internetowy The Predict Protein Server [34]. Przy pomocy tego serwisu ustalono
obecnos¢ motywow homologicznych dla biatkowej kinazy C (PKC), kinazy kazeinowej
typu Il (CK2) oraz kinazy tyrozynowej (TYR). Ostatnio przeprowadzone badania
potwierdzity hipoteze, ktéra zaktada, ze NCAM bierze aktywny udziat w transdukcji
sygnatu. Czasteczka ta moze inicjowaé przynajmniej dwa rézne szlaki przekaznictwa.
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RYCINA 3. Predykcja miejsc ulegajagcych O-glikozylacji w obrebie zakotwiczonej wigzaniem GPI w
btonie komérkowej izoformy NCAM 120 kDa [P13592-2]. Modyfikacji tej ulegajg reszty seryny i
treoniny, ich duze zageszczenie wyrazne jest w obrebie sekwencji kodowanej przez ekson MSD-! (pozycje
pomiedzy 595 a 630 aminokwasem)

Bezposrednio poprzez zwigzang z tratwami lipidowymi w btonie komérkowej kinaze
tyrozynowa Fyn oraz posrednio przy wspoétudziale receptora dla fibroblastycznego
czynnika wzrostu (FGFR) [19]. Ten schemat aktywacji ilustruje zdarzenia, ktore
zachodzg w komorce od momentu aktywacji NCAM do transkrypcji lub zmian w
dynamice cytoszkieletu [37]. Pobudzenie FGFR moze przebiega¢ z jednoczesng
aktywacjg fosfolipazy Cy (PLCy) bioracej udziat w wytwarzaniu diacyloglicerolu
(DAG), ktory w wyniku dziatania lipazy DAG przeksztatca sie w kwas arachidonowy
(AA) aktywujacy neuronowy kanat wapniowy [28]. Wykazano réwniez mozliwo$é
aktywacji szlaku kinazy Ras-MAP, ktéra moze zachodzi¢ z dwéch réznych kierunkéw.
Z jednej strony w wyniku aktywacji kinazy FAK, ktora nastepnie przytgczana jest do
biatka adaptorowego p59fyn [9], badz z drugiej strony w wyniku aktywacji czasteczek
adaptorowych ShcA, Frs2 oraz Grb2 [20]. Obydwa szlaki prowadza do uruchomienia
kinaz serynowych ERK, ktére z kolei aktywuja transkrypcje genéw odpowiedzialnych
za procesy mitogenne oraz roznicowanie komorek. Ustalono miedzy innymi, ze
fosforylacja czasteczki NCAM w konsekwencji moze prowadzi¢ do aktywacji czynnikéw
transkrypcyjnych, takich jak GRE (Glucocorticoid Responce Element) oraz NF-kB
[12]. Wykazano réwniez, ze neurytogeneza zachodzaca przy udziale NCAM moze
zachodzi¢ w wyniku aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych CREB (cAMP-Response-
Element Binding Protein) oraz c-Fos indukowanych przez cAMP/PKA [24],
Transbtonowa izoforma czasteczki NCAM moze stanowi¢ réwniez alternatywny
receptor dla rodziny ligandéw GDNF (GFL), do ktdrej nalezg czynniki neurotrofowe,
takie jak: neurotrofiny, neurokiny oraz GDNF (Glial-cell-line-Derived Neurotrophic
Factor) [32]. Wykazano, ze w normalnych warunkach czasteczki GFL oddziatujg ze
swoistymi dla siebie receptorami GFRocl. W przypadku ich nieobecnosci, ligandy GDNF
moga taczy¢ sie z NCAM, tworzac wigzania o niskim powinowactwie. Jednak, gdy
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nerwowym czgsteczkom adhezyjnym towarzyszy zwigzany z nimi receptor GFRal,
wowczas GDNF wigze sie z NCAM wigzaniem o silnym powinowactwie, a nastgpnie
aktywuje znajdujaca sie w cytoplazmie Src-podobngkinaze Fyn oraz centralng kinaze
adhezyjng FAK [37]. Taka mozliwo$¢ interakcji pomiedzy sasiadujacymi z NCAM
biatkami obecnymi w tej samej btonie komoérkowej okresla ich zdolno$¢ do oddziatywan
cis. Sgto homo- i heterofilne interakcje wystepujgce pomiedzy czgsteczkami zlokali-
zowanymi w btonie komadrkowej tej samej komoérki. Réwnoczesnie czasteczki NCAM
wykazuja zdolnos¢ do oddziatywan homo- i heterofilnych pomiedzy réznymi komoérkami,
czyli do tzw. oddziatywania trans [12]. Dzieki tym interakcjom mozliwa jest adhezja,
ktéra zachodzi pomiedzy komérkami poprzez wigzania homofilne formowane pomiedzy
zewnatrzkomoérkowymi domenami Ig-podobnymi. Wykorzystujac badania krystalo-
graficzne, NMR oraz mikroskopie elektronowg wykazano, ze najsilniejsze wigzania
homofilne wystepujg pomiedzy pierwszgdomeng Igjednej czasteczki NCAM i 5 domeng
Ig drugiej czasteczki. Wykazano réwniez biologiczne znaczenie wigzania pomiedzy
pierwsza lg jednej i trzecig Ig drugiej. Nie okreslono jednak, jak dotad, znaczenia
wigzania wystepujgcego pomiedzy pierwszg Ig jednej i drugg Ig drugiej. Najprawdo-
podobniej wigzanie tego typu tworzy poczatkowy uchwyt na relatywnie duzej odlegtosci
pomiedzy btonami komorkowymi. Te wszystkie rodzaje wigzan pozwalajg komorkom
regulowacé wzajemne utozenie w przestrzeni [25].

