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Naprawa btednie sparowanych zasad

Mismatch repair
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VI. Naprawa btednie sparowanych zasad w mitochondrium

VIl.Uwagi kohcowe

Wykaz stosowanych skrétéw: 6-TG — 6-tioguanina; 8-oksoG
— 7,8-dihydro-8-okso-deoksyguanina; ATP — adenozynotri-
fosforan; BER — naprawa DNA przez wycinanie zasad; DHFR
— reduktaza dihydrofolianowa; Exol. hMLHI, hMSH2.
hMSII3, IMSH6, hPMSTI, HPMST2 — biatka naprawy bted-
nie sparowanych zasad cztowieka; Exol, Exo VII, ExoX — eg-
zonukleazy systemu naprawy btednie sparowanych zasad E.
coli; hAMMR — naprawa btednie sparowanych zasad u cztowie-
ka; hMutL — heterodimer biatek hMLHI i hPMS2; hMutSa i
hMutSR - heterodimery biatek hMSH2 i hAMSHG6 oraz hMSH2 i
hMSH3; HNPCC — dziedziczny niepotipowaty rak jelita gru-
bego; miejsce AP — miejce apurynowe lub apirymidynowe;
MED-1 — biatko wigzagce hMLHI i DNA; MMR — naprawa
btednie sparowanych zasad; mtDNA -mitochondrialny DNA;
mtMYH — mitochondrialny homolog biatka MutY E. coli;
MTX — metotreksat; mutH, mutL, mutS — biatka systemu
MMR E. coli; mutY — glikozylaza E. coli bioraca udziat w usu-
waniu oksydacyjnych uszkodzen DNA; NER — naprawa DNA
przez wycinanie nukleotydéw; PCNA— jadrowy antygen proli-
ferujacych komoérek; Rec) — egzonukleaza bioragca udziat w re-
kombinacji homologicznej u E. coli: SSB —mbiatka stabili-
zujace jednoniciowg strukture DNA; UvrD — helikaza |II,
biatko systemu naprawy przez wycinanie nukleotydéw; VOLO
— linia komérkowa ludzkiego raka jelita grubego

‘Dr, 2prof. dr hab. w Katedrze Genetyki Molekularnej Uniwer-
sytetu tédzkiego, ul. Banacha 12/16, 90-237, e-mail janu-
szb@biol.uni.lodz.pl
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I. Wprowadzenie

Genom cztowieka jest narazony na dziatanie
czynnikéw chemicznych i fizycznych, mogacych
zaktocic¢ jego strukture i funkcjonowanie, co impli-
kuje utrzymanie integralnosci genomowego DNA
jako warunek konieczny prawidtowego funkcjono-
wania komorki. Kazdego dnia w kazdej komdrce
cztowieka ulega uszkodzeniu okoto 11000 nukleoty-
dow [1]. Zaburzenia struktury genomu moga przy-
czyniaé¢ sie do rozwoju wielu groznych choréb, w
tym nowotworéw ztosliwych, dlatego tez wazne jest
poznanie mechanizméw systemOw zapewniajacych
utrzymanie i wierno$¢ przesytania informacji gene-
tycznej w komorce, sposréd ktorych podstawowe
znaczenie majg systemy naprawy uszkodzen DNA.

Procesy naprawy DNA moge mie¢ charakter lo-
kalny i polega¢ na naprawie uszkodzonego nukleoty-
du i przywroceniu oryginalnej struktury DNA, tak
jak na przyktad ma to miejsce w przypadku demety-
lacji zmetylowanej guaniny przez biatko Ada lub
dziatania systemu naprawy przez wycinanie zasad
(BER), polegajacego na usunieciu uszkodzonej zasa-
dy, wycieciu krdtkiego fragmentu DNA w poblizu
miejsca pozbawionego zasady (AP) i resyntezie
DNA. Obszerniejsze uszkodzenia DNA mogg by¢
usuwane przez system naprawy przez wycinanie nu-
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kleotydéw (NER). Zarowno BER jak i NER wyma-
gaja nieuszkodzonej drugiej nici DNA, ktdra stuzy
jako matryca dla odtworzenia prawidtowej struktury
pierwszorzedowej czgsteczki DNA. W DNA moga
takze wystepowac btednie sparowane lub niesparo-
wanc zasady i zardwno jedne jak i drugie, je$li nie
zostang naprawione, mogg prowadzi¢ do mutacji
typu tranzycji/transwersji i przesuniecia ramki od-
czytu. Btednie sparowane zasady mozna podzieli¢ na

Mutﬁ
Muga

ATP

v ATP

| MutS‘

Mut

Ryc. 1. Naprawa btednic sprawowanych zasad w E. coli.

trzy klasy (symbol gwiazdki podkresla niepra-
widtowg pare):

. puryna*pirymidyna (G*T, A*C)

. puryna*puryna (G*G, A*A, G*A)

. pirymidyna*pirymidyna (T*T, C*C, T*C)

Biednie sparowane zasady powstajg najczesciej
podczas replikacji DNA, rekombinacji homologicz-
nej i w wyniku spontanicznej demetylacji 5’-metylo-
cytozyny. Uszkodzenia te sg najczeSciej usuwane
przez system naprawy biednie sparowanych zasad
(MMR), ktéry tradycyjnie dzieli sie na dziatajacy w
obrebie bardzo krotkich, krotkich i dtugich odcin-
kow DNA. Najlepiej poznanym i scharakteryzowa-
nym systemem MMR jest poreplikacyjny system na-
prawy btednie sparowanych zasad Escherichia coli
uwarunkowany mctylacjg adeniny w sekwencji
5’-GATC-3’ dziatajagcy w obrebie dtugich odcinkow
DNA.

Il. Naprawa btednie sparowanych zasad u
E. coli

System naprawy biednie sparowanych zasad
E. coli moze rozpoznawaé i naprawia¢ wiekszos¢
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btednic sparowanych zasad, przy czym para CC jest
naprawiana z efektywnos$cig wyraznie nizszg niz po-
zostate niesparowania. Dodatkowo, system ten moze
rozpoznawac i naprawiaé uszkodzenia DNA w po-
staci krétkich (do 5 nt) jednoniciowych petli DNA
(Ryc. 1). Podstawowymi sktadnikami tego systemu
sg biatka mutS, mutL i mutH ajego substratem moga
by¢ btednie sparowane zasady w czgsteczce hemi-
zmetylowanego DNA, w ktérym ni¢ rodzicielska jest

MutH i
Mut

v MutI’ ‘f‘{tH
ExoVIl (Recld)
uvrD

SSB
polimeraza
ligaza
metylaza

ATP

zmetylowana, natomiast ni¢ potomna niejest [2-12],
Metylacja ma krytyczne znaczenie dla dziatania sys-
temu MMR u E. coli gdyz btednie sparowane zasady
sg szczegllnym typem uszkodzenia DNA, w ktérym
nie wystepuje zmiana struktury zasad, ustalenie za-
tem, ktéra z nich ma by¢ usuwana jest imperatywem.
Grupy metylowe sg przytgczane do nici potomnej
przez metylaze Dam do N6 adeniny wystepujgcej w
sekwencji 5’-GATC-3’ po replikacji a nie w jej cza-
sie, co umozliwia systemowi naprawy odr6znienie
nici rodzicielskiej od potomnej [8].

Biatko MutS jest homodimerem zbudowanym z
dwoch monomeréw, w ktérym mozna wyrdznié¢ do-
mene wigzaca niesparowane zasady (1), domene
tacznika (Il), domene rdzenia (I11), domene spi-
najacag (IV) i domene wigzaca ATP (V) [13-15], W
obecnosci substratu dwie podjednostki MutS for-
muja czasteczke w ksztatcie dysku zawierajagcym w
Srodku otwdr, w ktérym znajduje sie DNA,
wigzgcym domeny | iIV. Dwie domeny IV obejmujg
DNA w wiekszym rowku, za$ dwie domeny 1 od-
dziatujg z mniejszym rowkiem [13-15]. BezpoS$redni
kontakt z obszarem DNA zawierajagcym btedne spa-
rowania nastepuje poprzez fenyloalaning N-kofco-
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wego motywu GXFY, wystepujgcego w domenie I.
Motyw ten charakteryzuje sie wysokim stopniem za-
chowania miedzygatunkowego i zostat odnaleziony
w wiekszosci homologow biatka MutS w komadrkach
pro- i eukariotycznych [13,15]. W przypadku nie-
obecnos$ci substratu biatko MutS formuje czasteczke
przypominajaca ksztattem litere U. Prawdopodobnie
rozpoznanie fragmentu DNA zawierajgcego uszko-
dzenie, btednie sparowane zasady lub petle DNA,
jest warunkowane zmianami w strukturze DNA spo-
wodowanymi brakiem prawidtowego wigzania wo-
dorowego w miejscu uszkodzenia [15], W nastep-
nym etapie do kompleksu MutS-DNA przytgczany
jest ATP, co wywotuje zmiany w konformacji biatka
MutS, ktérych konsekwencja jest opuszczenie przez
homodimer miejsca uszkodzenia ijego przemiesz-
czenie zwytworzeniem petli, na szczycie ktdrej znaj-
duje sie fragment DNA zawierajgcy niesparowane
zasady [13,14,16,17].

Biatko MutH wigze sie z hemizmetylowanym
DNA i wykazuje aktywnos$¢ endonukleolityczng
[17]. Przytgczenie czagsteczki ATP do biatka MutS
powoduje aktywacje MutH. Biatko MutL, ktore two-
rzy kompleks z MutS i DNA, ma podobnie jak MutS
domene wigzacg ATP [18,19]. Hydroliza ATP przez
biatko MutL wydaje sie by¢ niezbedna do aktywacji
biatka MutH i ma znaczenie dla inicjacji naprawy i
formowania kompleksu naprawczego przez biatko
MutS [20], Hipoteze tg potwierdza fakt, ze biatko
MutL, a nie MutS, oddziatuje z biatkiem MutH [21],
Biatko MutL moze réwniez oddziatywaé z biatkiem
uvrD (helikaza II), ktére uczestniczy w naprawie
uszkodzen DNA w szlaku NER [22,23]. Dtugosé
fragmentu DNA podlegajgcego naprawie przez kom-
pleks MutHLS moze wynosi¢ do 1kpz [9,24]. Ponie-
waz jedna czasteczka uvrD moze rozwingé ni¢ na
dtugosci okoto 40-50 pz, rola biatka MutL moze po-
lega¢ takze na zapewnieniu ciggtoSci procesu
przytaczania sie helikazy Il itym samym kontynuacji
rozwiniecia dupleksu DNA od miejsca naciecia jed-
nej nici przez MutH, az do fragmentu zawierajgcego
niesparowane nukleotydy [23]. Rozwinigta ni¢ jest
nastepnie degradowana przez egzonukleazy. Gdy na-
ciecie nici znajduje sie po stronie 5’ uszkodzonego
fragmentu DNA, niezmetylowana ni¢ jest trawiona
przez egzonukleaze ExoVIII lub ReclJ, aich brak po-
woduje naprawy heterodupleksu
DNA, zawierajgcego niesparowane nukleotydy oraz
naciecie nici od strony 5’ miejsca uszkodzenia [25].
W przypadku, gdy naciecie nici znajduje sie od stro-
ny 3’ degradacja nici jest przeprowadzana przez eg-
zonukleaze Exol [25]. W procesie tym muszg brac
udziat réwniez inne enzymy, gdyz brak Exol nie po-

zahamowanie
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woduje utraty zdolnos$ci naprawy btednie niesparo-
wanych zasad przez kompleks mutHLS. Wytgczenie
genow kodujgcych biatka Recl, ExoVII oraz Exol
nie powoduje wzrostu poziomu mutacji spontanicz-
nych, co sugeruje, ze w szlaku MMR moze braé
udziat wiecej biatek o wiasciwosciach egzonukleazy
[26-28]. Jednym z nich moze byé ExoX, charaktery-
zujace sie wiasciwosciami egzonukleazy 5—» 373’
—» 57 [29], Nadekspresja ExoX w szczepie pozba-
wionym aktywnos$ci Exol zmniejsza ilos¢ mutacji
powodowanych przez promieniowanie UV, nato-
miast mutacje w genach kodujgcych ExoX, Recl.
ExoVII i Exol powodujg wzrost wrazliwosci komor-
ki na promieniowanie UV izwiekszenie ogdlnej nie-
stabilno$ci genomowej [30].

Jednoniciowy fragment DNA powstaty w wyniku
dziatania egzonukleaz systemu MMR jest ostaniany
przed degradacjg poprzez biatka SSB [24], Konco-
wym etapem procesu naprawy uszkodzen DNA przez
kompleks MutHLS jest synteza nici przez polimera-
ze DNA Ill. Bezposrednie powigzanie systemu
MMR z replikacjag DNA u E. coli potwierdza od-
dziatywanie biatka MutS z podjednostkg P polimera-
zy DNA 11l [31],

I1l. Naprawa biednie sparowanych zasad
w komadrkach cztowieka

Poznanie sekwencji genéw kodujacych biatka
biorgce udziat w naprawie DNA systemu MMR
E. coli pozwolito na poszukiwanie ich homologéw w
genomach innych organizméw. Do tej pory zidenty-
fikowano homologi genéw mutL i mutS, natomiast
brak jest doniesienn wykazujgcych istnienie genéw o
wysokim stopniu homologii z genem mutH E. coli.
Analiza filogenetyczna genéw nalezacych do rodzi-
ny homologéw genu mutS E. coli wskazuje, ze
wszystkie te geny moga pochodzié¢ od wspdélnego
przodka, ktdrego nalezy szukac u archebakterii [32],
Gen ten mégt trafi¢ do mitochondrium komdérki eu-
kariotycznej w wyniku procesu endosymbiozy, skad
nastepnie zostat przeniesiony do jadra, gdzie
nastapito zwiekszenie ilosci jego kopii. Opisano
réwniez przypadek odwrotnego transferu, kiedy gen
jgdrowy mshl S. cererisae zostat przeniesiony do ge-
nomu mitochondrium [32],

Wyniki badarn nad dziedzicznym niepolipowatym
rakiem jelita grubego (HNPC) pozwolity na identyfi-
kacje genéw oraz kodowanych przez nie biatek sys-
temu MMR u cztowieka (hnMMR). Zidentyfikowano
i opisano pie¢ homologdéw biatka MutS E. coli z cze-
go trzy hMSH2, hMSH3 i HMSH®6 biorg udziat w
rozpoznaniu miejsca uszkodzenia DNA powstatego
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w wyniku biednic sparowanych nukleotyddéw oraz
sze$¢ homologéw biatka MutL (http://www.cgal.ic-
net.uk/DNA_Repair_Genes.htmt#MMR stan na
dzien 02-04-2003).

Proces naprawy btednic sparowanych zasad u
cztowieka rozpoczyna sie od formowania heterodi-
meru zawierajacego biatka hMSH2 i hMSH3 Ilub
hMSHO6 [33, 34]. Dodanie heterodimeru hMSH2:
hMSHG6 (hMutSa) do ekstraktu komdrkowego uzy-
skanego z linii komoérkowej VoLo nowotworu jelita
grubego powoduje naprawe hcteroduplcksu DNA za-
wierajagcego blednie sparowane zasady [33], Brak
aktywnosci systemu MMR w komdrkach po-
chodzacych z tej linii moze byé spowodowany muta-
cjaw genie hmsh2, powodujgca brak ekspresji kodo-
wanego przez nic biatka [35]. Biatko hMSH2 moze
réwniez tworzy¢ kompleks z biatkiem hMSH3
(hMutS[3) oraz uczestniczy¢ w szlaku naprawy bted-
nie sparowanych zasad bez udziatu biatka hMSHé
[33]. Heterodimery hMutSa i hMutSp przytaczajag
rézne substraty — hMutSa tgczy sie preferencyjnie z
dupleksem DNA zawierajgcym uszkodzenie w posta-
ci btednie sparowanej pary zasad lub jednonukleoty-
dowe wypetlenie, natomiast hMutSp wigze DNA z
wypetleniem dwu- lub wiecej nukleotydowym [34,
36], Heterodimer MutSa moze rozpoznawac takze
wypetlenia DNA powstate w wyniku ,,po$lizgu” po-
limerazy DNA w replikacji. Zjawisko to zachodzi
przede wszystkim przy powielaniu odcinkow DNA
zawierajagcych sekwencje powtdrzone  wprost.
MutSa z wysoka specyficzno$cia moze rozpozna-
wac petle powstate w wyniku ,,pos$lizgu” polimerazy
DNA na traktach (CA)ni (G),, [37]. Brak jest Swia-
dectw podobnie wysokiej specyficznosci substrato-
wej w odniesieniu do kompleksu MutS[3. Specyficz-
nos¢ MutSa w usuwaniu pewnych, Scisle okreslo-
nych typoéw uszkodzen DNA, ktoérych Zzrddiem sa
niesparowane zasady oraz wysoka liczba ich kombi-
nacji pozwalajg przypuszczaé, ze istniejg inne nie-
opisane do tej pory biatka biorgce udziat w naprawie
niesparowanych zasad, dziatajgce podobnie jak hete-
rodimery MutSa oraz MutSp.

Kolejnym etapem naprawy jest przytgczanie hete-
rodimeru hMutLa zbudowanego z biatek hMLHI i
hPMS2, ktére sg homologami biatka MutL E. coli,
aktywujgcego endonukleaze MutH [38]. Rola hete-
rodimeru hMutLa moze, tak jak w przypadku MutL
E. coli, polegaé na rearanzacji kompleksu hMutSa
lub hMutSp z DNA iinicjowaniu procesu przytgcza-
nia innych sktadnikéw hMMR, jednakze wydaje sie,
ze hMutLa nie jest czynnikiem niezbednym dla
funkcjonowania tego systemu [38], hMMR moze
dziata¢ zaréwno w kierunku 5°—3’jak i 3’—5", a
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jego gtdéwng egzonukleazgjest, podobnie jak u bakte-
rii, Exol [39-47],

Konhcowy etap naprawy MMR u cztowieka — re-
synteza nici z wycietym fragmentem zawierajagcym
uszkodzenie — przeprowadzany jest przez polimera-
ze przy udziale jadrowego antygenu proliferujacych
komoérek, PCNA [48]. PCNA moze si¢ wigzaé z
hMSH2, hMLHI i hPMS2 i moze braé¢ udziat w roz-
poznawaniu uszkodzenia oraz rozréznieniu pomie-
dzy nicig uszkodzong i nieuszkodzong [49-51, 31],
Prawdopodobnie mechanizmem lezgcym u podstaw
rozpoznania nici zawierajgcej uszkodzenie jest me-
tylacja wysp CpG, co moze potwiedza¢ odkrycie
biatka MED1, ktére oddziatuje z biatkiem hMLHI
oraz odcinkiem DNA zawierajagcym zmetylowang se-
kwencje CpG [52,53].

IV. Naprawa btednie sparowanych zasad
w transformacji nowotworowej

Zaburzenia funkcjonowania systemow naprawy
DNA moga prowadzi¢ do niestabilnosci genomowej,
sprzyjajacej indukcji i rozwojowi transformacji no-
wotworowej [54-56], Dziedziczny niepolipowaty
rak jelita grubego moze by¢ zwigzany z inaktywacjg
biatek systemu MMR spowodowang mutacjami w
kodujacych je genach [57-62], Mutacje te powoduja
zaburzenia naprawy DNA w obszarach genomu za-
wierajgcych sekwencje mikrosatelitarne An, (GGC),,,
(CA)nisa specyficzne dla komérek nowotworowych
[63-65], Niestabilnos¢ takich sekwencji mikrosateli-
tarnych, poza rakiem jelita grubego (czesto$¢ wyste-
powania 12-28%), stwierdzono takze w rakach
zotadka (18-39%), jajnikow (16%), trzustki (67%)
oraz ptuc (45%) [66].

Wystepowanie HNPCC moze by¢ zwigzane z mu-
tacjami w genach hmlhl i hmsh2 oraz, w mniejszym
stopniu, w genie hpsml [67]. W ekstraktach jadro-
wych uzyskanych z kilku linii nowotworowych cha-
rakteryzujacych sie niestabilno$cig sekwencji mi-
krosatelitarnych stwierdzono brak aktywnego syste-
mu naprawy niesparowanych zasad [33, 68], Analiza
genetyczna tych linii komérkowych pozwolita na
stwierdzenie obecnosci zmutowanych alleli genow
hmihl [69], hmsh2 [70] i hpms2 [71]. Dodanie do
ekstraktu jagdrowego heterodimerow hMutSa lub
hMutLa przywracato zdolno$¢ naprawy heterodu-
pleksu zawierajgcego btednie sparowane zasady [33,
38],

Proces inaktywacji systemu MMR moze by¢ za-
poczatkowany mutacjg wjednym zjego genéw. Wie-
kszo$¢ takich mutacji ma charakter recesywny i do-
tyczy tylko jednego allelu. Aby doszto do catkowite-

129


http://www.cgal.ic-

go ,wyciszenia” genu potrzebnajestjeszcze mutacja
w drugiej jego kopii, co moze byé nastepstwem spon-
tanicznej mutacji, utraty heterozygotycznosci pod-
czas podziatu mitotycznego, konwersji genu lub
crossing-over. Opisano takze przypadki wystepowa-
nia nabytych, dominujgcych, nieaktywnych alleli
ludzkich homologéw biatek MutS oraz MutL [33,
72-77]. Ze wzgledu na swoj globalny zasieg mutacje
takie powoduja krétki czas przezycia organizmu od
momentu ich ujawnienia. Kolejnym mechanizmem
prowadzagcym do ,wyciszania” badZz znacznego
zmniejszenia aktywnos$ci systemu MMR sg zaburze-
nia we wzorze ekspresji genéw kodujgcych poszcze-
g6lne czynniki tego systemu. Zmiana ekspresji jed-
nego z biatek systemu MMR moze objawiac¢ sie w
rézny sposéb, na przyktad naprawiane moga byc¢ tyl-
ko uszkodzenia okreslonego typu lub zaburzeniu
moze ulec proces rozrdézniania nici. Zmiany te sg
trudne do okre$lenia, gdyz taki system MMR moze
pozostaé aktywny in vitro. W komdrkach drozdzy
S. cerevisae transkrypcja gendéw msh2, msho6 oraz
pmsl jest SciSle powigzana w czasie z procesem re-
plikacji DNA, natomiast poziom ekspresji pozo-
statych gendw MMR jest staty w trakcie catego cyklu
komérkowego [78]. Inaktywacja genu kodujgcego
biatko PSM1 u drozdzy wraz z rbwnoczesng nadeks-
presja tego genu dostarczonego w wektorze plazmi-
dowym powodowato nabywanie przez komérke fe-
notypu mutatorowego [78]. Fakt ten Swiadczy o nie-
zwyktej precyzji, z jakg komoérka reguluje czas oraz
poziom ekspresji poszczegdlnych elementow syste-
mu MMR, a w szczegdlnosci PMS1. Podobne zale-
znosci zaobserwowano u cztowieka [79].

Ekspresja genow kodujgcych biatka systemu
MMR moze sie zmienia¢ w odpowiedzi na metylacje
wysp CpG. Niespotykang wczes$niej metylacje regio-
nu promotorowego genu hmlhl zaobserwowano w
nowotworach jelita grubego; metylacja byta skorelo-
wana brakiem ekspresji tego genu i nieefektywnym
systemem MMR [80],

Nadekspresja biatka hMSH3 moze hamowaé ak-
tywnos$¢ systemu MMR. W wyniku amplifikacji
genu dhfr, kodujgcego reduktaze folianowg i
dzielgcego promotor z genem hmsh3, zwieksza sie
ilos¢ wytwarzanego biatka hMSH3, co zmienia sto-
sunek poziomdéw biatek kompleksu MutSa/MutS{3.
Zmniejszona ilos¢ heterodimeru MutSa moze nie za-
pewni¢ efektywnej naprawy wszystkich uszkodzen
DNA, bedacych wynikiem wystepowania btednie
sparowanych zasad, podczas gdy uszkodzenia DNA
w postaci petli sa naprawiane wydajnie. W efekcie
nastepuje zjawisko znacznego zwigkszenia czestotli-
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wosci wystepowania mutacji i nabywanie przez ko-
morke cech nowotworowych [81, 82],

V. Naprawa btednie sparowanych zasad
a opornos¢ na leki

Opornosé komoérek nowotworowych na leki jest,
obok niepozadanych efektdw ubocznych, najpowa-
Zniejszg przeszkodg terapii przeciwnowotworowej.
W szeregu badan stwierdzono korelacje pomiedzy
rozwojem opornosci i zaburzeniami funkcjonowania
systemu MMR [83-91].

Nieefektywnos¢ uktadu MMR moze by¢ przyczy-
na opornosci komoérek na 6-tioguaninge (6-TG) i
czynniki metylujgce: A-metylo-A/-nitrozomocznik,
temozolomid, dekabazin [92]. Cytotoksycznosé
6-TG jest uwarunkowana jej przeksztatceniem do
6-tioGTP i wprowadzeniem tak zmodyfikowanego
nukleotydu do DNA podczas replikacji. Zmodyfiko-
wana zasada ulega metylacji poprzez transfer grupy
metylowej z X-adenozynometioniny. Produkt tej re-
akcji moze tworzyé pary z tymina, dajac substrat dla
systemu MMR [93]. Analogiczny charakter ma me-
chanizm cytotoksycznego dziatania wielu innych
czynnikéw metylujgcych DNA, ktérych efektem
dziatania jest obecnos¢ w DNA 06meG, mogacej
tworzy¢ pary z tyming lub cytozyng, jednakze para
OrmeG-C nie jest naprawiana przez MMR i moze
prowadzi¢ do powaznych zaburzen funkcjonowania
komérki.

Opornosci na lek przeciwnowotworowy meto-
treksat (MTX) towarzyszy¢ moze nadekspresja genu
hmsh3, ktéry, jak juz wspominano, ma wspdélny pro-
motor z genem dhfr kodujgcym reduktaze dihydrofo-
lianowg (DHFR), majaca zasadnicze znaczenie dla
syntezy zasad azotowych [94], MTX jest inhibitorem
DHFR aoporno$¢ komdrek na ten lek wigze sie z am-
plifikacja genu dhfr i wzrostem ilosci jego produktu
[95, 96], Efektem tego procesu moze by¢ zmiana ilo-
$ci biatka hMSH3, ktére tworzy z hMSH2 kompleks
hMutSR. Poniewaz hMSH2 formuje z hMSH6 hete-
rodimer hMutSa, to zwiekszony poziom hMSH3
moze prowadzi¢ do zmniejszenia catkowitej ilosci
heterodimeru hMutSa poprzez zmniejszenie dostep-
nej puli hMSH2. W komdrkach biataczkowych linii
HL-60 stosunek hMutSa:hMutSR® wynosit 6:1, pod-
czas gdy w komoérkach HL-60R opornych na MTX,
byt on réwny 1:100 [96]. W konsekwencji system
MMR nie naprawia uszkodzen DNA spowodowa-
nych przez btednie sparowane zasady. UposSledzenie
systemu MMR wywotane przez MTX powoduje na-
bycie opornosci na inne zwigzki stosowane w terapii,
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w przypadku jesli proces ten wigze sie ze zmiang ak-
tywnosci hMutSa.

Nic zostaly jeszcze w petni wyjasnione mechani-
zmy opornosci komaérek z niesprawnym systemem
MMR na powszechnie stosowane w chemioterapii
leki cisplatyne (c/N-diamminodichloroplatyne) idok-
syrubicyne [92,97-99]. Cisplatyna tworzy preferen-
cyjnie wigzania krzyzowe pomiedzy sasiednimi lub
przedzielonymi jedng zasadg guaninami, zaburzajgc
replikacje i transkrypcje komorek nowotworowych.
Mechanizm cytotostatycznego dziatania cisplatyny
jest wiec odmienny od mechanizmu lezgcego u pod-
staw dziatania zwigzkéw metylujagcych, MTX i
6-TG. Niesprawny system naprawy biednie sparowa-

a) Rozpoznanie niesparowanych nukleotydéw

MSH2y MSH
ni¢ potomna .) P

nié rodzicielska -

blgdnie sparowane zasady,
jednonukieotydowe wypgtlenie

b) Formowanie kompleksu naprawczego

y
MSH2 MSHQ
MLHJ !
' PMS2

) Whcigcie, resynteza i ligacja

Rys. 2. Naprawa btednic sprawowanych zasad w komérkach cztowieka.

nych zasad moze powodowaé wzrost opornosci na
leki metylujgce 20-100 razy, natomiast na cisplatyne
— 1,5 do 3 razy [100-102],

Rozwaza¢ mozna co najmniej dwa mechanizmy
opornosci komoérek nowotworowych na cisplatyne.
Nieefektywny system MMR powoduje zwiekszenie
czestotliwo$ci wprowadzanych do genomu mutaciji,
ktore zmieniajg fenotyp komaérki na pozwalajacy jej
na przezycie w obecnosci cisplatyny. Precyzyjne
okreslenie charakteru mutacji oraz bedacych ich
konsekwencjg zmian fenotypowych, nie zostato do-
tychczas dokonane. W innym mozliwym mechani-
zmie, oporno$¢é komoérek nowotworowych na cispla-
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tynejest konsekwencja inaktywacji szlaku zaleznego
od biatka p53 [98], Wytaczenie tego szlaku czesto
jest powigzane z brakiem naprawy uszkodzen DNA
spowodowanych wystgpieniem btednie sparowa-
nych nukleotydéw. Podobnie jak w przypadku
pierwszego mechanizmu, molekularne aspekty tego
procesu sg ztozone i nie do konica poznane [98],

V1. Naprawa btednie sparowanych zasad
w mitochondrium

Mitochondrialny DNA jest bardziej wrazliwy na

uszkodzenia niz jego odpowiednik jadrowy ze
wzgledu na obecno$¢ reaktywnych zwigzkéw che-

aMSH3
g

. ni¢ rodzicielska

ni¢ potomna

wypgtienia DNA o wielkosci
od jednego do czterech nukieotydéw

micznych, towarzyszacych szlakowi oddechowemu
a takze brak histonéw [103]. W mitochondrium scha-
rakteryzowano szereg biatek, ktére biorg udziat w
naprawie uszkodzen DNA przez wycinanie zasad
[104,105]. Uszkodzenie zasady moze powstawaé w
wyniku dziatania reaktywnych form tlenu i mie¢ cha-
rakter mutagenny, tak jak na przyktad 7,8-dihydro-8-
-okso-deoksyguanina (8-0ksoG), ktéra moze prowa-
dzi¢ do transwersji GC —» AT [106]. Uszkodzenia ta-
kie w mitochondrium cztowieka sg wydajnie napra-
wiane przez biatko mtMYH, bedace homologiem
biatka MutY E. coli. mtMYH moze naprawiac bted-
nie sparowane pary zasad A*8-oksoG [105]. Opisa-
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no rdéwniez inne biatka mitochondrialne, Kktore
uczestniczg w procesie usuwania uszkodzen DNA
powstatych w wyniku oksydacyjnie zmodyfikowa-
nych zasad purynowych: hOGGI, hMYHI. Biatka te

saglikozydazami DNA, ktére wchodzaw sktad mito-

Tabela 1

naprawy niesparowanych nukleotydéw. Analiza z
uzyciem przeciwciat dla MSH2 nie wykazata
obecnosci biatek homologicznych do MSH2 w
mitochondriach watroby szczura [109]. Wynik
ten jest w pewnym sensie zaskoczeniem, gdyz

Sktadniki systemoéw naprawy btednic sparowanych zasad u E. coli i ich homologi u niektérych cukariontow

E. coli S. cerevisiac S. pombe C. elegans
MutS MSH2 MSH?2 MSH2
MSI-13 SWi4 —
MSIT6 MSI76 MSH6
MutL MLILI MLIII MLH1
PMS1 PMSI PMS1
MLH2 — —
MLH3 — —
MutH — — —
- EX01 EX01
chondrialnego systemu BER [107]. Biatka BER

mogg naprawiaC blednie sparowane nukleotydy
G*T, podczas gdy uszkodzenia DNA powstate w
wyniku btednie sparowanych zasad innego typu, w
tymG*G nie sg przez ten system usuwane [106,108].

G<>T
G<>G Z—A

hMSH2

j hMSH6

Q
hMutSa

hMSH2

; hMSH3 e

Q
hMutSp

CA— ‘ CGT

D. melanogaster A. thaliana H. sapiens
SPEL1 MSH?2 IVMSH2
— MSH3 hMSIL3
MSI 16 MH6 hMSH6
— MSFI7 —
MLII MLIII hMLHI
PMS2 PMS1 hPMS2
— MLH3 hMLH3
TOSCA Q9C7NS EXO!
wczesniej Chen i wsp. wykazali obecnos$¢

biatka MSH2 w takich mitochondriach [110],
Brak homologu biatka MSH2 sugeruje, ze mito-
chondrialny system MMR moze dziata¢ niezalez-
nie od biatka MSH2. Zaskakujgcym jest rowniez

CAGT

Rys. 3. Preferencja substratowa heterodimeréw bioracych udziat w naprawie uszkodzern DNA wywotanych przez btednic sparowane zasady i wy-
petlcnia DNA zbudowane z jednego, dwdch, trzech i czterech nukleotydéw.

Btednie sparowane nukleotydy G*T oraz G*G
moga by¢ usuwane z DNA przez ekstrakty komérko-
we watroby szczura, a wydajno$¢ tego procesu zale-
zy od stezenia ATP ijonéw dwuwartosciowych, ana-
logicznie jak w naprawie uszkodzen DNA przez
jadrowy system MMR [109]. Zatem w mitochon-
driach komorek watroby szczura istnieje system na-
prawy btednie sparowanych zasad homologiczny do
jadrowego systemu MMR. Jak dotychczas brak jest
danych, ktére pozwolityby na identyfikacje biatek
wchodzgcych w sktad mitochondrialnego systemu
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fakt braku preferencji przy wyborze odpowiedniej
nici w procesie naprawy btednie sparowanych nu-
kleotydéw [109], Brak dyskryminacji jednej nici
podczas procesu naprawy btednie sparowanych
zasad moze doprowadzié, w przypadku wyboru
nici zawierajgcej nieprawidtowy nukleotyd jako
matrycy w procesie naprawy, do powstania muta-
cji. Fakt ten ttumaczy wysoki stopied zmiennosci
mtDNA w poréwnaniu do jadrowego DNA [111],
112]. Jednakze uszkodzenia DNA powstate w wy-
niku btednie sparowanych zasad zostatyby napra-
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Rys. 4. Znaczenie zaburzen funkcjonowania systemu MMR w oporno-
§ci na leki przcciwnowotworowe: Af-metylo-jY -nitrozomocznik
(MNU), 6 tioguanine (6-TG) i m-diamminodichloroplatyne
(cisplatyne).

wione podczas nastepnej replikacji mtDNA i w ta-
kim przypadku wcze$niejsza interwencja systemow
naprawczych jest niekorzystna dla bilansu energe-
tycznego komorki. W Swietle uzyskanych do tej pory
danych mozna przyjaé, ze system MMR w mitochon-
drium stuzy przede wszystkim do naprawy uszko-
dzen DNA wystepujacych w postaci krotkich wype-
tlern nici DNA [109]. Hipoteze tg mogg potwierdzac
wyniki badan aktywnos$ci jadrowego systemu MMR
w komdrkach z nieaktywnym genem kodujacym
biatko hMSH2. Ekstrakty uzyskane z tych komdrek
sq zdolne do naprawy uszkodzeA DNA obecnych w
postaci krotkich wypetleA, oraz w niewielkim stop-
niu naprawiajg btednie sparowane zasady [113]. Nie
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mozna zatem wykluczyé, ze naprawa niesparownych
nukleotydéw w mitochondrium jest przeprowadzana
przez mitochondrialny homolog biatka, kt6re jest od-
powiedzialne za naprawe poreplikacyjnych uszko-
dzen DNA w komdrkach nieaktywnym biatkiem
hMSH2.

VII. Uwagi koncowe

Btednie sparowane zasady powstajg w DNA kaz-
dego organizmu przede wszystkim jako konsekwen-
cja btedow w syntezie replikacyjnej i naprawczej,
chemicznej modyfikacji zasad oraz rekombinacji po-
miedzy nieidentycznymi sekwencjami DNA. Napra-
wa btednie sparowanych zasad odgrywa zasadniczg
role w utrzymaniu stabilno$ci genomowej, a utrata
zdolnosci MMR moze by¢ podstawa genetycznego
uwarunkowania powaznych choréb, w tym nowo-
tworéw ztosliwych. Brak prawidtowego funkcjono-
wania systemu MMR obserwowany jest tez w wielu
rakach sporadycznych. Wyniki badan przeprowadzo-
nych w ostatnich latach wskazujg takze, ze zaburzo-
ne dziatanie MMR moze stanowi¢ podstawe rozwoju
opornosci komdrek rakowych na niektére leki prze-
ciwnowotworowe, w tym cisplatyne i antybiotyki an-
tracyklinowe. Moze to by¢ konsekwencja niestabil-
nosci genomowej wywotanej utratg MMR i zwiek-
szonym tempem mutacji w kodujgcych iregulatoro-
wych obszarach genéw, ktérych produkty moga
okre$la¢ reakcje komorek nowotworowych na lek.
Utrata MMR moze byé rowniez zwigzana z oporno-
§cig na promieniowanie jonizujace.

Nadzieje na postep w dalszym poznaniu mechani-
zmdw iznaczenia MMR stwarza dostepno$¢ myszy z
mutacjami typu utraty funkcji w genach mutS i mutL.
Badania z uzyciem takich myszy pozwolity na szcze-
g6towg analize konsekwencji inaktywacji MMR po-
przez wytaczenie tych genéw oraz na doktadne okre-
$lenie ich znaczenia biologicznego, w szczeg6lnosci
ich indywidualnej roli w supresji transformacji no-
wotworowej. Pomimo, ze fenotyp nowotworowy
moze zalezeé od gatunku, funkcje MMR sg stosunko-
wo dobrze zachowane pomiedzy gatunkami. Ponie-
waz obszary kodujagce genéw MMR u cztowieka i
myszy sg w wysokim stopniu zachowane, to wydaje
sie mozliwe stworzenie linii komoérkowych wy-
wodzacych sie z myszy charakteryzujgcych sie zmia-
nami genetycznymi charakterystycznymi dla chordb
cztowieka zwigzanych z zaburzeniami MMR, w tym
dla dziedzicznego niepolipowatego rakajelita grube-
go. Wydaje sie prawdopodobne, ze badania takie be-
dzie mozna rozwina¢ w kierunku poszukiwan bar-
dziej ogdlnego znaczenia konsekwencji fenotypo-
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wych zmian w sekwencji gendw kodujgcych biatka
naprawy DNA.
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RNAi — interferencja RNA — skuteczny sposob na

cisze*

RNAiI— RNA interference — an efficient way for silence

DANIEL BAK

Spis tresci:
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IV. Lokalizacja komoérkowa RNAI
V. Pokoleniowe przekazywanie i rozpowszechnianie RNAI
w organizmie
V1. Mikro RNA (ang. miRNA)
VII.Préby terapeutycznego wykorzystania RNAI
VI1I-1. Strategie dostarczania terapeutycznego RNA
do komérek
VIIIl. Znaczenie biologiczne posttranskrypcyjnego
wyciszania genéw (ang. PTGS)
IX. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrotow: dsRNA — dwuniciowe RNA
(ang. double-stranded RNA); LPS —- lipopolisacharyd otoczek
bakteryjnych (ang. Lipopolysaccharide); miRNA — mikroRNA
(ang. microRNA); NMD — degradacja czasteczek mRNA za-
wierajacych przedwczesny kodon terminacji translacji (ang.
Nonsense-Mediated Decay)', PKR — kinaza biatkowa zalezna
od dsRNA (ang. Protein Kinase RNA-dependent); pre-mRNA—
prekursorowy mRNA; PTGS — posttranskrypcyjne wyciszanie
genu (ang. Post-transcriptional Gene Silencing); RNAi — inter-
ferencja RNA (ang. RNA interference); RdRP — polimeraza
RNA zalezna od RNA (ang. RNA-dependent RNA Polimerase);
RISC — kompleks wyciszajgcy indukowany przez RNA (ang.
RNA-induced Silencing Complex); rRNA — rybosomalny RNA
(ang. ribosomal RNA); siRNA — mate interferencyjne RNA
(ang. small interfering RNA); 3’UTR — 3'-konhcowy region
transkryptu nie ulegajacy translacji (ang. 3’ Untranslated Re-
gion); VIGS — wyciszanie ekspresji genu indukowane obecno-
$cig w komorce wirusowego dsRNA (ang. Virus-induced Gene
Silencing)

W jednym z ostatnich numeréw Postepéw Bioche-
mii ukazat sie artykut na temat interferencyjnego

RNA [1]. W publikacji znajduje sie omdéwienie pod-
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stawowego mechanizmu interferencji RNA (RNAI,
ang. RNA interference) oraz szereg informacji po-
zwalajgcych na zrozumienie biologicznego sensu ist-
nienia opisanych mechanizméw. Ponadto Czytelnik
odnajdzie tam opracowanie metod stosowanych w
badaniach nad RNA.I.

Wszystkie powyzsze zagadnienia zostang tutaj w
duzej mierze pominiete — jednak w taki sposob, aby
nie zaburzy¢ odbioru artykutu, jako spdjnej catosci.
Wiele watkow z pracy Wy sz ko iwsp. [1] jest kon-
tynuowanych — zostaty one rozbudowane.

I. Czym jest interferencja RNA ?

Interferencja RNA jestjednym z epigenetycznych
mechanizmow regulacji ekspresji gendw [1,2]. Klu-
czowym sktadnikiem tego uktadu regulacyjnego jest
dwuniciowy RNA — dsRNA (ang. double-stranded
RNA), powodujgcy degradacje homologicznych

*Patrz: ,,Postepy Biochemii” 2003, 49: 2-8, Eliza Wyszko. Wi-
told Szaflarski, Jan Barciszewski — ,Interferencyjny RNA —
molekularny regulator ekspresji genu”.
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czasteczek RNA. Og6t procesow komorkowych,
prowadzacych ostatecznie do wspomnianej degrada-
cji RNA, okres$la sie wtasnie jako interferencje RNA
[2], Skrot ,RNAI” wydaje sie byé zarezerwowany
dla procesow zachodzgcych w komdrkach zwierze-
cych. RNAI jest jednak tylko sktadowg og6tu proce-
séw posttranskrypcyjnego wyciszania ekspresji ge-
néw (ang. PTGS, Post-transcriptional Gene Silen-
cing), ktére pierwotnie odkryto u roslin [3-5].

Il. Mechanizm dziatania RNAI

Wydaje sie, ze podstawowy mechanizm dziatania
RNAI jest silnie konserwowany ewolucyjnie i wyste-
puje prawdopodobnie u wiekszosci, jeSli nie u
wszystkich organizmoéw eukariotycznych [2, 6]. Pro-
cesy sktadajgce sie na mechanizm RNAI (Ryc. 1) po-
dzielono na dwa etapy: etap inicjacyjny oraz etap
efektorowy.

I1-1. Etap inicjacyjny

Na etapie inicjacji czgsteczka dsRNAjest cieta na
fragmenty o diugosci 21-23 nukleotydow, zwane
matymi interferujgcymi RNA, czyli siRNA (ang.
smali ijiterfering RNA) [7]. Proces fragmentowania
jest przeprowadzany przez enzym typu RNazy Il
(ang. RNase Ill-like). Enzym ten, u D. melanogaster
zwany Dicer, jest rybonukleazg specyficzng wzgle-
dem dsRNA [1, 8],

Rybonukleazy o charakterze RNazy Ill, dla kté-
rych sugeruje sie udziat w procesach inicjujgcych
RNAIi, mozna podzieli¢ na trzy grupy. Bakteryjna
RNaza Ill zawiera pojedynczg domene katalityczng
oraz domene wigzgcg dsRNA. Peini ona funkcje
m.in. w procesach enzymatycznej przebudowy
rRNA(ang. rRNA processing) [9]. Homologi RNazy
Il charakterystyczne dla roslin i zwierzat podzielié
mozna na dwie rodziny. Pierwsza z nich — nukleazy
Drosha, obejmuje enzymy zawierajgce dwie domeny
katalityczne oraz domene wigzacg dsRNA [10]. Dru-
ga rodzina — nukleazy Dicer, rézni sie od nukleaz
typu Drosha wystepowaniem N-korficowej domeny
helikazowej, zaleznej od ATP [8]. Udziat wtasnie
tego typu RNaz zasugerowano w mechanizmach opi-
sujagcych RNAI [8]. Biatka nalezgce do rodziny RNaz
typu Dicer, zidentyfikowane m.in. u D. melanoga-
ster, A. thaliana, C. elegans, N. crassa i ssakow, sg
silnie konserwowane ewolucyjnie. W kazdym przy-
padku wykazano, ze RNaza specyficzna dla danego
gatunku rozpoznawata i hydrolizowata dsRNA, za$
produktem reakcji byty siRNA o typowej charaktery-
styce [8, 11, 12].
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11-2. Etap efektorowy

W etapie efektorowym siRNA staje sie czeScia
wielobiatkowego kompleksu zwanego RISC (ang.
RNA-i_nduced Silencing Complex) [13], W procesie
zaleznym od ATP siRNA, bedacy juz czeécig RISC,
ulega rozpleceniu do postaci jednoniciowego kwasu
rybonukleinowego [14], Obecnos$¢ tych krétkich,
jednoniciowych fragmentéw RNA aktywuje kom-
pleks RISC. Jednoniciowy RNA tworzy pary typu
Watsona-Cricka z komdrkowymi transkryptami, kt6-
re zawierajg regiony komplementarne do siRNA [14,
15]. Nastepnym krokiem jest degradacja komple-
mentarnego transkryptu przez nie zidentyfikowang
do tej pory endorybonukleaze. Endonukleolityczne
ciecie odbywa sie w regionie transkryptu komple-
mentarnym do siRNA, w odlegtosci ok. 10-12 nukle-
otydéw od kornica 3’ siRNA [16, 17]. Catkowita hy-
droliza transkryptu wymaga aktywnosci egzonukle-
az [13]. Sugeruje sie, ze przynajmniej u Drosophila,
egzonukleaza jest czescig RISC [12],

Zidentyfikowano jedynie czesé biatek
wchodzacych w sktad kompleksu RISC. Wsrdod nich
znalazty sie biatka nalezgce do rodziny Argonaute
[1, 18], Biorg one m. in. udziat w mechanizmach typu
RNAIi oraz w procesach regulacji rozwoju organi-
zmow. Prawdopodobnie w wielu przypadkach te
funkcje sie nie wykluczajg. Przeciwnie, coraz cze-
§ciej sugeruje sie udzial mechanizméw wyciszania
ekspresji genow w regulacji rozwoju organizméw ro-
Slinnych i zwierzecych [18].

Biatka Argonaute maja silnie zasadowy charakter,
ktory moégtby sprzyjaé wigzaniu przez nie czasteczek
RNA. Istotnie, stwierdzono, ze przynajmniej niektd-
re z tych biatek wykazuja te zdolno$¢ [19, 20].

I1l. Cechy czgsteczek RNA indukujgcych
RNAI

Czagsteczki RNA indukujgce mechanizmy RNAI
charakteryzujg sie specyficzng strukturg oraz specy-
ficznymi wtasSciwosciami chemicznymi. Parrish i
wsp. [21] podjeli probe okreslenia wspomnianych
cech, wykorzystujagc najlepiej poznany pod wzgle-
dem RNAIi organizm modelowy — C. elegans. W
pierwszej serii doswiadczen wykorzystano dsRNA o
réznej diugosci (62-242 pz) i nie zachodzacych na
siebie wzajemnie sekwencjach. Sekwencja nukleoty-
dowa segmentéw pokrywata 717-nukleotydowy
fragment sekwencji kodujgcej docelowego genu
(ang. targeted gene). Kazdy dsRNA indukowat
RNAI, cho¢ z rézng efektywnos$cig. Niewazne byto,
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ktéremu fragmentowi sekwencji docelowego genu
odpowiadat segment dsRNA.

W  kolejnej serii eksperymentow
dsRNA, ktérych sekwencja odpowiadata, nie za-
chodzgcym na siebie, fragmentom docelowego genu.
W sekwencjach tych nie wystepowaty odpowiednio:
A, G, U lub C. Tylko wjednym z przypadkow (brak G)
nie udato sie wywota¢ RNAIi. Takze w tym ekspery-
mencie wykazano, ze sktad nukleotydéw w sekwencji
dsRNA wydaje sie nie odgrywa¢ zasadniczej roli.

W badaniach tych potwierdzono réwniez, ze tylko
dsRNA jest w stanie indukowa¢ RNAi. Wykorzysta-
no do tego RNA, ktérego sekwencja odpowiadata
dwom roéznym genom docelowym w uktadzie cis.
RNA przygotowywano w ten sposob, ze jedynie
cze$S¢ segmentu miata charakter dwuniciowy. Po
wstrzyknieciu RNA do nicienia stwierdzono RNAI
skierowane tylko ,przeciwko” genowi, ktérego se-
kwencje reprezentowaty w RNA dwie nici: sensowna
i antysensowna.

Modyfikacje szkieletu fosforanowo-cukrowego
oraz zasad azotowych dostarczyty jednak dowodéw
na nieréwnocennos$¢ nici: sensownej i antysensow-
nej w mechanizmach RNAIi. Stwierdzono ponadto,
ze to prawdopodobnie ni¢ antysensowna oddziatuje
bezposrednio z transkryptem docelowego genu, co
»Skazywatoby” transkrypt na degradacje.

Okazato sie ponadto, ze zdoIlno$¢ do indukowania
RNAi wymaga wystepowania dsRNA w formie heli-
kalnej. Manipulacje topologiczne (modyfikacje che-
miczne zasad azotowych), zaburzajgce strukture he-
lisy typu A, redukowaty indukujgce witasciwosci
dsRNA.

Wydaje sie, ze powstawanie czasteczek siRNA o
statej dtugosci 21-23 nukleotydéw zapewnia wysoka
specyficzno$¢ mechanizméw RNAi. W
zaniach pomija sie jednak fakt istnienia rodzin wie-
logenowych — zespotéw gendw o wysokim stopniu
wzajemnej homologii [22]. Tymczasem postuluje
sie, ze dsRNA reprezentujgcy sekwencje homolo-
giczne, choé¢ nieidentyczne z docelowym genem,
mogtby by¢ wykorzystany do indukcji mechani-
zméw RNAI, wyciszajacych ekspresje tego genu.
Warunkiem, jaki musiatby spetniaé gen miataby by¢
obecno$¢ segmentow ciggtej sekwecji, prawdopo-
dobnie o dtugosci >30-35 nukleotydow, identycznej
z sekwencjg dsRNA. Sugeruje to dolng granice ho-
mologii miedzy sekwencjami — ok. 90% [21, 23],

stosowano

rozwa-

IV. Lokalizacja komorkowa RNAI

Kwestia przedzialu komdrkowego, w ktédrym
miatoby przebiega¢ RNAIi pozostaje nie rozstrzy-
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gnieta. Wiekszos¢ dowodow wskazuje, ze RNAI jest
procesem cytoplazmatycznym. Wykazano m in. wy-
ciszenie ekspresji genéw, ktérych transkrypty aku-
muluja sie w oocytach myszy w trakcie oogenezy
[24]. Podobnie replikacja wiruséw RNA, przebie-
gajaca w cytoplazmie, jest wstrzymywana na drodze
zaleznej od RNA tak w roslinach, jak iu ssakéw [25,
26]. W komorkach cztowieka transkrypty obecne na
obszarze nukleoplazmy sg odporne na proces degra-
dacji indukowany przez siRNA [27]. Ponadto, jedy-
ny znany ludzki homolog Dicer zidentyfikowano na
terenie cytoplazmy komaérek Hela [28], Zaréwno u
roslin [29], jak i u D. melcinogaster [30] mozna
wywotaé RNAI stosujagc transgeny zawierajgce od-
wrdcone sekwencje powtdorzone — ich transkrypty
tworzag dsRNA w postaci ,,spinki do wioséw” (ang.
hairpin dsRNA), ktdre po transporcie do cytoplazmy
mogtoby by¢ ciete do postaci siRNA. Wykazano, ze
transgeny tego typu indukujg RNAI bardziej efek-
tywnie, jesli dsRNA zawiera intron oraz sygnaty po-
liadenylacji. Takie dsRNA miatoby fatwiej ulegaé
eksportowi do cytoplazmy [31],

Okazato sie takze, ze RNAiI mozna wywotaé sto-
sujac siRNA homologiczne jedynie do introndw
[32]. Sugerowatoby to, ze pre-mRNA obecne w
jadrze komdérkowym réwniez mogtoby podlegaé me-
chanizmom RNAIi. Dodatkowe watpliwos$ci wnosi
analiza RNAi u Chlamydomoncis reinhardtii. Wyste-
pujace u tej zielenicy biatko MUT-6 jest helikazg
RNA obecng w jadrze komérkowym, wymagang w
mechanizmie PTGS [2, 33]. Wykazano ponadto, ze
helikaza MUT-6 jest konieczna w procesie degrada-
cji transkryptéw transpozonowych nie ulegajgcych
poliadenylacji [33]. Przyjmuje sie, ze brak poliade-
nylacji powoduje retencje tych transkryptow w
jadrze komérkowym [2]. W Swietle opisanych fak-
téow pytanie o istnienie jadrowego kompleksu typu
RISC, a wiec ijadrowych mechanizméw RNAI, po-
zostaje otwarte.

V. Pokoleniowe przekazywanie i rozprzes-
trzenianie RNAi w organizmie

Poprzez wprowadzenie dsRNA wykazano, ze ce-
cha wyciszenia ekspresji przynajmniej kilku genéw
moze byé u C. elegans przekazywana potomstwu
[34-36], Zjawisko takie opisano takze w rodzaju Tri-
bolium (Coleoptera) [37].

U nicienia C. elegans zaobserwowano wyciszenie
konkretnych genéw w przypadku osobnikdéw pokole-
nia Fi, bedgcych potomstwem hermafrodytycznego
osobnika rodzicielskiego, ktéremu wczesniej
wstrzyknieto odpowiedni dsRNA [34-36]. W wiek-
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sz0Sci przypadkdéw przywrdcenie ekspresji docelo-
wego genu obserwowano juz w pokoleniu F2 [34,
36], Jedynie w eksperymentach, w ktorych RNAI do-
tyczyto gendéw ulegajacych ekspresji w linii zenskich
komorek ptciowych, RNAi obserwowano w pokole-
niu F2, aw mniejszym stopniu réwniez u osobnikow
w kolejnych pokoleniach [38], Wykonanie krzyzé-
wek genetycznych pozwolito stwierdzié, ze przeka-
zanie opisywanej cechy potomstwu wigze sie z obec-
noscig w oocytach, badz plemnikach czynnika o do-
minujgcym charakterze [38].

Wiadomo, ze dziedziczenie niektérych efektow
epigenetycznych wigze sie z odwracalnymi zmiana-
mi w obrebie danego genu, lub struktury chromatyny
w regionie sekwencji tego genu. Hipoteze te spraw-
dzono u C. elegans. Wyhodowano szczep nicienia,
ktérego samce, nalezgce do pokolenia Fi, miaty dele-
cje jednego z dwoch alleli genu, wzgledem ktorego
mozna byto u nich indukowa¢ RNAi. Plemniki sam-
cow, nie zawierajgce dzikiego allela docelowego
genu, byty zdolne do przekazania pokoleniu F2cechy
wyciszenia ekspresji danego genu przez odpowied-
nie dsSRNA. Tak wiec przekazanie tej cechy pokole-
niu F2 okazato sie nie by¢ zwigzane z docelowym lo-
cus [38].

U C. elegans zidentyfikowano dwie grupy genow
koniecznych dla zaistnienia RNAi [35]. Mutanty w
genach nalezgcych do pierwszej grupy: rde-1 irde-4
(rde, ang. RNAi-deficient), wykazuja defekt mecha-
nizméw RNAI. Poza tym ich fenotyp wydaje sie nie
zmieniony. Mutanty w genach drugiej grupy: rde-2,
rde-3, mut-2, mut-7 (mut, ang. mututor), wykazujg
defekt mechanizmoéw RNAI, a ponadto charaktery-
zujg sie aktywacja transpozondéw na zwiekszonym
poziomie, obnizona ptodnos$cig oraz wysokg czesto-
$cig utraty chromosomu X w czasie mejozy, skut-
kujagca zwiekszonym odsetkiem samcéw. W bada-
niach nad genetycznymi uwarunkowaniami procesu
przekazywania efektu wyciszenia docelowych ge-
néw G rish ok iwsp. [38] analizowali funkcje czte-
rech ze wspomnianych wcze$niej genéw: rde-1,
rde-4, rde-2 i mut-7. Wykazano, ze przekazanie
osobnikom pokolenia F, i F2 cechy wyciszenia eks-
presji docelowego genu wymaga ekspresji genu
rde-1, ale tylko u osobnikéw rodzicielskich. Ekspre-
sja gendw rde-2 i mut- 7 byta natomiast konieczna tak
w organizmach rodzicielskich, jak i u osobnikéw w
pokoleniach Fi i F2. Wykazano ponadto, ze efekty za-
lezne od ekspresji genu rde-1, bezwzglednie wyma-
gaja ekspresji genu rde-4. Przypuszcza sie, ze pro-
dukty gendéw rde-1 irde-4 biorg udziatl w tworzeniu
pozagenowego czynnika, ktory warunkowatby prze-
kazywanie ,cechy RNAI” z pokolenia na pokolenie.
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Proponowane rozwigzanie zaktada funkcje efektoro-
we dla produktow genéw rde-2 i mut-7.

Dziedziczenie efektu wyciszenia ekspresji kon-
kretnych genéw oraz uogd6lniony charakter tego wy-
ciszenia w catym ciele C. elegans, wskazuje na ko-
niecznos$é istnienia mechanizméw powielania i roz-
przestrzeniania ,,sygnatu” wyciszajgcego ekspresje.
Mechanizmy posttranskrypcyjnego wyciszania ge-
néw zalezne od dsRNA, obserwowane u ro$lin oraz u
C. elegans, wymagajg obecnosci biatka o charakte-
rze polimerazy RNA zaleznej od RNA-RdRP (ang.
RNA-directed RNA jiolymerase). Proponowany mo-
del rozprzestrzeniania RNAIi zaklada, ze siRNA
miatoby stuzyé jako starter syntezy wtérnych czaste-
czek dsRNA na matrycy transkryptéw docelowego
genu [39, 40], Powstajace czasteczki dsRNA
miatyby by¢ ciete przez nukleaze Dicer, a produktem
hydrolizy bytyby nowe czasteczki siRNA, akty-
wujace kompleks RISC [39, 40]. Zgodnie z powyz-
szymi zatozeniami udato sie uzyska¢ wyciszenie
konkretnych genoéw, wstrzykujac C. elegans krdtkie
antysensowne oligomery RNA [41]. Poniewaz biatka
RDE-1 i RDE-4 wymagane sgjedynie w procesie ini-
cjacji RNAI itylko u nicieni pokolenia rodzicielskie-
go, to wyjasnienia wymaga kwestia dostarczania
wtornych czgsteczek dsRNA do nukleazy Dicer. Mo-
zliwe jest, ze RARP tworzy kompleks z Dicer. W ten
sposéb nowo powstajace dsRNA bytyby od razu do-
stepne dla Dicer, bez koniecznos$ci angazowania
biatek RDE-1 i RDE-4 [2],

RNAIi u C. elegans cechuje systemowy, uog6lnio-
ny — w kontekscie catego organizmu — charakter
tego zjawiska. Wstrzykniecie dsRNA do danej tkanki
nicienia skutkuje wyciszeniem ekspresji konkretne-
go genu takze w innych tkankach [34], Systemowy
charakter RNAi z pewnos$cia wymaga powielania
blizej nie sprecyzowanego sygnatu, wywotujgcego
ogdlnoustrojowy efekt RNAIi (jedynie komorki ner-
wowe nie wykazuja, lub wykazujg na obnizonym po-
ziomie, zjawiska RNAi [42] . Poszukiwano wiec
loci, odpowiedzialnych za defekt systemowgo
RNAI, ale bez wptywu na inicjacje i utrzymywanie
typowego, ograniczonego do konkretnej tkanki.
RNAi. Winston i wsp. [45] zidentyfikowali loci
sid (ang. systemie RNA ijiterference-deficient). Uzy-
skane mutanty podzielono na 3 grupy komplementa-
cyjne — sid-1, -2, -3. Znanajest w tej chwili wstepna
charakterystyka loeus sid-1. Produktem genu sid-1

Nstniejg jednak doniesienia o efektywnym uzyskiwaniu RNAI
w komérkach uktadu nerwowego C. elegans: [43, 44]



jest biatko SID-1 zawierajagce prawdopodobnie 11
domen transbtonowych i lokalizowane w peryferycz-
nych obszarach komorki. Jego funkcja pozostaje nie-
znana. Mozliwe, ze stanowi ono kanat btonowy dla
dsRNA, siRNA, lub innej, nie zidentyfikowanej
czasteczki sygnatowej [45]. Nie wykluczone, ze
biatko tojest receptorem btonowym dla nie poznane-
go jeszcze czynnika sygnalnego, decydujgcego o
rozprzestrzenieniu sie¢ RNAi w organizmie C. ele-
gans [45].

~—--> dsRNA

UL L et

VI. MikroRNA

Wspominana wczeéniej nukleaza Dicer jest w sta-
nie wytwarzaé, rézng od siRNA, klase czasteczek
RNA. Sg to miRNA (ang. mieroRNA) — krotkie
czasteczki RNA o dtugosci 21-23 nukleotydow [48,
49]. W odrdznieniu jednak od siRNA sgto czgsteczki
jednoniciowe [50]. miRNA wystepujg powszechnie
u roslin, bezkregowcow i kregowcow. Jednymi z od-
krytych jako pierwsze byty lin-4 i let-7, okreslone

(T

“Hairpin”
pre-miRN

Rozpoznanie oraz przecigcie

Aktywnos¢ nukleazy Dicer,
lub jej homologow

miRNA L1 — jppe funkcje
np. inhibicja
translacji
Tworzenie

kompleksu
z biatkami

siRNP (RISC);
miRNP (?)

Modulowanie struktury
chromatyny

docelowego transkryptu

Ryc. 1. Wynikiem aktywnos$ci nuklcazy Diccr sg sSiRNA i miRNA. Aby petni¢ swe funkcje siRNA musi utworzy¢ kompleks z biatkami (SiRNP);
miRNA moze natomiast wptywac na ekspresje genéw bezposrednio, lub prawdopodobnie tak jak siRNA — takze po utworzeniu kompleksu z

biatkami (miRNP). Linig przerywang (

) zaznaczono, mogacy dodatkowo istnie¢ w komérce, szlak amptifikacji czasteczek dsRNA,

bedacych substratem nuklcazy Diccr — na matrycy komérkowych docelowych transkrypléw polimeraza RNA zalezna od RNA syntetyzuje

nowe czasteczki dsSRNA (polimeraza ta wystepuje u A. thaliana

oraz C. elegans, ale nie D. melanogaster i cztowieka). Dicer — nukleaza wy-

twarzajaca SiRNA z dluzszych czasteczek dsRNA oraz miRNA z prckursorowych pre-miRNA; dsRNA — dwuniciowc RNA, miRNA —
mikroRNA; RdRP — polimeraza RNA zalezna od RNA; RISC — kompleks wyciszajacy indukowany przez RNA— jest prawdopodobne, ze w
jego sktad moze wchodzi¢ nic tylko siRNA, ale takze miRNA; siRNP/miRNP to kompleksy rybonukleoproteinowe, ktérych komponent rybo-

nukleinowy stanowig odpowiednio: siRNA (w#asnie ten komple

ks okreslono pierwotnie jako RISC) lub miRNA; oznaczenie CH3symbolizuje

metylacje — jedna z modyfikacji DNA, wptywajaca na aktywno$¢ transkrypcyjng chromatyny; zacicniowane elipsy symbolizuja biatkowy

komponent komplekséw RNP.

Proteomy — mysi i ludzki, zawierajg biatka bar-
dzo podobne w sekwencji aminokwasowej do SID-1,
co mogtoby sugerowac, ze RNAIi u tych ssakéw ma
rowniez systemowy charakter [45].

Takze procesy posttranskrypcyjnego wyciszania
ekspresji genéw opisane u roslin, moga rozprzestrze-
nia¢ sie w obrebie organizmu. Rowniez w tym przy-
padku zaobserwowano przekazywanie wspomnianej
cechy potomstwu [46, 47],
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wtedy jako stRNA (ang. smali temporal RNA) [51,
52], Sa to RNA stwierdzone u C. elegans, biorace
udziat w regulacji mechanizméw rozwoju nicienia.
Czasteczki te wigzg sie w obrebie regionéw 3’UTR
docelowych transkryptéw, przy czym wigzana se-
kwencja nie jest w petni komplementarna do sekwen-
cji miRNA. Skutkiem opisanego oddziatywania jest
zablokowanie translacji docelowych transkryptow.
Funkcja innych znanych miRNA pozostaje nic wyja-
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$niona. Coraz wiecej wskazuje jednak na wzajemng
zalezno$¢ pomiedzy miRNA, a mechanizmami
RNAIi [53-55],

Wcigz niewiele wiadomo na temat biogenezy
miRNA. W komoérkach ssakéw dojrzewanie miRNA
przebiega w co najmniej dwdch etapach. Poczatko-
wo powstajg diugie transkrypty (pri-miRNA), kto6-
rych ciecie prowadzi do prekursorow o diugosci ok.
70 nukleotydéw (pre-miR.NA). Do tego momentu
RNA pozostaje na terenie nukleoplazmy. Prekursory
sg nastepnie eksportowane do cytoplazmy, gdzie nu-
kleaza Dicer przecina je, produkujgc czasteczki
dtugosci 21-23 nukleotydéw. Wspd6lngcechgmiRNA
jest to, ze struktury drugorzedowej
pre-miRNA in siiico, pozwala zazwyczaj przewidy-

analiza

wac¢ formy przestrzenne typu ,trzonka z gtéwkg”
(ang. stem-loop). Komplcmentarno$é zasad azoto-
wych w ich obrebie jest czesto zaburzona. Wydaje
sie, ze wiekszo$¢ pre-miRNAjest kodowanych w re-
gionach miedzygenowych genomu, wykorzystujgc
do swej ekspresji autonomiczne promotory. Znane sg
jednak policistronowe transkrypty, stanowigce pre-
kursory dla pre-miRNA [50].

Pierwotnie przyjmowano, ze funkcje siRNA i
miRNA nie zachodzg na siebie. siRNA przypisano
role w mechanizmach RNAiI — specyficznej degra-
dacji homologicznych transkryptéw, za$ miRNA
miato hamowac translacje, nie wptywajac jednak na
stabilno$¢ transkryptow. Niedawne doniesienia osta-
tecznie burzg tak scisty rozdziat funkcji miedzy te
klasy czasteczek RNA. W ludzkich komérkach HelLa
zidentyfikowano nowy kompleks rybonuklcoprote-
inowy — miRNP, w sktad ktérego wchodzi co naj-
mniej 40 r6znych miRNA, a ponadto biatka: Geminy
-3, -4 oraz biatko Argonaute elF2C2 [55]. Temu od-
kryciu towarzyszyto kolejne. Okazato sie, ze funk-
cja, jaka spetnia¢ bedzie dany miRNA, zalezy w du-
zej mierze od stopniajego komplementarnos$ci z do-
celowym transkryptem [53], Na podstawie sekwen-
cji RNA let-7 przygotowano Ict-7-siRNA. Czastecz-
ka taka indukowata RNAi w lizatach komérek zarod-
kowych Drosophila. Podobng, specyficzng reakcje
wywotato podanie prekursora prc-let-7 RNA, prze-
ksztatcanego przez nukleaze Dicer do postaci jedno-
niciowego kwasu rybonukleinowego. Tak wiec do-
stepno$¢ in vitro $cis$le komplementarnego substratu
umozliwiata miRNA udziat w mechanizmach RNAI.
Stwierdzono ponadto, ze dodanie do lizatu komdrek
Hela transkryptu zawierajgcego sekwencje homolo-
giczne z let-7, indukowato specyficzng odpowiedz
RNAI. Sugerowatoby to istnienie w cytoplazmie ko-
morek HelLa enzymu typu RISC, w skiad ktorego
wchodzitby ludzki homolog /e/-7-miRNA. Homolog
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taki (miR-98, paralog let-7, r6znigcy sie od let-7 w
dwoch pozycjach nukleotydowych [55]) stwierdzo-
no w opisywanym wczes$niej kompleksie miRNP
[55]. Zaangazowanie kompleksu rybonukleoprote-
inowego w opisywang degradacje transkryptéow let-7
potwierdzono w testach aktywnosci anty-/T/-7 koim-
munoprecypitowanych  sktadnikow  biatkowych
kompleksu. Zaproponowano, ze kompleks miRNP
mogtby byé ludzkim odpowiednikiem RISC. Ze
wzgledu na udziat w ludzkim RISC sktadnikéw
miRNA (co nie wyklucza obecnosci siRNA), wyci-
szanie ekspresji genéw mogtoby odbywac sie na dwa
sposoby. Z jednej strony miRNA moga zachowywaé
siejak SiRNA — kiedy dostepny jest w petni komple-
mentarny transkrypt. Z drugiej strony miRNA
mogtoby hamowac translacje, wigzac docelowe tran-
skrypty w procesie o mniejszych wymaganiach
wzgledem komplementarnosci oddziatujacych
czasteczek.

Wystepowanie miRNA stwierdzono takze u ro-
§lin. Sa to, podobnie jak u zwierzat, czasteczki o
dtugosci ok. 20-24 rybonukleotydéw, powstajgce z
prekursoréw przyjmujacych strukturestem-ioop. Su-
geruje sie jednak, ze prekursory roslinnych miRNA,
jesli istniejg, sqg prawdopodobnie ok. 3 razy diuzsze,
niz ich odpowiedniki u zwierzgt. Ponadto, utrata ak-
tywnosci nukleazy Dicer u zwierzat zwigzana jest z
akumulacjg czgsteczek prekursorowych. Takiej sytu-
acji nie zaobserwowano w komdrkach Arabidopsis,
pozbawionych funkcji genu caf (ang. carpel facto-
ry), ktérego produktem jest homolog nukleazy Dicer.
Jedynym identyfikowanym efektem braku biatka
CAF byt spadek ilosci dojrzatych czasteczek
miRNA. Mozliwe, ze prekursory miRNA u roslin
ulegajg bardziej gwattownym przeksztatceniom po-
sttrankrypcyjnym, niz pre-miRNA u zwierzat. Z dru-
giej strony nie wyklucza sie kotranskrypcyjnego
przeksztatcania prekursorowych transkryptéw [56],

Analiza obecnosci miRNA u C. elegans, D. mela-
nogaster i Homo sapiens pozwolita zidentyfikowaé
tacznie ponad 135 r6znych miRNA. Jednak zadne ze
zidentyfikowanych miRNA nie jest w petni komple-
mentarne z wystepujagcymi w tych organizmach
czagsteczkami mRNA [53], Natomiast u A thaliana i
ryzu zidentyfikowano miRNA w petni, lub prawie
catkowicie komplementarne do potencjalnych, doce-
lowych mRNA [56]. Przyktadem moze by¢ miR171
u A. thaliana. oddziatujgce z transkryptami gendw
kodujacych prawdopodobne czynniki transkrypcyi-
ne nalezgce do rodziny SCL (ang. Scarecrow-Uke)
[64]. Takie oddziatywanie skutkuje przecinaniem
docelowych transkryptéw w obrebie regionu wza-
jemnej komplementarnosci czasteczek. Sugero-
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watoby to, ze ta klasa miRNA mogtaby funkcjono-
wac jak siRNA u zwierzat i bra¢ udziat w mechani-
zmach PTGS u roélin.

Tak u roslin, jak i zwierzat funkcje zalezne od siR-
NA i miRNA zdajg sie silnie na siebie zachodzi¢, bez
wzgledu na istniejgce réznice w biogenezie obu klas
RNA.

VIIl. Proéby terapeutycznego wykorzystanie
RNAI

Terapia na poziomie komdrki, polegajgca na zaha-
mowaniu aktywnos$ci biologicznej danej czasteczki,
dotyczy¢ moze etapu transkrypcji docelowego genu,
etapu posttranskrypcyjnego lub posttranslacyjnego.
Celem tradycyjnej terapii sg biatka — zwykle enzy-
my, badZ receptory. Powszechnie stosowane leki to
zazwyczaj substancje o matej masie czgsteczkowej.
Przetomem staty sie proby z wykorzystaniem kwa-
sow nukleinowych —terapia antysensownymi kwa-
sami nukleinowymi [57] oraz technologia tripleksow
[58]. Najwiekszym ograniczeniem obu metod stat sie
brak skutecznego sposobu dostarczania terapeutycz-
nych czgsteczek do miejsc ich oddziatywania w orga-
nizmie.

Z RNAI wigze sie duze nadzieje, poniewaz terapia
oparta na tym zjawisku wykorzystywataby naturalny
proces komérkowy. Wiadomo ponadto, ze jest to me-
chanizm bardzo specyficzny, ktéry u roslin i niekt6-
rych zwierzat, moze przyjmowac systemowy charak-
ter [45, 46]. Taki uogdlniony charakter nalezatoby w
tym momencie rozumiec jako przetamanie bariery,
ktérej nie pokonaty terapie oparte na antysensach i
tripleksach. W naturalny sposéb rozwigzywatby sie
problem dostarczania terapeutycznego kwasu nukle-
inowego do r6znych tkanek organizmujednoczes$nie.
Nalezy jednak zauwazy¢, ze istnieje bardzo mato do-
wodow na uogdlniony charakter RNAi u ssakéw, a
wydaje sie, ze wtasnie od tego, czy RNAI w organi-
zmie cztowieka przyjmuje systemowy charakter oraz
od trwatosci uzyskiwanego efektu, zalezeé¢ bedzie
powodzenie prob terapii chordob cztowieka. Ponadto
nalezy zwroci¢ uwage, ze obecnos$¢ stosowanego w
terapii RNA w wielu tkankach jednoczes$nie, bedaca
rezultatem systemowego RNAIi, mogtaby prowadzic
do wyciszania genu w tkance, gdzie jest to nie-
pozadane. Nie znamy w tej chwili skutecznego roz-
wigzania tego problemu.

Projektujgc nowe strategie terapii z wykorzysta-
niem RNAI nalezy pamieta¢ o tym, ze ssacze komor-
ki nie sg obojetne wzgledem procesu wprowadzenia
do nich dsRNA. Wykazano, ze konsekwencjg obec-
nosci dsRNA w komdrce jest aktywacja kinazy
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biatkowej zaleznej od dsRNA (PKR; ang. Protein
Kinase dsRNA-dependent). PKR jest kinazg bioracg
udziat w szlakach transdukcji sygnatu, indukowa-
nych nie tylko przez dsRNA, ale takze bakteryjny
LPS iwiele cytokin. Zwigzanie dsSRNA z kinazg PKR
aktywuje jg i prowadzi do fosforylacji matej podjed-
nostki eukariotycznego czynnika inicjacji translacji
elF-2a. Konsekwencjg jest zablokowanie translacji.
Poza tym PKR kontroluje aktywnos$¢ takich czynni-
kéw regulatorowych, jak: NF-kB, TP53 oraz STAT
[59].

Ponadto, obecno$¢ dsRNA w komoérkach moze za-
decydowac o ich $mierci. PKR posredniczy bowiem
w procesach apoptotycznych. Wsréd gendw, ktérych
ekspresje na zwigkszonym poziomie obserwuje sie w
odpowiedzi na aktywno$¢ PKR sg m. in. FAS, BAX i
TP53. Wykazano, ze dsRNA stymuluje takze aktyw-
no$¢ syntetazy (2°-57) oligo (A) — enzymu produ-
kujgcego kwas 2’-5" poliadenylowy. Kwas 2’-5’ po-
liadenylowy jest aktywatorem RNazy L. Ta endory-
bonukleaza bierze prawdopodobnie udziat w regula-
cji metabolizmu mRNAnNa terenie komoérki. Postulu-
je sie jej udziat w procesach odpowiedzi na infekcje
wirusowag, ale takze w mechanizmach apoptozy [59,
60].

Nie zawsze wiec dostarczanie dsSRNA do komérek
musiatoby dawac efekt leczniczy. Zauwazono jed-
nak, ze opisywane ograniczenia dotyczg by¢ moze
tylko duzych czgsteczek dsRNA [61]. Tak wiec tera-
pia mogtaby polegaé na stosowaniu dsRNA o odpo-
wiednio mniejszej masie czasteczkowej, lub specjal-
nie w tym celu projektowanych wektoréw DNA [62],

VII-1. Strategie dostarczania terapeutycznych
czgsteczek RNA do komorek

Strategie dostarczania terapeutycznych czgste-
czek RNA do komorek mozna podzieli¢ na dwie gru-
py. RNA moze by¢ dostarczany ,z zewnatrz” — za-
zwyczaj jest wstrzykiwany (pod uwage bierze sie
witasciwie tylko siRNA). Alternatywng metodg jest
wprowadzanie do komorek wektorow plazmido-
wych, pozwalajgcych na ekspresje terapeutycznych
czasteczek RNA. RNAIi indukowane przez egzogen-
ny RNAjest zwykle krotkotrwate. Wzglednie trwaty
efekt uzyskuje sie z wykorzystaniem wektoréw.

O metodach wykorzystywanych w celu uzyskania
wewnatrzkomdrkowej ekspresji sSiRNA pisano juz w
Postepach Biochemii [1], Strategie te zaowocowaty
efektywnym i bardzo specyficznym RNAi w komdr-
kach ssaczych (siRNA zawierajacy pojedyncze
punktowe mutacje nie wywotywat RNAI) [62]. Od-
krycia te stalty sie powodem dyskusji na temat terapi
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genowej z wykorzystaniem RNAIi. Mozna by wy-
obrazi¢ sobie siRNA skierowane tylko ,przeciwko”
zmutowanemu allelowi konkretnego genu. Jesli
osobnik bytby heterozygotg wzglagdem danego genu,
RNAi powodowatoby zachowanie funkcji tylko pra-
widtowego allela. Jest to wizja terapii chordb dzie-
dziczacych sie w sposéb autosomalny dominujgcy.
Terapia taka pozostaje na razie w sferze teoretycz-
nych rozwazan.

Caty czas podejmowane sg proby wprowadzania
dtugich czasteczek dsRNA do komorek ssaczych.
Zwigzane jest to z mozliwos$cig powstawania wielu
réznych siRNA z jednej dtugiej czasteczki dsRNA.
Nukleaza Dicer wytwarzataby zestaw siRNA skiero-
wanych ,,przeciwko” r6znym sekwencjom w obrgbie
tego samego docelowego transkryptu. Mozna takze
wyobrazi¢ sobie projektowanie ztozonych dsRNA,
zawierajagcych segmenty sekwencji komplementar-
nych do kilku transkryptow. Bytby to sposéb najed-
noczesne ,uderzenie” w wiecej, niz jeden genjedno-
czes$nie. Stosowanie dsRNA i powstawanie catego
zestawu siRNAmogtoby mie¢jeszcze jedngkorzys$¢.
Zabezpieczatoby ono przed rozwinieciem sie ,,opor-
nosci na terapie RNAIi”. Oporno$¢ taka mogtaby po-
jawiac sie w wyniku np. mutacji punktowych w doce-
lowym genie, zwtaszcza w obrebie jego sekwencji
kodujgcej. Efekt ochronny wynikatby z faktu wytwa-
rzania przez Dicer wielu réznych siRNA, wsrod kto-
rych znalaztby sie prawdopodobnie siRNA komple-
mentarny do sekwencji docelowego transkryptu
poza miejscem wystepowania mutacji [22].

Z punktu widzenia terapii chor6b cztowieka naj-
istotniejsze wydajg sie opublikowane w ostatnim
czasie prace dotyczgce efektéw ekspresji ok. 500 nu-
kleotydowych dsRNA w komoérkach myszy. W swo-
ich badaniach Paddison iwsp. [63] wykorzystali
rézne linie komdrkowe: zarodkowe komorki nowo-
tworowe (ang. embrionie carcinoma cells), pierwot-
ne komoérki zarodkowe oraz mioblasty. W przypadku
komdrek nowotworowych oraz pierwotnych komo-
rek zarodkowych obecnosé dsRNA stymulowata spe-
cyficzng redukcje ekspresji docelowych gendw.
Mogtoby to sugerowaé
RNAi w komdrkach pochodzenia zarodkowego u
myszy. Bytoby to szczegdlInie cenne z punktu widze-
nia zabiegéw transgenezy zwierzat. Zyskano by w
ten sposéb metode wyciszania konkretnych genéw
.W kontekscie” catego, wielokomorkowego organi-
zmu. Okazato sie, ze transfekcja mysich mioblastow
zwykorzystaniem dsRNA wywotata dwa rézne efek-
ty: specyficzne wyciszenie ekspresji docelowego
genu oraz odpowiedz zalezng od kinazy PKR. W opi-
sywanych badaniach wskazano jednak spos6b, przy-

istnienie mechanizmow
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najmniej czeSciowego, ominiecia indukcji mechani-
zmoOw zaleznych od PKR. Wcze$niej wspomniano,
ze efekty aktywnosci PKR to cze$¢ mechanizmdw
obronnych komorek ssaczych, uruchamianych w
czasie infekcji wirusowej. Badacze postanowili wy-
korzysta¢ naturalne cechy wirusow, chronigce je
przed efektami aktywnos$ci PKR. Okazato sie, ze
ekspresja biatka K3L wirusa krowianki znosita cze-
sciowo odpowiedz zalezng od PKR. K3L jest
czasteczka nasladujgcg komorkowy substrat PKR —
eukariotyczny czynnik inicjacji translacji elF-2a.
K3L wigze sie z PKR, inhibujgc aktywno$¢ kinazy
[64]. Zastosowanie  wirusowych
mogtoby byé sposobem badania mechanizméw
RNAI, indukowanych przez dsRNA, w komaérkach
ssaczych.

We wspomnianych badaniach udato sie uzyskac
stabilne wyciszenie ekspresji zgdanego genu. Opisy-
wane do tej pory doSwiadczenia dotyczyty wiasciwie
tylko wyciszania utrzymujgcego sie przez krotki
czas. Zastosowanie RNAIi w terapii choréb cztowie-
ka wymagatoby natomiast w wiekszos$ci przypadkow
stabilnego, trwatego wyciszenia ekspresji zmutowa-
nego allela docelowego genu. Stabilne RNAi obser-
wowano w mysich, nowotworowych komérkach za-
rodkowych, po transfekcji specyficznym wektorem.
Wektor ten umozliwiat ekspresje ok. 500 nukleoty-
dowych dsRNA o strukturze ,spinki do wtoséw”; co
wazniejsze-— ulegat on integracji zgenomem mysiej
komorki. Uzyskane wyniki daja nadzieje nawyhodo-
wanie szeregu linii komorkowych, cechujgcych sie
brakiem funkcji wybranych genéw. Pozwolitoby to
na analize biochemiczng oraz obserwacje fenotypu
takich komérek w dtugich przedziatach czasowych.
Poniewaz stabilne RNAi zaobserwowano w komér-
kach zarodkowych, to jest prawdopodobne, ze w
przysztosci uda sie uzyska¢ zwierzeta pozbawione
zupetnie funkcji konkretnego genu (6w). Jesli to oka-
zatoby sie prawdg, powstatyby prawdopodobnie
nowe mozliwosci tworzenia zwierzecych modeli
choréb cztowieka.

inhibitoréw

VIIl. Znaczenie biologiczne PTGS

Posttranskrypcyjne wyciszanie ekspresji genow,
w tym RNAI, jest zjawiskiem silnie konserwowanym
w procesie ewolucji. Sugeruje to jego udziat w pro-
cesach warunkujgcych prawidtowe funkcjonowanie
kazdej eukariotycznej komorki. Inaktywacja szla-
kéw PTGS/RNAIi wptywa na co najmniej trzy rézne
mechanizmy komérkowe: (1) obrone przed infekcja
wirusowa, (2) rearanzacje genomu zwigzane z ru-
chliwos$cig transpozondw, (3) regulacje rozwoju or-
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ganizméw wielokomérkowych. Ponadto, sugeruje
sie zwigzek RNAIi z procesami okreslanymi jako
NMD (ang. Nonsense-Mediated Decay) — degrada-
cja transkryptow komorkowych, ktdre zawierajg
przedwczesny kodon terminacji translacji [65].

Funkcje antywirusowe najlepiej poznano u roslin.
Przyktadem moze by¢ oporno$¢ na infekcje wiru-
sowga, wystepujaca w ro$linie zawierajgcej transgen
pochodzenia wirusowego. Od chwili ustanowienia
mechanizmoéw wyciszajgcych ekspresje transgenu,
wszystkie RNA zawierajgce sekwencje homologicz-
ne do sekwencji transgenu (przede wszystkim RNA
wirusowe) sg degradowane [66], Oczywiscie mecha-
nizmy wyciszajace ekspresje gendéw zostajg urucho-
mione takze w przypadku bezposredniej infekcji wi-
rusowej. Wyciszenie to (VIGS, ang. Virus-induced
Gene Silencing) moze dotyczy¢ gendw wirusowych
oraz transgenéw, lub genéw komérkowych, jesli za-
wierajg one sekwencje spokrewnione z sekwencjami
gendéw wirusa [67]. Ponadto, rosliny usprawnity
swdj system obronny wyksztatcajgc zdolno$¢ dostar-
czania sygnatu wyciszajgcego ekspresje do wielu
tkanek organizmu [46]. O znaczeniu, jakie maja opi-
sane mechanizmy obronne, $Swiadczy fakt produko-
wania przez niektére wirusy biatek, ktore zaburzajg
funkcjonowanie tych proceséw. Przykiadami moga
by¢ biatka: HC-Pro (ang. Helper Component-Protei-
nase) potywirusa oraz p25 wirusa PVX (ang. Potato
Virus 20- Rola pierwszego z nich jest przede wszyst-
kim zablokowanie mechanizméw wyciszajagch eks-
presje [68]. Rolg drugiego — uniemozliwienie roz-
przestrzenienia sie efektu wyciszenia na wiele tka-
nek rosliny [69].

Trudno wnioskowa¢ na temat antywirusowych
funkcji RNAIi u ssakéw. Specyficzng degradacje
RNA po wstrzyknieciu dsRNA obserwuje sie w my-
sich zarodkach [70]. Natomiast ten sam zabieg po-
wtorzony na komdrkach dorostych zwierzat powo-
duje zwykle aktywacje odpowiedzi zaleznej od PKR
i RNazy F, mogacg prowadzi¢ do $mierci komarki.