STRUKTURA1- 11-1111-RZEDOWA BIAL KA

Ze wzgledu na strukture trzeciorzedowa, biatka NCAM zalicza sie do biatek klasy II.
Do tej klasy naleza biatka, w ktérych dominuja struktury tzw. [3-hannonijkowe, najczesciej
w postaci tanicuchow przeciwbieznych. Trwatos¢ tej strukturze nadajamostki dwusiarczkowe.
Wigzaniate nalezg do grupy wigzan kowalencyjnych, czyli najsilniejszych miedzy resztami
aminokwasOw. Powstajg one w wyniku odwodomienia grup -SH pomiedzy cysteinami
zawartymi w domenach immunoglobulinopodobnych. Takich mostkéw dwusiarczkowych
w czasteczce NCAM jest pieé, po jednym w kazdej domenie Ig. Ksztatt pierwszo-, drugo-
i trzeciorzedowej struktury badanego biatka mozna okresli¢ przy pomocy programéw
zawartych np. w serwisie EXPASy. Sato miedzy innymi ProtParam, program okreslajacy
parametry fizyko-chemiczne sekwencji biatkowej (budowe aminokwasowai atomowa, punkt
izoelektryczny pi, itd.) [16], The Predict Protein Server [34], badZ interaktywny serwer
analizy struktury biatka iMolTalk. Dostepne sg réwniez narzedzia umozliwiajace
modelowanie molekularne i wizualizacje struktury tréjwymiarowej biatka, najpopularniejszymi
sg Swiss-PdbViewer [17] oraz Cn3D 4.1 [10].

INNE RODZAJE MODYFIKACJI

Serwis The Predict Protein Server obok mozliwych miejsc homologicznych dla
wybranych kinaz wskazat réwniez obecnos$¢ innych homologii. W obrebie drugiej domeny
fibronektynowej zlokalizowano motyw A, czyli miejsce wigzania ATP/GTP, tzw. petle
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P. Obecnos¢ tej sekwencji wskazuje na potencjalng mozliwos¢ wigzania i hydrolizy
przez NCAM zewngtrzkomoérkowego ATP, ktdrg skojarzono z plastycznoscig
synaptyczng zalezng od adhezji stymulowanej przez NCAM [27]. Dyskusyjne pozostaje
znaczenie tego motywu w trakcie réznych oddziatywan cis czasteczki NCAM. W obrebie
tej struktury wykazano réwniez obecno$¢ domen homologicznych z rodzing fosfofruk-
tokinaz (PFK) zaleznych od ATP, czyli enzyméw katalizujgcych transfer grup fosfory-
towych z ATP. Jednym z enzymow wykorzystujacych te reakcje jest fosfofruktokinaza,
ktora katalizuje fosforylacje fruktozo-6-fosforanu do fruktozo-1,6-bifosforanu, kluczowej
reakcji regulacyjnej w szlaku glikolitycznym. Serwer Predict Protein wskazuje réowniez,
na teoretyczng mozliwos$¢ wystepowania modyfikacji zachodzacej z przytgczeniem do
czasteczki NCAM innego lipidu, jakim jest mirystynian. Mirystylacja pozwala na
zakotwiczenie biatka jego koncem N w btonie komoérkowej od strony cytozolu.
Dodatkowo wskazano na mozliwos¢ wystepowania na koncu karboksylowym biatka
miejsca wigzacego mikrociatka (peroksysomy), czyli niewielkie organelle komdérkowe
zawierajace enzymy z grupy oksydoreduktaz. Ten typ modyfikacji moze $wiadczy¢ o
ewentualnym uczestnictwie czasteczki NCAM w rearanzacji cytoszkieletu w trakcie
przemian metabolicznych zachodzacych w komérce.