Analiza mutantéw C. elegans w genach mut-2,
mut-7, rde-2, rde-3 sugerowata, ze RNAi mogtoby
by¢ sposobem na ,,trzymanie w ryzach” ruchomych
elementéw genomu, jakimi sg transpozony [35].
Wspomniane mutanty charakteryzowaty sie podwy-
zszong aktywnos$cia transpozondéw. Transpozony
moga byé zrédtem dsRNA. Posiadajg one czesto se-
kwencje o charakterze odwréconych powtdrzen, co
pozwalatoby transkryptom transpozonowym przyj-
mowaé¢ dwuniciowg strukture. dsRNA mogtoby tez
powsta¢ ze ztozenia dwdch transkryptéw réznych
genéw, w ktére wbudowat sie transpozon. Jedynym
warunkiem bytaby ekspresja tych genéw z réznych
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nici DNA. RNAI jest szczegdlnie efektywne w linii
komorek piciowych nicienia. Mozliwe, ze dzieki
temu rearanzacje genomu wprowadzone przez trans-
pozony sg z mniejszg czestoscig dziedziczone przez
potomstwo [71]. Transpozony mogga zostaé wyciszo-
ne, gdy stajg sie czescig heterochromatyny. Dlatego
sugeruje sie, ze RNAi mogtoby pozytywnie wptywad
na stabilno$¢ genomu poprzez takg witasnie inakty-
wacje transpozondéw. Jedng z korzysci bytoby ogra-
niczenie czestosci rekombinacji w obrebie sekwencji
transpozonowych, co zmniejszatoby prawdopodo-
bienstwo wystgpienia rearanzacji w obrebie chromo-
somdéw [72], Nie jest jednak jasne, w jaki sposob
RNAi mialoby regulowaé transpozycje. Mozliwe
jest oddziatywanie na poziomie genomu, lub na eta-
pie posttranskrypcyjnym np. poprzez degradacje
transkryptow gendw kodujgcych transpozazy [12],

Pierwotnie zaktadano, ze procesy PTGS/RNAI
powstaty, aby chroni¢ eukariotyczny genom przed
»inwazjg” obcego kwasu nukleinowego. Dzi$ wiado-
mo jednak, ze maja one takze swoj udziat w regulacji
ekspresji gendéw, ktérych produkty biorg udziat w
normalnym funkcjonowaniu komérek. U samcéw
Drosophila mechanizm RNAIi stuzy degradacji tran-
skryptéw Stellcite. Degradacja ta jest niezbednym
warunkiem powstania funkcjonalnych spermatocy-
téw i spermatyd [73]. Wspominano juz wcze$niej o
miRNA, ktére biorg prawdopodobnie udziat w regu-
lacji ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych SCF u
Arabidopsis [54]. Ponadto miRNA to przypuszczal-
nie wazne regulatory proceséw wzrostu i rozwoju or-
ganizmoéw roslinnych [56, 74],

Opisujac inaktywacje transpozonéw wspomnia-
no, ze regulacja, w ktoérej udziat biorg mechanizmy
RNAI, moze dotyczy¢ poziomu organizacji chroma-
tyny. Sktadniki molekularnej maszynerii RNAIi oka-
zaty sie konieczne dla zainicjowania procesu po-
wstawania heterochromatyny w regionie mat (ang.
mating-type) drozdzy Schizosaccharomyces pombe
[75]. Jest to zgodne z faktem wcze$niejszego sklono-
wania krdtkich heterochromatynowych siRNA [76].
Sekwencje do nich homologiczne zidentyfikowano
w regionie mat S. pombe [75]. Mozliwe, Ze zamiast
wskazywaé mRNA majace ulec degradacji, hetero-
chromatynowe siRNA biorg udziat w procesie mody-
fikacji histonéw. Fnzymy modyfikujace mogtyby
by¢ kierowane w obszar DNA komplementarny do
sekwecji siRNA [76]. O udziale mechanizmoéw
RNAi w modelowaniu struktury chomatyny moze
tez Swiadczyé derepresja transgendw, wyciszonych
na poziomie transkrypcji przez biatka PcG (ang.
Polycomb Group), w mutantach mut-2 irde-2 C. eie-
gans [35]. Biatka PcG biorg udziat w tworzeniu sta-
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bilnych  wzoréw  ekspresji  gendw, poprzez
»przetagczanie” chromatyny miedzy stanem tran-
skrypcyjnej aktywnos$ci i nicaktywnosci. Dziatajg
prawdopodobnie poprzez metylacje histonéw. Suge-
ruje sie, ze podstawowga biologiczng funkcjg RNAI
mogtaby by¢ przebudowa struktury chromatyny, za-
pewniajaca stabilno$¢ genomu [12].

NMD [77] i RNAI to dwa r6zne procesy, majace
na celu degradacje komaérkowych transkryptéw o
specyficznych witasciwosciach. W badaniach nad
C. elegans wykazano, ze moze istnie¢ zwigzek mie-
dzy tymi dwoma mechanizmami. U mutantéw w ge-
nach smg (ang. sitppressor with morphological effect
on genitalia), ktérych produkty biatkowe sg kluczo-
we w mechanizmie NMD, indukowano RNAIi po-
przez wstrzykiwanie unc-54 (ang. nncoordinated)
dsRNA. Osobniki u ktérych rozwija sie RNAIi ce-
chujg sie paralizem miesni $ciany ciata, a stad bra-
kiem zdolnos$ci ruchu. U trzech z sze$ciu mutantow
smg zaobserwowano poczgtkowo RNAIi, po czym
stopniowy powro6t do dzikiego fenotypu. Powro6t do
dzikiego fenotypu byl réwnoznaczny z obecnoscig
transkryptu unc-54 na prawidtowym poziomie. Su-
geruje sie, ze pierwsze etapy RNAI, ale nie sama de-
gradacja docelowych transkryptéw, mogtyby zalezeé
od biatek SMG. Biatka SMG miatyby braé¢ udziat w
powielaniu czasteczek dsRNA. Mogtoby sie to odby-
waé poprzez indukowanie endonukleolitycznego
ciecia juz istniejgcego dsRNA, lub dostarczanie jed-
noniciowych matryc dla polimerazy RdRP (sugeruje
sie obecno$¢ domeny helikazowej w niektérych
biatkach SMG) [65].

IX. Uwagi koricowe

Procesy posttranskrypcyjnego wyciszania ekspre-
sji genéw zaleznego od RNA, wydajg sie by¢ u wiek-
szosci Eukaryota bardzo podobne na poziomie mole-
kularnym. Jednak w oparciu o podstawowy mecha-
nizm powstat caly szereg petli regulacyjnych, kon-
trolujgcych procesy rozwoju organizmu, stabilnosc
genomu oraz warunkujgcych opornos$¢ roslin na in-
fekcje wirusowg. Caty czas identyfikowane sg kolej-
ne klasy matych czasteczek RNA. Przypisuje sie im
specyficzne funkcje w nowo odkrywanych proce-
sach. Jednak przyktad siRNA oraz miRNA pokazuje,
ze czasteczki te moga w niektdrych sytuacjach za-
miennie sprawowac¢ swe funkcje. Tego typu obser-
wacje sg podstawg pytan o zasadnos$é klasyfikacji
matych RNA na poszczegdlne klasy. Z powodu swej
specyficznosci wzgledem docelowych transkryptéw
mechanizm RNAI staje sie podstawg nowo podejmo-
wanych préb terapii chordb cztowieka. Ponadto nale-
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zy sie spodziewac, ze w chwili, kiedy dostepne beda
rutynowe techniki pozwalajagce na trwalg i bez-
pieczng dla komorki/organizmu ekspresje dsRNA,
zyskamy prostszy sposéb tworzenia “knockout’ow”
genetycznych. UproSci to analize funkcjonalng inte-
resujacych nas genéw, w tym zaangazowanych w po-
wstawanie chordb cztowieka. Tempo, z jakim iden-
tyfikuje sie nowe mate RNA pozwala przypuszczaé,
ze wiekszos$¢ zwigzanych z nimi odkry¢ jest wciaz
przed nami.
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Alternatywne wydtuzanie telomerow

Alternative lengthening of telomeres

AGNIESZKA DETTLAFF-POKORA, BEATA SCHLICHTHOLZ

Spis tresci:

l.  Wstep

Il. Telomery oraz telomeraza

I1l. ALT-alternatywne wydtuzanie telomeréw u ssakéow -
komérki ALT

IV. Mechanizmy wydtuzania telomeréw w komérkach ALT
1V-1. Struktura tetomeru w mechanizmie ALT
IV-2. Rekombinacja intra- i interchromosomowa
IV-3. Rola pozachromosomowego DNA tetomerowego

V. Telomeraza a ALT

VI. ALT w komédrkach prawidtowych

Vil.Implikacje kliniczne odkrycia ALT

Wykaz stosowanych skrétéw: ALT — alternatywne
wydtuzanie telomerow; APB — ciatka ztozone z biatka PML
zwigzane z fenotypem alternatywnego wydtuzania telomeréw;
ECTR — pozachromosomowe DNA ztozone z powtdrzen se-
kwencji telomerowej TTAGGG; FISH —hybrydyzacja fluore-
scencyjna in situ; MMR — naprawa btednie sparowanych za-
sad; PML — biatko zwigzane z biataczka promielocytarng; PNB
— ciatka jadrowe ztozone z biatka PML; POT1 — biatko telo-
merowe 1, RPA — biatko replikacyjne A; hTER — podjednost-
ka RNA ludzkiej telomerazy; hTERT — podjednostka katali-
tyczna ludzkiej telomerazy o aktywnos$ci odwrotnej transkrypta-
zy; TIN2 — biatko 2 oddziatujace z biatkiem TRF1; TRF1 —
czynnik 1wigzacy sekwencje telomerowe; TRF2 — czynnik 2
wigzacy sekwencje telomerowe

l. Wstep

Stopniowe skracanie telomeréw nastepujace wraz
z kazdym podziatem komorkowym uwazane jest za
podstawowy mechanizm kontroli ilosci podziatow,
jakie zdolna jest przejS¢ pojedyncza komdrka. Po
przekroczeniu granicznej dla kazdego chromosomu
dtugosci tetomeru komorka ulega apoptozie z
udziatem biatek p53 i pRb. Enzymem majgcym zdol-
no$¢ rekonstrukcji sekwencji telomcrowych jest te-
lomeraza. Aktywnos$¢ telomerazy poczatkowo wyda-
wata sie by¢ jednym z warunkéw zajScia procesu

Mgr, dr, Katedra i Zaktad Biochemii AM w Gdansku, ul. Debin-
ki 1, 80-211 Gdansk; agnieszka_dettlaff-pokora@wp.pl
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transformacji nowotworowej. Aktywnos$¢ telomera-
zy stwierdzono w okoto 85% nowotworow oraz linii
komorek nowotworowych. Powstato jednak pytanie,
jakie mechanizmy sg odpowiedzialne za odbudowe
telomerow w pozostatych 15% nowotworéw. Wyka-
zano wysoka korelacje pomiedzy poziomem i lokali-
zacjg biatek rekombinacyjnych awystepowaniem fe-
notypu alternatywnego wydtuzania telomerow —
ALT (ang. Alternative Lenghtening of Telomeres).
Odbudowywanie chromosomoéw poprzez rekombi-
nacje i rcplikacje moze stanowi¢ mechanizm obron-
ny komérki przed utratg DNA kodujacego bezpo-
Srednio przylegajgcego do tetomeru. Mechanizmy
alternatywnego wydtuzana telomeréw koncentruja
na sobie w ostatnich latach uwage badaczy zaj-
mujacych sie zaréwno badaniami podstawowymi w
zakresie mechanizmoéw rekombinacji, jak i specjali-
stow od chemioterapii nowotworéw.

Il. Telomery oraz telomeraza

Telomery sg zakoriczeniami chromosomdw euka-
riotycznych u cztowieka zbudowanymi z wielokrot-
nych (od setek do tysiecy razy) powtdrzen motywu
5-TTAGGG-3"[1,2]. Do podstawowych funkcji te-
lomerdw mozna zaliczy¢ ochrone DNA chroinoso-
malnego przed degradacjg w wyniku dziatania biatek
rozpoznajacych inaprawiajgcych uszkodzenia DNA,
takie jak wolne konce ssDNA. Telomery spetniajg
rowniez istotng funkcje w przestrzennej i funkcjo-
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nalnej organizacji chromatyny jadrowej oraz maja
wptyw na procesy transkrypcyjne. Wielokrotne po-
wtdrzenia tej samej sekwencji umozliwiajg powsta-
wanie na koncach telomcréw wyzszych struktur
przestrzennego upakowania DNA w postaci petli
oraz odcinkéw zaréwno jedno-, dwu- jak i wieloni-
ciowego DNA [3]. Budowa przestrzenna telomeru
wraz ze zwigzanymi biatkami ochrania wolny koniec
3’ zarowno przed degradacja, jak i niekontrolowang
elongacjg przez telomeraze. Podstawowg strukturg
wystepujaca na koncu telomeru jest przypominajgca
lasso petla t (ang.: tloop). Petla tjest wysoce konser-
watywna ewolucyjnie, zostata zaobserwowana u lu-
dzi, gryzoni, jak iprzedstawicieli Protozoa [4,5]. Ma
ona dtugo$¢ od 1 kb u Trypanosoma do 18 kb w
watrobie myszy. Z kolei wolny koniec 3’ DNA wy-
piera jedng z nici dsDNA tworzgc petle D (ang. di-
splacement loop) (Ryc. 1).

Tankyraza
™ ¢ >4/
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— K"
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P A 0 / \
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: *C potl e

§cisle zwigzane z reaktywacjg enzymu wydtuza-
jacego telomery - telomerazy lub, wedtug ostatnich
doniesien, z aktywacja innych, odpowiadajacych te-
lomerazie systemow odbudowujgcych korice chro-
mosomoOw [6-8]. Transformacja ludzkich komorek
somatycznych z wykorzystaniem duzego antyge-
nu-T wirusa SV-40 powoduje powstanie populacji
komorek, ktorych telomery sg skracane, az do
osiagniecia krytycznej dtugosci. W tym stadium na-
stepuje masowa apoptoza, ktorej towarzyszy powsta-
nie fuzji chromosomalnych z powodu dysfunkcji tc-
lomeréw [9, 10]. Przezywajg tylko nieliczne komor-
ki, w ktorych nastapita aktywacja systeméw odbudo-
wujacych telomery do bezpiecznej dtugosci [11, 12].

Telomeraza jest wyspecjalizowang nukleoprote-
ingo masie czgsteczkowej okoto 600 kDa majgcg ak-
tywnos$¢ odwrotnej transkryptazy. Jest to enzym
ztozony z dwéch zasadniczych sktadnikow: podjed-
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Ryc. 1. Kompleks tcloincrowy ztozony z DNA oraz biatek. Na koficu chromosomu DNA tworzy dwie petle: ti D. Do petli wigzga sie biatka, ktérych
funkcjajest zaréwno ochrona i stabilizacja telomcréw, jak iregulacja proceséw replikacji, rekombinacji i transkrypcji.

Istotng role w powstawaniu oraz regulacji funkcji
telomeréw odgrywaja biatka trwale lub fakultatyw-
nie z zwigzane. Podstawowym biatkiem
wptywajagcym na powstawanie istabilizacje petli jest
TRF2 (ang.: Telomeric Repeat binding Factor 2)
biatko wigzace dsDNA na potaczeniach z sSDNA za-
pobiegajgce powstawaniu fuzji interchromosomal-
nych. Inne biatka to m.in. TRF1 (ang.: Telomeric Re-
peat binding Factor 1) zaangazowane w utrzymanie
dtugosci telomeréw oraz POT1 (ang.: Protein of Te-
lomeres 1) chronigce koniec 3. Poza biatkami stabi-
lizujgcymi i chronigcymi
biatek regulujgcych wigzanie tych pierwszych np.
tankyraza (ang.: TRFI-interacting, ANKYrin-related
ADP-ribose polymerase), TIN2 (ang.".TRFI-Intera-
cting Nuclear protein 2) i biatko Ku bedace podjed-
nostka kinazy biatkowej zaleznej od DNA [2], Uwa-
za sie, iz unieSmiertelnienie komdrek ludzkich jest

nimi

telomer istnieje wiele
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nostki biatkowej hTERT (ang.: human Telomerase
Reverse Transciptase) o masie 127 kDa oraz sktadni-
ka RNA hTR o dtugosci 451 nukleotydéw (ang.: hu-
man Telomerase RNA), ktory stanowi matryce dla
odwrotnej transkryptazy [2, 6]. Telomeraza jest en-
zymem, ktdrego aktywnos$é jest charakterystyczna
dla komérek szybko i czesto dzielgcych sie. U
cztowieka jest aktywna w wiekszosci tkanek w zyciu
embrionalnym, za$ u osobnikéw dorostych w komér-
kach pnia, takich jak komdrki szpiku kostnego lub
komérki rozrodcze skory (komorki niezebate war-
stwy podstawnej naskérka) oraz w aktywowanych
limfocytach [13-18]. Aktywnos$¢ telomerazy wyka-
zano w okoto 85% ludzkich nowotwordw i linii ko-
mdrek nowotworowych [19], gdzie stabilizacja i
utrzymanie telomeréw sg podstawowymi wymogami
zajScia procesu immortalizacji. Brak aktywnos$ci te-
lomerazy stwierdzono w pozostatych 15% przypad-
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kéw (Tab. 1). Nasuneto to pytanie, jaki jest mecha-
nizm wydtuzania telomerdw alternatywny do telo-
merazy.

I11. ALT-alternatywne wydtuzanie
telomeréw u ssakéw - komorki ALT

Istnienie linii komoérek nowotworowych nie wy-

kazujacych aktywnosci telomerazy wskazywato na
wystepowanie innego mechanizmu odbudowywania

Tabela 1

spowodowaty powstanie Kkilku
$niajacych proces ALT.

Dla nieSmiertelnych komoérek ssakéw nie wyka-
zujacych aktywnosci telomerazy charakterystyczny
jest nietypowy fenotyp telomeréw. W prawidiowej
komorce ssaka telomery majg dtugos¢ okoto 15 kpz.
Sgq one skracane wraz z kazdym przebytym po-
dziatem komodrkowym o 40-200 pz do osiggniecia
granicznej dtugosci 5-8 kpz, po ktérej to osiggnieciu
komérka obumiera [45]. Komérka nowotworowa z

hipotez wyja-

Fenotyp ALT w nowotworach i liniach komérkowych (wg Henson JD, zmieniono)

Nowotwoér / Typ komérek Linia nowotworowa Literatura
guzy pierwotne w ktérych stwierdzano fenotyp ALT -glejak wielopostaciowy [20]
-adrenocortical carcinoma [21]
(rak kory nadnerczy)
-czerniak zto$liwy [21]
-rak piersi [21]
-rak ptuc [21]
-rak jajnika [21]
-rak nerki [22]
-osteosarcoma (miesak kosciopochodny) [21]
przyktadowe linie komérek nowotworowych w fibroblasty GM0637 (NSV) [23]
ktorych stwierdzono fenotyp ALT KB319 [24]
LCS-4X2 [25]
LCS-AF.1-3 [26]
W138-VA13/2RA [27]
SW26-1 [28]
ATI13LA (SV) [29]
ATISLA (SV) [29]
OUMS-24F [30]
KMST-6 [31]
HMS50-E7 [32]
GM847 [331
osteocyty U2-0S [21]
ZK-58 [34]
Saos-2 [211
komérki mezotelialne MeT-4A [21]
komarki epitelialne HI0107 [35]
HI10117 [36]
HI1OI 18 [36]
BET-3M [21]
SKOV-3 [371
keratinocyty OKF6-D 1/Ap53 [38]

zakonczen chromosoméw. W latach osiemdzie-
sigtych podczas badan nad muszkg owocowg Dro-
sophila melanogaster stwierdzono obecnos$é retro-
transpozonéw HeT-A i TART nalezacych do rodziny
LINEs wtaczajacych sie do kohcowych fragmentéw
chromosoméw [39-41]. Podobnie w komorkach dro-
zdzy Saccharomyces cerevisiae zaobserwowano, ze
wprowadzone do cze$ci proksymalnej chromoso-
mow liniowe plazmidy imitujgce telomery przemie-
Scity sie na kofnce chromosomow [42-44]. Wskazy-
wato to na rekombinacyjny charakter obserwowane-
go procesu, a doktadnie na rekombinacje homolo-
giczng [42], Badania prowadzone w kolejnych latach
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aktywng telomeraza ma homogenne telomery o
dtugosci okoto 10 kpz [46], zas komorka ALT skraj-
nie heterogenne telomery od 3 do 50 kpz, ze $rednig
20 kpz [24]. Ponadto istnieje wysoka zmienno$¢ fe-
notypu telomerow pomiedzy poszczegdélnymi ko-
mdrkami jednej populacji ALT, co wykazano za po-
mocg fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH-
ang.: Fluorescence In Situ Hybridization). Uzycie tei
techniki pozwolito stwierdzi¢ istnienie granicznych
przypadkéw, w ktérych telomery byty niezwykle
dtugie, jak i wystepowanie chromosomdw, w ktorych
nie wykryto telomerow [34, 47]. Takie komorki teo-
retycznie nie powinny przetrwa¢ z uwagi na poste-
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pujaca erozje chromosomowej informacji genetycz-
nej [48]. Istotne rdznice stwierdzono réwniez pomie-
dzy siostrzanymi chromatydami tego samego chro-
mosomu. Zaobserwowano takze zwiekszong cze-
sto$¢ wystepowania rearanzacji chromosomalnych,
wystepowanie potaczern miedzychromosomowych,
oraz megachromosoméw powstatych w wyniku fuzji
3-6 chromosomow [34,47, 49]. Jednym ze sposobdw
oceny tkanki badZ linii nowotworowej pod wzgle-
dem wystepowania fenotypu ALT jest pomiar $red-
niej dtugosci telomeréw w badanej populacji komé-
rek [50].

W komorkach ALT poziom nukleinowej sktado-
wej telomerazy-—shTER jest bardzo niski, co dowo-
dzi, ze utrzymanie w tych komaérkach telomeréw nie
jest zalezne od ekspresji telomerazy [46]. Poza rézni-
cami genetycznymi stwierdzono w komoérkach ALT
istnienie nietypowych ciatek jagdrowych APB (ang.
ALT-associated PML Bodies), bedgcych odmiang
ciatek PNB (ang.PML Nuclear Bodies). W jadrze ko-
morkowym prawidtowej komoérki (wiekszosci tka-
nek) ciatka PNB sg pier$cieniowatymi ziarnistoscia-
mi jadrowymi o $rednicy od 0,5 do 1 pm [51]
ztozonymi z biatka PML, oraz m.in. CBP, SUMO-1 i
pRB [52-53]. Ciatka te sa dynamicznymi strukturami
jgdrowymi wystepujgcymi w interfazie raz uwal-
niajacymi, a raz wigzacymi wyzej wymienione
biatka. Gtéwnym sktadnikiem ciatek jest biatko
PML, ktéremu przypisuje sie role w procesach im-
munologicznych, apoptozie, réznicowaniu komorek
oraz transformacji nowotworowej m.in. poprzez re-
gulacje poziomu acetylacji p53 oraz szlakdw sygna-
lizacyjnych biatka Ras [54, 55]. Ilo$¢ oraz dynamika
tworzenia i rozpadu ciatek PNB jest zalezna od po-
ziomu ekspresji, alternatywnego sktadania oraz mo-
dyfikacji potranslacyjnych biatka PML.

Ciatka APB odré6znia od ciatek PNB obecnos$é do-
datkowych biatek zaangazowanych w procesy synte-
zy oraz rekombinacji DNA. Stwierdzono w nich
obecnos¢ takich biatek zwigzanych z rekombinacja
DNA (RAD52, RAD51 i RPA) [56-62], kompleks
MRN (kompleks biatek MRE11/RAD50/NBS1 zaan-
gazowany m.in. w procesy rekombinacji homolo-
gicznej) [63-65], helikazy WRN i BLM nalezgce do
rodziny RecQ [66-70], oraz dwa biatka telomerowe
TRF1 i TRF2 [6], Prawdopodobnie funkcjg ciatek
APB jest skupianie, kolokalizacja i modyfikacja
biatek zaangazowanych w proces alternatywnego
wydtuzania telomerdw poprzez przestrzenne umozli-
wienie ich wzajemnych interakcji. Jest rGwniez mo-
zliwe, ze ciatka APB biorg udziat w usuwaniu
potproduktéw ALT poprzez oddziatywanie z prote-
asoinem 11S [71]. Ciatka APB poza czynnikami
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biatkowymi zawierajg réwniez DNA [72]. Jest to
tzw. pozachromosomalne DNA telomerowe: ECTR
(ang. Extrachromosomal Telomeric Repeats), linio-
wa forma dsDNA, a doktadnie pozachromosomalne
DNA hybrydyzujgce z sondg (TTAGGG)n. W ko-
maérkach nieSmiertelnych, nie wykazujacych aktyw-
nosci telomerazy (np. w liniach fibroblastycznych
KMST-1, VA-13 i SUSM-1) ECTR wystepuje za-
rowno w jadrze komdrkowym, jak i w niewielkich
ilosciach w cytozolu. Brak go w komdrkach, w kté-
rych telomeraza jest aktywna oraz komérkach pra-
widtowych. ECTR, podobnie jak DNA telomerowe,
wystepuje w kompleksie z TRF1 i innymi biatkami
telomerowymi [73, 74]. Wydaje sie, iz DNA to jest
uwalniane z chromosoméw iutrzymuje siejako auto-
nomiczny episom. Obecno$¢ w ciatkach ABP poza-
chromosomowego DNA homologicznego do telome-
rowego DNA chromosomalnego pozostajgcego w
kompleksie z biatkami rekombinacyjnymi wskazuje
na mozliwy udziat ciatek ABP w wydtuzaniu telome-
row zardwno poprzez rekombinacje homologiczna,
jak i integracje.

Ciatka APB sa strukturami charakterystycznymi
dla komorek ALT, wystepujg one tylko w komaorkach
nieSmiertelnych nie wykazujacych aktywnosci telo-
merazy. Jak dotad nie znaleziono ciatek APB ani w
komodrkach z aktywng telomerazg, ani w komorkach
prawidtowych [72]. Nalezy tu zauwazy¢, ze nie
wszystkie komorki z 15% nie wykazujgcych aktyw-
nosci telomerazy majg chromosomy wykazujgce fe-
notyp ALT [39], moze to by¢é zwigzane z faktem ba-
dania komdrek o nie ustalonym ostatecznie fenotypie
komérki nieSmiertelnej. Mozliwe jest réwniez, iz
poza telomerazg i ALT istniejg inne mechanizmy
wydtuzania telomeréw. Fenotyp ALT jest cecharece-
sywna, co stwierdzono poprzez fuzje komérek ALT z
komoérkami prawidtowymi. Komdérki fuzyjne byty
Smiertelne i tracity telomery wraz z kazdym po-
dziatem komorkowym [33]. Wydaje sie rdwniez, iz
niektore komorki fuzyjne wykazujgce aktywnos¢ te-
lomerazy posiadajg represor ALT [33, 49], jak row-
niez niektére komérki ALT posiadajg represor dla te-
lomerazy [75]. Prawdopodobnie geny represordw
dla telomerazy sg zlokalizowane u cztowieka w zale-
znosci od rodzaju linii nowotworowej w chromoso-
mie 6 i 7 ijest ich co najmniej 2 [26, 76].

IV. Mechanizmy wydtuzania telomerow
w komorkach ALT

Dynamika wydtuzania telomeréw w komdrkach
ALT jest bardzo wysoka. Zaobserwowano szybkie
fluktuacje diugosci telomeréw, w wyniku ktérych
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pojedyncze telomery bylty szybko i skokowo
wydtuzane nawet o >25 kpz, co stanowito nawet po-
nad 100-krotne wydtuzenie tclomeru. Proces ten na-
stepowat zaréwno po osiagnieciu przez telomer gra-
nicznej dtugosci okoto 200 pz, jak i w przypadku sto-
sunkowo dtugich telomeréw. Czesto$¢ wystepowa-
nia przejsciowych fuzji miedzychromosomowych
byta podobna do obserwowanej czesto$ci szybkich
zmian dtugosci telomerow [24], Badania na drozdz-
ach Saccharomyces cerevisiae, w ktorych telomera-
za, podobnie jak u ssakéw, wydtuza telomery wyka-
zaly, ze usuniecie tego enzymu powoduje erozje telo-
merow. Komorki takie w wiekszosci umierajg apop-
totycznie. Przezywajg tylko te, w ktérych wystepuje
efektywna ekspresja genu Rad52 — genu ko-
dujacego biatko konieczne dla zajscia rekombinacji
[77]. U S. cerevisiae stwierdzono ponadto istnienie
dwdch roznigcych sie genetycznie szlakéw rekombi-
nacyjnego tworzenia telomeréw. Nowe telomery
drozdzy pierwszego typu zawieraty sekwencje sub-
telomerowe Y’, oddalone od kofca telomeru, oraz
bardzo krotki odcinek wielokrotnych powtdérzen na
koncu telomeru. Przezycie tych komérek byto zale-
zne od obecnoS$ci biatka rad51. Telomery drozdzy
drugiego typu byty dtugie i byty ztozone z wielokrot-
nych powtdrzen sekwencji telomerowych. Przezycie
tych komoérek byto zalezne od kolejnego zwigzanego
z rekombinacjg biatka — rad50 [56 ,78, 79].

W komorkach owad6éw telomery sg odbudowywa-
ne poprzez retrotranspozycje dwéch typdw transpo-
zonow LINEs: HeT-A i TART, ktory to proces jest
rowniez rekombinacyjny [40, 41], Obserwacje te w
potgczeniu z nowo poznanymi informacjami na te-
mat sktadu ciatek ABP oraz istnieniem i lokalizacja
pozachromosomowego DNA telomcrowego nasu-
nety przypuszczenie, iz proces ALT réwniez w ko-
maérkach ssakéw jest prawdopodobnie procesem re-
kombinacyjnym. Powstato kilka hipotez do-
tyczacych przebiegu ALT. Dla niektorych z hipotez
znaleziono przynajmniej cze$Sciowe potwierdzenie i
wydaje sie, ze proces ALT w rzeczywistosci jest ich
kompilacja.

IV-1. Struktura telomeru w mechanizmie ALT

Telomer, aprzede wszystkim jego wolny koniec 3’

rozdzielajagcy nici DNA (Ryc. 1), tworzy prze-
strzenng strukture, ktdra teoretycznie mogtaby pro-
mowac zaréwno replikacje, jak irekombinacje. Petle
ti D moga odgrywac role w mechanizmie ALT po-
przez replikacje zalezng od rekombinacji, pro-
wadzgcg do odbudowy telomeru na matrycy nici te-
lomerowej wedtug modelu obracajgcego sie kota, z
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wykorzystaniem konca 3’jako startera [80]. Wyste-
pujace w obrebie telomeru biatko POT1 jest inhibito-
rem replikacji, zas w ciatkach APB wystepuja biatka
rckombinacyjne, ktére moga uczestniczy¢ w tym
procesie. Poczatkowe zatozenie, ze podstawowg
funkcja struktur obecnych na kohAcu chromosomu
jest ochrona istabilizacja DNA stoi w sprzecznosci z
tezg, jakoby struktury te sprzyjaty tak dynamicznym
procesom jak rekombinacja [4], Wydaje sie jednak,
iz procesy takie mogg wystepowac¢ w komérkach no-
wotworowych, a byé zablokowane w komorkach
prawidtowych.

1V-2. Rekombinacja intra- i interchromosomowa

Wystepowanie analogicznych sekwencji nukle-
otydowych na konicu kazdej chromatydy stwarza wa-
runki dla rekombinacji homologicznej miedzy telo-
merami tego samego lub réznych chromosoméw.
Taka rekombinacja zostata potwierdzona dosSwiad-
czalnie z wykorzystaniem tzw. ,,DNA-tags”, czyli
poprzez ,znakowanie” telomerdéw i obserwacje pro-
pagacji znacznika w populacji komoérek. Obserwo-
wano wzrost liczby wyznakowanych telomeréw
wraz z iloScig podziatéw komdrkowych, oraz efek-
tywng propagacje tylko tych ,,DNA-tags,\ Kktore
wstawione zostaty do telomeru dystalnie [81]. Pro-
ces ten nie wystepowat w komérkach, w ktérych byta
aktywna telomeraza. Wolny koniec 3’jednego telo-
meru dzieki homologii z DNA drugiego telomeru jest
prawdopodobnie zdolny do zaatakowania jego dwu-
niciowej struktury. Umozliwia to replikacje zalezng
od rekombinacji a co za tym idzie wydtuzenie telo-
meru [82] (Ryc. 2). Wykonane doswiadczenia nie
moga jednak wykluczyé mozliwosci propagacji
»DNA-/flg5” poprzez posrednig faze ECTR.

Wykazano ponadto zwigzek pomiedzy defektami
systemu naprawy bitednie sparowanych zasad MMR
(ang. Mismatch Repair), awystepowaniem mechani-
zmu ALT u S. cerevisiae [83], co sugerowatoby ha-
mowanie ALT przez ten system naprawczy. MMR
moze stanowi¢ bariere dla wielu proceséw za-
chodzacych w obrebie telomeru, poprzez uniemozli-
wienie interakcji pomigedzy DNA a enzymami re-
kombinacyjnymi. Uszkodzenie MMR bytoby tu wa-
runkiem koniecznym dla wystgpienia fenotypu ALT.

IV-3. Rola pozachromosomowego DNA
telomerowego

Wysoka dynamika zmian dtugosci telomeréw
wskazywataby na udziat ECTR w procesach ALT po-
przez integracje tego DNA do telomeréw chromoso-

151



krotki telomer

.

o

M= - ' - =
3
= 1 I T 1 1 1 -

w
3 o
;, = 5 ~EE— I I I ST =
s LT — % —h ; 1 =
3 T odbudowany telomer
A= i { = 5 = = =]
3
s T £ f T = = } =

Ryc. 2. Wydtuzanie tetomeru poprzez rekombinacjg miedzytclomcrowg. Wolny koniec 3’ DNA oddziatuje z drugim tclomercm i zostaje wykorzystany
jako starter dla syntezy. Tak powstaty dtugi koniec 3’ zostaje nastepnie uzupetniony przez system replikacyjny.

mow lub tgczenie koncow ECTR z koricami chromo- jest jednym z podstawowych mechanizmoéw utrzy-
soméw (Ryc. 3). Integracja poprzez rekombinacje mania integralno$ci DNA chromosomalnego. Retro-
duzych fragmentow DNA do telomerow zostata za- transpozycja jest procesem przypominajgcym inte-
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Ryc. 3. Wydtuzanie tetomeru poprzez taczenie z pozachromosomalnym DNA telomerowym. a) integracja kolistej czastki - pozachromosomalnc DNA
telomerowe wbudowuje si¢ do istniejacego tetomeru poprzez rekombinacjg homologiczng; b) wydtuzenie telomeréw poprzez taczenie konica
tetomeru z czgsteczkg pozachromosomalncgo DNA tclomcrowcgo.

obserwowana wcze$niej m.in. u drozdzy Saccharo- gracje pozachromosomowego DNA telomerowego i
myces cerevisiae, muszki owocowej i Giardia lam- wydaje sie, iz moze on petni¢ w komorkach ALT po-
blia [40, 41 ,84, 85]. Organizmy te posiadajg retro- dobng role, jednakze jak dotad nie znaleziono dla tej
transpozony, ktérych przenoszenie do telomeréw hipotezy potwierdzenia. Zaobserwowano jednak
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proces odwrotny, czyli szybkie skracanie telomerow
TRD (ang.: TelomericRapidDepletion), ktéry praw-
dopodobnie generuje ECTR [86,87]. Obecno$s¢ DNA
w ciatkach APB wraz z biatkami rckombinacyjnymi
sugeruje, ze proces wstawiania pozachromosomo-
wego DNA telomerowego jest mozliwy. Jednak w
Swietle badan Bucho 1c i wspdtpracownikéw [86]
nie mozna stwierdzi¢ jednoznacznie, czy obecnos¢
DNA w APB jest wymagana do zaj$cia ALT z wyko-
rzystaniem mechanizmu integracyjnego, czy tez jest
produktem koncowym innych mechanizmdw propo-
nowanych dla ALT. Wydaje sie jednak, ze czastki
ECTR sg za krotkie, aby przy ich wykorzystaniu do
integracji mozliwe byty obserwowane bardzo duze
zmiany diugosci telomerow. Istnieje takze hipoteza
doszukujgca sie roli ECTR w angazowaniu biatek
normalnie asocjujacych z telomerami. Nie bez zna-
czenia jest tez obserwacja, ze ciatka APB pojawiajg
sie w fazach S/G2/M cyklu komérkowego, a wiec
wtedy, gdy zachodzi rekombinacja DNA [88],
Catkowicie odmienna od rekombinacyjnej jest
teoria zaktadajgca uzycie pozachromosomowego
DNA telomerowego jako matrycy, na ktérej odbudo-
wywany jest telomer. ECTR jest czgstkg liniowego
dsDNA, uwaza sie jednak, ze cze$¢ tego DNA wyste-
puje w formie kolistej, co umozliwitoby replikacje
zgodnie z modelem toczacego sie kota. Wedtug tej
hipotezy wolny koniec 3’ odpychatby jedng z nici
dsDNA ECTR, tworzac widetki rcplikacyjne i uzy-
wajac drugiej nici DNA jako matrycy (Ryc. 4). Taki
proces pozwalatby na szybkie wydtuzanie telomc-
row do dtugosci obserwowanych w komdrkach ALT,
jak réwniez wyjasniatby obserwowane wydtuzanie

krotki telomer

BRI

zaréwno bardzo krotkich jak isredniej dtugosci telo-
merow [87]. Proces nazwany ,,roll and spread” zaob-
serwowano u drozdzy Kluyveromyces lactis, ktore
byty pozbawione funkcjonalnej telomerazy. Drozdze
takie odtwarzaty telomery poprzez synteze jednego
telomeru na matrycy plazmidu imitujagcego ECTR, a
nastepnie uzycie tego telomeru jako matrycy dla po-
wstania pozostatych [89]. Mozna spekulowag, iz
proces ten jest mozliwy w komorkach ssakdw, jak na
razie jest to tylko hipoteza. Jak dotad nie prowadzo-
no badan w tym kierunku.

V. Telomeraza a ALT

Niektére komorki z aktywng telomerazg majg
wydtuzone i heterogenne telomery, charakterystycz-
ne dla fenotypu komérek ALT, co moze wskazywac
na mozliwo$¢ wspoétistnienia w jednej komaérce oby-
dwu mechanizméw [76]. Stwierdzono m.in., ze ekto-
powa ekspresja telomerazy w komorkach ALT, po-
dobnie jak fuzja komorek ALT z komérkami z ak-
tywng telomerazg, nie znosi w tych komorkach alter-
natywnego wydtuzania telomerow [33,49]. Chromo-
somy nie utracity fenotypu telomeréw charaktery-
stycznego dla komérek ALT [27, 33, 36, 49]. Zaob-
serwowano takze preferencyjne wydtuzanie najkrat-
szych telomeréw przez telomeraze [27]. Nie majed-
nak zgody, co do represji ALT przez telomeraze.
Pojawiajg sie zarowno doniesienia, iz nie jest ono ha-
mowane [27, 33, 36], jak rdwniez, ze najdtuzsze telo-
mery po wprowadzeniu biatkowej sktadowej telome-
razy sg szybko skracane, a caty proces ALT hamowa-
ny [91]. Istnieje takze r6znica pomiedzy komdrkami

odbudowany telomer
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Ryc. 4 . Wydtuzanie tciomcru poprzez replikacje w modelu obracajgcego sie kota z wykorzystaniem ECTR jako matrycy. Wolny koniec 3’ teiomeru
oddziatuje z kolistym ETCR i stuzy za starter replikacji. Model ten wyjasniatby obserwowane duze zmiany dtugosci pojedynczych telomeréw.
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z ektopowag ekspresjg telomerazy i komorkami fuzyj-
nymi. Zauwazono, ze w niektorych typach komorek
fuzyjnych ALT jest hamowane, a diugie telomery
skracane, w odréznieniu od komorek, do ktérych
wprowadzono gen biatkowej czesci telomerazy [33,
49]. Mozliwe jest, iz procesy ALT przebiegajg w ko-
morkach fuzyjnych iz ektopowg ekspresjg telomera-
zy na tyle wolniej, iz za pomoca badania tylko dyna-
miki zmian dtugos$ci telomeréw nie mozna w pra-
widtowy spos6b oceni¢ wzajemnych relacji pomie-
dzy obydwoma mechanizmami wydtuzania telome-
row. Badania nad oceng czestosci rekombinacji w
tego typu komoérkach sg w dalszym ciggu prowadzo-
ne [92]. W komérkach o fenotypie ALT wystepuje
metylacja wysp CpG w promotorze genu kodujacego
hTERT blokujaca powstawanie biatka, ktéra nie wy-
stepuje w komorkach prawidtowych [93]. Mozliwe
jest roéwniez, ze zarowno telomeraza, jak i ALT
(ECTR) angazuja te same biatka telomerowe, co do-
prowadza do kompetycji miedzy procesami. To, kt6-
ry proces przewazy, zalezy m.in. od typu komarek
oraz sposobu ich immortalizacji. Wykazano réw-
niez, ze podwyzszony poziom ekspresji jednego z
wariantow splicingowych hTERT mRNA jest
zwigzany z wystepowaniem fenotypu ALT [94],
Biatko to ma niskg aktywno$¢ katalityczng spowodo-
wang brakiem kilku aminokwasow centrum katali-
tycznego [95]. Wystepuje ono takze w komorkach
prawidtowych i embrionalnych [94]. Poczatkowo
uwazano, ze w jednej komorce bedzie nastepowat
albo proces ALT, albo bedzie aktywna telomeraza,
wydaje sie jednak, ze w wielu przypadkach procesy
te nie tylko sie nie wykluczajg, ale nawet uzu-
petniajg.

VI. ALT w komoérkach prawidtowych

Proces ALT nie jest prawdopodobnie ograniczony
tylko do komoérek nieSmiertelnych, zaobserwowano
bowiem szybka utrate DNA telomerowego w sta-
rzejacej sie hodowli ludzkich fibroblastéw, gdzie
stwierdzono wydtuzenie najkrotszych telomeréw
kosztem dtugich. Zdolnos$¢ fibroblastow do prze-
trwania zalezata od Sredniej dtugosci wszystkich te-
lomeréw, a nie od dtugosci najkrétszych [96]. Wyda-
je sie zatem, ze prawidtowe komorki cztowieka
mogg mie¢ zdolno$¢ wydtuzania telomerdw bez
udziatu telomerazy, jest to jednak proces na tym eta-
pie naszej wiedzy bardzo mato poznany i trudny do
badania w organizmie ludzkim jako catosci.