KORZYSCI Z ZASTOSOWANIA NARZEDZI
BIOINFORMATYCZNYCH

Zastosowanie dostepnych w intemecie narzedzi bioinformatycznych umozliwiajacych
szczegbtowe przewidywanie wihasciwosci fizycznych, chemicznych i biochemicznych
makroczgsteczek w znacznym stopniu przybliza badaczy do lepszego poznania struktury
i biologii organizmoéw zywych. Mozliwo$¢ wykorzystania konkretnych i sprawdzonych
informacji dostepnych w bazach danych pozwala na bardziej szczeg6towe zaplanowanie
eksperymentow naukowych. Takie nowoczesne podejécie umozliwia znacznie precyzyjniej
okresli¢ nieznane dotad funkcje poszczegélnych molekut. Nie bez znaczenia pozostaje
rowniez fakt, ze dzieki tym narzedziom bedzie mozna znacznie doktadniej i szybciej
okresli¢ dziatanie biologiczne i ewentualne skutki niepozadane naturalnych i syntetycznych
biopreparatow, coraz czesciej stosowanych w terapii, zaréwno u ludzi jak i zwierzat.
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INFORMACJE O NOWYCH KSIAZKACH

Ukazat sie podrecznik autorstwa Zofii Bielanskiej Osuchowskiej pt.
ZARYS ORGANOGENEZY - RoOznicowanie sie komoérek w narzadach,
wydany przez Wydawnictwo Naukowe PWN SA (Warszawa, 2004).

Jest to podrecznik embriologii szczegdtowej, przystepnie napisany i bogato
ilustrowany. Omoéwiono w nim zaréwno zmiany morfologiczne, jak i molekularne
procesu réznicowania sie narzadow u ptakéw i ssakéw. W ksigzce zostaty opisane:

* nowoczesne metody badan embriologicznych

+ mechanizmy gestrulacji i rozwdéj narzgdow pierwotnych
+ poczatkowy rozwoj uktadu nerwowego

+ komorki grzebienia nerwowego

+ réznicowanie sie i rozwoéj konczyn u ssakéw i ptakéw

+ rozwoj uktadow krwionosnego i limfatycznego

+ rozw0j przewodu pokarmowego

+ gruczoty przewodu pokarmowego

+ rozw0j uktadu oddechowego

¢+ jamy ciata i krezki

+ narzady wydalnicze

+ rozw0j narzadoéw piciowych, gruczotéw dokrewnych i powtoki zewnetrznej.

Ukazat sie rowniez SEOWNIK BIOLOGII KOMORKI poséwiecony pamieci
Profesor Haliny Krzanowskiej, wydany przez Polska Akademie Umiejetnosci (Krakéw
2005).

Autorami stownika jest 37 os6b wysoko cenionych w zakresie wiedzy o biologii
komorki. Recenzentami stownika byli: prof. dr hab. Maria J.Olszewska oraz prof. dr
hab. Szczepan Bilinski.

Ukazanie sie stownika byto mozliwe dzieki kompetentnej i Scistej wspétpracy autoréw
i redaktoréw, zmudnej pracy redaktoréw technicznych: Elzbiety Kotaczkowskiej i Jacka
Goduli oraz duzej zyczliwosci Wydawcy.



OFERTA WYDAWNICZA

Zeszytow naukowych pod nazwa ,,Postepy Biologii Komarki:

Zeszyty naukowe pn. Postepy Biologii Komorki ukazujg sie od 1974 r.
jako kwartalnik.

Gtownym wydawca i dystrybutorem kwartalnika naukowego jest Fundacja
Biologii Komarki i Biologii Molekularnej - 01-813 Warszawa ul. Marymoncka 99,
tel. 022-8340344, fax 022- 8640834, e-mail ikawiak@cmkp.edu.pl

W ,,Postepach Biologii Komoérki” publikowane sa artykuty omawiajace najnowsze
osiggniecia z zakresu biologii komorki. Zeszyty sa przeznaczone dla studentow i
nauczycieli, pracownikéw naukowych uczelni i instytutow naukowych. Wydawanie
czasopisma jest mozliwe dzieki wsparciu finansowemu Ministerstwa Nauki i
Informatyzacji.

Zapraszamy wszystkich zainteresowanych problematyka naukowo-badawczg
prezentowang w naszym kwartalniku do korzystania z zamoéwien zbiorowych i
indywidualnych, tzn. z prenumeraty rocznej. Istnieje rowniez mozliwo$¢ zakupu
pojedynczych egzemplarzy, réwniez archiwalnych.

W zalgczeniu: cennik, warunki zakupu i prenumeraty oraz formularz zamowienia.

Cennik:

Wyszczegdlnienie Cenaw PLN
Prenumerata roczna dla jednostek bedacych osocbami prawnymi 150,00
Prenumerata roczna dla oséb indywidualnych 50,00
Komplet archiwalny dlajednostek bedacych osobami prawnymi 100,00
Komplet archiwalny dla os6b indywidualnych 30,00
Zakup pojedynczego egz. dlajednostek bedacych osobami prawnymi 40,00

Zakup pojedynczego egz 0s6b indywidualnych 20,00
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Warunki otrzymywania czasopisma
- ztozenie zamOwienia: faxem, pocztg itp.
-jednoczesne dokonanie wptaty na konto:
Fundacja Biologii Komadrki i Biologii Molekularnej w Warszawie
Nr konta 20 1240 1053 1111 0000 0440 9533

po otrzymaniu wplaty wystawiamy fakture VAT.

W sytuacji, kiedy wplata nastapi w trakcie trwania prenumeraty, wysytamy wszystkie zeszyty
(numery) czasopisma, ktdre ukazaty sie w okresie objetym prenumerata.

tu odcigé

ZAMOWIENIE

nazwa i adres zamawiajgcego

Fundacja Biologii Komorki
i Biologii Molekularnej

ul. Marymoncka 99

01-813 WARSZAWA

L. DZ.oiiiiiciies

Zamawiamly.............. egz./kmpl.......ccoviinine. »Postepéw Biologii Komorki”.
Kwote.........ccounu. ztotych (stownie ztotyCh ... )
PrzekazaliSmy na Wasze konto dnia........c.c.cccevrurenee.

NBSZ NP ... s

Jednoczes$nie upowazniamy do wystawienia faktury bez potwierdzajacego odbidr podpisu
odbiorcy.

(pieczatka imienna i podpis zamawiajacego)
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KOMUNIKATY

Zaktad Cytologii Wydziat Biologii Uniwersytet Warszawski oraz Oddziat Warszawski

Towarzystwa Biologii Komérki zapraszajgna organizowany po raz drugi LETNI KURS
HODOWLI KOMOREK ZWIERZECYCH.

Zajecia odbeda sie w dniach od 12 do 14 oraz od 14 do 16 czerwca 2006 roku.
Program kursu bedzie obejmowat zajecia teoretyczne oraz praktyczne. W ramach
zajec¢ praktycznych Uczestnicy bedg mogli zapoznac sie z nastepujagcymi metodami:

1. Hodowla ustalonych linii komérkowych (hodowle komérek adherentnych i
rosngcych w zawiesinie).

2. Hodowla mioblastow mysich.
Hodowla komérek nowotworowych.
4. Przestrzenna hodowla komérek.
5. Uzyskiwanie zarodkowych komoérek macierzystych.
6. Hodowla pierwotna komérek kanalikéw nerkowych.

Wyktady beda dotyczyty metod prowadzenia hodowli komérkowych, organizacji
pracowni, zakladania hodowli pierwotnych, wyprowadzania linii komérkowych,
mikroskopii konfokalnej, sposobéw analizy i dokumentacji wynikéw. Dodatkowo
odbedzie sie prezentacja sprzetu oraz odczynnikéw do hodowli komérek. Zorgani-
Zowana zostanie rowniez sesja, na ktorej Uczestnicy beda mogli zaprezentowac wiasne
wyniki badan.