U myszy pozbawionych genu kodujgcego
biatkowg cze$¢ telomerazy, ktore teoretycznie nie
powinny by¢ zywotne z uwagi na zaburzenia rozwo-
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jowe i dysfunkcje uktadu immunologicznego,
stwierdzono wystepowanie fenotypu ALT. Myszy
takie nie tylko nie wykazywaty poczatkowo zabu-
rzen rozwojowych i odpornosciowych, ale i byty
ptodne nawet do szesciu generacji [97, 98], Istnienie
takich myszy dowodzi, iz mimo swej niewatpliwej
istotno$ci dla rozwoju organizmu, zar6wno w
wydtuzaniu telomerdw, jak iinnych funkcjach telo-
merazy zwiazanych z utrzymaniem integralnosci ge-
nomu, nie jest to enzym niezbedny, a przynajmniej
jego brak nie ujawnia sie fenotypowo w pierwszych
pokoleniach. Jest to jednak enzym istotny, bowiem
myszy gromadzity stopniowo aberracje chromoso-
mowe, az do pojawienia sie uszkodzen i deformacji
komorek rozrodczych, enterocytow oraz zaburzen
uktadu krwiotwdérczego i odpowiedzi immunolo-
gicznej. Brak telomerazy stawat sie letalny po czte-
rech-szesciu pokoleniach. Na podstawie tych do-
Swiadczen mozna przypuszcza¢ ze obydwa systemy
wydtuzania telomeréw moga sie do pewnego stopnia
zastepowac, jednak obecno$é telomerazy jest nie-
zbedna w przemianie pokole. System alternatyw-
nego wydtuzania telomeréw byt w stanie utrzymac
krotkie telomery, jednak nie byt w stanie zastgpic te-
lomerazy w jej funkcjach zwiazanych z zapobiega-
niem powstawaniu fuzji i innych aberracji miedzy-
chromosomowych.

VII. Implikacje kliniczne odkrycia ALT

Od momentu odkrycia telomeraza stata sie obiek-
tem intensywnych badarn w celu znalezienia jej se-
lektywnych inhibitor6w o znaczeniu terapeutycz-
nym. Fakt, ze komd6rka nowotworowa musi posiadac
mechanizm odbudowy telomeréw w potgczeniu z
wynikami badan, w ktérych stwierdzono aktywnos$¢
telomerazy w ponad 80% ludzkich nowotworéw
sprawit, ze enzym ten wydat sie bardzo obiecujgcym
celem chemioterapii nowotworéw [99]. Odkrycie al-
ternatywnego mechanizmu wydtuzania telomeréw,
mogacego wspoétistnie¢ w komérkach z aktywng te-
lomerazg i mogacego wystepowaé w komaorkach pra-
widtowych, podwazyto celowos$¢ uzycia inhibitorow
telomerazy w leczeniu wszystkich zmian nowotwo-
rowych. Bedgce obecnie na etapie badan klinicznych
chemioterapeutyki wptywajgce na aktywnos$c telo-
merazy moga okazac sie nieskuteczne, poniewaz nie-
ktéore komorki nowotworowe wykazujg zdolnosé
przetaczenia sie na inny mechanizm odbudowy telo-
meréw. W przysztosci wskazane moze byé potacze-
nie chemioterapii, skierowanej przeciwko aktywno-
§ci telomerazy, z lekami wptywajacymi na procesy
rekombinacyjne, co jednak wydaje sie trudne z uwa-

POSTEPY BIOCHEMII 49(3), 2003



gi na istotne znaczenie tych ostatnich dla przezycia
komérek [100]. Komérki nowotworowe o fenotypie
ALT wprowadzone do organizmow myszy z uszko-
dzonym uktadem immunologicznym maja obnizong
zdolno$¢ do co wskazy-
watoby na mozliwg mniejszg zto$liwo$¢ nowotwo-
réw o fenotypie ALT [101, 102], Stwierdzono row-
niez, ze pacjenci cierpigcy na glejaka wielopostacio-
wego majg dwa razy dtuzszy czas przezycia, gdy no-
wotwadr ma fenotyp ALT [20], Dtuzszy czas przezy-
cia tych pacjentbw moze byé przypuszczalnie
zwigzany z wiekszg wrazliwoscig komorek ALT na
radioterapie, jednak nie wykazano tego in vitro. Te
doniesienia pozwalajg przypuszczaé, ze pomimo od-
krycia procesu alternatywnego wydtuzania telome-
réw, nalezy kontynuowac¢ opracowywanie terapii
opartych na hamowaniu aktywnosci telomerazy. Ist-
nieje jednak potrzeba wykonania badarn przesiewo-
wych, aby okresli¢ znaczenie ALT dla ro6znych
nowotworéw, jak réwniez kontynuowania badan
podstawowych, aby lepiej pozna¢ zachodzace w ob-
rebie ludzkich telomeréw procesy rckombinacyjnc, a
zarazem mieé szanse ich kontrolowania.

tworzenia przerzutéw,

Podziekowania

Praca finansowana w ramach KBN

0670/P05/2001/20

grantu

Artykut otrzymano 19 maja 2003
Zaakceptowano do druku 29 wrze$nia 2003

PiSmiennictwo

1. Zarko-Podstawka M, Zakrzew sk a-Czer winska J
(1997) Post Bioch 43: 12-17

2. Szalata M, Stomski R (2000) Post Biot Kom 14: 95-117

Wellinger RJ.Scn D (1997) Ew J Cancer 11: 735-749

4, Griffith JD,Come au L, RoscnficldS, StansclIRM,
Bianchi A,Moss Il,de Lange T (1999) Celi97: 503-514

5. Munoz-JordanJL,Cross GA,dc Lange T,GriffithJD
(2001) EMBO J 20: 579-588

6. Btasiak J(1999) Post Bioch 45: 228-238

7. Nowak J,Lcwandowski K,Januszkiewicz D (2000)
Post Biol Kom 14: 143-150

8 NowisD, Gotagb J(2001) Post Biol Kom 28: 243-261

9. Counter CM, Avilion AA, LeFcuvre CE StewartN
G,GreiderC W, Harley CB,Bac chclli S (1992)EMBOJ
11: 1921-1929

10. Ducray C,Pommier JP, Martins L Boussin FD,
Sabatier L (1999) Oncogene 18: 421 1-4223

11. Autcxier C,Grcider CW (1996) Trends Biochem Sci 21:
387-391

12Shay JW,Wrighr W E (1996) Trends Genet 12: 129-131

13 Hiyama K,HiraiY,Kyoizunri S;AkiyamaM,Hiyama
E,PiatyszekMA, Shay JW,Ishioka S,Yamakido M
(1995) J Immunol 155: 3711-3715

14 Buehkovich KJ, Greider
1443-14454

w

CW (1996) Mol Biol Celi 7:

POSTEPY BIOCHEMII 49(3), 2003

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,
45,

46.

.Nak abay as hi K, Ogata T, Fujii

Yasumoto S,Kumimura C,Kikuchi C,Tahara H,Ohj i
H,Yamamoto 1, 1dc T,Utakoj i T (1996) Oncogene 13:
433-439

Harlc-Bachor C,Boukamp P (1996) Proc Natl Acad Sci USA
93: 6476-6481

Kyo S,Takakura M,Kohama T,Inouc M (1997) Cancer
Res 57: 610-614

Kannan S,TaharaH,YokozakiH Mathew B,Nalina-
kumari KR,Nair MK, Tahara E (1997) Cancer Epidem Bio-
markers Prevent 6: 413-420

KimNW, Piatyszck MA Prowsc KR, Harley CB,
West MD,HoPL,Covicllo GM,Wright WE,Weinric
h SL Shay JW (1994) Science 266: 2011-2015
Hakin-Smith V,Jellinek DA,Levy D,Carro 1 T.Tco
M, Timperley WR, McKayMJ, Rcddcl RR, Royds JA
(2003) The Lancet 361: 836-838

BryanTM, Engclzou A Gupta J, Bacchetti S,Reddcl
R R (1995) EMBO J. 14: 4240-4248

Mchle C, Piatyszck MA, Ljunberg B,Shay JW, Roos
G (1996) Oncogene 13: 161-166

Xia SJ,Sham mas MA,Shmookler Reis RJ(\996) Mutat
Res 364: 1-11

Murnane JP,Sabatier L, Mardcr BA, Morgan WF
(1994) EMBO J 20: 579-588

Gollahon LS Kraus EEWu T-A,Yim SO,Strong LC,
Shay JW,Tainsky LA (1998) Oncogene 17: 709-717
Kumata M, Shimizu M, Oshinrura M,Uchida M,
Tsutsui T(2002) IniJ Oncol 21:851-856

Ccronc MA London o-VallejoJA, Bacchetti S(2001)
Hum Mol Genet 10: 1945-1952

Henderson S Allsopp R Spcctor
Harley C (1996)J Cell Biol 134: 1-12
Sprung CN,Bryan TM,ReddelRR,Murnane JP
(1997) Mutat Res 379: 177-184

Sugihara SMihara K, Marunouchi
Nanrba M (1996) Hum Genet 97: 1-6

D, Wang S-S,

T,Inoue 1L

M,Tahara H Dic T.
Wadhwa R, Kaul SC, Mitsui Y, Ayusawa D(1997) Exp
Cell Res 235: 345-353

Shay JW,Tomlison G,Piatyszek MA,GollahonLS
(1995) Mol Cell Biol 15: 425-432

Perrcm K,Bryan TM, Englezou A Hackl T, Moy EL,
Rcddcl R R (1999) Oncogene 18: 3383-3390
ScheclC,Schaefer KL Jauch A Kellcr M, Wai D,
Brinkschmid t C, van Valcn FFBoccker W,
Dockhorn-Dworniczak B,Porcmba C(2001) Oncogene
20: 3835-3844

GrobelnyJV, Godwin AK Broccoli
113: 4577-4585

Grobclny JV,Kulp-McEliccc M, Broccoli
Hum Mol Genet 10: 1953-1961

Gan Y,Mo Y,Johnston J,LuJ Wientjes MG, AulJL
(2002) FEBSLett 527: 10-14

OptizOG,SulimanY,Hahn WC,Harada H, B lum HE,
Rustigi A K (2001)J Clin Invest 108: 725-732

Bryan TM,Englezou A ,Dalla- Pozza L,Dunham M
A, Rcddel R R (1997) Nat Med 3: 1271-1274

Traverse KL, Parduc ML(1988)Proc NatlAcad Sci USA 85:
8116-8120

Bicssmann H, Kasravi B Bui T, Fujiwara G,
Champion LE Mason JM (1994) Chromosoma 103: 90-98
Dunn B,SzauterP, Pardue ML,Szostak JW (1984) Cell
39: 191-201

Pluta AF,Dani GM,Spear BB,Zakian VA (1984) Proc
Natl Acad Sci USA 81: 1475-1479

Pluta AF,Zakian V A (1989) Nature 337: 429-433

A llshirc RC,Dempster M, Ilastic ND(1989) Nucleic
Acids Res 17: 4611-4627
Bryan TM, Marusic
Rcddel

D (2000) J Cell Sci

D (2001)

LLBacchclli S Namba M,
R R (1997) Hum Mol Genet 6: 921-926

.Lansdorp PM, Poon S Chavez E Dragowska V,

Zijlmans M, Bryan T, RcddelR Egholm M, Bache i
S, Martens U (1997) Ciha Found Symp 211: 209-218

155



48.
49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.
59.
60.
61.

62.
63.
64.
65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

McC lintock B (1941) Genetics 26: 234-282

Perrcm K,Colgin LM.Ncumann AA,Ycagcr TR,
Reddc1RR(2001) Mol Cell Biol 21: 3862-3875

Bryant JE, Hutchings KG,Myozis RK, Griffith JK
(1997) Biotechniques 23: 476-478

Weis K,Rainbaud S,Lavau C,Jansen J,CarvallioT,
Carmo-Foncsca M,Lamond A,Dcjcan A (1994) Cell 76:
345-356

Alcalay M,Tomassoni L Colombo E Stoldt S
Grignani F,Fagioli M.Szckcly L,Hclin K,Pelicci P
G (1998) Mol Cell Biol 18: 1084-1093

Mucllcr SSMatunis MJ,Dcjcan A (1998) EMBOJ 17:
61-70

La Mortc V), Dyck JA Ochs RL, Evans RM (1998) Proc
Natl Acad Sci USA 95: 4991-4996

Pearson M, Carbone R,Sebastiani C Ciocc M,
Fagioli M, SaitoS, Higashimoto Y,Appclla E
Minucci S, Pandolfi PP, Pclicci PG (2000) Nature 406:
207-210

Le S.Moorc K Uabcr JE, Greidcr CW (1999) Genetics
152: 143-152

Rudin N,Sugar man E, Haber JE (1989) Genetics 122:
519-534

McDonald JP, Rothstein R(1994) Genetics 137: 393-405
Rattray AJ,Symington L S(1994) Genetics 138: 587-595
Rattray AJ,Symington L S(1995) Genetics 139:45-56
Sugawara N, lvanov EL, Fish man-Lobeli J,RayBL,
Wu X,Haber JE (1995) Nature 373: 84-86

W o 1d MS (1997) Ann Rev Biochem 66: 61-92

Lom bard DB,Guare nte L (2000) CancerRes 60: 2331-2334
Wu G, Lce W-H, Chen P-L (2000) J Biol Chem 275:
30618-30622

Zhu X-D,Kustcr B,Mann M,Pctrini JHJ,de Lange T
(2000) Nat Genet 25: 347-352

Stavropulos DJ, Bradshaw PS, Li X Pasie I,Truong
K, Ikura M,Ungrin M,Meyn MS (2002) Hum Mol Genet 11:
3135-3144

Kawabe T, Tsuyama N,Kitao S,Nishikawa K
ShimamotoA, Shiratori M, Matsu motoT, Anno K
Sato T,MitsuiY, Scki M.Enomoto T, Goto M,E1lis N
A, Dic T,FuruichiY,Sugimoto M (2000) Oncogene 19:
4764-4772

Huang RP,Fan Y,Ni Z Mcrcola DAdamson ED
(1997) J Cell Biochem. 66: 489-499

Suzuk i N,Shiratori M,Goto M, Faruichi Y (1999)Nuc-
leic Acids Res 27:2361-2368

Wu L,Davics SL,North PS,Goulaouic H RiouJF
Turley H, GatterKC, Hickson 1D (2000)J Biol Chem 275:
9636-9644

Lallemand-Breitenbach V,Zhu J Puvion F, Koken
M.Honorc N,Doubeikovsky A,Duprcz E,Pandolfi P
P,Puvion E,Freemont P,Dc The H (2001)J Exp Med 193:
1361-1372

Yeager TR,Neumann AA Englezou A Huschtscha
LI,Noble JR, Reddel RR(1999) Cancer Res 59:4175-4179
Ogino H,Nakabayashi K, SuzukiM, Takahashi E-l
Fujii M,Suzuki T,Ayusawa D (1998) Biochem Biophys Res
Commun 248: 223-227

156

74.

75.

76.

77.

78.

79.
80.

81.
82.
83.
84.

85.
86.

87.

88.

89.

90.
91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

Tokutake Y,Masumoto T,Watanabc T, Maeda S,
TaharaH, Sakamoto S,Niida H,Sigumoto M, Idc T,
Furuichi Y (1998) Biochem Biophys Res Commun 247: 765-772
Katoh M,Koineyama M,Kugoh H,Shimizu M,
Oshimura M (1998) Mol Carcinog 21:17-25

Ogata T,Oshimura M,Namba M,Fujii M,Oishi M,
Ayusawa D (1995) Jpn J Cancer Res 86: 35-40

Nosck J Tomaska L Fukuhara H Suyama Y, Kovac
L, (1998) Trends Genet 14: 184-188

Tcng CS,Chang J,McCowan B,Zakian AV (2000) Mol
Cell 6: 947-952

Lundblad V,Blackburn EII (1993) Cell 73: 347-360
Reddel RR, Bryan TM, Colin LM, Perrem KT, Yeager
T R (2001) Radial Res 155: 194-200

Dunham MA,Ncumann AA, FaschingCL,RcddelRR
(2000) Nat Genet 26: 447-450

Bosco G,Habcr JE (1998) Ganetics 150: 1037-1047
Rizki AjLundblad V (2001) Nature 411: 713-716
Arkhipov a IR, Morrison HG (2001) Proc Natl Acad Sci
USA 98: 14497-14502

Chan CS, Tyc B K(1983)J Mol Biol 168: 505-523
Bucholc M,Park Y,Lustig AJ(2001) Mol Cell Biol 21:
6559-6573

Teng CS,Zakian V A (1999) Mol Cell Biol 19: 8083-8093
Takata M,Sasaki MS,Sonoda E Morrison C,
Hashimoto M,Utsumi H, Yamaguchi-lwai Y,
Shin ohara A Takeda S (1998) EMBO J 17: 5497-5508
Nataraj an S McEachern MJ (2002) Mol Cell Biol 22:
4512-4521

Bryan TM,Reddel R\I(\991) EurJ Cancer 3868-3874
Ford LP,Zou Y,Pongracz K,Gryaznov SM,Shay JW,
Wright WE (2001) J Biol Chem 276: 32198-32203

Baird DM, Jeffreys AJ,Royle NJ (1995) EMBOJ 14:
5433-5443

Dessain SK,YuH ReddelRR,Beljcrshergen RL,
Weinberg RA (2000) Cancer Res 60: 537-541

Kilian A,Bowtell DD,Abud HE,Hime GR, Venter D
J,Kesse PK, Duncan EL, Reddel RR,Jefferson RA
(1997) lium Mol Genet 6: 201 1-2019

Colgin LM, Wilkinson C,Englezou A Kilian A
Robinson MO, Reddel RR (2000) Neoplasia 2:426-432
Martens UM ,Chavez EA Poon SS, Schmoor C.
Lansdorp PM (2000) Exp Cell Res 256: 291-299

Hcrrcra E;Martincz C,B lasco M A (2000) EMBOJ 19:
472-481

Lcc HW,Blasco MA, Golllieb GJ, Horner JW,
GrciderCW, DePinho RA(1998) Nature 392: 569-574
Mcrgny J-L,Riou J-F, Mailliet P, Tculade-Fichou
M-P, Gilson E (2002) Nucl Acids Res 30: 839-865

100. Kiin J-H, Lee GE,Kim J-C,Lee JH,Chung IK (2002)

Mol Cells 13: 228-236

101. Stewart SA Hahn WC, O’'Connor BF, Banner EN,

Lund berg AS, Modha P, Mizuno 1, Brooks MW,
Fleming M,ZimonjicDB,PopescuNC,Weinberg R
A (2002) Proc Natl Acad Sci 99: 12606-12611

102. Chang S,Khoo CM,N ay lor ML,Maser RS,DePinho

R A (2003) Genes Dev 17: 88-100

POSTEPY BIOCHEMII 49(3), 2003



Inhibitor kinaz tyrozynowych STI571 — nadzieja na
przetom w leczeniu biataczek?

Tyrosine kinase inhibitor STI571 — a breakthrough in

leukemias treatment?
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Spis tresci:

I.  Wprowadzenie
Il. Onkogenne kinazy tyrozynowe
I11. Inhibitor STI571
IV. Struktura kompleksu c-ABL:STI1571
V. STI571 w leczeniu biataczek

V-l. Rozwdj strategii leczenia

V-2. Opornos$¢ i skutki uboczne

V-3. Oddziatywanie z innymi lekami
V1. STI571 w leczeniu innych nowotworéw
VIl.Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skréotéw: ABL, ARG, FLT-1, c¢-SRC,
c-MET — niereceptorowe kinazy tyrozynowe; AGP — kwasna
glikoproteina a-1; ALK, HER-2, KDR — receptorowe kinazy
tyrozynowe (RTK); ALL — ostra biataczka limfoblastyczna;
AML — ostra biataczka szpikowa; Bcl-xI — biatko hamujace
apoptoze; BCR — region ztamanA chromosomu 22; CML —
przewlekta biataczka szpikowa; CMML — przewlekta biatacz-
ka mieloblastyczna; DFG — peptyd asparagina-fenyloalani-
na-glicyna; EGFR — receptor naskérkowego czynnika wzrostu;
erbB-2, RET— protoonkogeny komérkowe; HU — hydroksy-
mocznik; INF — interferon-a; JAK — kinazy cytoplazmatycz-
ne z rodziny Janus; KIT — receptor z aktywnosciag kinazy tyro-
zynowej; MAP — biatka stowarzyszone z mikrotubulami;
MDR-I — gen opornosci wielolekowej; NPM — fosfoproteina
jagderkowa; PDFGRf) — receptor czynnika wzrostu po-
chodzgcego z ptytek krwi; PKC, PKA — kinazy serynowo-tre-
oninowe; Ph — chromosom Filadelfia; PgP — biatko odpowie-
dzialne za oporno$¢ wielolekowa; PTK — biatkowe kinazy ty-
rozynowe; RADS51 — ludzki homotog bakteryjnego RecA
biorgcy udziat w naprawie DNA przez rekombinacje homolo-
giczng,; SCF — czynnik wzrostu komdrek pnia, ligand dla re-
ceptora c-KIT; STATS5, TEL, c-FOS — czynniki transkrypcyjne
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I. Wprowadzenie

Realizacja projektu sekwencjonowania genomu
cztowieka przyniosta zaskakujgcg informacje, ze
okoto 20% naszych gendw koduje produkty biorgce
udziat w przesytaniu sygnatow w komorkach. Gtow-
nymi modulatorami tych proceséw sg reakcje fosfo-
rylacji/defosforylacji, w ktérych reszta fosforanowa
ulega enzymatycznemu przemieszczeniu z jednego
biatka komérki do drugiego, mogace aktywowac i in-
aktywowaé sygnaty. Fosforylacja moze byé prowa-
dzona przez kinazy, a defosforylacja przez fosfatazy.
Dotychczas opisano ponad 500 kinaz i 150 fosfataz,
ajedng z grup kinaz sg kinazy tyrozynowe (PTK) fos-
forylujgce tyrozyne docelowego biatka. Do tej pory
poznano 90 takich kinaz, lecz mozna oczekiwaé, ze
ich liczbajest wieksza. Enzymy te mozna sklasyfiko-
wac jako transbtonowe (receptorowe), przekazujace
sygnaty od receptorow btonowych do wnetrza ko-
morki, oraz cytoplazmatyczne niereceptorowe kina-
zy tyrozynowe, przejmujagce sygnaty wewnatrzko-
morkowe. Niektére nowotwory ztosliwe, przede
wszystkim biataczki, charakteryzujg sie ekspresjg
biatek wykazujacych aktywno$¢ kinaz tyrozyno-
wych, w tym BCR/ABL ic-KIT. W poréwnaniu z ko-
maérkami prawidtowymi, biatka te wykazujg zwiek-
szong aktywno$¢ enzymatyczna, w wyniku czego w
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sposéb niewtasciwy przejmuja i przeksztatcajg
wewnatrzkomoérkowe sygnaty transkrypcji, prolife-
racji i apoptozy, zaktdcajac prawidtowy przebieg
procesdw komdérkowych, tym samym przyczyniajac
sie do powstawania fenotypu nowotworowego. Wy-
daje sie zatem, ze te iinne specyficzne dla nowotwo-
réw ztosliwych biatka o aktywnos$ci kinazy tyrozy-
nowej mogg by¢ celem molekularnej terapii skiero-
wanej przeciwko tym chorobom. W tym kontekscie
wprowadzenie na rynek farmaceutyczny inhibitora
przekazywania sygnatéw, ktory preferencyjnie ha-
muje aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej produktéw pro-
toonkogenéw ABL, c-KIT i ptytkowego czynnika
wzrostu mozna wiaza¢ z nadziejg na przetom w le-
czeniu biataczek i innych nowotworéw ztosliwych.

ILOnkogenne kinazy tyrozynowe

W regulacji przesytania sygnatéw komdrkowych
biorg udziat dwa rodzaje PTK: receptorowe i cyto-
plazmatyczne (Ryc. 1). Pierwsze sg zakotwiczone w
btonie komdrkowej dzieki domenie transbtonowej o

do jadra, gdzie ulegna ekspresji okre$lone geny.
Wsrod cytoplazmatycznych PTK wyréznia sie kina-
zy zwigzane z okre$lonymi receptorami, ktére ule-
gajg aktywacji w wyniku przytgczenia liganda do re-
ceptora i kinazy wolne, aktywowane przez wptyw jo-
néw do komérki lub w czasie przejscia komérki z
jednego stadium cyklu komdérkowego do drugiego.
Mechanizm aktywacji i dziatania kinaz niereceptoro-
wych jest prawie taki sam jak kinaz receptorowych.
Cechg wspdlng kinaz receptorowych i cytoplazma-
tycznych, zwiazang z petnionag funkcja, jest obec-
no$¢ charakterystycznej domeny Kkatalitycznej. Do
jej najwazniejszych elementow nalezy zaliczy¢ miej-
sce wigzania ATP, bedgcego donorem grup fosfora-
nowych, i miejsce wigzace substrat, do ktérego kina-
za przenosi grupy fosforanowe z ATP [1].
Aktywnos$¢ fosforylacyjna kinaz tyrozynowych w
komérce jest kontrolowana przez fosfatazy tyrozy-
nowe, ktdre odigczajac grupy fosforanowe od kinaz
oraz substratéw kinaz, inaktywujaje. Jednakze pew-
ne mechanizmy umozliwiajg kinazom wytamywanie
sie spod tej kontroli i przesytanie w sposéb ciggty sy-
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Ryc. 1 Przesytanie sygnatu przez kinazy tyrozynowe. Po lewej stronie — kinazy receptorowe, po prawej — cytoplazmatyczne zwigzane z receptorami.
K — domena katalityczna kinazy, P — grupa fosforanowa, R — receptor (na podstawie [1]).

charakterze hydrofobowym i odbierajg sygnaty
zewnatrzkomorkowe przez zwigzanie liganda z do-
meng zewngtrzkomadrkowg, w wyniku czego naste-
puje aktywacja domeny cytoplazmatycznej. Pierw-
szym etapem aktywacji jest dimeryzacja receptorow
i zmiana ich konformacji, drugim — autofosforyla-
cja. Procesy te zapoczgtkowujg kaskade reakcji fos-
forylacji, w wyniku ktérych aktywowane sg kolejne
biatka do momentu, az sygnat zostanie przekazany
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gnatu na przyktad do proliferacji, czego efektem
moze byc¢ inicjacja transformacji nowotworowej.
Onkogenny charakter kinaz moze byé spowodowany
mutacjami. W wyniku translokacji chromosomo-
wych, geny kinaz tyrozynowych ulegajg fuzji z inny-
mi genami, dajac kinazy fuzyjne o zwiekszonej ak-
tywnosci w poréwnaniu z kinazani typu dzikiego.
Natomiast do nabycia zdolno$ci do dimeryzacji lub
autofosforylacji, bez zwigzania liganda z recepto-

POSTEPY BIOCHEMII 49(3), 2003



rem, najczesciej przyczyniajg sie delecje lub mutacje
punktowe w obrebie domeny zewnatrzkomdrkowej,
transbtonowej lub cytoplazmatycznej [1].
Podwyzszong aktywno$¢ onkogennej kinazy tyro-
zynowej, w stosunku do kinazy typu dzikiego, obser-
wuje sie w przypadku produktu onkogenu BCR/ABL,
wystepujacego w niektorych biataczkach. Onkogen
ten powstaje w wyniku transtokacji miedzy dtugimi
ramionami chromosomow 9 i 22 (t(9;22) (gq34;ql 1))
(Ryc. 2) [2]. Efektem jest powstanie chromosomu Fi-
ladelfia*, wystepujgcego w okoto 95% przypadkow
przewlektej biataczki szpikowej (CML) iokoto 10%
przypadkdw ostrej biataczki limfoblastycznej (ALL)
[3]. Pekniecia w obu chromosomach, zapoczatko-
wujace translokacje, majg miejsce w obrebie gendw
BCR i c-ABL. Ciggto$¢ chromosomu 9 zostaje prze-
rwana w protoonkogenie c-ABL, ktérego wigkszy
fragment jest przenoszony do locus genu BCR w

Chromosom 9 Chromosom 22

sie: 180, 185-190 , 203, 210 i 230 kDa. Wszystkie te
biatka maja aktywnos$¢ enzymatyczng kilkakrotnie
wiekszg od tej, jakg wykazuje kinaza c-ABL, jednak
jej poziom jest zréznicowany, co moze by¢ zwigzane
z r6znymi postaciami biataczek [5]. Do cech odrdz-
niajgcych kinaze tyrozynowg BCR/ABL od c-ABL, a
majacych prawdopodobnie duzy wptyw na jej
wtasciwosci onkogenne, nalezy rdwniez zaliczy¢:
zdolno$¢ fosforylacji biatek nie rozpoznawanych
przez c-ABL, preferencyjna lokalizacja cytoplazma-
tyczna (c-ABL wystepuje w cytoplazmie, jak réw-
niez w jadrze), stymulacja naprawy uszkodzeh DNA
wywotanych przez leki przeciwnowotworowe oraz
promieniowanie jonizujace, jak réwniez hamowanie
procesu apoptozy. Dodatkowo komorki BCR/ABLA,
w poréwnaniu z komdrkami prawidtowymi, wyka-
zujg proliferacje niezalezng od czynnikéw wzrostu

(3]-
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presji do onkogennej kinazy tyrozynowej BCR/ABL (dob).

chromosomie 22 [4], Poniewaz pekniecia te mogg
powstawaé w kilku réznych miejscach genéw BCR i
c-ABL, powstaty gen fuzyjny BCR/ABL moze mie¢
rézng dtugosc i kodowac biatka fuzyjne o réznej ma-

Chromosom Filadelfia zostat opisany w ,,Postepach Biochemii”
48 (3) 2002
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Oprocz fuzji z genem BCR, onkogen c-ABL moze
rowniez ulega¢ potgczeniu z genem TEL chromoso-
mu 12. W wyniku tej transtokacji powstaje onkogen-
na kinaza tyrozynowg TEL/ABL, indukujaca
transdukcje sygnatu w sposob podobny do
BCR/ABL. Onkogen TEL/ABL ulega ekspresji w
biataczkach, gtéwnie ALL i AML [1],

c-KIT jest onkogenng kinazg tyrozynowg, na-
lezacq do grupy kinaz receptorowych. W jego budo-
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wie wyro6znia sie domeny cytoplazmatyczng, mie-
dzybtonowai zewngtrzkomdérkowa, wigzacg czynnik
wzrostu odgrywajacy wazng role w procesie hemato-
poezy (SCF) [6, 7]. W wyniku przytaczenia liganda,
do jadra komorkowego dociera sygnat do aktywacji
gendéw bioracych udziat w regulacji wzrostu komor-
ki. W przypadku raka jelita cienkiego obserwuje sie
spontaniczng dimeryzacje i aktywacje receptora, nie-
zalezng od obecnos$ci SCF [8]. Przyczynag jest muta-
cja w rejonie kodujgcym domene transbtonowsg.
Zmiana moze mie¢ rozny charakter, jednak najcze-
Sciej obserwuje sie mutacje, prowadzacg do zastapie-
nia glicyny przez waline w pozycji 559 lub delecje
siedmiu aminokwasdw. Podobnie jak w przypadku
genu BCR/ABL, zwiekszona aktywnos$¢ nadaje re-
ceptorowi c-KIT charakter onkogenny [6]. Mutacje
w obrebie c-KIT obserwuje sie rowniez w przypadku
drobnokomérkowego raka ptuc, raka prostaty, w gu-
zach piersi, szyjki macicy ijajnikéw [6, 8],

Do receptorowych kinaz tyrozynowych mozna
rowniez zaliczy¢ PDFGRR (receptor B czynnika
wzrostu pochodzacego z ptytek krwi) i ALK, ktére,
podobnie jak c-ABL, mogga ulec fuzji z produktem
innego genu — PDFGRR z TEL, a ALK z NPM, cze-
go efektem jest inicjacja transformacji nowotworo-
wej. Natomiast dla protoonkogenow RET i erbB-2,
kodujgcego EGFR (receptor naskdrkowego czynnika
wzrostu), decydujgce znaczenie ma mutacja punkto-
wa prowadzaca do zastgpienia jednego aminokwasu
innym w domenie zewngatrzkomérkowej lub cytopla-
zmatycznej receptora RET oraz transbtonowej
EGFR. Rowniez delecja domeny zewngtrzkomérko-
wej EGFR moze byé przyczyng zwiekszonej aktyw-
nosci receptora, niezaleznej od liganda, co wptywa
na przesytanie w sposdb ciggty sygnatu do wzrostu
komérki [1],

Ze wzgledu na zwigzek onkogennych kinaz tyro-
zynowych z procesem nowotworzenia, hamowanie
aktywnosci tych biatek moze mie¢ kluczowe znacze-
nie w leczeniu nowotworéw. Miejsce wigzace ATP,
ze wzgledu na powszechno$¢ wystepowania w do-
menie katalitycznej kinaz, moze by¢ gtéwnym celem
leku skierowanego przeciwko onkogennej kinazie
[9]. Pomimo tego, Zze miejsce wigzace ATP jest wyso-
ce zachowanym motywem, udato sie zaprojektowac i
zsyntetyzowaé wiele czasteczek wspdtzawod-
niczgcych z ATP, w tym: ST1571 (Gleevec, Glivec,
imatinib mesylate), hamujacy aktywnos$¢ c-ABL czy
PKI 166, skierowany przeciwko EGFR i HER2. Ki-
nazy wykazujg duze podobienstwo w budowie, gdy
sgw konformacji aktywnej, jednak po przyjeciu kon-
formacji nieaktywnej r6znig sie na tyle, by mogty zo-
sta¢ rozréznione przez inhibitor. Dzieki temu mozli-
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we stato sie selektywne hamowanie kinaz tyrozyno-
wych przy uzyciu matoczasteczkowych inhibitoréw
o0 budowie zblizonej do czgsteczki ATP [9, 10]. Al-
ternatywng strategia moze by¢ uzycie przeciwciat
monoklonalnych, skierowanych przeciwko swo-
istym kinazom tyrozynowym, peiniacym role anty-
genu. Obecnie najlepiej poznany jest herceptin —
przeciwciato monoklonalne skierowane przeciwko
receptorowi Elcr-2/neu, ktérego zwiekszony poziom
obserwuje sie w raku piersi [10].

1. Inhibitor STI571

Dzieki mozliwo$ci  wspoétzawodniczenia z
czasteczkg ATP, inhibitor STI571 dziata antagoni-
stycznie wzgledem niektérych kinaz tyrozynowych.
Specyficzne hamowanie aktywnos$ci onkogennej Kki-
nazy tyrozynowej BCR/ABL, poprzez fizyczne blo-
kowanie miejsca wigzgcego ATP, uniemozliwia
przenoszenie grup fosforanowych z ATP na tyrozyne
substratu. W efekcie zapobiega to procesowi niepra-
widtowego przekazywania sygnatow w komdrkach
biataczkowych (Ryc. 3), miedzy innymi do po-
dziatéw komdérkowych [11],
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Ryc. 3. Mechanizm oddziatywania ST1571z onkogenng kinaza tyrozy-
nowa BCR/ABL. Obszar kropkowany — biatko biorgce udziat
w przesytaniu sygnatu, na ktére substrat kinazy BCR/ABL
przenosi grupe fosforanowa, Y — tyrozyna (na podstawie

[12]).

Pierwotnie czasteczka STI571 zostata nazwana
CGP 57-148B, jednak ze wzgledu najej udziat w ha-
mowaniu przesytania sygnatu w komaorce przez inak-
tywacje onkogennej kinazy tyrozynowej c-ABL, na-
zwe zmieniono na STI571 (ang. signal transduction
inhibitor 571) [11]. Lek ten zostal zaprojektowany
przez firme Novartis i jest znany jako Gleevec,
Glivec lub imatinib mesylate [9].

Pod wzgledem chemicznym, STI571 jest po-
chodng 2-fenyloaminopirymidyny (Ryc. 4). Gtéwny
sktadnik tego zwigzku zostal zidentyfikowany w
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trakcie procesu poszukiwania inhibitorow kinazy
biatkowej C [9, 12-14], Do rdzenia czasteczki, ktdry
stanowi pochodna fenyloaminopirymidyny, z jednej
strony zostat przytaczony pierscienn pirydynowy w
pozycji 4’ pirymidyny, ktéry zwiekszyt aktywnos$é
czasteczki jako inhibitora w komdérce. Z drugiej stro-
ny do pierscienia fenylowego przytgczona jest grupa
amidowa, odpowiedzialna za hamowanie aktywno-
§ci kinaz tyrozynowych i grupa metylowa, znoszacg
niepozadang aktywno$¢ przeciwko kinazie biatko-
wej C. Elementem, zwiekszajagcym zaréwno roz-
puszczalno$¢ jak i dostepnos¢ STI571 w komorce,
okazat sie by¢ wysoce polarny tancuch boczny, kté-
rym jest N-metylopiperazyna, przytgczona do grupy
amidowej [14], Wzdr chemiczny takiej czgsteczki to
C30H35N 7S04, natomiast jej masa molowa 589,7

Ryc. 4. Struktura chemiczna STI571.

g/mol. Sredni czas pottrwania zwigzku okre$la sie na
okoto 12-14 godzin [12],

W trakcie badania STI571 in vitro, wykryto jego
aktywnos¢ jako inhibitora v-ABL. Nie stwierdzono
natomiast hamowania fosforylacji kinaz seryno-
wo-treoninowych (PKC, PKA), jak réwniez innych
kinaz tyrozynowych (EGFR, KDR, Fit-1, c-SRC,
c-MET) [9, 15-17]. In vivo, opr6cz hamowania auto-
fosforylacji kinazy tyrozynowej v-ABL, inhibitor
STI571 jest aktywny wzgledem biatek fuzyjnych
ABL, takich jak: p210 BCR/ABL, p185 BCR/ABL i
TEL/ABL. STI571 preferencyjnie hamuje sygnat po-
chodzacy od zaktywowanego przez ligand receptora
PDGFR[3, autofosforylacje receptora c-KIT oraz ak-
tywacje kinaz MAP w komérkach M07e [9]. W
obecnosci STI571 blokowana jest tez ekspresja
mRNA czynnika transkrypcyjnego c-FOS [12].
Ostatnio przeprowadzone badania dowiodty rowniez
wrazliwo$¢ kinazy ARG na ST1571 [14],

Hamowanie autofosforylacji kinazy BCR/ABL
jest Scisle zwigzane z aktywnoscig antyprolifera-
cyjng STI571. Proliferacja komorek wykazujacych
ekspresje onkogenu BCR/ABL moze by¢ selektywnie
zablokowana przez inhibitor STI1571, co kieruje je na
droge apoptozy. Roéwniez nowo powstate komorki
biataczkowe ze zidentyfikowanym chromosomem
Filadelfia (Ph+), u pacjentéw z CML i ALL wykazuja
wrazliwo$¢ na dziatanie antyproliferacyjne STI571
[9, 18, 19]. Indukcja apoptozy jest wynikiem hamo-

wania aktywnos$ci biatka STATS5 (ang. signal
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transdncer and activator of transcription 5), ktéra
jest podwyzszona w komoérkach wykazujacych eks-
presje onkogenu BCR/ABL [14, 20, 21]. Obecnosé
ST1571 zmniejsza zdolno$¢ STATS do aktywowania
ekspresji antyapoptotycznego biatka Bcl-xI [14],

IV. Struktura kompleksu c-ABL:STI571

Dzieki badaniom Kkrystalograficznym mozliwe
stato sie doktadne opisanie sposobu przytgczania sie
inhibitora do kinazy, trojwymiarowej struktury kom-
pleksu c-ABL:STI571, typu wigzan, ktére tworzy
STI57 1z c-ABL, jak réwniez wyjasnienie od czego
zalezy selektywno$¢ dziatania STI571 [22],

Czasteczka inhibitora specyficznie rozpoznaje
nieaktywna i nieufosforylowang forme kinazy tyro-
zynowej c-ABL. Przyjecie konformacji nieaktywnej
odgrywa decydujacg role w selektywnym przytgcza-
niu STI571, poniewaz taka konformacja rozni sie od
konformacji nieaktywnej innych kinaz, takich jak
c-SRC, wzgledem ktorych STI571 jest nieaktywny
[23]. R6znice miedzy konformacjami kinaz dotycza
gtownie petli aktywacyjnej. W przypadku konforma-
cji aktywnej, petla ta przyjmuje posta¢ otwartg, w
ktorej jej czes¢ C-koncowa jest odsunieta od centrum
katalitycznego, tworzac platforme utatwiajgcg
zwigzanie substratu. Poza tym, taka konformacja
otwarta umozliwia interakcje Asp w pozycji 381,
bedacej sktadnikiem $cis$le zachowanego motywu
DFG (Asp-Phe-Gly) w odcinku N-kofncowym petli, z
jonami magnezu, koordynujgcymi grupy fosforano-
we ATP. STI571 nie moze zakotwiczyé sie w dome-
nie katalitycznej aktywnej kinazy c-ABL, gdyz za-
rowno pierscien fenylowy jak i piperazynowy inhibi-
tora kolidowatby z niektérymi aminokwasami petli
aktywacyjnej, a szczeg6lnie widocznie z Asp-381 i
Lcu-384. W przypadku konformacji nieaktywnej,
tworzgcej kompleks z STI571, potozenie petli akty-
wacyjnej zmienia sie w znaczacy sposob. Czesé¢ pe-
tli, gtéwnie ta otaczajgca Tyr-393, ktéra w tej struk-
turze jest nieufosforylowana, nasladuje substrat
przytgczony do domeny katalitycznej c-ABL, czego
efektem jest blokowanie miejsca aktywacji. Odcinek
N-koncowy petli, zawierajagcy motyw Asp-Phe-Gly,
ulega obrdceniu w stosunku do aktywnej konforma-
cji, w wyniku czego Phe-382 w motywie DFG, za-
miast Asp-381, zostaje skierowana w strone miejsca
wigzacego ATP iwtadnie ta zmiana potozenia amino-
kwaséw ma decydujace znaczenie dla wigzania
STI571 [22, 24, 25],

Domena katalityczna c-ABL, podobnie jak u in-
nych kinaz tyrozynowych, ma strukture, w ktorej
mozna wyrozni¢ ptatek C (ang. C-lobe) i ptatek N,
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jednak najwieksze znaczenie ma region miedzyptat-
kowy, tgczacy oba ptatki, gdyz zawiera on centrum
katalityczne i kieszonke dla ATP. Czgsteczka inhibi-
tora rozpoznaje domene katalityczng i przytacza sie
do szczeliny miedzyptatkowej, w miejscu wigzania
ATP, uniemozliwiajgc tym samym przejscie kinazy
c-ABL z konformacji nieaktywnej w aktywng
(Rye. 5A). Miejsce przytaczenia sie pierscienia ade-
niny ATP zajmuje pierscien pirymidyny i pirydyny
STI571, natomiast pozostata cze$¢ inhibitora pene-
truje rdzen kinazy. Ogo6lna liczba oddziatywan mie-
dzy inhibitorem a kinazg c-ABL wynosi 21, w tym 6
stanowig oddziatywania wodorowe, a 15 — van der
Waalsa (Rye. 5B). Jedno wigzanie wodorowe, utwo-
rzone w kompleksie c-ABL:STI571 przypomina jed-
no zdwdéch wigzan jakie tworzy czasteczka ATP z ki-
nazg, amianowicie wiazanie miedzy azotem N 1pier-
$cienia adeniny, a azotem grupy amidowej Met-318
w c-ABL. Brak drugiego z wiazanh ze strony STI571,
podobnego do tego tworzonego przez ATP, jest
prawdopodobnie przyczyng umiejscowienia
czasteczki inhibitora blizej wejscia do domeny kata-
litycznej, w poréwnaniu z pozycja wewnatrz tej do-
meny innych inhibitorow matoczgsteczkowych [22].

W przypadku onkogennej Kkinazy tyrozynowej
BCR/ABL, petla aktywacyjna jest ufosforylowana i
przyjmuje konformacje otwartg, ktorej STI571 nie
rozpoznaje inie jest w stanie inaktywowac. Tak wiec
przytaczenie czasteczki inhibitora jest mozliwe do-
piero po dziataniu fosfataz komdrkowych, neutrali-
zujacych na krotki okres aktywno$¢ BCR/ABL po-
przez odtgczenie grupy fosforanowej. Dopiero forma
defosforyzowana jest wrazliwa na inhibitor STI571i
w wyniku jego przytaczenia ulega inaktywacji. Inna
mozliwoscig inaktywacji kinazy jest natychmiasto-
we przytgczenie sie ST1571 do nowo zsyntetyzowa-
nego biatka fuzyjnego BCR/ABL, zanim ulegnie ono
aktywacji poprzez przytgczenie grupy fosforanowej
[22],

V. STI571 w leczeniu biataczek

Najwiekszych mozliwos$ci zastosowania STI571
nalezy oczekiwac w przewlektej biataczce szpikowej
(CML) i ostrej biataczce limfoblastycznej (ALL) z
wykrytym chromosomem Filadelfia, ze wzgledu na
obecnos¢ onkogennej kinazy tyrozynowej
BCR/ABL, wykazujacej wrazliwo$¢ na STI571. W
CML mozemy wyr6zni¢ trzy fazy: pierwsza — faza
przewlekta — trwa $rednio od 4 do 6 lat. Druga —
faza przyspieszona, trwajgca do 1roku, razem z trze-
cig— blastyczna, w ktérej Sredni czas przezycia wy-
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Ryc. 5. A. Struktura kompleksu c-ABL:STI1571 B. Schematyczny dia-
gram przedstawiajacy oddziatywania pomiedzy STI57i a
C-ABL. Wigzania wodorowe sa przedstawione linig kropko-
wana, natomiast pozycje aminokwaséw biatka tworzace wigza-
nia van der Waalsa z inhibitorem sg zaznaczone w koteczku z
kropkowanej linii (reprodukowano z Cancer Res 2002; 62:
4236-4243, za zgoda autora i wydawnictwa).

nosi 2-6 miesiecy, sktadajg sie na zaawansowang
faze choroby [14],

V-1. Rozwdj strategii leczenia

Od momentu zidentyfikowania gtdwnego sktadni-
ka inhibitora, ktére miato miejsce w 1990 roku, do
zaaprobowania STI571 jako leku przeciw CML w
USA mineto 11 lat. Zwykle czas ten jest o kilka lat
dtuzszy. Szczegdlnie krotki okazat sie okres od roz-
poczecia pierwszych badan klinicznych nad STI571
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do pojawienia sie tego leku w sprzedazy, ktéry wy-
niost niecate trzy lata [14].

Rok 1990 mozna uzna¢ za poczatek historii
STI571, bowiem wtedy, w trakcie poszukiwan inhi-
bitorow biatkowej kinazy C, zidentyfikowano
gtéwny sktadnik inhibitora — fenyloaminopirymi-
dyne, ktéra wykazuje wtasciwosci podobne do lekéw
przeciwnowotworowych i ma prostg budowe che-
miczng (Ryc. 6) [14]. Wykorzystanie réznorodnosci
podstawnikéw w pozycji 4’ pierScienia pirymidyno-
wego iwprowadzenie grupy metylowej w pozycji 6’
pierscienia fenylowego doprowadzito do powstania
zwigzku, ktory utracit aktywnos¢ wobec biatkowych
kinaz C, a zyskat wobec kinaz tyrozynowych v-ABL,
c-KIT i PDGFR [9]. Pierwsza partia STI571 zostata
wyprodukowana w roku 1992 [14].

Aktywnos$¢ inhibitora STI571 in vivo wykazano
po raz pierwszy w roku 1996 w transformowanych
komoérkach myszy. Tydzien po wprowadzeniu synge-
nicznym myszom komoérek linii limfoidalnej 32D,
transformowanych genem BCR/ABL, rozpoczeto po-
dawanie leku raz dziennie w dawce 2,5-50 mg/kg.
Zaobserwowano zalezne od dawki zahamowanie
wzrostu nowotworu [14, 15]. Natomiast u myszy z
implantowanymi komdrkami KU812, ktérym poda-
wano lek trzy razy dziennie w dawce 160 mg/kg
przez 11 dni, obserwowano zablokowanie fosforyla-
cji tyrozyny biatka fuzyjnego BCR/ABL. W efekcie
zwierzeta przezywaly, a nowotwor sie nie rozwijat.
Wyniki tych badan wskazuja, ze STI 571 moze by¢
aktywny u myszy mogacych by¢ traktowanych jako

modelowy uktad ludzkiej przewlektej biataczki szpi-
kowej [9, 14, 26].

Badania kliniczne nad aktywnos$cig STI571 u pa-
cjentdéw chorych na CML rozpoczeto w czerwcu
1998 roku [14, 27, 28], Pierwsza faza badan doty-
czyta chorych w fazie przewlektej, a pézniej réwniez
blastycznej CML i polegata na podawaniu dawek od
25 do 1000 mg. Nie udato sie okresli¢ dawki leku,
powyzej ktérej obserwowane bytyby efekty ubocz-
ne, aczkolwiek zaobserwowano pojawianie sie ta-
kich efektow przy dawce 750 mg i wyzszej [8, 14],
Najistotniejszy byt jednak fakt, ze 98% pacjentéw
osiggneto catkowitg odpowiedz hematologiczng tzn.
poziom biatych krwinek we krwi powrécit do normy
przy dawce 300 mg iwyzszej [9, 14], U duzej czesci
pacjentow (w 65-99% przypadkow) obserwowano
rowniez odpowiedZz cytogenetyczna polegajacg na
zaniku chromosomu Filadelfia [9], Na podstawie
modelu matematycznego, opisujgcego relacje po-
miedzy dawkg leku, a odpowiedzig organizmu, usta-
lono, ze optymalng ilo$cig leku, ktéra wywota odpo-
wiedZ wynosi 400 mg iwiecej. W czerwcu 1999 roku
rozpoczeto drugg faze badan. Udziat w niej wzieto
532 pacjentéw z pdzng fazg przewlekig CML, u kto-
rych wczesniejsza terapia interferonem zakornczyta
sie niepowodzeniem. Chorym podawano lek w daw-
ce 400 mg. Natomiast 235 pacjentom z przys$pie-
szong fazg CML i 260 pacjentom z kryzysem bla-
stycznym podawano 600 mg STI571 Czesto$¢ odpo-
wiedzi hematologicznej i cytogenetycznej zalezata
od fazy rozwoju choroby — rozpoczecie podawania

STI571 zaakceptowany w USA jako lek

Cii.2002"C
przeciwko nowotworom przewodu pokarmowego
X. 2001 STI571 zaakceptowany w Europie i Japonii
STI571 zaakceptowany jako lek
V. 2001 .
przeciwko CML w USA
112001 C ; Przedtozenie ST571 jako leku przeciwko CML
V1.2000 Rozpoczeta trzecia faza badan
VI. 1999 j) Rozpoczeta druga faza badan
(V1.1998 C Pierwsze badania kliniczne
Pierwsze badania in Vitro
1996 .
na syngenicznych myszach
1992 Synteza pierwszej partii STI571
1990 Zidentyfikowany gtéwny sktadnik STI571

Rvc. 6. Rozwdj strategii stosowania STI571 (na podstawie [14]).
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leku na wczes$niejszym etapie rozwoju CML byto
zwigzane z wyzszg czestosciag [14].

Po przeprowadzonej w 2000 roku trzeciej fazie
badan, w Stanach Zjednoczonych STI571 zostat
zgtoszony przez firme Novartis jako nowy lek prze-
ciwko CML. Zdarzenie to mialo miejsce w lutym
2001 roku, ajuz 10 maja 2001 roku STI571 zostat za-
akceptowany przez FDA jako nowy lek w terapii
przewlektej biataczki szpikowej. W Europie i Japo-
nii decyzje taka podjeto w pazdzierniku 2001 roku.
W wyniku przeprowadzonych badahA z udziatem pa-
cjentéw z nowotworami przewodu pokarmowego, w
styczniu 2002 roku STI571 zostat wprowadzony w
Stanach Zjednoczonych jako lek takze przeciwko
tego rodzaju nowotworom [14].

V-2. Oporno$¢ i skutki uboczne

Pomimo faktu, iz STI571 jest w stanie wywotac
odpowiedZz hematologiczna, jak i cytogenetyczng u
wiekszoS$ci pacjentdw z CML, to niestety dzieli on z
innymi  lekami  przeciwnowotworowymi  nie-
pozadane cechy, do ktérych nalezy rozw6j opornosci
czy wywotywanie niekorzystnych skutkéw ubocz-
nych.

Zjawisko nabywania przez komoérki nowotworo-
we opornosci na selektywnie dziatajgce leki, do ktd-
rych nalezy ST1571, zwigzane jest w gtdwnej mierze
z niestabilnoScig genetyczng i liczbg komdrek nowo-
tworowych silnie proliferujgcych. Pierwszy z wy-
mienionych czynnikéw przyczynia sie do powstawa-
nia ré6znych mutacji, w tym réwniez tych odpowie-
dzialnych za opornos$¢. Efektem moze by¢ powstanie
klonu komorek niewrazliwych na lek. Tak wiec sto-
sowanie chemioterapii, majgcej na celu zwiekszenie
niestabilnosci genetycznej komorek nowotworo-
wych, przyczynia sie prawdopodobnie do niepowo-
dzen w terapii lekami selektywnymi. Natomiast duza
liczba komérek nowotworowych wigze sie z wiek-
szym prawdopodobieAstwem wystapienia w jednej z
nich mutacji odpowiedzialnych za opornosé. Fakt
ten wyjasnia, dlaczego rozwdéj opornosci dotyczy
gtdwnie pacjentdw rozpoczynajacych terapie w za-
awansowanej fazie choroby [29].

W CML mutacje punktowe mogga leze¢ u podstaw
mechanizméw opornosci zaleznych od BCR/ABL
[14]. Badania pacjentow leczonych przy uzyciu
STI571, u ktérych po pierwotnej odpowiedzi hema-
tologicznej nastgpit nawrdt choroby, dowiodty poja-
wienia sie u czesci z nich mutacji punktowych w do-
menie katalitycznej BCR/ABL. Jedng z nich okazata
sie mutacja T3151 [30, 31]. Efektem jej jest zmiana
potozenia treoniny, ktéra w typie dzikim tworzy

wigzania wodorowe z STI571, co ostatecznie unie-
mozliwia wigzanie inhibitora z domeng katalityczng
zmienionej kinazy. Jednocze$nie mutacja ta nic
wptywa na wigzanie czgsteczki ATP, wobec czego,
pomimo obecnosci inhibitora, biatko fuzyjne
BCR/ABL wykazuje wysokag aktywno$¢ enzyma-
tyczng [32], Inna mutacja punktowa, odkryta w ALL
z chromosomem Filadelfia, polegata na podstawie-
niu kwasu glutaminowego w pozycji 255 lizyng
(E255K). Podobnie jak we wcze$niejszym przypad-
ku, zmiany konformacyjne kinazy wptywajg nega-
tywnie jedynie na wigzanie STI571 [32-34]. WyKkry-
to tez inne mutacje punktowe w obrebie miejsca
wigzacego ATP, ktore moga przyczyniac sie do po-
wstania opornosci na STI571, a naleza do nich:
M244V, Q252H, Y253H, Y253F, E255K, E255V,
M351T oraz E355G. Mutacja w obrebie petli akty-
wacyjnej dotyczy pozycji 396 i polega na zamianie
histydyny na arginine [35].

Do innych przyczyn rozwoju opornosci wobec
STI571, zwiagzanych z reaktywacjg kinazy BCR/
ABL, nalezy amplifikacja genu BCR/ABL. W kilku
przypadkach nawrotu choroby po terapii STI571 ob-
serwowano pojawienie sie dodatkowych chromoso-
mow Filadelfia i chromosomdw pierscieniowych z
wieloma kopiami genu BCR/ABL [30], Rowniez sty-
mulacja naprawy DNA przez BCR/ABL moze przy-
czyniaé sie do rozwoju opornosci [36-38]. Pekniecia
dwuniciowe DNA moga by¢ naprawiane poprzez re-
kombinacje homologiczng =z wudziatem biatka
RAD5L1 W przypadku komoérek biataczkowych, wy-
kazujacych ekspresje BCR/ABL, onkogenna kinaza
tyrozynowa BCR/ABL oddziatuje =z Dbiatkiem
RADS5 1iw ten sposob zwieksza efektywnos$¢ napra-
wy peknieé¢ dwuniciowych, ktére moga by¢ wprowa-
dzane przez r6zne leki przeciwnowotworowe oraz
promieniowanie jonizujgce [2],

Przyczyny rozwoju opornos$ci upatruje sie row-
niez w zwiekszonej ekspresji genu MDR-I, ko-
dujgcego biatko odpowiedzialne za oporno$¢ wielo-
lekowg, PgP, dla ktérego STI571 jest substratem
[14]. Efektem zwiekszonej ekspresji tego biatka
moze byé zmniejszone pobieranie leku przez komor-
ke [39, 40]. Zastosowanie werapamilu (inhibitor
PgP), w przypadku komérek LAMAS84, wyka-
zujagcych zwiekszong ekspresje PgP i opornosé
wzgledem STI571, zwieksza wrazliwo$¢ tych komé-
rek na lek [14],

Najwiecej kontrowersji budzi obecnie mechanizm
opornosci zwigzany z tgczeniem sie STI571 z
biatkiem AGP (ang. a-1 acidglycoprotein — kwasna
glikoproteina a-1) obecnym w surowicy. W przypad-
ku zwiekszenia poziomu AGP we krwi, caty STI57I
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moégtby by¢ zwigzany, a tym samym bytby niedo-
stepny dla komérek biataczkowych [14, 41].

Ostatnio rozpatruje sie réwniez mechanizmy
opornosci onkogcnng kinazg
BCR/ABL, w ktorych oporno$¢ rozwija sie, pomimo
inaktywacji biatka fuzyjnego. Zaliczy¢é mozna do
nich nieprawidtowg ekspresje gendw niezwigzanych
z BCR/ABL, ktora prowadzi do aktywacji szlakow
przesytania sygnatu, w spos6b niezalezny od
BCR/ABL lub aktywacji innych szlakéw przekazy-
wania sygnatu [14],

niezwigzane z

Druga negatywng cechg STI571 jest wywotywa-
nie skutkéw ubocznych. Wsrod tagodniejszych, ale
czesciej wystepujacych wyrézniamy nudnosci, wy-
mioty i kurcz mies$ni, natomiast do rzadszych, lecz
powazniejszych zalicza sie uszkodzenia watroby,
neuropenie i trombopenie [14].

V-3. Oddziatywania z innymi lekami

Stosowanie w terapii przeciwnowotworowej jed-
nego leku moze by¢ zwigzane zrozwojem opornosci.
Aby temu zapobiec, stosuje sie kombinacje dwdch
lub wiecej lekédw, co oprécz opdznienia nabywania
opornosci moze wigzac sie z efektem synergistycz-
nym. Niektore leki przeciwnowotworowe w potacze-
niu z innymi maja dziatanie jedynie addytywne, a
czasami wrecz antagonistyczne [42],

Tradycyjne leczenie CML polega na transplanta-
cji allogenicznych komorek macierzystych, terapii
(INF) lub hydroksymocznikiem
(HU). Transplantacja daje najwiekszg szanse przezy-
cia (okoto 65%), jednak ze wzgledu na matg liczbe
dawcoéw, moze poddac sie jej tylko jedna trzecia cho-
rych. Ogdélny poziom wyleczenia jest bardzo niski
(<20%) [43]. Duzgnadziejg dla chorych na CML stat
sie wiec ST1571. Jednak ze wzgledu na mozliwos¢
rozwoju opornosci izbyt matg efektywnos$¢ dziatania
u niektorych pacjentéw, coraz czesciej pod uwage
brane jest leczenie z zastosowaniem dodatkowych
lekow przeciwbiataczkowych. W celu potwierdzenia
korzystnego wptywu na terapie kombinacji STI571 z
innym lekiem, jak réwniez wykluczenia antagoni-
zmu obu zwigzkéw, przeprowadzone zostaty badania
na liniach komoérkowych wykazujacych ekspresje
onkogenu BCR/ABL. Pod uwage brano oddziatywa-
nia STI571 z trzema grupami lekédw. Pierwsza grupe
stanowig tradycyjne leki przeciwbiataczkowe uzy-
wane gtéwnie w pierwszej fazie choroby, drugga che-
mioterapeutyki i promieniowanie jonizujace, nato-
miast ostatnia to czynniki biologiczne i nowe leki,
ktdre sg obecnie testowane [42]. Potgczenie STI571
z lekami pierwszej fazy choroby dotyczy interfero -

interferonem-a
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nu a, arabinozydu cytozyny (Ara-C), hydroksy-
mocznika i busulfanu. W przypadku dwdéch pierw-
szych lek6w, obserwuje sie efekt synergistyczny lub
addytywny. Obydwa w potgczeniu z STI571 wzma-
gaja aktywnosé antyproliferacyjng inhibitora i powo-
dujg wzrost frakcji komérek apoptycznych. Nato-
miast efekt hydroksymocznika Ilub busulfanu w
potaczeniu z STI571 ma charakter addytywny, a w
niektérych przypadkach antagonistyczny, w zwigzku
z czym takie kombinacje nie maja zastosowania w
klinice [42-44],

Chemioterapeutyki uzywane sg powszechnie w
terapii zaawansowanej fazy CML, choé¢ czasami po-
dawane sg pacjentom w fazie przewlektej. Efekt sy-
nergistyczny terapii kombinowanej z STI571 zaob-
serwowano dla nimustyny, decitabiny, karboplatyny,
gemcitabiny, mafosfamidu, mitoksantronu i treosul-
fanu. W zaleznos$ci od linii komérkowych i warun-
kéw eksperymentu dla daunorubicyny, winkrystyny i
etopozydu efekt jest synergistyczny lub addytywny.
Jedynie metotreksat i topotekan wptywajg antagoni-
stycznie na dziatanie STI571 [42, 44-46], Chociaz
obserwowany jest efekt synergistyczny, terapia kom-
binowana z chemioterapeutykami zwigzana jest z
szeregiem skutkéw ubocznych. W celu wyelimino-
wania tych niekorzystnych wptywdédw na organizm,
czesto pod uwage brane sg zwigzki, petnigce funkcje
ochronne wzgledem komorek prawidtowych. Takim
czynnikiem moze by¢ amifostyna, ktéra zwieksza
poziom uszkodzen DNA w komdrkach BCR/ABLT
wywotywanych przez idarubicyne i jednoczesnie
dziata ochronnie na komorki prawidtowe. Niestety w
obecnos$ci ST1571 amifostyna traci swoje korzystne
wiasciwosci. Wydaje sie, ze zastosowanie kombina-
cji STI571 z innymi lekami stworzy mozliwo$¢
zmniejszenia efektdw ubocznych chemioterapii
[47], Jesli chodzi o promieniowanie y, to w potgcze-
niu z STI571 zaobserwowano silny efekt synergi-
styczny [42, 44].

Ostatnia grupa, to w gtownej mierze inhibitory
przesytania sygnatu, w tym: transferazy farnezylu,
kinazy fosfatydyloinozytolu, kinazy JAK-2 i kinaz
cyklino-zaleznych, dla ktérych obserwuje sie efekt
synergistyczny [42, 48]. Homoharringtonina - cyto-
toksyczny alkaloid hamujacy przejscie komérki z
fazy G1lw S iz fazy G2 w M, jak rowniez tréjtlenek
arsenu moga dziata¢ synergistycznie lub addytywnie
z STI571. Jedynym antagonista okazat sie inhibitor
proteosomu, ktoéry powszechnie wywiera cytotok-
syczny efekt na komoérki nowotworowe [42],

Poniewaz mutacje w domenie katalitycznej kina-
zy c-ABL sg czestg przyczyng opornosci, szczegdl-
nie w fazie zaawansowanej choroby, zastosowanie
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kombinacji STI571 z innym inhibitorem, na przyktad
PD 180970, zmniejsza prawdopodobieAstwo rozwo-
ju opornosci [42, 49].

VI. STI571 w leczeniu innych nowotworow

Dzieki r6znorodnosci kinaz tyrozynowych, z kt6-
rymi STI571 moze oddziatywaé, mozna rozwazac
stosowanie inhibitora w leczeniu nowotworéw in-
nych niz biataczki.

Biatko c-KIT jest drugim, po kinazie BCR/ABL,
waznym celem ST1571. Petni ono funkcje btonowe-
go receptora SCF (ang. stem cellfactor). W przypad-
ku kilku nowotworéw stwierdzono zwiekszong ak-
tywnos$¢ c-KIT, niezalezng od obecnosci liganda,
bedacg wynikiem mutacji w obrebie genu ko-
dujacego to biatko. Do tych chordb nalezg nowotwo-
ry ztosliwe przewodu pokarmowego, pochodzace
prawdopodobnie od tego samego prekursora, co
$§rodmigzszowe komorki Cajala [8, 14]. W trakcie ba-
dan in vitro na komérkach, wykazujacych ekspresje
genu c-KIT, stwierdzono zablokowanie fosforylacji
receptora c-KIT i zahamowanie wzrostu komadrek
[50]. Badania kliniczne potwierdzity aktywnos$¢
STI571 u pacjentéw z guzami przewodu pokarmo-
wego [51]. Obecnie prowadzone sg badania klinicz-
ne nad aktywnoscig STI571 u pacjentow z ekspresja
c-KIT chorych na drobnokomérkowego raka ptuc i
ostrg biataczke szpikowg (AML) [14],

Trzecim, gtownym celem STI571 jest receptoro-
wa kinaza tyrozynowa PDGFRB. Zwiekszong aktyw-
no$¢ tego receptora, niezalezna od obecnosci ligan-
da, opisano w przypadku przewlektej biataczki mie-
loblastycznej (CMML, ang. chronic myelomonocy-
tic leukaemia). Powstaje ona w wyniku translokacji
chromosomalnej t(5;12), efektem ktdrej jest gen fu-
zyjny TEL/EDGERfi. Powstaly w ten spos6b recep-
tor TEL/PDGFRp wykazuje wrazliwo$¢ na STI571
w badaniach in vitro iin vivo. R6wniez w badaniach
klinicznych u pacjentow z tg formg biataczki obser-
wuje sie odpowiedZz hematologiczng i cytogene-
tyczng po terapii STI571. Do innych nowotworéw
zwigzanych z receptorem PDGF nalezg glcjaki czy
rak prostaty. Podobnie, jak poprzednio wspomniane
choroby, poddawane sg one badaniom klinicznym z
inhibitorem kinaz tyrozynowych ST1571 [14].

VII. Uwagi koncowe

Ws$Srd6d mozliwych strategii uzycia STI571 w le-
czeniu biataczek charakteryzujgcych sie ekspresjg
chromosomu Filadelfia, na plan pierwszy wybija sie
taczne stosowanie inhibitora z tradycyjnymi chemio-
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terapeutykami. Rozwazane jest rdwniez potgczenie
STI571 z nowymi $rodkami terapii — przeciw-
modulacjg odpowiedzi
immunologicznej, wprowadzaniem limfocytéw, czy
interferonem ot. Innymi przyktadami terapii skiero-
wanej przeciwko BCR/ABL sg oligonukleoytdy an-
tysensowe, rybozymy iszczepionki przeciwrakowe i
wydaje sie, ze STI571 mogtby by¢ z powodzeniem
wykorzystany jako pozytywny modulator takich
strategii. Drugim, obok tgcznego dziatania z innymi
terapeutykami, wyzwaniem dla stosowania STI571
jest przetamywanie opornosci komérek biataczko-
wych na ten zwigzek. Wydaje sie, istniejg szerokie
mozliwos$ci wykorzystania STI571 w leczeniu in-
nych nowotwordw niz biataczki. Wymaga to jednak
identyfikacji w tych chorobach kinaz tyrozynowych
majacych znaczenie dla nabywania fenotypu nowo-
tworowego.

Wyniki badan przeprowadzonych w ostatnim cza-
sie sugeruja, ze inhibitory kinaz tyrozynowych mogg
by¢ rozwazane nie tylko jako $rodki terapii nowo-
tworowej, ale takze jako czynniki prewencji nowo-
tworéw. Genisteina, naturalny inhibitor kinaz tyro-
zynowych wystepujaca w soi, moze byé odpowie-
dzialna za zmniejszong czesto$¢ raka prostaty o wy-

ciatami monoklonalnymi,

sokiej ztosliwosci, w krajach, w ktorych stanowi ona
wazny sktadnik diety. Genisteina moze dziata¢ po-
przez zwigkszanie adhezji komérek nowotworo-
wych, zmniejszajagc tym samym prawdopodobien-
stwo tworzenia przerzutéw. Podobne dziatanie wy-
kazywaty inhibitory receptora nabtonkowego czyn-
nika wzrostu. To, czy STI571 mdgtby zosta¢ wyko-
rzystany wjaki$ sposdb w prewencji, jest oczywiscie
sprawg otwartg i wymagajaca badan, jednakze
przyktad genisteiny i inhibitora EGFR, moga by¢
przestankami do podjecia takich badan.
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I. Wprowadzenie

Podwyzszony potencjal proteolityczny, istotny
miedzy innymi dla migracji komdrek, odgrywa klu-
czowaq role w przebiegu wielu proceséw, zaréwno fi-
zjologicznych, jak i patologicznych. W przypadku
nowotwordéw zto$liwych stanowi podstawe ich inwa-
zji i tworzenia przerzutow. Przyjmuje sie, ze kry-
tyczng role w tym procesie odgrywa zjawisko degra-
dacji sktadnikdw macierzy zewngatrzkomdérkowej
(ECM) i btony podstawnej oraz kontrolowana adhe-
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zja do elementéw ECM iinnych komdrek. W proces
degradacji sktadnikdw ECM zaangazowane sg liczne
proteazy uwalniane przez komérki nowotworowe i
przylegajgce do guza komorki stromy [1-4]. Istotng
role w tym procesie petnig proteazy cysteinowe. Do-
Swiadczalnie wykazano nawet antynowotworowe
dziatanie niektérych inhibitoréw proteaz cysterno-
wych [5].

Proteazy cysteinowe wystepujace u ssak6w mo-
zna podzieli¢ nadrodziny, z Kktorych
pierwsza stanowig kaspazy, a druga nadrodzina pa-
painy. Kaspazy nie wykazuja podobieAstwa struktu-
ralnego z nadrodzing papainy, jedyng cechg wspdlng
jest wystepowanie cysteiny w centrum aktywnym
[5]. Nadrodzine papainy dzieli sie na trzy rodziny:
kalpainy, hydrolazy bleomycyny i rodzine papainy
do ktdrej zaliczane sg m.in. katepsyny.

Proteazg cysteinowg, nie nalezgcg jednak do zad-
nej z wymienianych wczesniej nadrodzin, jest row-
niez prokoagulant nowotworowy (ang. CP: Ccincer
Procoagulant). Wcigz brak wyczerpujgcej charakte-
rystyki tego biatka. Wydaje sie jednak, ze petni ono
istotng role w procesach wzrostu komorki nowotwo-
rowej, a co za tym idzie, w rozwoju choroby. Ponizej
przedstawione zostang poznane wiasciwosci fizyko-

na dwie

POSTEPY BIOCHEMII 49(3), 2003


mailto:mielicki@poczta.onet.pl

chemiczne CP, atakze dane na temat jego roli w roz-
woju nowotworu.

Il. Charakterystyka prokoagulanta
nowotworowego (CP)

11-1. Aktywnos$¢ enzymatyczna CP
(EC 3.4.22.26)

Aktywnos$¢ prokoagulanta, mogacego bezposred-
nio aktywowaé¢ czynnik X osoczowego uktadu
krzepniecia krwi, a zatem r6znego od czynnika tkan-
kowego (TF), opisana zostata po raz pierwszy w
1975 roku przez Gordona i wsp. [6], Prokoagu-
lant ten wykryty zostat w ekstrakcie z tkanki nowo-
tworowej (doswiadczalny rak V2 krélika), nazwany
wiec zostat prokoagulantem nowotworowym (CP).

Ze wzgledu na hamowanie aktywnosci prokoagu-
lacyjnej przez preparaty diizopropylofluorofosfora-
nu (DFP), CP poczagtkowo zaliczony zostat przez
swoich odkrywcow do grupy proteaz serynowych. W
trakcie dalszych badan wykazano, ze jest on jednak
endopeptydazg cysteinowg, a obserwowane wcze-
$niej hamowanie przez DFP w rzeczywisto$ci powo-
dowane byto przez niezdefiniowane zanieczyszcze-
nia stosowanych preparatéw handlowych tego inhi-
bitora [7],

Tabela 1

Do chwili obecnej poznano wiele inhibitoréw,
specyficznie lub niespecyficznie hamujacych prote-
azy cysteinowe, jak i o szerokim spektrum dziatania,
hamujgcych aktywno$¢ prokoagulacyjng CP (Tabe-
la 1). Do grupy inhibitoréw proteinaz cysternowych
naleza: jodoacetamid, jony rteci, E-64, jony cyn-
ku, peptydylodiazometyloketony i sole peptydylo-
sulfoniowc [8], Co ciekawe, stwierdzono, ze E-64,
uwazany zazwyczaj za inhibitor nieodwracalny, ha-
muje aktywno$¢ prokoagulanta nowotworowego w
sposéb kompetycyjny [9, 10], a zatem odwracalny.
Jedyng poznang dotychczas proteazg cysteinowg ha-
mowang odwracalnie przez E-64 jest clostripaina po-
chodzgca z Clostridium histolyticum [11].

Z grupy inhibitoréw proteaz o szerokim spektrum
dziatania, aktywno$¢ CP hamujg PMSF, leupeptyna i
antypaina [12, 13], Naturalne osoczowe inhibitory
proteazowe, jak ar antytrypsyna, ar antychymo-
trypsyna, a2-makroglobulina i antytrombina Ill/he-
paryna nie wptywajg w sposob istotny na aktywnos¢
CP. Nie zaobserwowano rdwniez hamowania aktyw-
nosci prokoagulanta przez cystatyne, ktoéra jest sil-
nym inhibitorem proteaz cysteinowych np. papainy,
czy katepsyny B.

Stwierdzono, ze z wyjatkiem jonoéw rteci, wiek-
szo$¢ inhibitoréw prokoagulanta dziata skuteczniej
w obecnos$ci jonéw CN' oraz niewielkiego stezenia

Inhibitory proteaz hamujace lub nic hamujace aktywnosci prokoagulanta nowotworowego (CP) [8,12,13]

Inhibitory proteinaz silnie hamujace
aktywnos$¢ CP

Jodoacetamid

E-64

HgCL

Ketony pcptydylodiazomctylowe
Ketony peptydylochlorometylowe
Ketony peptydylotrifluoromctylowe
Sole pcptydylodimetylosulfoniowe
Leupeptyna

Antypaina

PMSF

2-winylopirydyna
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Inhibitory proteinaz nie hamujace, lub stabo

hamujace aktywnos$¢ CP

a r Antytrypsyna

a i-Antychymotrypsyna

a”Makroglobulina

Antytrombina Ul/heparyna
DFP

CBZ-Val-Phc-H
Cystamina

Cystatyna
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cysteiny, wprowadzajacej do S$rodowiska reakcji
wolne grupy sulfhydrylowe (-SH) [13].

Aktywno$¢ CP wymaga bezwzglednie obecnosci
w $rodowisku reakcji jonéw wapniowych (Ca2+),
ktérych optymalne stezenie wynosi okoto 7 mmol/L
przy pH w zakresie 6,9-7,2 [14]. Jony Mg2+ Mn2+
i Cd2+ mogg zastepowac jony wapniowe aktywujac
prokoagulant, natomiast jony Fe2+ Zn2+ Sn2+i Cu2+
dziatajg jako inhibitory tego enzymu [10, 15]. Jony
metali dwuwarto$ciowych nie biorg bezposrednio
udziatu w reakcji aktywacji czynnika X przez CP, od-
powiedzialne sg jednak za prawidtowg (aktywng)
strukture przestrzenng czasteczki prokoagulanta. Po
zwigzaniu prokoagulanta nowotworowego na
podtozu statym przez przeciwciato monoklonalne,
ktére nie hamowato jego aktywnos$ci, obserwowano
brak jakiegokolwiek wptywu jondw diwalentnych na
aktywnos$¢ CP [15]. Prawdopodobnie immunoimmo-
bilizacja prokoagulanta w wystarczajacy sposob
zmieniata jego konformacje, prowadzac do aktywa-
cji centrum aktywnego tego enzymu.

11-2. Struktura czgsteczki CP

Z uwagi na trudnosci zwigzane z wyizolowaniem
homogennego preparatu prokoagulanta nowotworo-
wego nie udato sie do tej pory okres$li¢ jego struktu-
ry: nieznana jest jego sekwencja aminokwasow, nie
wyizolowano mRNA, nieznany jest réwniez gen ko-
dujacy to biatko.

Wedtug Falangi i Gordona [16] CPjestjed-
notancuchowag proteazg cysteinowg o0 masie
czasteczkowej 68 kDa, punkcie izoelektrycznym
4,8, sktadajaca sie z 674 aminokwasow, wsrod ktoé-
rych przewazajg: seryna (19,1%), glicyna (18,7%) i
kwas glutaminowy (12,5%). W czasteczce CP nie
stwierdzono obecnosci weglowodanow.

Posrednio wykazano, ze prokoagulant nowotwo-
rowy zawiera w czasteczce kwas y-karboksygluta-
minowy (Gla). Stwierdzono, ze niedobdér witaminy
K, indukowany farmakologicznie warfaryng u kroéli-
kéw obcigzonych guzem V2, powodowal utrate
witasciwosci enzymatycznych prokoagulanta nowo-
tworowego, mimo ze antygen CP byt obecny w bada-
nych ekstraktach z tego guza. DoSwiadczenie to su-
geruje, ze CP moze ulega¢ potranslacyjnej modyfi-
kacji, polegajgcej na katalizowanym przez zalezng
od witaminy K y-karboksylaze przytgczeniu dodat-
kowej reszty karboksylowej do glutaminianu w
tancuchu polipeptydowym prokoagulanta [17].

Domeny biatek zawierajgce reszty Gla odpowie-
dzialne sg za wigzanie metali dwuwarto$ciowych
(najczesciej jonow Ca2+). Wykazano, ze w czgstecz-
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ce prokoagulanta wystepuje miejsce wigzgce jony
metali o wysokim powinowactwie do wapnia i ma-
gnezu, oraz inne, o wysokim powinowactwie do
manganu i kadmu [10, 15].

11-3. Substraty dla CP

Jedynym poznanym dotychczas fizjologicznym
substratem dla CP jest czynnik X uktadu krzepniecia
krwi. Prokoagulant nowotworowy aktywuje go in vi-
tro hydrolizujagc wigzanie peptydowe pomiedzy
Tyr-21, a Asp-22 [18]. Inne znane aktywatory czyn-
nika X, jak czynnik 1Xa, TF/VIla ijad zmii Russela,
zrywajg w czynniku X wigzanie peptydowe przy ar-
zatem czynnik Xa powstaty pod
wptywem CP rozni sie budowg od czynnika Xa po-
wstatego pod wptywem innych aktywatordw.

Syntetycznymi substratami dla CP sg peptydy za-
wierajgce arginine lub lizyne w pozycji PI iproline
w pozycji P2 (Tabela 2). Sekwencja: -Pro-Arg- lub
-Pro-Lys- od N-korica hydrolizowanego wigzania
jest raczej charakterystyczna dla proteaz seryno-
wych, anie cysternowych. Rédwniez syntetyczne sub-
straty peptydowe dla proteaz cysteinowych (katepsy-
ny i papainy) nie sg hydrolizowane przez CP. Nie za-
obserwowano takze zadnej aktywnos$ci amidolitycz-
nej CP wobec sekwencji podobnej do tej, jaka rozpo-
znaje trombina w fibrynogenie, aw do$wiadczeniach
in vitro oczyszczony prokoagulant nie hydrolizowat
fibrynogenu ani protroinbiny [19]. Co ciekawe, CP
nie hydrolizuje rowniez substratow chromogennych
o sekwencji x-Pro-Tyr-pNA, Kktorg rozpoznaje
w swym wysokoczgsteczkowym, naturalnym sub-
stracie, jakim  jest czynnik X (-Lys(P3)-
Pro(P2)-Tyr(Pl)-). Wydaje sie wiec, ze prokoagulant
nowotworowy rozpoznaje wiecej niz dwupeptyd od
N-korica hydrolizowanego wigzania, wymagajac po-
nadto odpowiedniej konformacji przestrzennej sub-
stratu [19].

gininie-52,

11-4. Wystepowanie CP

Aktywno$¢ bezposredniego aktywatora czynnika
X, nazwanego prokoagulantem nowotworowym, zo-
stata poczatkowo opisana w ekstraktach z guzéw V2
krélika (pierwsze zrodto wyizolowanego CP) oraz
ludzkiego raka nerki, okreznicy, sutka i pochwy [6].
Aktywno$¢ CP scharakteryzowano nastepnie w
ptynie owodniowym i ekstraktach z bton ptodowych
cztowieka, ktére obecnie sg najczesciej gtownym
zrodtem prokoagulanta [20, 21]. Nie stwierdzono
obecnosci CP w zadnej innej, poza btonami ptodo-
wymi, tkance prawidtowej [22-24], Obecno$¢ proko-
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agulanta nowotworowego potwierdzono natomiast w
ekstraktach z wielu réznych typéw nowotworéw, za-
rowno ludzkich, jak i zwierzecych oraz w medium
hodowlanym komérek transformowanych [7, 20, 25,
26]. Oprocz guzow litych aktywno$¢ CP opisano
rowniez w ekstraktach z komdrek blastycznych
ostrej biataczki nielimfatycznej oraz ostrej biataczki
timfoblastycznej [27-29].

Tabela 2

soki stopieri homologii miedzygatunkowej oraz kon-
serwatyzm ewolucyjny tego biatka.

I1l. Prokoagulant nowotworowy w chorobie
nowotworowej

Rola prokoagulanta nowotworowego w rozwoju
choroby nowotworowej nie jest do konca wyjasnio-

Syntetyczne, peptydowe substraty chromogcnnc dla nowotworowego prokoagulanta

Substraty hydrolizowane przez CP

N-p-Tos-Gly-Pro-Lys-pNA
H-D-Ala-Pro-Arg-pNA
H-D-lle-Pro-Arg-pNA
>Glu-Pro-Arg-pNA
N-p-Tos-Gly-Pro-Arg-pNA
D-Phc-Pip-Arg-pNA
MeS-D-CHA-But-Arg-pNA
Sar-Pro-Arg-pNA
Z-Val-Pro-Arg-pNA
Z-Arg-Arg-pNA
Val-Pro-Arg-pNA
Lcu-Pro-Arg-pNA

Z-Leu-Pro-Arg-pNA

Substraty nie hydrolizowane przez CP

Ac-Phe-Gly-pNA
N-Suc-Ala-Ala-Ala-pNA
N-Suc-Ala-Ala-Pro-Abu-pNA

MeO-Suc-Arg-Pro-Tyr-pNA

MeO-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-pNA

Bz-Arg-pNA
Boc-Ala-Ala-Pro-Ala-pNA
N-Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA
>Glu-Pro-Val-pNA
N-Suc-Ala-Ala-Pro-Met-pNA
N-Suc-Ala-Ala-Pro-Leu-pNA
H-Gly-Phe-pNA

Bz-Phe-Val-Arg-pNA

>Glu-Phe-Lys-pNA

Przeciwciato poliklonalne, uzyskane z surowicy
krélikbw immunizowanych oczyszczonym CP
cztowieka, rozpoznawato antygen w 92% ekstraktéw
z réznych nowotworéw ztosliwych i 25% zmian
tagodnych [30], Donat i i wsp. [25] wykazali po-
nadto, ze aktywnos$é CP jest okoto 4-krotnie wyzsza
w ekstraktach z przerzutéw ludzkiego czerniaka niz
w ekstraktach ze zmian pierwotnych u tego same-
go pacjenta. Wskazywaé to moze na powigzania po-
ziomu ekspresji CP ze stopniem inwazyjnosci oraz
szybkoscig proliferacji komdrek nowotworowych.

Enzymatyczna i immunologiczna charakterystyka
CP pochodzgcego z réznych gatunkow i tkanek jest
bardzo podobna. CP z ludzkiego czerniaka, ludzkich
komérek leukemicznych, mysiego czerniaka B 16,
miesaka JW iraka ptuc Lewisajest immunologicznie
i enzymatycznie zgodny z prokoagulantem izolowa-
nym z guza V2 krélika [25-27], Wskazuje to na wy-
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na. Znane sgjednak dane wskazujgce na zwigzek po-
miedzy ekspresjg tej proteazy a wzrostem nowotwo-
ru. Przypuszcza sie, ze CP moze petnié¢ role czynnika
wzrostowego dla komoérek nowotworowych lub w
inny sposob regulowaé wzrost tych komoérek. Z uwa-
gi na ekspresje CP jedynie w komoérkach neopla-
stycznych sugeruje sie, ze mogtby on znalez¢ zasto-
sowanie w diagnostyce onkologicznej jako nowy
marker nowotworowy. Dotychczas brak danych wy-
jasniajacych, czy CP ma zwigzek z proteolizg macie-
rzy zewnatrzkomdrkowej, badz tworzeniem tzw.
»kokonu” fibryny wokét guza.

I11-1. Wptyw CP na zaburzenia uktadu
krzepnigcia krwi

Komérki nowotworowe $ci$le oddzialtywuja z
uktadem hemostazy poprzez wywotywanie aktywno-
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$ci prokoagulacyjnej, produkcjg biatek fibrynoli-
tycznych i czynnikéw zapalnych (cytokin) oraz inte-
rakcjg z komdrkami gospodarza. Efektem tych od-
dziatywan sa czesto zaburzenia uktadu krzepniecia
krwi [31-36]. Prokoagulant nowotworowy, akty-
wujacy in vitro czynnik X krzepniecia, mogiby by¢
jednym z czynnikow odpowiedzialnych za zaburze-
nia tego uktadu.

Oprocz CP do czynnikéw prokoagulacyjnych
istotnych w chorobie nowotworowej zaliczyé mozna
dobrze juz poznany iopisany czynnik tkankowy (TF)
oraz stosunkowo niedawno odkryty CCA-1 (ang.
cancer cell-derived blood coagulating activity 1)
[37].

Podwyzszong aktywno$¢ prokoagulanta lub zwie-
kszony poziom antygenu CP wykazano w surowicy
pacjentow z roznymi typami nowotworow ztosli-
wych [38-42]. Jednakze zmiany parametréw hemo-
stazy wskazujgce na aktywacjg osoczowego uktadu
krzepniecia krwi wystepujg czesciej u chorych z za-
awansowanym nowotworem, podczas gdy wzrost
aktywnos$ci/poziomu antygenu CP jest charaktery-
styczny raczej dla wczesnego stadium rozwoju no-
wotworu [40, 43]. Wydaje sie wiec, ze CP nie odgry-
wa in vivo znaczgcej roli w aktywacji osoczowego
uktadu krzepniecia krwi u pacjentéw z chorobg no-
wotworowa.