Szczegotowe informacje dotyczace kursu bedg umieszczane na stronie:
www.biol.uw.edu.pl/cytologia. Zgtoszenia nalezy przesytac (do korica stycznia 2006)
na adres: hodowla@biol.uw.edu.pl lub: Zaktad Cytologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet
Warszawski, ul. Ilji Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa (formularz zgtoszenia w
zatgczeniu obok).
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Formularz zgtoszeniowy ]
LETNI KURS HODOWLI KOMOREK ZWIERZECYCH

imie i nazwisko:

miejsce pracy:

adres:

telefon:

email:

kurs w dniach 12-14.06.2006: TAK

kurs w dniach 14-16.06.2006: TAK NIE
zakwaterowanie: TAK NIE

abstrakt (opcjonalnie):
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Warszawski Odziat Polskiego Towarzystwa Biologii Komorki
Polskie Towarzystwo Anatoméw

Polskie Towarzystwo Histochemikéw i Cytochemikdéw

organizuje konferencje naukowsa pt. ,yDo czego potrzebna jest fuzja™.

Konferencja odbedzie dn. 4 lutego 2006 w godzinach 11-16 na Wydziale Biologii
UW. Program Konferencji

1. Otwarcie konferencji - profJ. Moraczewski

2. Organizacja gtéwek fosfatydylocholiny w btonie a oddziatywanie miedzy btonami
- prof. S. Przestalski i dr J. Htadyszowski

3. Mechanizm fuzji oston wirusowych z btonami komérkowymi - prof. A.
Piekarowicz

4. Transport endocytotyczny - fuzje bton — dr hab. W. Ktopocka

5. Fuzja prekursoréw osteoblastow - prof. K.Wtodarski

6. Fuzja mioblastow - dr E. Brzoska

7. Fuzja gamet ssakOw podczas zaptodnienia - prof. M. Maleszewki.
Szczego6towe informacje dotyczace konferencji znajdujg sie na stronie:

http://www.biol.uw.edu.pl/cytologia
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Wskazéwki przygotowania rysunkoéw i streszczen do publikacji w PBK

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny by¢ napisane w Wordzie, wersja 6,0 lub wcze$niejsza.
Jesli w tekst zostalty wstawione rysunki, powinny one zosta¢ umieszczone osobno na dyskietce.
Powinny to by¢ albo mapy bitowe (TIF, JPG), albo pliki z Corela, wersja 9,0 lub wczes$niejsza. Kazda
wersja Worda lub Corela pozwala na zachowanie pracy w formacie wersji wczes$niejszej. Rysunki,
schematy, zdjecia i wykresy w podpisach i w powotaniach w tekécie powinny nosi¢ nazwe rycina
(Ryc.) i by¢ numerowane kolejno. Na zdjeciach konieczne jest umieszczanie podziatki wskazujacej
powigkszenie obiektéw, a nie podawanie powigkszen w podpisach, gdyz zdjecia ulegajg zmniejszeniu
do formatu BS.

Prosimy Autoréw o podawanie adreséw e-mail, o ile je maja.
Cennik dla Autoréw w 2006 r.

odbitek prac barwne ryciny  str. druku (ponad 15)
Liczba odbitek 50 100 200 1 szt. 1 str.
Cena zt 100,00 120,00 150,00 400,00 50,00

Zamoéwienie na odbitki musi by¢ ztozone wraz z przestang korektg pracy
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Subscription orders for POSTEPY BIOLOGII KOMORKI for 2006

should be placed at local press distributors or directly at Editorial Board of
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INFORMACJE DLA AUTOROW

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI drukuja artykuty przegladowe z zakresu najnowszych osiagnie¢ biologii
komorki, niepublikowane dotad w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadajg za $cisto$¢ podawanych
informacji. Obowigzuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym,
anatomicznym i embriologicznym. Artykuty drukowane w POSTEPACH BIOLOGII KOMORKI nie moga
by¢ bez zgody redakcji publikowane w innych periodykach. Prosimy Autoréw o nadsytanie prac bezposrednio
do Redaktor6w odpowiedniej specjalnosci (adresy na 2 str. oktadki), a do Redakcji w Warszawie tylko te
artykuty, ktére nie odpowiadajg zadnej z wymienionych specjalnosci.