Niedawno wykazano, ze CP moze nasila¢ adhezje
ptytek krwi do kolagenu i fibrynogenu [44], Stymu-
luje kaskade kwasu arachidonowego (produkcje
tromboksanu A2) i produkcje wolnych rodnikow w
krwinkach ptytkowych [45]. Indukuje sekrecje nu-
kleotydéw adeninowych i biatek w sposéb zalezny
od dawki, a ilo$¢ uwolnionych czynnikéw jest mniej-
sza niz po aktywacji przez trombine. CP nie powodu-
je agregacji ptytek i nie wptywa na agregacje induko-
wang trombing [46]. Mechanizm dziatania proko-
agulanta nowotworowego na ptytki krwi nie jest
jeszcze doktadnie wyjasniony. Stwierdzono, ze sty-
mulowanej przez CP adhezji ptytek do fibrynogenu
towarzyszy aktywacja kinazy fosfatydylo-inozytolo-
wej [47], Jest ponadto mozliwe, ze, podobnie jak
trombina, prokoagulant dziata na ptytki za posred-
nictwem receptora klasy PAR-1 (ang. proteolyticaly
activated receptor 1). Powszechno$é wystepowania
receptoréow tej klasy sugeruje, ze prokoagulant no-
wotworowy mégtby stymulowaé szereg innych ko-
morek, w tym nowotworowe.

I11-2. CP jako nowy marker nowotworowy

Szereg danych do$wiadczalnych wskazuje na
mozliwo$¢ wykorzystania prokoagulanta nowotwo-
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rowego w diagnostyce onkologicznej. W niektdrych
doSwiadczeniach oznaczano stezenie antygenu CP
metodg immunoenzymatyczng, w innych za$ anali-
zowano poziom jego aktywnos$ci enzymatycznej,
czyli zdolnos$ci do aktywacji czynnika X. Niezale-
znie od stosowanej metody wykazano, ze zaréwno
poziom aktywnos$ci jak i stezenie antygenu proko-
agulanta zazwyczaj jest podwyzszone w surowicy
pacjentéw z chorobg nowotworowg w poréwnaniu z
wartosciami obserwowanymi w surowicy os6b zdro-
wych (poziom tla). Wzrost ten nie zawsze jest wyra-
Zny, u niektérych chorych jednak obserwowane war-
tosci przekraczajg poziom tta kilku lub kilkunasto-
krotnie. Dotychczas nie udato sie uchwyci¢ general-
nej zaleznosci miedzy poziomem CP a rodzajem, lo-
kalizacjg lub stopniem zaawansowania choroby.

Gordon i Benson [38] wykazali, ze u 92 %
pacjentow z réznymi nowotworami ztosliwymi ob-
serwuje sie podwyzszony poziom aktywnosci CP w
surowicy (czutos¢ testu = 92%). Jednoczes$nie niski
poziom CP obserwowano u 75% o0s6b bez stwierdzo-
nej choroby nowotworowej, lub ze zmianami tagod-
nymi (specyficznos$¢ testu = 75%). Czutos$¢ i specy-
ficzno$¢ stosowanych obecnie rutynowo markerow
nowotworowych jest zazwyczaj nizsza [48].

Rucinska i wsp. [39] stwierdzili we wszyst-
kich badanych surowicach pacjentéw z rakiem ptuca,
sutka, przetyku iokreznicy znaczgco wyzszy poziom
aktywnosci prokoagulanta niz w surowicach pacjen-
tow zdrowych, przy specyficznos$ci testu wynoszacej
85%. Aktywnos$¢é CP podniesiona byta rowniez w su-
rowicy chorych z rakiem przewodu pokarmowego, a
poziom jej wzrastat wraz ze stopniem zaawansowa-
nia choroby [49].

Aktywno$¢é CP w surowicy szczurow obcigzonych
przeszczepialnym nabtoniakiem Guerin we wcze-
snych stadiach rozwoju byta proporcjonalna do wiel-
kosci guza. Jednak w zaawansowanym stadium cho-
roby aktywno$¢ ta spadata, osiggajac poziom zbli-
zony do aktywnos$ci w grupie szczuréw kontrolnych
[50]. Podobna zalezno$é obserwowano w surowicy
pacjentek z rakiem sutka. Okoto 75% kobiet z wcze-
snym stadium rozwoju choroby (I i Il) miato podwy-
zszony poziom CP w surowicy, podczas gdy pacjent-
ki w stadium Il lub 1V miaty prawidtowy poziom ak-
tywnos$ci tego prokoagulanta [40], Istniejg jednak
prace wskazujgce na wysoki poziom CP rowniez w
zaawansowanym stadium nowotworu. Poziom taki
obserwowano u chorych z rakiem ptuca w stadium
klinicznym 1l i Il oraz rakiem okreznicy w stadium
klinicznym D [39].

Potencjalng uzyteczno$¢ prokoagulanta nowo-
tworowego jako markera zmian nowotworowych po-
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twicrdzaja rowniez analizy stezenia antygenu CP w
ludzkiej surowicy. U 81% pacjentéw z r6znymi no-
wotworami zto$liwymi stwierdzono za pomoca testu
ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)
wzrost stezenia CP w surowicy, podczas gdy stezenie
tego biatka byto prawidtowe u 91 % ludzi zdrowych i
80% pacjentéw ze zmianami tagodnymi. Intere-
sujgca jest obserwacja, ze w grupie chorych z nowo-
tworami zto$liwymi we wczesnym stadium rozwoju,
test ELISA dat wynik pozytywny we wszystkich
przypadkach [41]. Kozw ich i wsp. [42] przebada-
li grupe ponad 800 oséb: zdrowych, ze zmianami
tagodnymi inowotworami ztosliwymi. Ogélnie u po-
nad 85% pacjentdw z nowotworem zaobserwowano
podwyzszone stezenie antygenu CP w surowicy, cze-
$ciej jednak wzrost ten wystepowat u chorych w
poczatkowych stadiach choroby. Obserwacje te pod-
kreSlajg uzyteczno$¢ CP jako markera wczesnych
zmian nowotworowych.

111-3. Znaczenie CP dla wzrostu komarki
nowotworowej

Istniejg dane wskazujgce na istotne powigzania
miedzy poziomem aktywnos$ci/antygenu prokoagu-
lanta nowotworowego a rozwojem nowotworu. Nie
jest dotychczas jasne, czy ekspresja CP jest cechg
pierwotng, bezposrednio wynikajacg z nowotworo-
wej transformacji komorki, czy tez wtorna, za-
chodzacg pod wptywem innych czynnikéw zwigza-
nych z procesem nowotworzenia.

Skrzydlewska i wsp. [51] sugerujg, ze w
przypadku rakéw przewodu pokarmowego obserwo-
wane upos$ledzenie potencjatu antyoksydacyjnego
komérki moze by¢ zwigzane z utatwieniem kancero-
gennego dziatania reaktywnych form tlenu,
zwigzang z tym nadmierng peroksydacjg lipidow
oraz ekspresjg prokoagulanta nowotworowego.

Falanga i wsp. [52] wykazali, ze ekspresja CP
w komdrkach biataczki promielocytarnej (PML)
zwigzana jest z nowotworowym fenotypem tych ko-
morek. Indukowana przez kwas catkowicie trans re-
tinowy transformacja komdrek PML do fenotypu
prawidtowego hamowata ekspresje CP w tych ko-
mdrkach. Warto zaznaczy¢, ze ekspresja czynnika
tkankowego byta stata i nie zmieniata sie wraz ze
zmiang fenotypu komarki na prawidtowy.

U chorych leczonych na ostrg biataczke szpikowg
stwierdzono w trakcie remisji choroby znaczny spa-
dek aktywnos$ci CP w szpiku, podczas gdy wyrazny
wzrost tej aktywnosci obserwowano juz na kilka
miesiecy przed nawrotem choroby [53]. Opisano
rowniez spadek poziomu aktywnos$ci prokoagulanta
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nowotworowego w surowicy pacjentéw po catkowi-
tej resekcji ztosliwego guza ptuca, podczas gdy nie-
radykalne usuniecie zmiany nowotworowej badz
obecnos$é przerzutéw nie wptywato w sposéb istotny
na aktywnos¢ CP [39]. Podobng zaleznos$é opisano u
pacjentow poddawanych leczeniu operacyjnemu z
powodu raka zotgdka, przetyku ijelita grubego [54],

Znaczenie CP dla rozwoju nowotworu potwier-
dzajg rowniez inne dane eksperymentalne. Dodanie
do hodowli komoérek raka ptuc H345 przeciwciata
przeciwko CP obnizato ich przezywalno$¢ o 50%
[65]. U myszy wcze$niej immunizowanych oczysz-
czonym antygenem CP, po podaniu zawiesiny komo-
rek czerniaka B16, obserwowano znaczaco nizszg
ilos¢ kolonii ptucnych czerniaka niz w grupie myszy
kontrolnych (nieimmunizowanych, lub immunizo-
wanych innym biatkiem) [56],

IV. Podsumowanie

Wydaje sie, ze prokoagulant nowotworowy moze
odgrywac istotng role w rozwoju nowotworu, byc¢
moze jako antygen stowarzyszony, niezbedny dla
jego wzrostu. Mechanizm interakcji CP z komoérka
nowotworowa nie jest jednak jeszcze wyjasniony.
Wyniki wstepnych badan sugerujg wptyw CP na pro-
ces adhezji komérek nowotworowych do biatek ma-
cierzy zewnatrzkomérkowej [57]. Byé moze w ten
witasnie sposob CP promuje rozwdj nowotworu, za$
jego aktywnos$¢ prokoagulacyjna nie odgrywa istot-
nej roli w aktywacji uktadu krzepniecia krwi u cho-
rych na raka. Z uwagi jednak na swoje wtasciwosci
prokoagulant nowotworowy mogtby znalez¢ w
przysztosci zastosowanie w diagnostyce onkologicz-
nej jako nowy marker wczesnej fazy choroby, a by¢
moze, jako np. cel do ukierunkowanego immunotar-
getingu, réwniez w terapii choroby nowotworowej.
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Proces sekrecji w ptytkach krwi

Secretory process in blood platelets

TOMASZ ZIELINSKI1, BARBARA WACHOWICZ?2

Spis tresci:

l.  Wstep

1. Sekrecja zwigzkéw zmagazynowanych w ptytkach krwi
I11. Molekularny mechanizm sekrecji w ptytkach krwi

IV. Regulacja procesu sekrecyjnego w ptytkach krwi

V. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrotéw: R-TG — beta-tromboglobulina;
CaMK — kinaza zalezna od jonéw wapnia i kalmoduliny; CHS
— zesp6t Chediak’a-Higashi; CTAP m— peptyd aktywujacy
tkanke fagczng; ECGF — czynnik wzrostu komérek $rédbtonka;
EGF — naskérkowy czynnik wzrostu; HPS — zesp6t Hernan-
sky’ego-Pudlak; GPS — zespét ,szarych ptytek”; IGF — insuli-
nopodobny czynnik wzrostu; MARCKS — mirystylowany bo-
gaty w alanine substrat kinazy biatkowej C; NAP-2 — peptyd
aktywujgcy neutrofile; NSF — czynnik wrazliwy na dziatanie
N-etylomaleimidu; OCS — uk#ad kanalikéw otwartych; PAI —
inhibitor aktywatora plazminogenu; PDGF — ptytkopochodny
czynnik wzrostu; PIP, — bisfosforan fosfatydyloinozytolu;
PKC — kinaza biatkowa C; PSP — ptytkowe biatko Secl;
RANTES — chemokina ulegajgca ekspresji podczas aktywacji
limfocytow T; SNAP-23 i 25 — biatka synaptosomoéw, a i
y-SNAP — rozpuszczalne biatka wigzagce NSF, SNARE — re-
ceptory dla rozpuszczalnych biatek wigzgcych NSF; TGF-8 —
transformujacy czynnik wzrostu; TF — czynnik tkankowy;
TFPI —inhibitor zewnatrzpochodnego uktadu aktywacji krzep-
niecia krwi; VAMP — bialka zwigzane z btong ziarnistosci,
VEGF — naczyniowo-$rédbtonkowy czynnik wzrostu; vVWF —
czynnik von Willebranda.

I. Wstep

Ptytki krwi, najmniejsze, bezjgdrzaste sktadniki
morfotyczne krwi ssakéw, sg wrazliwe na réznorod-
ne fizjologiczne i niefizjologiczne czynniki po-
chodzace z otaczajgcego je srodowiska. Rozbudowa-
ny powierzchniowy system receptorow (biatek i gli-
koprotein) rozpoznaje obecne w Srodowisku specy-

‘Dr, 2prof._ dr hab., Uniwersytet £6dzki, Wydziat Biologii i
Ochrony Srodowiska, Katedra Biochemii Ogélnej, 90-237
Lodz, ul Banacha 12/16, tel. 6354482  e-mail:
wachbar@ biol.uni.lodz.pl
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ficzne czynniki stymulujgce ptytki krwi. Do agoni-
stbw o znaczeniu fizjologicznym nalezg zaréwno
zwigzki obecne w Srodowisku pozakomérkowym, ta-
kie jak trombina, ADP, tromboksan A2 czy czynnik
aktywujacy ptytki, jak i zwigzki obce dla organizmu,
takie jak niektdre leki, jady wezdw czy lipopolisa-
charydy bakteryjne [1-3]. Agonistami ptytek sg takze
biatka adhezyjne macierzy zewngtrzkomorkowej:
kolagen, fibronektyna, witronektyna czy trombo-
spondyna [4], Oddziatywanie agonisty ze specyficz-
nym receptorem inicjuje proces przekazywania sy-
gnatu, polegajacy m. in. na hydrolizie fosfolipidow
btonowych ptytki, zmianach metabolizmu fosfoino-
zytoli, wzroscie wewnatrzkomérkowego poziomu
jonow wapnia, procesach fosforylacji i defosforyla-
cji wielu biatek, w tym kinaz serynowo-treonino-
wych ityrozynowych, co w efekcie prowadzi do ak-
tywacji ptytek [5, 6], Aktywacja zaczyna sie od
zmian w morfologii i ultrastrukturze ptytek, spowo-
dowanych reorganizacjg ich cytoszkieletu. Reorga-
nizacja cytoszkieletu polega na depolimeryzacji
widkien aktyny warstwy rdzeniowej znajdujacej sie
w bezposSrednim sasiedztwie btony, polimeryzacji
mikrotubul i polimeryzacji tzw. dtugich wtékien ak-
tyny oraz powstawaniu wtokien stresowych aktyny
[7, 8], Zmiany w obrebie cytoszkieletu prowadzg do
zmian ksztattu ptytki, wytwarzania filopodiow i
pseudopodiéw oraz do zwiekszenia liczby recepto-
réw na powierzchni ptytek w nastepstwie przemiesz-
czenia do btony czesci ich puli cytoplazmatycznej.
W odpowiedzi na dziatanie zewnatrzkomérkowych
agonistow pobudzone ptytki krwi ulegaja zwiekszo-
nej adhezji do biatek macierzy zewngtrzkomoérkowej
itworzg agregaty, co prowadzi do powstawania pier-
wotnego czopu hemostatycznego [9].
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Hemostaza jest zespotem procesdw umozli-
wiajacych utrzymanie ptynnodci krazacej krwi oraz
chronigcych organizm przed utratg komadrek i biatek
krwi z naczyh krwiono$nych. Sktadnikami uktadu
hemostatycznego sg biatka biorgce udziat w proce-
sach krzepniecia krwi i fibrynolizy, ptytki krwi, ko-
morki $rodbtonka i leukocyty [11]. Udziat ptytek
krwi w procesie krzepniecia krwi jest ich najwa-
zniejszg fizjologiczng funkcja, opisang ponad sto lat
temu. Funkcje te u kregowcéw petnia jadrzaste ko-
morki zwane trombocytami. Pozbawione jagdra phytki
krwi ssakéw uczestnicza, opr6cz krzepniecia, row-
niez w innych fizjologicznych procesach. Ptytki sta-
nowig pierwszg linie obrony przed wynaczynieniem
krwi obwodowej po przerwaniu ciggtosci $ciany na-
czynia krwionosnego. Nastepuje wowczas natych-
miastowa (trwajaca sekundy) adhezja ptytek do
biatek macierzy podsrédbtonkowej, z ktérych najwa-
zniejsze role spetniajg kolagen i wigzacy sie z nim
oraz zmieniajacy swa konformacje czynnik von Wil-
lebranda (VW) [12]. Zmiana ta umozliwia wigzanie
vWTf do receptoréw GPIb-V-IX i integryn ctnbR3 na
powierzchni ptytek. Sygnaty pochodzgce od tych re-
ceptorow prowadzg do zmiany ksztattu, adhezji i
rozptaszczania (ang. spreading) ptytek krwi na po-
wierzchni warstwy podsrodbtonkowej, dzieki czemu
powstaje przylegajgca do niej warstwa ptytek [13].
Nastepuje tez zmiana konformacji integryn ptytki
oinbRR, umozliwiajagca przytgczenie fibrynogenu. Re-
ceptory te rozpoznajg sekwccje aminokwasowe
RGD obecne w taricuchu a fibrynogenu i KQAGDV
obecne w tafiuchu y tego biatka. Fibrynogen tgczy in-
tegryny sgsiadujacych ze sobg ptytek, powstajg ich
agregaty, co daje poczatek tworzeniu pierwotnego
czopu hemostatycznego [14], Podczas aktywacji
ptytek krwi na ich powierzchni dochodzi do ekspo-
zycji ujemnie natadowanych amidofosfolipiddw,
fosfatydyloetanoloaminy i fosfatydyloseryny, co ma
kluczowe znaczenie dla przebiegu procesu krzepnie-
cia krwi [15]. Fosfolipidy te stanowig zalezne odjo-
néw wapnia miejsce wigzania przez ptytki wielu en-
zymow, zymogenow i kofaktorow procesu krzepnie-
cia krwi (zymogeny: czynniki IX, X, V, VIII, pro-
trombina, aktywne czynniki Xa, 1Xa, Va, Villa) [16].
Na powierzchni ptytek krwi powstajg aktywne kom-
pleksy tenazy (kompleks czynnika 1Xa, jego kofak-
tora —-czynnika Villa, X, jondw wapnia i fosfolipi-
doéw) oraz protrombinazy (kompleks czynnika Xa,
jego kofaktora, czynnika Va, protrombina, jonéw
wapnia i fosfolipidow) produkujgce duze ilosci od-
powiednio: czynnika Xa itrombiny, niezbednych do
prawidtowego przebiegu procesu krzepniecia krwi
[17]. Podczas aktywacji ptytki krwi eksponujg na
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swojej powierzchni czynnik tkankowy (ang. tissue
factor, TF). Nie wiadomo jednak, czy ptytkowy TF
moze bra¢ udziat w inicjowaniu procesu krzepniecia
krwi [18]. Podczas aktywacji ptytek nastepuje réw-
niez odtgczanie od ptytek krwi mikroczasteczek
(ang. microparticles) obdarzonych wtasciwosciami
prokoagulacyjnymi. Mikroczasteczki sg otoczonymi
btong pecherzykami o $rednicy od 100 nm do Ipm.
Pochodzg gtéwnie z fosfolipidow btony wewnetrz-
nej i bton ziarnisto$ci ptytki [19].

W ptytkach krwi obecne sg nieliczne mitochon-
dria, siateczka $rddplazmatyczna, ukitad kanalikow
gestych i uktad kanalikéw otwartych. Wystepujg tez
liczne ziarnistosci specyficzne dla tych komorek
(ziarnistosci a, i ziarnistosci osmofilne o duzej ge-
stosci elektronowej [[3]) oraz lizosomy [y], peroksy-
somy [5] i ziarna glikogenu) [10]. Wiekszos$¢
zwigzk6w zmagazynowanych w ziarnisto$ciach
ptytek jest syntetyzowana w megakariocytach. Sche-
mat struktury wewnetrznej ptytki przedstawiono na
ryc. 1

peroksysomy

—  mitochondrium

ziamistosci a

ukiad kanalikow
gestych

ziarna glikogenu

ziarnisto$ci osmofilne

lizosomy

uklad kanalikéw
— otwartych

Ryc. I. Schemat struktury wewnetrznej ptytki krwi.

I1. Sekrecja zwigzkéw zmagazynowanych
w ptytkach krwi

Podczas aktywacji ptytek dochodzi drogaegzocy-
tozy do sekrecji zwigzkéw zmagazynowanych w
ziarnisto$ciach a, ziarnistosciach osmofilnych ilizo-
somach. Uwolnione z ziarnistosci zwigzki poteguja
aktywacje ptytek, wptywajac jednoczes$nie na wiele
funkcji innych komorek: proliferacje, adhezje, che-
motaksje i aktywacje [20], Ziarnistosci a sg bogatym
zrodtem m. in. biatek bioragcych udziat w procesach
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krzepniecia i fibrynolizy (fibrynogen, czynniki
krzepniecia V, VI i XI, PAIi) oraz biatek adhezyj-
nych (fibronektyna, witronektyna, trombospondy-
na), chemokin (ptytkowy czynnik 4, PF4, czynnik
aktywujacy neutrofite — 2, NAP-2) i mitogendw
(czynniki wzrostu: ptytkopochodny — PDGF, trans-
formujagcy — TGF, insulinopochodny — IGF, naczy-
niowo-$srédbtonkowy — VEGF). Ziarnisto$ci osmo-
filne magazynuja szereg niskoczasteczkowych
zwigzkow, gtéwnie nukteotydy adeninowe: ADP i
ATP, atakze serotonine ijony wapnia. Enzymy takie
jak katepsyna D, karboksypeptydazy, (3-glukuroni-
daza, P-galaktozydaza [21], ktére znajduja sie w li-
zosomach, sg uwalniane dopiero pod wptywem sil-
nych agonistow. Uwalniane z pobudzonych plytek
krwi zwiazki o waznym znaczeniu biologicznym ze-
stawiono w tabeli . Rodzaj i ilo$¢ zwigzkéw uwol-
nionych z ptytek krwi zalezy od rodzaju i stezenia
agonisty, liczby i dostepnosci jego receptoréw na po-
wierzchni ptytek oraz od obecnos$ci w $rodowisku
pozakomérkowym innych zwigzkéw dziatajgcych
synergistycznie lub antagonistycznie w stosunku do
agonistow.

Uwalnianie zwigzkdw biologicznie czynnych z
ptytek krwi zachodzi na drodze egzocytozy. Sekrecja

Tabela 1

jest procesem niezbednym dla prawidtowej fizjolo-
gicznej odpowiedzi ptytek krwi na dziatanie agoni-
stow.  Genetycznie niedobory
zwigzkoéw biologicznie czynnych magazynowanych
w ziarnisto$ciach oraz zaburzenia polegajace na bra-
ku niektérych typow ziarnisto$ci prowadza do cze-
Sciowej lub catkowitej utraty funkcji ptytek jako ko-
moérek czynnych w hemostazie (tabela 2). Jak dotad
mechanizm sekrecji nie zostat jeszcze w petni wyja-
$niony. Sekrecja zwigzkow z ziarnisto$ci zachodzi w
ciggu kilku sekund po pobudzeniu ptytek krwi.
W tym czasie dochodzi do centralizacji ziarnistosci,
a nastepnie ich fuzji z btong komoérkowa ptytek badz
btong tzw. otwartego uktadu kanalikéw bedgcego
systemem inwaginacji btony oraz do uwolnienia
poza komdrke zwigzkéw zmagazynowanych w ziar-
nistosciach [22]. Niezbedne dla sekrecji sgzmiany w
obrebie cytoszkieletu, m. in. depolimeryzacja
witékien aktyny stanowigcych cze$¢ cytoszkieletu
btonowego ptytek, co moze utatwiaé przemieszcza-
nie sie ziarnistosci, polimeryzacja mikrotubul nie-
zbedna dla centralizacji ziarnistosci oraz polimery-
zacja wiokien stresowych aktomiozyny [23-25],
Uwaza sie, ze sekrecja podczas aktywacji ptytek po-
zostaje pod kontrolg dwoch gtdéwnych czynnikow

uwarunkowane

Biologicznie aktywne zwigzki uwalniane z r6znych typéw ziarnistosci sckrccyjnych ptytek krwi (na podst. [52])

Rodzaj ziarnistosci

Ziarnistosci a

Zwiazki zmagazynowane w ziarnistosciach ptytek

chemokiny: CTAP-Ul, p-TG, NAP-2, RANTES; mitogeny:

PDGF, TGF-p, ECGF, EGF, IGF, VEGF,;

biatka adhezyjne: vVWF, witronektyna, Fibronektyna,

trombospondyna;

biatka uktadu krzepniecia: fibrynogen, czynniki V, VII, XI,

XIl, biatko S, kininogeny, plazminogen;

inhibitory proteaz: a2-makroglobulina. a2-antvtrypsvna,

a2-antyplazmina, PAI-1, TFPI, inhibitor CI;

inne: albumina transferryna, immunoglobuliny klas 1gG, IgE

Ziarnistosci osmofilnc

Lizosomy

ilgM

nukteotydy: ADP. ATP, GDP, GTP; scrotonina, jony wapnia

i magnezu, pirofosforan

enzymy proteolityczne: karboksypeptydazy A i B, katepsyny

D i E, kolagcnaza, fosfataza kwasna, sulfataza arylowa;

glikohydrolazy: heparynaza, p-glukuronidaza, p-

galaktozydaza, p-gliccrofosfataza, p-D-glukozydaza, p-D-
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wewnatrzkomorkowych: jonéw wapnia i aktywnej
kinazy biatkowej C (PKC), ktdre sg niezbedne dla
tego procesu idziatajg synergistycznie [26, 27]. Jony
wapnia i PKC maja wptyw na struktury cytoszkiele-
tu, ale dziatajg w r6zny sposdéb. Wzrost wewngtrzko-
moérkowego stezenia Ca2+ aktywuje scinderyne,
biatko kapturujgce aktyne, dzieki czemu uniemozli-
wiona jest dalsza polimeryzacja aktyny. Efekt ten ha-
mowany jest przez fosfatydyloinozytolobisfosforan,
PIP2[28]. Kinaza bhiatkowa C fosforyluje za$ biatko
MARCKS (ang. mirystylated alanine-rich protein
C-kinase substrate, 85kDa), ktore jest niezbedne dla
wigzania krzyzowego widkien aktyny iich polimery-
zacji. Jednoczesne zahamowanie aktywacji PKC i
obnizenie stezenia wewngtrzkomorkowych jondéw
wapnia hamuje sekrecje [26, 27, 29, 30]. W innych
komérkach sekrecyjnych takich jak neurocyty, ko-
marki chromaffinowe czy PC 12, jony wapnia i PKC
kontrolujg poszczegdlne etapy egzocytocy, w tym
rowniez fuzje ziarnistosci z btonami. Dokonuje sie to
dzieki biatkom wrazliwym na wzrost stezenia jonow
wapnia oraz biatkom, ktore stanowig substraty dla
PKC. Biatkami wrazliwymi na wzrost stezenia jo-
now wapnia sa wewngtrzkomdérkowe enzymy
biorgce udziat w przekazywaniu sygnatu, aktywowa-
ne przez jony wapnia. Do tych enzymow zalicza sie
fosfolipaze Cy2, fosfolipaze A2, PKC. W komorkach
sekrecyjnych biatka cytoplazmatyczne i btonowe za-
wierajgce domeny C2 kinazy biatkowej C, wigzgace
jony wapnia i fosfolipid, biorg udziat w zmianach
konformacyjnych iprzeksztatceniach w obrebie tzw.
kompleksé6w SNARE (ang. soluble N-ethylmaleim-
ide attachment receptors) i bezpo$rednio, w procesie
fuzji bton [3 1], Do tych biatek zalicza sie synaptotag-
mine, biatka Muncl3 (ang. murine homolog of
uncl3) i Doc2. Ich obecnos$ci nie stwierdzono jak
dotad w ptytkach [32]. Substratami PKC sg réwniez
biatka cytoszkieletu i biatka bedace skitadnikami
komplekséw SNARE, tj. syntaksyny i SNAP-25
(ang. synaptosomal-associatedproteins) oraz biatka
je regulujgce [33-35]. Proces sekrecji w ptytkach
krwi jest podobny do procesu sekrecji zachodzgcego
w innych komérkach sekrecyjnych. Zachodzi przy
udziale innych, cho¢ nalezacych do tej samej grupy,
biatek. Inny jest takze w ptytkach krwi mechanizm
inicjowania procesu sekrecji i, prawdopodobnie,
jego regulacji [22],

I1l. Molekularny mechanizm sekrecji
w ptytkach krwi

Mechanizm procesu sekrecyjnego jest konserwa-
tywny. Proces zachodzacy w ptytkach krwi wykazuje
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znaczne podobienistwa do procesu sekrecyjnego, jaki
ma miejsce w komdrkach sekrecyjnych innego typu,
w neurocytach, komérkach neuroendokrynnych, ko-
morkach wydzielniczych trzustki czy komorkach
nizszych organizmdw, tj. komoérkach drozdzy, ko-
mdrkach wydzielniczych Drosophila melanogaster
[22, 36]. Mechanizm sekrecji prébuje wyjasni¢ hipo-
teza oparta na tworzeniu trojsktadnikowych kom-
pleksow biatkowych, znanych jako kompleksy
SNARE. Hipoteza ta zaktada istnienie trzech rodza-
jow biatek, ktorych wzajemne interakcje umozli-
wiajg potaczenie biatkowych i lipidowych sktadni-
kow bton ziarnistosci i bitony cytoplazmatycznej
oraz uwolnienie zawartos$ci ziarnistosci do przestrze-
ni pozakomdérkowej [37]. Biatka te tworzg kompleks
przy udziale charakterystycznych motywéw tzw.
SNARE, obejmujagcych ok. 60 reszt aminokwaso-
wych [38]. Do sktadnikow kompleksu SNARE na-
lezg: 1] v-SNARE (ang. vesicle-associated SNARE),
2] t-SNARE (ang. target SNARE) i 3] sktadniki roz-
puszczalne komplekséw SNARE. Wszystkie rodzaje
sktadnikéw komplekséw SNARE wystepujg w piyt-
kach krwi.

1] v-SNARE sg integralnymi biatkami typu I bton
ziarnistosci, o krdtkiej domenie wewnetrznej i
dtugiej zewnetrznej, nazywane inaczej biatkami
VAMP (ang. vesicle-associated membrane proteins),
ok. 18 kDa w komérkach nerwowych i ok. 14 kDa w
ptytkach [39]. W ptytkach krwi wystepuja tylko nie-
ktére z 15 znanych biatek VAMP obecnych w innych
komorkach. Ptytkowe biatko VAMP3 (cellubrewina)
bierze udziat w egzocytozie ziarnisto$ci a iziarnisto-
$ci osmofilnych, natomiast VAMP8 uczestniczy tyl-
ko w procesie egzocytozy ziarnisto$ci osmofilnych
ptytek [40]

2] Biatka t-SNARE nalezace do kompleksu
SNARE obejmuja dwa typy biatek: biatka integralne
typu | btony cytoplazmatycznej tworzgce tzw. rodzi-
ne 8 syntaksyn (~ 35 kDa) [41] oraz biatka SNAP,
SNAP-23 i SNAP-25. W pitytkach krwi wystepuja
podobne w budowie syntaksyny 2 i 4 (33 kDa). Syn-
taksyna 2 bierze udziat w sekrecji ziarnistosci osmo-
filnych, natomiast syntaksyny 2 i 4 — w sekrecji
ziarnisto$ci a i lizosomow [41], Syntaksyny odgry-
waja podstawowa role w oddziatywaniu z pozo-
statymi skladnikami kompleksow SNARE. Ich
wigzanie odbywa sie za pomocg domeny H3, o struk-
turze ,,coiled-coir lezacej w poblizu C-konca
czasteczki. Domena H3 wigze takze biatko bton ziar-
nistosci, synaptotagmine (65 kDa). Istnienia synap-
totagminy nie wykazano jednak w ptytkach [42]. Z
kolei z fragmentem N-kohAcowym i centralnym
czagsteczek syntaksyn wigze sie neuronalne biatko
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See lijego ptytkowy odpowiednik PSP (ang. plate-
let Seel protein, 68 kDa) [43], Centralnie potozone
domeny czgsteczek biatek SNAP-23 i SNAP-25 (23 i
25 kDa) tacza sie z btong cytoplazmatyczng za po-
mocg reszt kwasu palmitynowego. Fragmenty N-ko-
ncowe bhiatek SNAP-23 i SNAP-25 majg zdolnosé
przytagczania syntaksyn, gdy ich konce -COOH
wigzg biatka VAMP [43, 44], W ptytkach krwi wyka-
zano jedynie istnienie biatka SNAP-23 [45], ktorego
stopien asocjacji z btong wzrasta podczas aktywacji
ptytek.

3] Do sktadnikéw rozpuszczalnych komplekséw

SNARE nalezy czynnik NSF (ang. N-ethylmaleimide
sensitive factor; 83 kDa) endogenna, cytoplazma-
tyczna ATP-aza [48] oraz rozpuszczalne receptory
NSF, tzw. biatka ot i y-SNAP (ang. soluble NSF-atta-
chment proteins, 32 kDa), ktére po przytgczeniu
NSF, wigzg sktadniki btonowe SNARE [46, 47]. W
ptytkach krwi wystepujg jedynie biatka NSF i
y-SNAP.

Tabela 2

Hipoteza SNARE zaktada, ze w ptytkach krwi po-
szczegblne biatka SNARE wchodzg ze sobg w inte-
rakcje lub odtgczajg sie od siebie w trzech gtéwnych
etapach (w neurocytach sg to cztery etapy). Umozli-
wia to fuzje bton ziarnistosci z btong cytoplazma-
tyczng i prowadzi do sekrecji. Pierwszym etapem
procesu sekrecji jest ,,docking”, w ktérym nastepuje
zblizenie bton ziarnistosci do btony cytoplazmatycz-
nej (lub btony uktadu kanalikéw otwartych), dzieki
czemu biatka vSNARE i t-SNARE t3czg sie ze sobg
tworzgc kompleks dwusktadnikowy o statej sedy-
mentacji 6S [48]. Mechanizm kierujacy specyficz-
nym rozpoznawaniem sie biatek t-SNARE i v-SNA-
RE iwymuszajacy ich potgczenie niejest znany. Etap
I (,docking”) wymaga dostarczenia energii po-
chodzacej z hydrolizy GTP, przy udziale biatek Rab.
W piytkach w sekrecji zwigzkéw z ziarnistoSci a
uczestnicza biatka Rab4 i Rab27, a w sekrecji z ziar-
nisto$ci osmofilnych — biatko rai [49-51]. Udziatjo-
noéw wapnia i biatek wrazliwych na zmiany stezenia

Genetycznie uwarunkowane schorzenia zwigzane z niedoborem w ptytkach krwi ziarnistosci lub zawartych w nich substancji i konsekwencje dla funk-

cjonowania plytek (na podst. [77])

Rodzaj schorzenia
krwi
zespol Chcediak'a-

Higashi (CHS)

zespol Hermanskicgo - JW.
Pudlak (HPS)
zespol ,szarych

ptytek” (ang. gray

platelet syndrome.

GPS) plytek o olbrzymich

rozmiarach

zespol "pustej
kieszeni" (ang. empty

sack syndrome)

zespoly aip-SPI) (ang.

storage pool diseases)
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Objawy defektu w ptytkach

brak ziarnistosci osmofilnych

obecno$¢ nielicznych
prekursoréw zamiast

ziarnistosci a, obecnosé

obnizona ilo$¢ zwigzkow '

brak ziarnistosci a i

osmofilnych

Konsekwencje defektu dla ptytek
krwi i uktadu krzepniecia
obnizona reaktywnos¢, brak
sekrecji ADP, stabo zaznaczona
druga faza agregacji, przedtuzony
czas krwawienia i krzepniecia

W,

obnizona reaktywno$¢,
trombocytopcnia, obnizona ilo$¢
receptoréw dla fibre nogenu na
powierzchni ptytek, obnizona
sckrccja serotoniny

obnizona reaktywno$¢

zmagazynowanych w

ziarnisto$ciach osmofilnych

brak agregacji ptytek w odpow iedzi
na dziatanie agonistow, brak
ekspresji selektyny P na

powierzchni pobudzonych ptytek
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Ca2+w procesie sckrecji zachodzagcym w ptytkach
krwi jest kontrowersyjny. Drugim etapem sekrecji

Tabela 3

czenie PSP w obrgbie kompleksu 6S, co prawdopo-
dobnie umozliwia tworzenie kompleksu 20S [53].

Poréwnanie procesu sckrccyjncgo w komérkach nerwowych i w ptytkach krwi

Sygnat inicjujacy sekrccje

Zro6dlo jonéw wapnia

Skala czasowa procesu
Znaczenie komplekséw

biatkowych SNARE

"Docking"

"Priming"

Fuzja btony komoérkowej z
btong ziarnistosci
"Triggering"
Znaczenie kinazy

biatkowej C

Znaczenie jonéw wapnia

Znaczenie ,,czujnikéw

poziomu wapnia”

Znaczenie aneksyn

Wtérna cndocytoza

uwolnionych zw igzkéw

Komérki nerwowe

Depolaryzacja btony komérki

Naptyw poprzez btonowe
kanaty jonowe
0,0002-0,05 s.

Niezbedne

Wystepuje
Wystepuje

Wystepuje

Wystepuje
Kluczowe: kieruje
przeksztatceniami

komplekséw SNARE

Kluczowe
Kluczowe: udziat w

przeksztalccnach w obrebie
komplekséw SNARE iw
fuzji blon
Udziat w fuzji blon podczas
cgzocytozy
Odgrywa wazng role w

procesie sekrecji

Phytki krw i
Aktywacja komorki przy
udziale receptoréw
Uwalnianie z ukfadu
kanalikéw' gestych
2-5s.

Niezbedne

Wystepuje
Wystepuje

Wystepuje

Nic wystepuje
Kluczowe: kieruje
przeksztatceniami

komplekséw SNARE
Kluczowe, ale niewyjasnione
Nieznane, prawdopodobnie
udziat w regulacji tworzenia

kompleksow SNARE

Nieznane, reorganizacja
cytoszkielctu ?
Ma miejsce jedynie w

przypadku serotoniny

jest ,,priming”. Polega on na przytgczeniu rozpusz-
czalnych sktadnikéw SNARE do kompleksu 6S. Po-
wstaje w ten spos6b kompleks trdjsktadnikowy o
statej sedymentacji 20S [52], Etap Il {,,priming™)jest
wymuszony wewnatrzczgsteczkowymi prze-
ksztatceniami w obrabie kompleksu 6S, ktére praw-
dopodobnie dokonujg sie przy udziale kinazy biatko-
wej C. W komoérkach niepobudzonych syntaksyna
jest potaczona z biatkiem PSP w sposob, ktory unie-
mozliwia tworzenie kompleksu 20S. Na skutek fos-
forylacji seryny w sekwencji aminokwasowej KSIR
(Lys-Ser-lle-Arg) biatka PSP nastepuje przemiesz-
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Kinaza biatkowa C fosforyluje takze syntaksyne.
Fosforylacja syntaksyny ostabiajej wigzanie z pozo-
statymi sktadnikami kompleksu i moze mie¢ znacze-
nie w zapoczatkowaniu rozpadu kompleksu SNARE
[54]. Na etapie Il (,,priming”) nastepuje hydroliza
ATP przy udziale biatka NSF, a energia pochodzaca
z tej reakcji jest wykorzystywana do ostabienia od-
dziatywan rozpuszczalnych i btonowych sktadnikow
SNARE, co w konsekwencji prowadzi do rozpadu
catego kompleksu i uwalniania sktadnikéw rozpusz-
czalnych [55]. W koricowym etapie sekrecji w ptyt-
kach (I11) nastepuje fuzja bton ziarnistoSci z btong
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cytoplazmatyczng (lub OCS) i uwolnienie zawarto-
§ci ziarnistosci do przestrzeni pozakomdérkowej przy
jednoczesnym odtgczeniu biatka SNAP-23 od pozo-
statych sktadnikéw kompleksu [56], Procesy te zilu-
strowano na rycinie 2. Dotychczas nie wiadomo, ja-
kie mechanizmy odpowiadajg za fuzje lipidow bton
ziarnistoSci z btong cytoplazmatyczng. W komér-

Eca:. VAMP

kompleks 55 <) > syntak
7S SNAP-23 _syna
~J

.docking”

Lpriming”

ATP ADP+PI |

synapto-
tagmina
?

W procesie prawidlowego usuwania bton ziarni-
stosci z cytoplazmy po uwolnieniu zwigzkoéw z ziar-
nistosci bierze udziat kalpaina, odcinajaca fragmen-
ty C-koricowe biatka SNAP-23. Zahamowanie jej ak-
tywnos$ci powoduje nagromadzenie bton ziarnistoSci
w cytoplazmie. Powstajg woéwczas charakterystycz-
ne struktury, zawierajgce odcinki bton, potgczone ze

VAMP

GTP

GDP+Pi syntak

H -syna

+ yYSNAP + NSF

syntak-
syna-P

\4

fuzja bton

Ryc. 2. Przypuszczalny mechanizm sckrccji w ptytkach krwi. Proces sekrecji polega na utworzeniu tréjsktadnikowych komplekséw' SNARE o statych
sedymentacji 7 i 20S, dzieki czemu dochodzi do fuzji bton ziarnistosci z btong cytoplazmatyczng (lub btonami OCS). W pierwszym etapie
(,»docking”) dochodzi do zaleznego od energii pochodzacej z hydrolizy GTP do GDP potaczenia biatek tSNARE (syntaksyna i SNAP-23) i
VSNARE (VAMP) ipowitania kompleksu 7S. Kinaza biatkowa C fosforyluje wéwczas biatko inhibitorowe PSP co umozliwia biatku SNAP-23
wchodzenie w interakcje z syntaksyna i biatkiem VAMP. W drugim etapie (,,priming™) nastepuje zalezne od jonéw wapnia przytaczenie roz-
puszczalnych sktadnikéw kompleksu SNARE (NSF iy-SNAP) do sktadnikéw btonowych SNARE — powstaje kompleks 20S. Pod wptywem
PKC, ktére fosforylujg syntaksyne, dochodzi do wcwnatrzczasteczkowych przeksztatcerh w obrebie kompleksu SNARE. Jednocze$nie naste-
puje hydroliza ATP do ADP, katalizowana przez NSF, co prowadzi do ostabienia interakcji w obrebie kompleksu, i w konsekwencji dojego roz-
padu oraz fuzji bton ziarnistosci z btong cytoplazmatyczng (etap 3). Rola i obecno$¢ funkcjonalnego odpowiednika synaptotagminy (biatka
bioracego bezposredni udziat w fuzji) w ptytkach krwi jest przedmiotem kontrowersji (na podst. [13] i [43]).

kach nerwowych fuzja jest prawdopodobnie wyni-
kiem zaleznej od jon6w wapnia penetracji synapto-
tagminy do biony komdrkowej, co
potaczenie lipidéw jednej z warstw btony ziarnisto-
§ci z warstwg btony komdrkowej i powstawanie
przejSciowego stanu hemifuzji [57]. Jak dotad, w
ptytkach nie odnaleziono strukturalnego lub funkcjo-
nalnego odpowiednika synaptotagminy.

umozliwia
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sobg dzieki wzajemnej interakcji wolnych odcinkow
C-koncowych biatek SNAP-23 [58].

Mechanizm procesu sekrecji w ptytkach krwi wy-
kazuje istotne podobienstwo do sekrecji zachodzacej
w komérkach nerwowych. Gtéwne skiadniki
tworzacych sie kompleksow SNARE, o statych sedy-
mentacji 6S i 20S, sg niemal identyczne, podobna
jest rowniez kolejnosé etapow sekrecji. R6znica po-
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lega na tym, ze w ptytkach krwi, w przeciwienstwie
do neurocytdw, nie wystepuje pomiedzy etapem Il a
Il dodatkowy etap, tzw. ,,triggering”, polegajacy na
zaleznym od naptywu zewnatrzkomoérkowych jonow
wapnia ostatecznym przygotowaniu ziarnisto$ci do
fuzji z btong cytoplazmatyczng [59]. Mechanizmy
kierujgce przeksztatceniami i zmianami konforma-
cyjnymi biatek w obrebie kompleksu SNARE zo-
staty poznane i opisane w innych typach komérek; w
ptytkach sajeszcze nieznane.

IV. Regulacja procesu sekrecyjnego
a ptytki krwi

Podczas aktywacji ptytek nastepuje szybki wzrost
stezenia wewnatrzkomdérkowego jon6w wapnia z ok.
100 nM do ok. 2-5 pM [60]. Nie wiadomo jednak,
czy w ptytkach wystepuja biatka wrazliwe na wzrost
stezenia wapnia, ktére maja zdolno$¢ modulowania
procesu sekrecji. W neurocytach takimi biatkami sa;
synaptotagmina, rabfilina 3A i biatko Doc2. Biatka
te zawierajg po dwie domeny C2, wigzgce jony wap-
nia i fosfolipidy. Domeny C2 synaptotagminy moga
wigza¢ tez syntaksyne i SNAP-25 [61]. Przy ich
udziale w obecno$ci jon6w wapnia synaptotagmina
moze ulec oligomeryzacji, co utatwia temu biatku
penetrowanie btony komoérkowej [62]. Rabfilina (66
kDa), zwigzana z btong ziarnistosci za pomocg swo-
istego biatka, jest efektorem dla aktywnej, zwigzanej
z GTP, formy Rab3 A itgczy sie z nig swym fragmen-
tem N-koncowym [63]. Biatko Doc2 (44 kDa) wcho-
dzi w interakcje z biatkiem cytoszkieletu — dyneing
[64], Interakcje te cze$ciowo wyjasSniajg zwigzek
miedzy zmianami w obrebie cytoszkieletu komorki a
aktywacjg kompleksu SNARE. Biatko Doc2 podczas
sekrecji ulega przemieszczeniu z cytoplazmy do
btony komérkowej, gdzie wchodzi w interakcje z
Sec 1 Takie potgczenie ostabia oddziatywania Sec1z
syntaksyng [65]. Ma to znaczenie na wczesnym eta-
pie tworzenia komplekséw SNARE. Zadne z opisa-
nych biatek nie wystepuje jednak w ptytkach Kkrwi.
W komoérkach sekrecyjnych takich jak komarki chro-
maffinowe czy komorki srédbtonka w procesie egzo-
cytozy uczestniczg tez aneksyny A2 i A7 [66, 67].
Aneksyny stanowia rodzine licznych biatek, charak-
teryzujacych sie obecnos$cig w ich regionie C-konco-
wym konserwatywnej domeny wigzgcej jony wapnia
i fosfolipidy oraz zmiennej domeny w obszarze
N-koncowym czasteczki [68]. Podczas stymulacji
komérek dochodzi do potaczenia aneksyn z fosfoli-
pidami btony komdrkowej i, przypuszczalnie, z fos-
folipidami bton ziarnistosci. Wykazano, ze domeny
N-konncowe aneksyn A2 tacza sie z obecnymi w cyto-
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plazmie biatkami rodziny S100, na skutek czego
moga powstawaé heterotetrameryczne kompleksy
zawierajgce po dwie czasteczki aneksyn i biatek
S100, co prawdopodobnie sprzyja fuzji bton [69]. W
ptytkach krwi nie stwierdzono wystepowania anek-
syny A2, natomiast wykazano, ze ptytki zawierajg
aneksyne A5 iniewielkie ilosci aneksyn Al oraz A4
[70, 71]. Podczas aktywacji ptytek nastepuje prze-
mieszczenie aneksyny A5 do btony oraz jej potgcze-
nie z cytoszkieletem blonowym poprzez y-aktyne
[72]. Prawdopodobnie aneksyna A5 bierze udziat w
reorganizacji  cytoszkieletu podczas aktywacji
ptytek, nie wiadomo jednak, czy uczestniczy w pro-
cesie egzocytozy. Zarowno w komdrkach nerwo-
wych jak i w ptytkach krwi wystepuje biatko Munc
18, wigzace jony wapnia i fosfolipidy oraz
przytaczajace syntaksyny. Znaczenie tego biatka jest
przedmiotem spekulacji. Wykazano, ze w ptytkach
interakcja biatka Munc 18 z syntaksyng 4 hamuje se-
krecje [73].

Rola biatek wrazliwych na zmiany stezenia wap-
nia w ptytkach ciggle budzi kontrowersje. Jony wap-
nia moga aktywowaé kluczowe enzymy biorgce
udziat w przekazywaniu sygnatu inicjujacego sekre-
cje: fosfolipaze C oraz konwencjonalne formy kina-
zy biatkowej C, zalezne od jonéw wapnia i diacylo-
gticerolu. Porownanie procesu sekrecyjnego w ko-
morkach nerwowych iw ptytkach krwi przedstawio-
no w tabeli 3.

Wydaje sie, ze kluczowg role w regulacji procesu
sekrecji w ptytkach odgrywa biatkowa kinaza C. Wy-
kazano, ze zahamowanie aktywnosci PKC blokuje
sekrecje [74]. PKC oprécz fosforylacji PSP i syntak-
syny, istotnych na etapach ,docking” i ,priming”,
fosforyluje takze niektore biatka Rab obecne w ptyt-
kach. Fosforylacja zmienia powinowactwo Rab do
GDP na korzy$¢ wigzania GTP. Wykazano ponadto,
ze inhibitory wigzania GTP do Rab catkowicie ha-
mujg sekrecje z ziarnisto$ci a ale nie z ziarnistosci
osmofilnych [75]. Wskazuje to na mozliwosé od-
miennych mechanizmdw sekrecji biatek zmagazyno-
wanych w poszczeg6lnych typach ziarnistosci.

Istnieje takze mozliwo$s¢é modulowania aktywno-
$ci syntaksyn ptytkowych przez kinaze biatkowg A i
kinaze zalezng od wapnia i kalmoduliny (CaMKII)
[76]. Chociaz nie wykazano ich wptywu na proces
sekrecji w ptytkach, wiadomo, ze sg one zdolne do
fosforylacji syntaksyn.

V. Uwagi kohcowe

Sekrecja jest procesem o podstawowym znacze-
niu dla prawidtowej odpowiedzi ptytek krwi na
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dziatanie agonistow. Mechanizm tego procesu jest
konserwatywny i moze zachodzié¢ w ptytkach w po-
dobny sposéb jak w innych komdérkach organizmu.
Doktadne poznanie molekularnych podstaw procesu
sekrecji w ptytkach krwi pozwoli na lepsze zrozu-
mienie mechanizméw kontrolujacych sekrecje sub-
stancji zawartych w roéznych typach ziarnistosci
ptytek, o waznych wiasciwosciach biologicznych.
Zwiazki pochodzace z ziarnistosci ptytek majg istot-

ne

znaczenie w fizjologii uktadu krwionos$nego.
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Metabolizm fosfolipidow inozytolowych w ptytkach krwi

Metabolism of phosphoinositides in blood platelets

BEATA OLAS
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11-2. Klasa Il i 1l kinazy 3-fosfatydyloinozytolu

I11. Drogi dziatania kinazy 3-fosfatydyloinozytolu w piyt-
kach krwi

IV. Rola kolagenu w regulacji aktywnosci kinazy 3-fosfa-
tydyloinozytolu w ptytkach

V. Rola biatkowej kinazy C w regulacji aktywnosci kinazy
3-fosfatydyloinozytolu w ptytkach

VI. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétéw: ADP — adenozynodifosforan;
ATP — adenozynotrifosforan; BIT — ang. breakpoint-chester-
region homology domain', cAMP — cykliczny adenozynomono-
fosforan; cGMP — cykliczny guanozynomonofosforan; CP —
fosfataza kreatyny; CPK — fosfokinaza kreatyny; CRP — ang.
collagen-related peptide’, DAG — diacyloglicerol; Domeny PH
— (ang. pleckstrin homology) — domeny homologiczne do se-
kwencji aminokwasowych w biatku plekstrynic; Domeny SH —
(ang. Src homology) — domeny homologii z biatkami Src; IAS
— ang. inhibitors ofautocrine stimulation', Ins(1,4,5)P3— ino-
zytolotrifosforan; ITAM — (ang. immunoreceptor tyrosine —
based activation motif)', PAF — czynnik aktywujacy ptytki (ang.
platelet activatingfactor)', PC — fosfatydylocholina; PDGF —
plytkopochodny czynnik wzrostu (ang. platelet derived growth
factor)', PE — fosfatydyloetanoloamina; PI-3K — kinaza 3-fo-
sfatydyloinozytolu; PI-4K — 4-kinaza fosfatydyloinozytolu;
PKC — kinaza biatkowa C; PLC — fosfolipaza C; PLCP2 —
fosfolipaza C typu p2; PLCy2— fosfolipaza C typu y2; PLD —
fosfolipaza D; PS — fosfatydyloseryna; Ptdlns — fosfatydylo-
inozytol; Ptdins(3)P — fosfatydyloinozytolo(3)fosforan; Pt-
dins(3,4)P2 —  fosfatydyloinozytolo(3,4)bisfosforan;  Pt-
dins(3,4,5)P3 — fosfatydyloinozytolo(3,4,5)trifosforan; Pt-
dins(4)P — fosfatydyloinozytolo(4)fosforan; PtdIns(4,5)P2 —
fosfatydyloinozytolo(4,5)bisfosforan; PtdIns(5)P — fosfatydy-
loinozytolo(5)fosforan; TRAP — ang. thrombin receptor activa-
ting peptide’, TXA2— tromboksan A2
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I. Wstep

Btona plazmatyczna ptytek krwi, podobniejak in-
nych typow komorek, ma budowe dynamiczng ipod-
legajgcg ciggtym zmianom. Zawiera ponad 30% lipi-
déw, okoto 57% biatek i okoto 8% cukréw. Jest struk-
turg bardzo aktywng metabolicznie, a w jej obrebie
zachodzg procesy o istotnym znaczeniu dla funkcji i
metabolizmu ptytki krwi. Wazna role petnia utozone
asymetrycznie fosfolipidy btony plytek stanowigce
okoto ¥4 wszystkich lipidow. Wiekszosé sfingomie-
liny i fosfatydylocholiny (PC) znajduje sie po stronie
zewnetrznej, gdzie nie ma fosfatydyloseryny (PS) i
fosfatydyloinozytolu (PtdIns). Kwas arachidonowy
btony plazmatycznej stanowi ponad potowe catkowi-
tej jego zawartosci w ptytce. Wystepuje przede
wszystkim w fosfatydyloetanolaminie (PE) i fosfaty-
dyloinozytolu, ajest nieobecny w sfingomielinie. W
matych ilosciach wystepuje w fosfatydylocholinie.
Gtéwnymi sktadnikami fosfolipidowymi ptytek sa:
PC (36-39 mol%), PE (28-30 mol%), sfingomielina
(19-24 mol%), PS (9-10 mol%) i PtdIns (2-4 mol%).
Przemiana fosfolipidéw btony, gtéwnie fosfatydylo-
inozytolu zawierajacego kwas arachidonowy, zacho-
dzi bardzo intensywnie w pobudzonych ptytkach
krwi.

Przemiany fosfolipidow w bionie plazmatycznej
indukowane sygnatami zewnetrznymi, m. in. trom-
bing, kolagenem, tromboksanem A2 (TXA2 czy
czynnikiem aktywujgcym ptytki (PAF, ang. platelet
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activating factor) sg zrodtem wielu biologicznych
mediatoréw i czastek sygnatowych przekazujacych
w komarce informacje docierajgce do niej ze Srodo-
wiska zewnetrznego. W ptytkach krwi, podobnie jak
w innych komoérkach, cykliczny guanozynomono-
fosforan (cGMP), cykliczny adenozynomonofosfo-
ran (cAMP), fosforany inozytolu, diacyloglicerol,
metabolity kwasu arachidonowego i jony wapnia
jako grupa tzw. wtérnych przekaznikéw przekazuja
sygnaty zewngtrzkomorkowe do wnetrza komorki.
Jednym z bardziej uniwersalnych i powszechnych
mechanizmow przekazywania informacji takze w
ptytkach krwi jest kaskada przemian inicjowana hy-
drolizg fosfatydyloinozytoli w wewnetrznej war-
stwie btony plazmatycznej. Hydrolizie fosfolipidéw
inozytolowych towarzyszy zawsze zwiekszenie ste-
zenia jonéw wapnia w komoérce [1-8]. Doktadny
udziat pochodnych inozytoli w przekazywaniu infor-
macji w réznych typach komoérek zostat omdéwiony
przez Baranska [9].

Ro6zne molekularne formy fosfatydyloinozytoli
zawierajg najczeSciej kwas stearynowy w pozycji
sn-1 i kwas arachidonowy w pozycji sn-2 szkieletu
glicerolowego. Fostatydyloiznozytol jest jedynym
fosfolipidem, ktéry w obecno$ci ATP i odpowied-
nich kinaz ulega fosforylacji. W komérkach eukario-
tycznych moze powstawaé siedem réznych form
ufosforylowanego fosfatydyloinozytolu: trzy mono-

fosforany  (fosfatydyloinozytolo(3)fosforan  (Pt-
dins(3)P), fosfatydyloinozytolo(4)fosforan  (Pt-
dins(4)P), fosfatydyloinozytolo(5)fosforan  (Pt-

dins(5)P)); trzy bisfosforany (fosfatydyloinozyto-
lo(4,5)bisfosforan (PtdIns(4,5)P2), fosfatydyloino-
zytolo(3,4)bisfosforan (PtdIns(3,4)P2), fosfatydylo-
inozytolo(3,5)bisfosforan (PtdIns(3,5)P2) i jeden
trifosforan - fosfatydyloinozytolo(3,4,5)trifosforan
(PtdIns(3,4,5)P3) (Rye. 1).

I1. Metabolizm fosfolipidéw inozytolowych w
ptytkach krwi

Ptytki krwi dzieki wyjatkowo rozwinietemu sys-
temowi receptorow w btonie reagujg na r6zne bodzce
zewnetrzne, ulegaja aktywacji i spetniajg dwie za-
sadnicze funkcje w hemostazie. Pierwsza z nich jest
tworzenie hemostatycznych czopéw ptytkowych, a
druga funkcja jest udziat w reakcjach krzepniecia
krwi. Aktywacja ptytek wywotana réznorodnymi
czynnikami jest ztozonym i wieloetapowym proce-
sem, ktérego oznakami sg: adhezja, zmiana ksztattu
ptytki, sekrecja i tworzenie agregatéw ptytkowych.
Do fizjologicznych agonistow ptytek krwi naleza:
trombina, kolagen, adrenalina, wazopresyna, PAF i
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ADP pochodzace z ptytek krwi i uszkodzonych ko-
morek krwi oraz $rodbtonka. Do dalszej aktywacji
(tzw. autokrynnej stymulacji ptytek krwi) moga
przyczyniaé sie substancje uwalniane z samych
ptytek krwi tj. serotonina, ADP, tromboksan A2 i
PAF (Ryc. 2) [1-8],

Cuins@P> G  QuilsEP

PL4K i
PLIK PLIK
PLSK \
PLEK 3

PtdIns(3,4)P, Prdlns(3,5)P,
(Prdlns@ 5P,

P1.3K

l PtdIns(3,4,5)P, l

Ryc. 1. Drogi powstawania ufosforylowanych fosfatydyloinozytoli w
komérkach eukariotycznych.

Przytaczenie fizjologicznych agonistéow ptytko-
wych m. in. trombiny, kolagenu, TXA2 ADP czy
PAF do specyficznych receptoréw obecnych na po-
wierzchni btony ptytek powoduje aktywacje fosfoli-

serotonina

ADP :

¥ TXA; I |
|

! |

zmiana ksztaltu

wtorne sekrecja
_.) przekainiki agregacja
informacji przemiana

arachidonianu

Ryc. 2. Autokrynna stymulacja ptytek krwi. Aktywacja ptytek krwi
wywotana pierwotnymi agonistami (trombina, kolagen) indu-
kuje sckrccja oraz synteza wielu dodatkowych ptytkowych ak-
tywatoréw (PAF, TXA,, serotonina, ADP), ktére potaguja akty-
wacja phytek krwi.

pazy C (PLC) (EC 3.1.4.3) swoiscie hydrolizujacei
fosfolipidy inozytolowe. W ptytkach krwi obecne sg
dwie izoformy PLC: PLC|32i PLCy2[3]. PLCp2akty-
wowana jest przez mechanizm zalezny od biatek G:
podjednostki a biatek Gqi/lub kompleksu podjedno-
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stek |3y biatek Gj, natomiast PLCy2 ulega aktywacji z
udziatem niereceptorowych Kkinaz biatkowych.
PLCp2i PLCy2prowadza do hydrolizy fosfatydylo-
inozytolo(4,5)bisfosforanu i powstania dwoch wtor-
nych przekaznikéw informacji: diacyloglicerolu
(DAG) oraz inozytolotrifosforanu (Ins(l ,4,5)P3) [3].
Diacyloglicerol jako zwigzek hydrofobowy pozosta-
je w btonie plazmatycznej, ale przemieszczajac sie w
niej moze aktywowaé kinaze biatkowg C (PKC; EC

Wzrost stezenia DAG jest krotkotrwaty, gdyz jest on
natychmiast przeksztatcany do kwasu fosfatydowe-
go z udziatem kinazy diacyloglicerolowej. Reakcja
ta jest odwracalna, ale tworzenie kwasu fosfatydo-
wego jest szybsze od jego rozktadu. Zwigzek ten ule-
ga przemianie do cytydylomonofosforanu kwasu
fosfatydowego, ktory z kolei reaguje z wolnym ino-
zytolem dajgc fosfatydyloinozytol zamykajgcy cykl
przemiany. Ins(l,4,5)P3natomiast, jako zwigzek roz-
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Ryc.3. Struktura chemiczna fosfatydyloinozytoli ufosforylowanych w pozycji 3 inozytolu: PtdIns(3)P, PtdIns(3,4)P,, PtdIns(3,5)P, i PtdIns(3,4,5)P3.
Fosfatydyloinozytolo(3)fosforan (PtdIns(3)P) z udziatem 4-kinazy Pl jest przeksztatcany do fosfatydyloiriozytolo(3,4)bisfosforanu (Pt-
diIns(3,4)P,), a 5-kinaza Pl prowadzi do wytworzenia fosfatydyloinozytolo(3,5)bisfosforanu (PtdIns(3,5)P2). Hydrofobowe grupy acylowe
fosfatydyloinozytoli obecne sg w wewnetrznej czeéci btony plazmatycznej, natomiast cze$¢ hydrofilowa tych zwigzkéw znajduje sie w cyto-
plazmie. Ponadto wiekszos$¢ sfingomieliny i fosfatydylocholiny znajduje sie po stronic zewnetrznej btony, gdzie nic ma fosfatydyloinozytolu

(wg. [6], zmodyfikowano).

2.7.1.37), ktéra fosforyluje przede wszystkim pleks-
tryne. Fosforylacja plekstryny jest niezbedna dla
procesu sekrecji wielu zwigzkow biologicznie czyn-
nych zmagazynowanych w specyficznych ziarnisto-
Sciach ptytkowych. Uwalniane do osocza swoiste
biatka ptytkowe — czynnik ptytkowy 4, p-trombo-
globuliny czy przemieszczenie P-selektyny wraz z
btonami a-ziarnistosci na powierzchnie ptytek jest
uwazane za wskaznik aktywacji ptytek krwi in vivo.
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puszczalny w srodowisku wodnym, dyfunduje do cy-
toplazmy ijest odpowiedzialny za wzrost stezeniajo-
néw wapnia w cytoplazmie. Wzrost stezenia jondw
wapnia jest niezbedny m.in. do aktywacji fosfolipa-
zy A2 (PLA2) (EC 3.1.1.4) uruchamiajacej kaskade
kwasu arachidonowego i do stymulacji kinazy lek-
kiego taficucha miozyny (EC 2.7.1.117) [1-8]. Fosfa-
tydyloinozytolo(4,5)bisfosforan w ptytce odgrywa
nie tylko istotng role jako prekursor lipidowych
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wtornych przekaznikéw (DAG i Ins(1,4,5)P3), ale ta-
kze jako regulator reorganizacji cytoszkieletu, w tym
filamentéw aktynowych [10].

Gdy na ptytke krwi dziatajg agonisci (m. in. trom-
bina, kolagen, tromboksan A2, ADP czy PAF) moze
nastapi¢ nie tylko hydroliza PtdIns(4,5)P2, lecz row-
niez dalsza fosforylacja tego fosfolipidu. Kinaza
3-fosfatydyloinozytolu (PI-3K) (EC 2.7.1.137)
wprowadza grupe fosforanowg z ATP na grupe -OH
w pozycje 3 pierscienia inozytolu; fosfatydyloinozy-
tole ufosforylowane w pozycji 3 inozytolu nie podle-
gajg hydrolizie z udziatem poznanych izoform fosfo-
lipazy C i nie sg substratami, z ktérych powstajg
wtérne przekazniki informacji. Strukture chemiczng
fosfatydyloinozytoli ufosforylowanych w pozycji 3
inozytolu przedstawia rycina 3. Kinazy 3-fosfatydyl-
oinozytolu ze wzgledu na selektywng specyficznosé
substratowa w warunkach in vitro i w oparciu o ich
budowe strukturalng podzielono na trzy klasy; klase
I, 1P 11 [11-13]. Krotka charakterystyke kinaz 3-fo-
sfatydyloinozytolu w ptytkach krwi przedstawia ta-
bela 1

I1-1. Klasa I kinazy 3-fosfatydyloinozytolu

Do klasy | PI-3K nalezg enzymy bedace heterodi-
merami posiadajgcymi cze$¢ regulatorowg i katali-
tyczng fosforylujacag grupe -OH w pozycji 3 PtdIns,
PtdIns(4)P i PtdIns(4,5)P2; w warunkach in vitro pre-
ferowanym substratem tej klasy PI-3K jest Pt-
dins(4,5)P2. W klasie | mozna wyrdzni¢ 2 grupy: gru-
pe A i B. Enzymy klasy IA zbudowane sg z podjed-
nostki katalitycznej (plOOa, plOO[3 i p1105) i z
biatek regulatorowych p85 (50-85 kDa), takich jak
p85 i p85. Podjednostki regulatorowe posiadajg:
dwie domeny SH2 (ang. Src homology), ktore re-
agujg z ufosforylowang tyrozyng, jedng domene
SH3, domene BH (ang. breakpoint-cluster-region
homology domain) i dwa regiony bogate w reszty
proliny [14]. W ptytkach krwi obecne sgPI-3K (tzw.
p85/P1-3K) klasy IA posiadajgce podjednostki kata-
lityczne pl 10a i pl 10p potgczone z podjednostkami
regulatorowymi p85a i p85P [4], W czasie aktywacji
ptytek krwi wywotanej trombing czy syntetycznym
peptydem (SFLLRN), zwanym TRAP (ang. throm-
bin receptor activating peptide), dochodzi do wzro-
stu aktywnos$ci p85/P1-3K w immunoprecypitatach
rozpuszczalnych w Tritonie X-100 i we frakcji cy-
toszkieletu bton komdérkowych nierozpuszczalnej w
Tritonie X-100. Wskazuje to na przemieszczenie sie
P1-3K do frakcji btonowej. W ptytkach krwi niesty-
mulowanych tylko niewielkie ilosci p85/P1-3K
potaczone sa z cytoszkieletem bton piytek [4, 15],
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natomiast w czasie aktywacji ptytek krwi p85/P1-3K
ulega przemieszczeniu do frakcji cytoszkieletu bton
komorkowych. Podczas aktywacji ptytek krwi trom-
bing wazng role w przekazywaniu sygnatu zewnatrz-
komoérkowego, gdy fibrynogen przytgczy sie do inte-
gryny otnbP3, spetnia oddziatywanie p85/PI-3K z cy-
toszkieletem (m. in. a-aktyning) oraz wytwarzanie
PtdIns(3,4)P2[16]. W czasie przekazywania sygnatu
zewnatrzkomdrkowego obserwuje sie réwniez fos-
forylacje reszt tyrozynowych biatka Cbl, co jest
powiazane z dziataniem PI1-3K oraz kinazy Syk [17].
Stymulacja ptytek krwi stabym agonista — ADP po-
woduje odwracalne przemieszczenie p85/P1-3K do
cytoszkieletu, ale bez wytwarzania PtdIns(3,4)P2
[18]. Uwaza sie, ze przemieszczenie p85/PI-3K kla-
sy IA do cytoszkieletu nie odgrywa istotnej roli w ak-
tywacj i enzymu [16], Obecne w ptytkach krwi biatka
Rho nalezace do ,,matych” biatek G moga by¢ tez
efektorami i regulatorami p85/P1-3K [19] oraz 4-ki-
nazy fosfatydyloinozytotu (EC 2.7.1.67) [20].

W ptytkach krwi PI1-3K klasy IB (tzw. PI-3Ky) sa
aktywowane przez podjednostki Py biatek G [16, 21].
P1-3Ky posiada podjednostke katalityczng p 110, za-
wierajgcg miejsce wigzania biatka Ras i domene ho-
mologiczng do plekstryny (PH, ang. pleckstrin ho-
mology) w N-koricowej czesci biatka. W ptytkach
krwi kinazy 3-fosfatydyloinozytolu klasy IB obecne
sg w cytosolu. Zhang iwsp. [16] wykazali, ze w
czasie aktywacji ptytek krwi trombing dochodzi do
przemieszczenia PI-3Ky do cytoszkieletu. Tang i
Downes [22] z cytosolu ptytek krwi $wini wyizo-
lowali dwie rézne PI-3Ky. Jedna z nich aktywowana
przez podjednostki Py biatek G o stezeniu 1 pM od-
powiedzialnajest za fosforylacje grupy -OH w pozy-
cji 3 inozytolu Ptdlns, PtdIns(4)P i PtdIns(4,5)P2;
preferowanym substratem dla tej kinazy jest Pt-
dins(4,5)P2. Druga PI-3Ky nie jest aktywowana
przez podjednostki Py biatek G, ale zudziatem recep-
ptytkopochodnego czynnika
(PDGF) nalezacego do receptorow kinazy tyrozyno-
wej [22], W ptytkach krwi traktowanych LY294001 -
inhibitorem obu kinaz nalezgcych do klasy I, docho-
dzi do hamowania transportu jonow Ca2+wywotane-
go dziataniem trombiny [20, 23].

tora dla wzrostu

11-2. Klasa Il i Ill kinazy 3-fosfatydyloinozytolu

Kinaza 3-fosfatydyloinozytolu klasy Il zbudowa-
na jest z olbrzymich katalitycznych podjednostek
(170-220 kDa), zawierajagcych C2 domene w C-ko-
rncowej czesci biatka. Fosforyluje ona gtéwnie Pt-
dins i Ptdins(4)P, jakkolwiek PI-3K-C2a takze moze
fosforylowaé¢ PtdIns(4,5)P2 w obecnosci fosfatydy-
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loseryny [11, 12]. W ptytkach krwi obecna jest row-
niez izoforma kinazy 3-fosfatydyloinozytolu klasy Il
tzw. HsC2-PI1-3K, awzrost jej aktywnosci obserwuje
sie podczas akumulowania PtdIns(3)P w komérce.
Proces ten jest
(IC0=7nM).

Budowa irola PI-3K klasy Il nie jest dostatecznie
poznana. Wiadomo jedynie, ze substratem dla PI-3K
klasy Il jest fosfatydyloinozytol, z ktérego powstaje
fosfatydyloinozytolo(3)fosforan [24, 25]. Do tej
pory w ptytkach krwi nie udato sie zidentyfikowac
PI1-3K klasy III.

hamowany przez wortmanine

I1l. Drogi dziatania kinazy 3-fosfatydylO”
inozytolu w ptytkach krwi

W ptytkach krwi, podobnie jak i w innych komor-
kach, tworzenie réznych form fosfatydyloinozytolu
ufosforylowanego w pozycji 3 inozytolu jest kontro-
lowane przez wiele kinaz oraz fosfataz. Aktywacja
ptytek krwi silnym agonista — trombing czy TRAP
prowadzi do tworzenia fosfatydyloinozyto-
lo(3,4)bisfosforanu i fosfatydyloinozytolo(3,4,5)tri-
fosforanu. Proces ten jest hamowany przez nieod-
wracalny i specyficzny inhibitor kinazy 3-fosfaty-
dyloinozytolu — wortmanine [15, 21, 26]. Reakcja
hamowania przez wortmanine jest obserwowana
rowniez w innych komdrkach, np. linii komérkowej
CHRF-288 pochodzacej z megakariocytow [26]. W
ptytkach krwi wortmanina o stezeniu 1 nM hamuje
aktywnos$¢ p85/P1-3K, natomiast w wyzszym steze-
niu (10 nM) hamuje aktywno$¢ kinazy PI-3Ky
(Ryc. 4) [4]. Sugeruje sie, ze PI-3K odgrywa istotng
role w odwracalnej (poczatkowej) fazie agregacji
ptytek krwi wywotanej nie tylko trombing, ale row-
niez czynnikiem aktywujgcym pitytki (PAF) [27].
Wortmanina moze hamowa¢ agregacje ptytek krwi
stymulowanag kolagenem lub konwulksyna (gliko-
proteina wyizolowana z jadu wezy) m. in. poprzez
modulowanie funkcji integryny anb[33 i/lub w me-
chanizmie niezaleznym od PI-3K. Wyniki badan
wskazujg, ze wortmanina nie jest jednak specyficz-
nym inhibitorem PI1-3K w ptytkach aktywowanych
kolagenem czy konwulksyng [28]. W ptytkach sty-
mulowanych trombing zaobserwowano, ze kinazy
pp60csc i p59fyn [29] oraz ppl25FAK [30-33] tworzg
kompleksy z PI-3K. Natomiast ,,mate” biatka G —
biatka Rac — aktywujg kinaze PI-5K i przyczyniajga
sie do powstania PtdIns(4,5)P2[34], Trombing, jak i
TRAP indukujg synteze PtdIns(3,4,5)P3juz po 15-30
sekundach dziatania, a produkcja PtdIns(3,4)P2 na-
stepuje po wytworzeniu PtdIns(3,4,5)P3. Najwyzszy
poziom PtdIns(3,4)P2jest osiggniety po 4-5 minu-
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tach dziatania agonisty [4, 35, 36]. Kolejnos$¢ two-
rzenia réznych ufosforylowanych w pozycji 3 inozy-
toli budzi wiele kontrowersji. Cunningham i
wsp. [37] sugerujg nastepujaca kolejnosé: Pt-
dins->PtdIns(3)P->PtdIns(3,4)P2->PtdIns(3,4,5)P3.
Carter i wsp. [38] oraz Hawkins i wsp. [39]
uwazajg natomiast, ze ma miejsce inna kolejnos¢ po-
wstawania: PtdIns(4,5)P2->PtdIns(3,4,5)P3-»Pt-
dins(3,4)P2 ze wzgledu na dziatanie 5-fosfatazy ka-
talizujgcej proces defosforylacji PtdIns(3,4,5)P3. Pt-
dins(3,4)P2 moze rdwniez powstawa¢ w wyniku
dziatania PI-3K, ktéra moze fosforylowaé Pt-
dins(4)P. Rozbhieznosci wynikow badania kolejnosci

trombing TRAP

wortmanina (10 nM)

lns(lA,‘)P’ + DAG

- wortmanina (1 nM)
Rhea FKC

N N
PulnsG AP, | & —p8s/PIBK
Pullns(3 4 5)P,

O fibrynogen

Ryc. 4. Regulacja PI-3K w ptytkach krwi aktywowanych trombing tub
TRAR Trombing czy TRAP po potaczeniu z receptorem ser-
pentynowym (zbudowanym z 7 domen transbtonowych) z
udziatem podjednostki a biatek Gq aktywujg fosfolipaze C
(PLCP2), co prowadzi do powstania dwéch wtérnych przeka-
znikéw: diacyloglicerolu (DAG) i 1,4,5 — trifosforanu inozy-
tolu (Ins( 1,4,5)P3. DAG pobudza biatkowg kinaze C (PKC), a
Ins(1,4,5)P3 stymuluje naptyw jonéw Ca2+ do cytoplazmy.
Biatkowa kinaza C wraz z ,matymi” biatkami G — biatkami
RhoA indukuje aktywacjg p85/P1-3K. W przekazywaniu sy-
gnatu do ptytki krwi, po przytaczeniu trombiny czy TRAP do
specyficznego receptora, uczestniczg takze podjednostki (y
biatka Gq, ktore sa odpowiedzialne za aktywacjg innej izofor-
my kinazy 3-fosfatydyloinozytolu, tzn. PI-3Ky. PI-3Ky i
p85/P1-3K wytwarzajg Ptdins(3,4)P, i Ptdins(3,4,5)P3, ktére w
ptytce sg prawdopodobnie niezbedne dla przytaczenie fibryno-
genu do integryny a |Ib(3. Dalsze objasnienia w tekscie.

fosforylowania fosfatydyloinozytoli w ptytkach
krwi mogg wynikaé z r6znego czasu dziatania agoni-
sty Cunningha m iwsp. [37] inkubowali ptytki
krwi z trombing przez 10 minut, natomiast Carter i
wsp. [38] stosowali bardzo krétki czas dziatania ago-
nisty, bo zaledwie 20-60 sekund. Jezeli stezenie
ptytek krwi byto wysokie (~ 1,1 x 109ptytek/ml) iza-
stosowano wysokg dawke trombiny (3 j/ml) przez 10
minut, to dochodzito do tworzenia agregatow ptytko-



wych i sekrecji fibrynogenu z a-ziarnisto$ci ptytko-
wych [40]. Powodowato to opdéZznione gromadzenie
PtdIns(3)P powstajacego w wyniku dziatania kinazy
3-fosfatydyoloinozytolu klasy Il na fosfatydyloino-
zytol. W ptytkach krwi obecna jest ponadto kinaza
PI-4K, ktéra fosforyluje grupe -OH w pozycji 4 ino-
zytolu PtdIns(3)P i prowadzi do powstania Ptd-
Ins(3,4)P2[41]. Tworzenie PtdIns(3,4)P2w ptytkach

Tabela 1

Natomiast zastosowanie inhibitoréw wigzania fibry-
nogenu do integryny anb[@8powodowato hamowanie
wytwarzania PtdIns(3,4)P20 okoto 60% [44]. Podob-
ne zahamowanie byto takze obserwowane w obecno-
$ci antagonisty receptora dla TXA2— SQ 29.548. W
obecnosci antagonistéw PAF lub serotoniny byt ob-
serwowany bardzo staby efekt lub brak wptywu na
produkcje fosfolipidéw inozytolowych. W obecno-

Charakterystyka kinaz 3-fosfatydyloinozytolu w ptytkach krwi (kompilacja danych z: [4, 15, 16, 21])

Klasa kinazy 3-

fosfatydyloinozytolu

Klasa | Klasa IA
(tzw. p85/P1-3K)
Klasa IB
(tzw. PI-3Ky)
Klasa Il

(tzw. HsC2-PI-3K)

krwi po krétkotrwatej stymulacji trombing(20-60 se-
kund) moze wskazywac, ze szybciej dziata P1-4K niz
P1-3K, poniewaz PtdIins(4)P jest fosforylowany
przed PtdIns(3)P. Dlatego tez kolejno$¢ zdarzen
moze by¢ nastepujgca: PtdIns(4)P-»PtdIns(3,4)P2
i/lub PtdIns(4,5)P2—PtdIns(3,4,5)P3—PtdIns(3,4)P2

Stymulacja ptytek krwi fizjologicznymi aktywa-
torami (trombing czy kolagenem) powoduje wytwa-
rzanie oraz sekrecje réznych ptytkowych aktywato-
row wzmagajacych dziatanie pierwotnych agoni-
stéw i indukujgcych autokrynng stymulacje ptytek
[1-8]. Zastosowanie inhibitoréw autokrynnej stymu-
lacji ptytek krwi (IAS, ang. inhibitors ofautocrine
stimulation) pozwolito ocenié, jak przebiegajg szlaki
przekazywania sygnatéow w piytkach krwi aktywo-
wanych kolagenem czy trombing [42], Do inhibito-
row IAS naleza: (1) uktad fosfataza kreatyny/fosfo-
kinaza kreatyny (CP/CPK), ktéry przeksztatca ADP
w ATP (antagonista receptoréw dla ADP), (2) SQ
29.548 — antagonista tromboksanu A2, (3) peptyd
RGDS chronigcy przed przytgczeniem fibrynogenu
do integryny ctilop3, (4) cyproheptadyna — antagoni-
sta serotoniny i (5) BN 52021 — antagonista PAF
[42]. Jezeli phytki krwi aktywowano trombing, to
IAS znosity synteze PtdIns(3,4)P2i PtdIns(3,4,5)P3
natomiast podczas aktywacji kolagenem stosowane
IAS nie miaty istotnego wptywu na tworzenie tych
fosfolipidow. W ptytkach krwi aktywowanych trom-
bingnajsilniejszym inhibitorem kinazy 3-fosfatydyl-
oinozytolu okazat sie system CP/CPK, gdyz powsta-
wanie PtdIns(3,4)P2byto zahamowane w 78% [43].
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Budowa kinazy 3-fosfatydyloinozytolu

Podjednostka katalityczna — pl 10a, p 110p
Podjednostka regulatorowa — p85a, p85P

Podjednostka katalityczna pil Oy

Podjednostka katalityczna (170-220 kDa) (9)

§ci inhibitoréw cyklooksygenazy (m. in. kwasu ace-
tylosalicylowego, ktédry hamuje tworzenie TXA2),

staby aktywator ptytek krwi — ADP stymulowat
produkcje zaréwno PtdIns(3,4)P2 jak i Pt-
dins(3,4,5)P3. Analog TXA2— U46619 i kwas lizo-
fosfatydowy indukowaty takze synteze  Pt-

dIns(3,4)P2 i PtdIns(3,4,5)P3 w ptytkach krwi [4].
Wydaje sie, ze sam ADP nie ma wptywu na tworze-
nie fosfoinozytoli ufosforylowanych w pozycji 3
inozytolu [18, 43], jednak prawdopodobnie wytwa-
rzanie w znacznych ilosciach tych fosfolipidéw w
ptytkach krwi aktywowanych trombing zalezy od au-
tokrynnych agonistow ptytek, np. ADP. Moze to by¢
wynikiem synergistycznego dziatania trombiny i
ADP na ptytki krwi. Na btonie ptytek obecne sg co
najmniej 3 typy receptordw dla ADP: receptor meta-
botropowy r2v j (potaczony z biatkami Gj) [45, 46],
receptor rp2v apnp> (potagczony z biatkami Gj lub Gq)
[47] ireceptor P2Xi (umozliwia naptyw jonéw Ca2®
ze srodowiska do cytoplazmy komdrek) [48]. Szcze-
gb6towa interakcja ADP z ptytkowymi receptorami
zostata opisana przez Olas [49].

IV. Rola kolagenu w regulacji aktywnosci
ptytkowej kinazy 3-fosfatydyloinozytolu

Integralng czeScig procesu przekazywania sy-
gnatow w ptytkach krwi aktywowanych kolagenem
jest nie tylko fosforylacja tyrozyny, ale rdwniez fos-
forylacja inozytolu, w ktérej wazng role spetnia
P1-3K [42], Kolagen indukuje aktywacje ptytek krwi
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poprzez receptor GPVI. Przytaczenie kolagenu do
GPVI powoduje aktywacje kinazy Src oraz fosfory-
lacje czasteczek tyrozyny w motywie ITAM (ang.
immunoreceptor tyrosine-based activation motif) w
tancuchu y receptora Fe, co jest niezbedne do akty-
wacji PLCy2 Trombina natomiast nie powoduje fos-
forylacji tancucha y receptora Fc [50], Gibbins i
wsp. [50, 51] opisali, ze w czasie aktywacji ptytek
krwi kolagenem dochodzi do interakcji podjednostki
regulatorowej (p85) kinazy 3-fosfatydyloinozytolu z
ufosforylowang tyrozyng w motywie ITAM tancu-
cha y receptora Fc.

Produkty dziatania P1-3K odgrywaja istotng role
w translokacji i aktywacji PLCy? w roznych typach
komdrek. W komoérkach jadrzastych, np. limfocy-
tach domeny PH i SH2 w PLCy2moga wigza¢ Pt-
dins(3,4,5)P3i umozliwia¢ przemieszczenie fosfoli-
pazy C [52, 53, 54], W ptytkach krwi aktywowanych
kolagenem szczeg6lng funkcje spetniajg fosfolipido-
we produkty P1-3K [55, 56], Inhibitory PI-3K (wort-
manina czy LY294002) silnie redukuja aktywnosé
ptytkowej PLCy2. Inhibitory te nie chronig przed fos-
forylacjg tyrozyny w PLCy2, ale znoszg jej prze-
mieszczenie, co obserwowano po dodaniu egzogen-
nego PtdIns(3,4,5)P3do ptytek krwi [56]. Ptytkowa
PLCy2jest zdolna do interakcji z PtdIns(3,4,5)P3,
chociaz rola tego procesu nie jest jasna. Ostatnio
stwierdzono, ze wprowadzenie domen PH czy SH2
pochodzacych z PLCy2do komo6rek PC 12 nie powo-
duje wigzania ich z PtdIns(3,4,5)P3 [57]. Wytwarza-
nie duzych ilosci PtdIns(3,4)P2i PtdIns(3,4,5)P3 w
ptytkach krwi oraz aktywacja PI-3K jest niezbedna
dla maksymalnej stymulacji aktywnos$ci PLCy2 po
aktywacji receptora GPVI peptydcm podobnym do
kolagenu (CRP, ang. collagen-related peptide) [55].
Stwierdzono réwniez, ze interakcja kolagenu z inte-
gryng oc2[3 obecng na powierzchni btony ptytkowej
jest odpowiedzialna za uruchomienie produkcji fos-
folipidow inozytolowych, hamowanej przez wort-
manine [58].

Produkty dziatania PI-3K — bisfosforany fosfaty-
dyloinozytolu (PtdIns(3,4)P2 Ilub PtdIns(3,5)P2)
moga spetniac role specyficznego kofaktora dla ptyt-
kowej fosfolipazy D (PLD) (EC 3.1.4.4). Aktywno$¢
PLD wzrasta w obecnosci tych fosfolipidow, nato-
miast nie ulega zmianie w obecnosci monofosfora-
néw fosfatydyloinozytolu czy fosfatydyloinozytolu.
Rola bisfosforanéw fosfatydyloinozytolu, jako ko-
faktora PLD moze zapewniac¢ tgczno$¢ pomiedzy
réznymi enzymami (PLC, PLD i PI-3K) uczest-
niczacymi w przekazywaniu sygnatéw w piytkach
krwi.
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Podobnie jak GPVI, udziat w wytwarzaniu fosfo-
inozytoli w ptytkach krwi bierze receptor FCylIA
(receptor fragmentu Fc immunoglobuliny G). Recep-
tor FCyIlA uczestniczy w aktywacji kinazy Syk,
PLCy2, podjednostki p85 PI-3K, co w konsekwencji
prowadzi do produkcji PtdIns(3,4)P2 i Ptd-
Ins(3,4,5)P3[56, 59, 60], Receptor FCyIIA stymuluje
aktywnos$¢ PLCy2 nawet w obecnos$ci wortmaniny,
natomiast peptyd o sekwencji RGDS nie ma istotne-
go wptywu na aktywno$¢ PLCy2 [55, 58].