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczaja

1) artykuty przegladowe nie przekraczajace 15 stron druku i do 100 pozycji bibliograficznych koniecznie z ostatnich 5
lat (natomiast wcze$niejsze prace moga by¢ pracami przegladowymi); 2) doniesienia z ostatniej chwili na 3-5 stronach
druku z kilkoma pozycjami bibliograficznymi z ostatniego roku (liczac od daty wystania do redakcji); 3) listy do redakcji
(do ! strony maszynopisu).

Tekst pracy i zatgczniki nalezy przesyta¢ w dwoéch egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ pisany
jednostronnie na papierze formatu A4 w uktadzie normalnym 1800 znakéw na stronie z podwdéjnym odste-
pem. Ostateczna wersja tekstu i rysunki (wskazéwki s.295 ) powinna by¢ przystana na dyskietce 3,5" jako
plik (file) Windows lub ASCII. Pierwsza strona nienumerowana przeznaczona dla redakcji winna zawiera¢:
imiona, nazwiska, tytuty naukowe autoréw i adresy: w pracy, domowy wraz z telefonem i e-mail, tytut pracy
w jezyku polskim i angielskim oraz liczbe stron maszynopisu, liczbe tabel i rycin. Na pierwszej (numerowanej)
stronie nalezy poda¢ kolejno tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, imiona (w petnym brzmieniu) i
nazwiska autoréw, nazwe zaktadu naukowego, nazwisko i adres autora prowadzacego korespondencje, infor-
macje o dofinansowaniu pracy oraz skrét tytutu (do 40 znakéw). Nastepna strona powinna zawiera¢ w jezyku
polskim i angielskim streszczenie (do ! str.) oraz stowa kluczowe 3 do 10 stéw zgodnych z terminami w
Medical Subject Headings {Index Medicus~), o ile sg tam zawarte. W tytule i streszczeniu mozna stosowaé
jedynie powszechnie przyjete skroty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy rozpocza¢ od nowej strony. W tekscie
nie zamieszcza¢ tabel, schematéw lub rycin, a jedynie zaznaczy¢ otdwkiem na marginesie ich lokalizacje (np.
tab. 1, rye. | itp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutlowane i numerowane rozdzialy oraz
podrozdziaty. Od nowej strony nalezy poda¢ spis literatury. Skréty nazw czasopism podawac nalezy wedtug
Index Medicus (listy czasopism publikowane sg corocznie w numerze styczniowym). Powotanie w tekscie
nastepuje przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym (np. [5]). Spis
literatury nalezy zestawi¢ alfabetycznie wedtug nastepujgcego wzoru:

[1] HNIL1CA LS, McLURE ME, SPELTZBERG TC. Histone biosynthesis and the cell cycle, [w] Philips MP, Schwartz E
[red.] Histone and Nucleohistones. London, New York: Philips, Plenum Press 1977: 60-64..

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

Tabele, opisy schematéw i rycin powinny by¢ zatgczone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki
muszg by¢ wykonane w postaci nadajacej sie do reprodukcji. Fotografie powinny by¢ kontrastowe i wykonane
na btyszczacym papierze. Barwne ryciny i zdjecia sg ptatne.Wymiary poszczeg6lnych rycin, schematéw
i fotografii nie moga przekracza¢ 125 x 180 mm lub ich potowy. Na zdjeciach prosimy zamieszcza¢ podzial-
ke, a nie podawa¢ powiekszenia w podpisie w zwigzku z potrzebg zmniejszania ilustracji. Jezeli zataczniki sg
zapozyczone z innych zrédet, nalezy podaé, skad zostaty zaczerpniete i dotaczy¢ zgode autora i wydawnictwa
na reprodukcje, jezeli materiaty te zamieszcza si¢ w niezmienionej formie. Wszystkie zatgczniki, np. wykaz
skrotow, muszag mie¢ na odwrocie nazwisko 1. autora i oznaczenie gory i dotu ilustracji. Jednostki miar muszg
by¢ zgodne z uktadem SI.

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

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

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

i rycin tak nie nie zostata wystana do innej redakcji tak nie
Wszyscy Autorzy znajg i akceptuja prace tak nie Dotaczono kopie pracy wraz z rycinami na dyskietce z

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

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