Interakcja receptora GPIb/IX/V z czynnikiem von
Willebranda indukuje tez potgczenie P1-3K z cytosz-
kieletem oraz wywotuje jej aktywacje [61].

V. Rola biatkowej kinazy C w regulacji
aktywnosci kinazy 3-fosfatydylo-
inozytolu w ptytkach

Biatkowa kinaza C uczestniczy w procesach prze-
kazywania sygnatu w ptytkach krwi, fosforylujgc m.
in. 4-kinazy fosfatydyloinozytolu, w wyniku czego
dostarcza prekursorow dla PI-3K. PKC jest niezbed-
na do wytwarzania w ptytkach krwi fosfatydyloino-
zytoli, posiadajgcych ufosforylowang grupe -OH w
pozycji 3 inozytolu. Wtasciwosci te stwierdzono na
podstawie nastepujacych obserwacji: (1) w ptytkach
krwi stymulowanych trombing zahamowanie aktyw-
nosci PKC jest potaczone z redukcjg ilosci po-
wstajgcych PtdIns(3,4)P2i Ptdins(3,4,5)P3[62], (2)
estry forbolu stymulujg PKC, ktéra indukuje synteze
tych fosfolipidéw, nawet przy braku aktywatora ptyt-
kowego — trombiny [15], (3) octan mirystynianu
forbolu stymuluje p85/P1-3K, ale nie aktywuje
P1-3Ky, a stymulacja ptytek krwi przez estry forbolu
jest hamowana przez peptyd o sekwencji RGDS,
przy obnizeniu wytwarzania Ptdins(3,4)P2 o okoto
80% [15]. Ponadto stwierdzono, ze w ptytkach krwi
PtdIns(3,4,5)P3 promuje fosforylacje plekstryny
(p47) gtéwnego substratu PKC, hamowanej w obec-
nosci wortmaniny [63]. Chociaz funkcja plekstryny
w warunkach in vivo nie jest w peini wyjasniona, su-
geruje sie, ze plekstryna moze mie¢ wptyw na szlaki
przekazywania sygnatéw z udziatem PLC, PI-3K czy
fosfataz inozytolowych. Ufosforylowang plekstryna
hamujgc aktywnos$¢ kinazy 3-fosfatydyloinozytolu
blokuje tworzenie produktéw dziatania PI-3K
biorgcych udziat w mechanizmach aktywacji ptytek
[64, 65],

V1. Uwagi koncowe

Mechanizmy przekazywania sygnatéw w ptyt-
kach krwi sa bardzo ztozone. Pomimo roéznic w
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strukturze chemicznej, wtasciwosciach i wielkosci
czasteczki roznych fizjologicznych stymulatorow,
aktywnos$¢ biologiczna przejawiajgca sie m. in. adhe-
zja, sekrecjaczy agregacjg ptytek jest natychmiasto-
wa i taka sama. Aktywnos$¢ biologiczna ptytek krwi
uzalezniona jest od szlaku przekazywania sygnatu i
tworzenia réznych wtdérnych przekaznikéw informa-
cji. Produkty dziatania kinazy 3-fosfatydyloinozy-
tolu (zarowno ufosforylowane fosfatydyloinozytole,
jak i ufosforylowane biatka) sg powigzane bezpo-
$rednio z przekaznictwem sygnatu w ptytkach krwi.
Istotngrole w aktywacji ptytek krwi spetniajg nie tyl-
ko kinazy fosfatydyloinozytolu, ale takze fosfatazy
inozytolowe, przeprowadzajgce defosforylacje Ptd-
Ins(3,4,5)P3iprowadzg do powstania PtdIns(3,4)P2,
ktéry z kolei uczestniczy w stabilizowaniu agrega-
tow ptytkowych [66].
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Uktad gendw interleukiny-1 w fizjologii gonady meskiej

Interleukin-1 gene system in physiology of human testis

NATALIA ROZWADOWSKA, DOROTA FISZER, MACIEJ KURPISZ

Spis tresci:

I.  Wstep
I1. Interleukina-1
I1l. Antagonista receptorowy (IL-1RA)
IV. Receptory IL-1 (IL-1RI i IL-1RII)
V. Konwertaza IL-ip i kalpaina
VI. Interleukina-18
VIl.Transdukcja sygnatu
VIII. System IL-1 w gonadzie meskiej
IX-1. Lokalizacja ekspresji
1X-2. Sugerowana funkcja IL-1 w gonadzie meskiej
X. Podsumowanie

Wykaz skrétéow: AcPL — czasteczka zasocjowana z recepto-
rem 1L-18; ICE — ang. Interleukin-1 Converting Enzyme —
proteaza cysteinowa — kaspaza-1; IL-1a — interleukina-1alfa;
IL-ip — interleukina-1 beta; 1L-18 — interleukina-18; piL-18
— prekursorowa forma IL-18; IL-1RA — antagonista receptora
interleukiny-1; IL-IRacP — czasteczka zasocjowana z recepto-
rem IL-1; IL-1RI — receptor | dla interleukiny-1; IL-1RIl — re-
ceptor 11dla interlukiny-1; IL-2 — interleukina-2; 1L-4 — inter-
leukina-4; INFy —-interferon gamma; IRAK 1/2 — Kinazy 1/2
zasocjowane z receptorem IL-1; MyD88 — biatko réznicowa-
nia szpiku 88; NFkB «— ang. nuclearfactor kappa B — czynnik
transkrypcyjny B; NIK — kinaza indukujgca NFkB; TIR —
Toll/IL-IR motyw; TNF — ang. tumor necrosisfactor —-czyn-
nik martwicy nowotworu; TRAF6 — czynnik 6 zasocjowany z
receptorem dla czynnika martwicy nowotworu; LPS — lipopoli-
sacharyd; G-CSF — czynnik stymulujacy kolonizacje granulo-
cytéow; M-CSF — czynnik stymulujacy kolonizacje makrofa-
gow

I. Wstep

Spermatogeneza jest niezmiernie skomplikowa-
nym a jednocze$nie precyzyjnym procesem, ktory
prowadzi do powstawania wysoko wyspecjalizowa-
nych, haploidalnych meskich komdérek rozrodczych
z diploidalnej komorki macierzystej. Badania z lat

Mgr, dr, prof. dr hab.; Zaktad Genetyki Cztowieka PAN, ul.
Strzeszynska 32, 60-479 Poznan; nataliacz@ wp.pl,
fiszdor@ man.poznan.pl, kurpimac@ man.poznan.pl
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VILSignal transduction
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X. Summary

ostatnich przynoszg liczne informacje o udziale in-
terleukiny-1 (IL-1) w lokalnej kontroli czynno$ci go-
nady meskiej. Dotyczy to w szczegdllnosci udziatu
tej cytokiny w stymulacji wzrostu i réznicowania ko-
morek gametogenicznych. Dostarczanych jest coraz
wiecej dowoddw na to, ze interleukina-1 (IL-1) ma
znaczacy wptyw na aktywno$¢ meskich komorek
rozrodczych. Dziatania takie maja: interleukina-la
(IL-la), interleukina-lp  (IL-ip), receptor |
(IL-1R1), receptor Il (IL-1RII), antagonista recepto-
rowy (IL-1 RA) i konwertaza (ICE — ang. Interleu-
kin-1 Converting Enzyme), zwana takze kaspaza-1,
oraz interleukina-18 (IL-18) wraz z homologicznym
uktadem receptorowym.

I1. Interleukina-1

Interleukina-1jestjednym z gtéwnych czynnikow
stanu zapalnego. Wydzielana gtéwnie przez makro-
fagi i monocyty jest czynnikiem stymulujgcym wiele
procesow biologicznych. W$réd nich mozna wyré6z-
ni¢: stymulacje proliferacji limfocytdw T, réznico-
wanie limfocytow B, pobudzanie uwalniania czynni-
kow stymulujacych  kolonizacje granulocytéw
(G-CSF) i makrofagow (M-CSF) oraz wzmaganie
wydzielania histaminy i produkcji prostaglandyn.

W genomie cztowieka istniejg dwa rdézne geny
kodujace interleukine-1:1L-1a ilL-1fi, wywodzace
sie od wspdlnego genu (prolL-1), ktére powstaty
prawdopodobnie na skutek duplikacji [1], Geny
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IL-1 sklonowano w 1985 i zmapowano na chromo-
somie 2 (2q14; 2q21). Biatka przez nie kodowane sg
syntetyzowane jako biatka prekursorowe o masie
31 kDa, ktére w wyniku dziatania proteazy stajg sie
formami dojrzatymi o masie 17 kDa. IL-la ilL-ip
posiadajg tylko 26% homologii w sekwencji amino-
kwaséw, jednakze ich struktura przestrzenna wyka-
zuje znaczne podobieAstwo, a dotyczy to w szcze-
g6lnosci aminokwaséw odpowiedzialnych za two-
rzenie struktur wigzacych receptor. Oba biatka pre-
kursorowe pozbawione sg sekwencji liderowych, a
mechanizm ich transportu na zewnatrz komérki nie
jest do konca poznany. Wiekszo$¢ syntetyzowanej
IL-1 pozostaje w cytoplazmie, a niewielka cze$¢
wedruje na powierzchnie komorki, gdzie prze-
ksztatca sie w tzw. forme btonowa [2], Enzymy od-
powiedzialne za aktywacje IL-la i P to odpowied-
nio kalpaina i ICE (ang. Interleukin-1 converting
enzyme). W przeciwienstwie do IL-la, druga forma
IL-1 musi zostaé zaktywowana w wyniku enzyma-
tycznego dziatania proteazy (ICE) na pierwotny
produkt translacji. Pomimo, ze oba biatka maja
miejsca glikozylacji, proces ten nie ma wptywu na
aktywnos$¢ IL-1. By¢é moze petni on role przy wigza-
niu sie btonowej IL-1 do receptorow na makrofa-
gach [3]. Ciekawym wydaje sie rowniez fakt, iz od-
cinany N-koniec interleukiny-la zawiera sekwen-
cje liderowg kierujaca biatko do jadra komorki. Na-
dekspresja tego peptydu o masie 16kDa w komér-
kach hodowanych in vitro powodowata ich transfor-
macje w komdrki nowotworowe [4].

I11. Antagonista receptorowy (IL-1RA)

Antagonista receptorowy jest trzecim biatkiem
wigzacym sie z receptorami IL-1(IL-1 RI i IL-1R1l).
Jego wigzanie blokuje receptor, nie powoduje
transdukcji sygnatu do wewnatrz komarki i w efek-
cie powoduje zahamowanie odpowiedzi na wydzie-
lang parakrynowo IL-1 [5], Istniejg trzy formy
IL-1RA — jedna forma wydzielana na zewnatrz ko-
morki i dwie formy wewngtrzkomorkowe. Formy te
powstajg w wyniku korzystania przez polimeraze
RNA z dwoch alternatywnych promotoréw (formy
zewnatrz- i wewnatrzkomérkowe), a rozne biatka
wewngatrzkomérkowe powstajg w wyniku alterna-
tywnego sktadania transkryptu [6], Badania porow-
nawcze gendw dla IL-la, IL-ip iIL-1RA doprowa-
dzity do ustalenia ich drzewa genealogicznego. Su-
geruje sie, ze wszystkie te geny wywodzg sie od
wspblnego przodka (jego struktura pozostaje niezna-
na), ajego formy powstaty na skutek czesciowej du-
plikacji. Pierwsza z duplikacji miata miejsce ok. 3,5
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min lat temu i stworzyta dwa geny pralL-I(a i $)
oraz 1L-1RA, druga zmiana pojawita sie ok. 2,8 lat
temu i podzielita IL-1 na a i p [7]. IL-1RA taczy z
IL-1 P 26% podobienstwo sekwencji, a gtowna rézni-
ca polega na obecnosci sekwencji liderowej na N-ko-
ficu polipeptydu IL-1RA pozwalajagcym na kla-
syczng sekrecje biatka (przez aparat Golgiego).

Badania prowadzone na zwierzetach do$wiad-
czalnych pokazaty, ze IL-1RA blokuje aktywno$é
IL-1 zaréwno in vitro jak iin vivo. Wprowadzenie do
krwioobiegu krélika interleukiny 1 [8], powodowato
podci$nienie, ktéremu mozna byto zapobiec poprzez
wczesniejsze podanie IL-1RA. Stwierdzono takze
tagodniejszy przebieg ostrych i przewlektych chorob
zapalnych przy podawaniu IL-1 RA. Podanie antago-
nisty receptorowego zdrowym ochotnikom nie
wywotywato zadnych reakcji [9].

IV. Receptory IL-1 (IL-1R1 i IL-1RII)

Dotychczas zidentyfikowano dwa geny kodujgce
biatka receptorowe dla  IL-1, 1L-1RI (75 kpz) i
IL-1R1I (38 kpz) [10]. IL-1RI o masie 80 kDa ma
wieksze powinowactwo wiazania do IL-la, a
IL-1RIl o masie 68 kDa wykazuje przewage do
wigzania IL-ip [11]. Oba biatka nalezg do rodziny
immunoglobulin, zawierajg trzy domeny o charakte-
rystycznej budowie przestrzennej zawierajgcej dwa
motywy typu struktury [3 (ang. p sheet) potaczone
mostkiem dwusiarczkowym i oba ulegajg glikozyia-
cji, ktéra wydaje sie by¢ kluczowa dla powinowac-
twa receptor-ligand [12]. taricuch polipeptydowy
sktada sie z trzech odcinkéw: (1) zewngtrzkomérko-
wego — wigzacego IL-1, (2) transbtonowego i (3)
wewngtrzkomorkowego — odpowiedzialnego za
transdukcje sygnatu. Wtasnie w trzecim odcinku wy-
stepuje gtéwna rdznica w budowie IL-1RI i IL-1RII;
receptor drugi posiada bardzo krotki odcinek cytoso-
lowy niezdolny do przekazywania sygnatu. Wydaje
sig, ze IL-1RIl funkcjonuje jako receptor-przyneta
(ang. decoy receptor), stanowigc negatywny regula-
tor aktywnos$ci IL-1 uniemozliwiajagcy wigzanie li-
gandu do IL-1RI [13] (Ryc.l). Ekspresja mRNA dla
IL-1RIl podlega regulacji: ujemnej przez IL-1 ido-
datniej przez kortykosteroidy, nabtonkowy czynnik
wzrostu, IL-4 i IL-2. Pomimo dowod6w na istnienie
regulacji ekspresji genu 1L-1RIl, ostatnie badania
ujawnity brak w sekwencji elementéw regulacyj-
nych TATA i CAAT oraz fakt, ze region promotorowy
IL-1RI przypomina region gendw kodujacych biatka
konstytutywne (ang. housekeepinggenes) [3]. Uktad
receptorowy IL-1 jest bardzo wydajny, do
wywotania efektu wystarczy zajecie tylko okoto 2%-
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10% receptorow ze $rednio 200 znajdujgcych sie na
powierzchni komarki [14] (patrz Ryc.l).

IL-1

Y

IL-1RI

somie 11 [16]. Gen nie zawiera sekwencji typu
TATA ani CAAT, zawiera natomiast inne sekwencje

"\

IL-1RII 2

e (o
\‘ U .

A

kaskada kinaz

IL-1RA

' ¢
X

b
J
X

Ryc.l. Schemat dziatania systemu receptorowego IL-1 (szczegdtowy opis w tekscie); IL-1- intcrleukina-1; IL-1 RA — antagonista receptorowy inter-
Icukny-1; IL-1RI — receptor | interlcukiny-1; IL-1RIl — receptor Il interleukiny-1.

V. Konwertaza IL-Ip i kalpaina

Obie formy IL-1, jak wyzej wspomniano, sg wy-
twarzane przez aparat translacyjny w formie prekur-
sorowej. IL-la jest aktywna zaréwno w postaci pre-
kursora, jak i formy dojrzatej, natomiast IL-ip do
swej aktywacji wymaga ciecia proteolitycznego.
Ciecia tego dokonuje enzym ICE (ang. IL-1$%
Converting Enzyme). Ostatnio odkryto, ze ICE doko-
nuje rozszczepienia takze prekursorowej formy
IL-18. Konwertaza-1 nalezy do nowo odkrytej rodzi-
ny proteaz cysternowych, ktédre wymagajaprzy miej-
scu ciecia obecnosci kwasu asparaginowego [15], W
plL-ip znajduja sie dwa miejsca dla dziatania enzy-
mu przy Asp27 i Aspll0. Dojrzata IL-ip znajduje sie
prawie wytgcznie poza komdrkg, wiec prawdopo-
dobnie trawienie enzymatyczne potgczone jest z
uwalnianiem tej cytokiny. ICE ztozony jest z dwdch
podjednestek p20 i plO tworzacych heterodimer,
obie jednostki powstajg przez autoproteolize proen-
zymu (45 kDa). Z uzyciem analizy krystalograficz-
nej ustabno, ze aktywny kompleks enzymatyczny
ztozony est z dwoch zwigzanych z btong komor-
kowg heterodimerdw, tworzacych tetramer, obréco-
nych w stosunku do siebie o 180°. ICE jest kodowany
przez po edynczy gen (il-lbc) o diugosci ok. 10,5
kpz i ztozony z dziewieciu intronéw i 10 eksonéw,
ktére w genomie ludzkim zlokalizowano na chromo-
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regulacyjne (np. miejsce wigzania NFkB). Tran-
skrypty dla ICE powstaja na skutek alternatywnego
sktadania, tworzac pie¢ rdznych czasteczek mRNA,
ktére mogg ulegac translacji do pieciu izoform enzy-
mu. Do tej pory nie udato sie ustali¢ funkcjonalnego
znaczenia istnienia réznych form ICE. Gen konwer-
tazy dla IL-1 P ulega konstytutywnej ekspresji w mo-
nocytach. Jako proenzym znajduje sie w cytopla-
zmie, ajako aktywny enzym w btonie komdérkowej.
ICE wykazuje znaczng homologie (28%) do ro-
dziny genow ced-3 (wystepujacych u nicieni C.ele-
gans), ktorych produkty sa niezbedne w procesie
apoptozy. Wysunieto hipoteze, ze ICE jest odpo-
wiednikiem Ccd-3 ssakéw. Dos$wiadczenia prowa-
dzone przez roznych autoréw wykazaty, ze w zale-
znosci od warunkéw przeprowadzanych badan za-
blokowanie aktywnos$ci enzymatycznej ICE hamo-
wato, badz nie, programowang $Smier¢ komadrek [44],
Obserwacje prowadzone na myszach ,knock-out” z
»wytaczonym” genem kodujacym ICE daty mozli-
wos$¢ poznania funkcji tego enzymu. Myszy takie
miaty znacznie obnizong zdolno$¢ do produkcji doj-
rzatej 1L-1P (95%), poza tym byty ptodne i nie miaty
wad rozwojowych. Interesujgce jest, ze myszy te
miaty takze znacznie obnizony poziom (o ok. 90%)
IL-la (po stymulacji LPS), co ttumaczono istnie-
niem nowego, nie poznanego do tej pory, mechani-
zmu transportu IL-la na zewnatrz komorki. Jednak
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tymocyty izolowane ze wspomnianych wyzej myszy
»knock-out” w odr6znieniu od tymocytéw myszy
typu dzikiego nie odpowiadaty apoptozgna stymula-
cje przeciwciatami anty-Fas.

Nastepnym krokiem byto utworzenie szczepu my-
szy, ktdére charakteryzowaty sie nadprodukcja (ang.
overexpression) ICE. Z powodu czestej letalnosci
ptodéw nie udato sie uzyska¢ osobnikéw z nadeks-
presja ICE we wszystkich tkankach. Myszy zwysoka
ekspresjg ICE tylko w keratynocytach (tylko hetero-
zygoty — homozygoty sg letalne) wykazujg chro-
niczne zapalenie skoéry, owrzodzenia i deformacje
uszu oraz powiek. Badania potwierdzity, ze zmiany
te sa spowodowane podwyzszong apoptozg. Myszy
te majg znacznie wyzszy poziom IL-13i IL-18 niz
myszy kontrolne.

VI. I1L-18

Interleukina-18, poczatkowo zwana czynnikiem
indukujgcym powstawanie interferonu gamma (ang.
INF-y-inducingfactor), jest najmtodszg interleuking
zaliczang do rodziny IL-1. £3czy jg z IL-1 nie tylko
podobienstwo strukturalne, ale i funkcjonalne. Nie
zawiera ona sekwencji liderowej, jest wytwarzana w
nieaktywnej formie (uaktywnienie nastepuje w wy-
niku trawienia kaspazg-1). IL-18 indukuje ekspresje
INFy, TNF, IL-1, kilku chemokinin i ligandu Fas. Re-
ceptorem IL-18 jest IL-1 8R (cztonek rodziny recep-
torow IL-1), jego wspomagajacym biatkiem (podob-
nym do IL-1 Rac?) jest AcPL — bedacy réwniez
cztonkiem wyzej wspomnianej rodziny. Cytokina 18
petni wazng role w odpowiedzi immunologicznej
typu Th-1. Jest wytwarzana gtéwnie przez monocy-
ty, makrofagi i keratynocyty, a wraz z IL-12
wspotdziata w stymulowaniu makrofagéw do pro-
dukcji interferonu y [17],

VII. Transdukcja sygnatu

Kaskada sygnatowa uzywana przez receptory z
rodziny IL-1 (1L-1R oraz 1L-18R), wystepuje w ko-
morkach ssakoéw (naczelne, gryzonie),
(Drosophila), a nawet roslin. Receptory z tej rodziny
majg ten sam plan budowy i zawierajg charaktery-
styczng domene TIR (ang. Toll/llI-IR doniain). Ka-
skada sygnatowa sktada sie z receptora [czgsteczka
wigzgca ligand cytokinowy i czasteczka zasocjowa-
na z receptorem dla interleukiny-1 (IL-1RacP)], mo-
lekut IRAKI i IRAK2 (ang. IL-1 receptor associated
kinase) — Kkinaz zwigzanych z receptorem IL-1,
czasteczki adapterowej TRAF6. Do kaskady nalezy
jeszcze jedno biatko o interesujacej

owadow

budowie,
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MyD88 zawierajace tzw. domene $mierci (ang. death
doniain). Nadekspresja dominujgcej, nieczynnej for-
my tego biatka powoduje, ze komérki sg bardziej od-
porne na apoptoze indukowang cytokinami. TRAF6
fosforyluje NIK (ang. NF-kB inducingkinase), ktéra
z kolei przytacza reszty fosforanowe do IKK-1 i
IKK-2 — kinaz hamujacych 1kB. Ufosforylowane
IkB uwalniaja aktywny czynnik NF-kB, co powodu-
je rozpoczecie ekspresji odpowiednich genéw. Do-
Swiadczenia wykazaty, ze powyzsza kaskada sy-
gnatowa moze réwniez doprowadzié do uaktywnie-
nia innego czynnika transkrypcyjnego jakim jest
AP-1 — punktem kontrolnym decydujgcym o efek-
cie koncowym sygnatu wydaje sie by¢ biatko
TRAF-6 [18]. Kaskada sygnatowa przedstawiona zo-
stata na Ryc. 2

Czagsteczka
zasocjowana
z receptorem

Receptor

MyD88

IRAK1, IRAKZ
3 TRAFS

. MAPK

\

2> f
- T has’

/

k

omorkowe

Ryc.2 Schemat kaskady sygnatowej receptoréw z rodziny To ]l(szcze—
gétowy opis w teks$cie) IRAK.1/2 — Kinazy 1/2 zasocjowanc z
receptorem IL-1; MyDS8 — biatko réznicowania szpiku 88;
NFkB — ang. nuclearfactor kappa B— czynnik transkrypcyj-
ny kB; M APK — kinaza proteinowa aktywowana przez mito-
geny; TRAF6 — czynnik potaczony z receptorem czynnika

martwicy nowotworu; Ik[) — biatko hamujace k(5

VIIl. Rola IL-1 w funkcjonowaniu gonady
meskiej

Badania ostatnich lat ujawnity, ze IL-1 peini
istotng role w funkcjonowaniu gonady meskiej. Wy-
niki uzyskane do tej pory opierajg sie przede wszyst-
kim na doSwiadczeniach prowadzonych na zwierze-
tach (mysz, szczur), a tylko pojedyncze doniesienia
opisujg ten problem w odniesieniu do cztowieka.

IL-1 posiada zdolno$¢ do stymulowania prolife-
racji mysich tymocytéw. Zaobserwowano, ze eks-
trakty z gonady szczura i cztowieka wykazywaty po-
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dobne witasciwosci mitogenne. Stad wyciggnieto
wniosek, ze w gonadzie meskiej znajduje sie sub-
stancja podobna do IL-1 (tIL-1). Na podstawie bio-
chemicznych witasciwosci IL-1 pochodzacej z jadra
(masa czgsteczkowa 17 kDa, punkt izoelektryczny pi
5,7) przypuszcza sie, ze tlL-1 jest homologiczna do
IL-1a, a przeprowadzone ostatnio badania ujawnity
istnienie co najmniej trzech bioaktywnych izoform
IL-1 wystepujacych w gonadzie meskiej [19].

Nagromadzone wyniki doSwiadczen coraz cze-
Sciej dowodzg, ze IL-1 moze by¢ wytwarzana przez
zdrowe tkanki w fizjologicznych, niezapalnych wa-
runkach oraz przez komdrki inne niz zaktywowane
monocyty. W tych tkankach petni ona funkcje czyn-
nika wzrostu (np. IL-1 stymuluje replikacje DNA w
chondrocytach) [20].
VIII-1. Lokalizacja biatek

Miejsce powstawania IL-1 w gonadzie meskiej
nadal pozostaje sporne. Eksperymenty in vitro na ho-
dowanych komérkach cztowieka ujawnity, ze IL-1
jest wytwarzana zaréwno w komérkach Leydigajak i
Sertolego. Udowodnione zostato, ze zaréwno IL-1a
jak i p ulegajg ekspresji w ludzkiej, fizjologicznie
prawidtowej gonadzie meskiej [2 1], W kompartmen-
cie zewnatrzkanalikowym przewaza ekspresja IL-1[1
nad IL-1a, natomiast w przedziale wewnatrzkanali-
kowym sytuacja jest odwrotna [22], Ekspresja IL-1
wewnatrz kanalika moze zachodzié¢ zar6wno w obu
wyzej wspomnianych typach komorek, tj. somatycz-
nych jadra, jak i generatywnych. Doswiadczenia pro-
wadzone przez r6zne grupy badawcze nie przyniosty
ostatecznego rozwigzania tego problemu. W ekspe-
rymentach in vitro, w kulturze komoérek Sertolego
(zanieczyszczonej komdrkami gametogenicznymi)
uzyskano trzykrotnie wyzszy poziom bioaktywnosci
IL-1 niz w analogicznej hodowli po uprzednim usu-
nieciu komoérek germinalnych [23], Badania przy po-
mocy techniki hybrydyzacji in situ ujawnity, ze syn-
teza mRNA dla IL-1a w kanaliku plemnikotwdr-
czym u szczura zachodzi przede wszystkim przy
podstawie kanalika — by¢ moze w komdrkach Serto-
lego, niestety czuto$¢ tej techniki nie pozwolita wy-
kluczy¢ jednoznacznie komorek premejotycznych
jako alternatywnego zrddia IL-1a [24],

Przeprowadzono takze do$wiadczenia na szczu-
rach, ktore wskazujgjako miejsce produkcji IL-1 ko-
morki rozrodcze — przede wszystkim spermatocyty
w pachytenie i wczesne okragte spermatydy [21],
Doktadne ustalenie miejsca syntezy IL-1 w $réd-
miazszu jest problematyczne ze wzgledu na znaj-
dujgce sie tam makrofagi jadrowe, stanowigce ok.
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20% populacji komdrek $r6dmigzszu, co moze znie-
ksztatca¢ obraz opisywanych obserwacji. Doswiad-
czenia in vitro z hodowanymi ludzkimi komérkami
Leydiga sugeruja, ze komorki te mogg by¢ zrédiem
obydwu form interleukin [23]. Badania prowadzone
przez Santanos iwsp. wykazaty, ze zaden z ge-
néw systemu IL-1 nie ulega ekspresji w dojrzatych
gametach meskich — plemnikach [25].

Wykonano badania majgce na celu ustalenie eks-
presji obydwu receptorow w gonadzie meskiej. Ba-
dania prowadzono metodg RT-PCR na materiale po-
chodzacym od szczura, myszy i cztowieka, oraz na
frakcjach sktadajgcych sie z komoérek Leydiga, Ser-
tolego, spermatocytow, spermatyd, a w kontroli po-
zytywnej — makrofagéw. Analiza wykazata, ze za-
rowno w komdérkach mysich jak iszczurzych, w kaz-
dej z tych frakcji komérkowych dochodzito do eks-
presji genéw IL-1RI i IL-1RIl. W komorkach ludz-
kich nie zidentyfikowano transkryptéw dla tych ge-
néow w komérkach gametogenicznych (spermaty-
dach i spermatocytach), podczas gdy byty one obec-
ne w komérkach Sertolego i Leydiga [26], Wcze-
$niejsze prace donosity o bardzo niskiej gestosci wy-
stepowania receptora dla IL-1 we wnetrzu kanalika
plemnikotwdrczego gryzoni. Wyniki uzyskano zna-
kujac receptor [1123]IL-1cc i oceniajgc go po uprzed-
niej autoradiografii pod mikroskopem [27], Takze
Gomez i Morel [26] ocenili, ze w kompartmen-
cie wewnatrzkanalikowym zachodzi najstabsza eks-
presja genu dla IL-1 Ill. Obecno$¢ IL-1RI na pozio-
mie biatka, opierajgc sie na badaniu wigzania wyzna-
kowanego ligandu w $r6dmigzszu jadra u myszy opi-
sal juz Taka o [27], Badania makrofagéw jadro-
wych wykazaty, ze sa one mniej wrazliwe na wyso-
kie stezenia IL-1 niz makrofagi izolowane z piynu
otrzewnowego, natomiast stwierdzono takze obec-
nos¢ receptora dla interleukiny-1na komdrkach Ley-
diga. Ponadto badania prowadzone w laboratoriach
francuskich wykazaty, ze do ekspresji IL-1 11l w
kompartmencie zewnatrzkanalikowym, obok komé-
rek Leydiga i makrofagow jadrowych, sg zdolne
rowniez komoérki wchodzace w sktad $ciany naczyn
krwionosnych w $rédmigzszu [26], Poniewaz tran-
skrypty dla receptora IL-1 zaobserwowano takze
wewnatrz kanalikéw sieci jgdra i nabtonku przewo-
doéw najadrza (ang. epididymal duet) (a wiadomo, ze
interleukina-1 powoduje zwiekszenie przepuszczal-
nosci $cian naczyh w gonadzie), postawiono teze, ze
obecnos$¢ IL-1 moze by¢ zwigzana z utatwianiem
wymiany wielu substancji pomiedzy krwig a ptynem
z kanalikow sieci jadra. Lokalizacja IL-1 R1w inter-
stycjum moze by¢ zwigzana réwniez z funkcja, jaka
sie¢ jadra petni w jego systemie obronnym. Ta hipo-
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teza poparta jest obserwacjg inicjacji gromadzenia
sie limfocytéw w przypadku autoimmunologicznego
zapalenia jadra wtasnie w rejonie sieci.

VII1I-2. Sugerowana rola IL-1 w funkcjonowaniu
gonady meskiej

Zaobserwowano wzrost stezenia IL-1 podczas
dojrzewania szczur6w az do momentu osiagniecia
przez nie dojrzatosci ptciowej, kiedy to poziom pro-
dukowanej IL-1 pozostaje staty [14]. Funkcja IL-1 w
gonadzie meskiej jest przedmiotem intensywnie pro-
wadzonych badan na zwierzetach i pozostaje nadal
kwestig do wyjasnienia. Sugerowana jest jej rola w
parakrynnej regulacji wzrostu i réznicowania koma-
rek gametogenicznych podczas spermatogenezy. Do-
Swiadczenia przeprowadzone do tej pory pozwolity
ustali¢, ze tlIL-1 wywotuje spadek aktywnos$ci aro-
matazy (zaleznej od poziomu FSH) w komorkach
Sertolego oraz obnizenie poziomu cAMP [29], Bada-
nia wykonane na szczurach, ktoérych nabtonek plem-
nikotworczy wykazuje cykliczno$é stadiow dojrze-
wania, wykazaty, ze stezenie/bioaktywnos$¢ IL-1a
jest stata we wszystkich stadiach nabtonka za
wyjatkiem stadium VII, w ktérym aktywnos$¢ IL-1a
jest bardzo niska. Interesujgce jest, ze wiasnie to sta-
dium jest jedynym, w ktdrym nie wystepujg komorki
replikujgce DNA. Wyniki te potwierdzity wczes$niej-
sze obserwacje Hakovirty i wsp. [30], ktorzy
poddali jadra szczuréw napromieniowaniu i $ledzili
regeneracje nabtonka plemnikotwoérczego. Zauwa-
zyli oni zwiekszong aktywno$¢ IL-la w odcinkach
kanalikdw zawierajagcych dzielgce sie spermatogo-
nie. Podanie gryzoniom rhlL-la (ludzkiej rekombi-
nowancj IL-la) powodowato stymulacje syntezy
DNA w spermatogoniach. Wynik ten pozwolit przy-
puszczac, ze IL-la moze petni¢ role czynnika wzro-
stu dla wczesnych komérek gametogenicznych [31].
Badania przeprowadzone przez Step han iwsp. na
hodowanych komérkach podporowych szczura wy-
kazaty, ze dodanie do medium hodowlanego wielu
ré6znych substancji (np. testosteron, zymosan,
TNFa) powoduje wzrost syntezy mRNA dla IL-la,
stymulacji takiej nie wywotuje natomiast FSH. Poda-
nie INFy powodowato stymulacje przy nizszych ste-
zeniach a hamowanie syntezy przy wyzszych [32],
Autostymulacja komdérek Sertolego przez rhiL-1 po-
wodowata gwattowne zwiekszenie iloSci transkryp-
téw dla IL-la i IL-1 RI, a ko-kultura komérek Serto-
lego z ciatkami resztkowymi podnosita poziom
mRNA dla IL-1a i IL-1 R1dwukrotnie [33], Ostatnie
obserwacje wskazujg, ze IL-la jest stymulatorem
wzrostu dla niedojrzatych komoérek Sertolego szczu-
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ra. Petersen iwsp. dowodzg, ze w tym zakresie
cytokina tajest bardziej aktywna niz dobrze poznany
hormon FSH [34],

Funkcja IL-1 w $ré6dmiagzszu takze nie jest do ko-
rica poznana. Komérki Lcydiga posiadajg na swojej
powierzchni receptor IL-1RI [35], Doswiadczenia
wykazaty, ze IL-1[3 ma hamujgcy wptyw na zalezng
od LH synteze testosteronu przez komorki $rdd-
migzsza. Spadek ten moze by¢ wywotany poprzez:
obnizenie wigzania luteotropiny do receptora,
zmniejszenie hCG-zaleznej syntezy cAMP oraz ob-
nizenie poziomu mRNA dla enzymu P450scc (ang.
cholesterol side-chain cleavage cytochrome P450)
[21], Enzym ten zlokalizowany jest na wewnetrznej
btonie mitochondrialnej i katalizuje przemiane cho-
lesterolu do pregnenolonu rozpoczynajac taricuch re-
akcji chemicznych prowadzgcych do utworzenia te-
stosteronu [36], W doSwiadczeniach na gryzoniach
Ogilvie iwsp. zauwazyli, ze podanie IL-1 [3do ko-
mory mdzgu szczura (ang. intracerebroventricular-
icv) obniza poziom biatka StAR (ang. steroidogenic
acute regulatory protein). Biatlko to uczestniczy w
transporcie cholesterolu do wewnetrznej btony mito-
chondrialnej, gdzie rozpoczyna sie proces prze-
ksztatcania cholesterolu w testosteron [37], Wcze-
$niej udowodniono, ze IL-la nie wykazuje aktywno-
§ci pozwalajgcej na zmniejszenie poziomu mRNA
dla StAR [38], Jak wspomniano powyzej, domi-
nujacg formg IL-1w interstycjum jest IL-1 (3 jednak
dosSwiadczenia in vitro wykazaty, ze komérki Leydi-
ga sg zdolne do ekspresji genow dla obu interleukin
(zaréwno transkryptow jak i biatek) [23], Co wiecej,
dodanie do medium hodowlanego IL-1[3 powoduje
wzrost poziomu ekspresji mRNA dla IL-la [39], Po-
mimo, ze dla obu form IL-1 istnieje tylko jeden funk-
cjonalny receptor, to zauwazono réznice w odpowie-
dzi komérek Leydiga szczura na stymulacje: ludzka
rhiL-1 p, ludzkg rhlL-1a i mysig rhlL-1a. Najnizszg
efektywnos$é (ok. 100-krotnie) w obnizaniu produk-
cji testosteronu wykazywata ludzka IL-1;wydaje sie
wiec, ze odpowiedZz komorek Leydiga na poszcze-
g6lne formy IL-la jest gatunkowo specyficzna [40],
W badaniach prowadzonych przez grupe Sodera te-
stowano ré6zne formy IL-la (dojrzata IL-la, pro-
IL-1a iwariantu 24prolL-1a) w stymulacji steroido-
genczy hCG-zaleznej. Doswiadczenia in vitro wyka-
zaty, ze tylko krétsza izoforma (alternatywnie skta-
dana) wptywa stymulujgco na hCG-zalezng synteze
testosteronu, inne formy IL-1 hamowaly te Sciezke
syntezy hormonu [41], Dalsze badania wykazaty, ze
IL-1B (i w mniejszym stopniu IL-la) posiadajg zdol-
no$¢ do stymulacji syntezy DNA w komdrkach Ley-
diga pochodzacych od niedojrzatych szczuréw. Po-
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stawiono wiec hipoteze, ze IL-1 wptywa na prolifera-
cje komorek Lcydiga u szczuréw przed pokwitaniem
[42], Przypuszcza sig, ze IL-1 ma wptyw na hamowa-
nie funkcji rozrodczych w sytuacjach stresowych,
podczas zapalen i infekcji (podwyzszony poziom
IL-1). Przedstawiono schematy mozliwych mechani-
zmOéw dziatania interleukiny-1 [27]. Hamowanie
procesow reprodukcyjnych mogtoby by¢ inicjowane
bezposrednio przez IL-1wjadrze (regulacja parakry-
nowa) lub poprzez centralny system nerwowy. Ta
druga forma oddziatywan miataby sie opiera¢ na ha-
mowaniu przez IL-1 wydzielania GnRH, badz po-
przez stymulacje sekrecji CRF (ang. corticotro-
pin-releasigfactor) i obnizenie wydzielania hormo-
nu luteinizujacego (LH).

Jak do tej pory brak jest publikacji dotyczacych
ekspresji czy funkcji IL-18 w jadrze, jednak ostatnie
raporty konferencyjne $wiadczg, ze cytokine te zi-
dentyfikowano w komdrkach germinalnych u szczu-
ra (poczawszy od 10 dnia po urodzeniu), a po poda-
niu jej do hodowli komérek Leydiga in vitro zaobser-
wowano, ze stymuluje ona synteze testosteronu [43],

VII. Podsumowanie

Produkty gendw tworzacych rodzine IL-1
powigzane sa wieloma zaleznoSciami i stanowig
ztozony uktad biologiczny, ktéry w gonadzie me-
skiej wydaje sie by¢jeszcze bardziej skomplikowany
ze wzgledu na petnione odmienne funkcje [44], Pra-
ce z ostatnich lat donoszg o istnieniu nowych ,,czton-
kéw” rodziny IL-1 (IL-le, y, v, Q [45] oraz réznych
tkankowo specyficznych produktéw alternatywnego
sktadania, izoform poznanych wczes$niej genéw sys-
temu IL-1. Rozwija sie takze wiedza na temat
wspotzalezno$ci i mechanizmdw interakcji komorek
Sertolego z komdrkami gametogenicznymi.

Pomimo wszystkich doniesie o waznej roli IL-1
w gonadzie meskiej, transgeniczne myszy z
wytaczonym genem dla IL-1RI nie wykazywaty od-
chylen ani w poziomie stezenia testosteronu, ani w
liczbie plemnikéw w najadrzu. Samce IL-1RI-/-
(nullizygotyczne pod wzgledem tego genu) nie wy-
kazywaty zmian behawioralnych, a kryte przez nic
samice byty ciezarne [35], Dos$wiadczenia te nic
przekreslajg jednak jednoznacznie badan prowadzo-
nych nad uktadem IL-1 w gonadzie meskiej a byé
moze wskazujg jedynie na istnienie alternatywnych
drdg regulacji spermatogenezy mogacych kompen-
sowac¢ braki w sygnalizacji poprzez IL-1.

Wiedza na temat oddziatywan para- i autokryno-
wych w gonadzie, komunikacji pomiedzy komérka-
mi (tego samego jak i innego typu) jest ciggle niewy-
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starczajgca dla sformutowania ostatecznych wnio-
skow. Wreszcie — uktad gendéw IL-1 ciggle jest stale
uzupetniany, a ,nowi” cztonkowie w zadziwiajgcy
sposéb taczg go z problematyka spermatogenezy.

Artykut otrzymano 4 lipca 2002
Zaakceptowano do druku 25 sierpnia 2003
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I. Wstep

NPP sa enzymami z rodziny pirofosfataz/fosfo-
diesteraz ektonukleotydéw (ang. Ecto-nucleotide
Pyrophosphatase/Phosphodiesterase, E-NPP) [1],
ktore wykazuja zaréwno aktywno$¢ pirofosfatazy
nukleotydéw (EC 3.6.1.9) jak i fosfodiesterazy typu |
(EC 3.1.4.1). Pierwszym  zidentyfikowanym
biatkiem NPP byta btonowa glikoproteina PC-1
(NPP1), opisana jako antygen powierzchniowy lim-
focytéw B w koncowym stadium ich réznicowania
[2]. Kolejne badania wykazaty, ze NPP1 ulega row-
niez ekspresji w komdrkach innych niz limfocyty, a
mianowicie w komdrkach watroby, w srodbtonku na-
czyn wtosowatych mézgu, w kanalikach dystalnych
nerek, w najgdrzu, w kanalikach $linowych, a takze
w tkance kostnej i chrzestnej (chondrocyty, osteocy-
ty, osteoblasty) [3-6]. Obecnie przyjmuje sie, iz ludz-
kie NPP 1-5 wykazujg zr6znicowang ekspresje w po-
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szczegOlnych tkankach [3, 4] (Tabela 1). Ponadto,
istnieje rowniez zrdznicowanie w lokalizacji NPP w
btonie komdrkowej komdrek spolaryzowanych. Lo-
kalizacja ta ograniczona jest tylko do wyspecjalizo-
wanych obszaréw btony. W hepatocytach szczura

Tabela 1

8q24.1 [4], natomiast geny enpp4 i 5 biatek NPP4 i 5
zidentyfikowano na chromosomie 6pl 1.2-21.1. Wy-
stepowanie genéw enppl i3 na tym samym chromo-
somie sugeruje, iz NPP1 i 3 powstaty przez duplika-
cje jednego genu. Nie jest wiec zaskoczeniem, ze

4PP [3, 4]; (+ -biatko ulega ekspresji; - -biatko nie ulega ekspresji)

LOKALIZACJA NPP1 NPP2
NPP
tkanka kostna - +
mézg + +

+

tkanka chrzestna

jelito grube
serce

nerki
watroba
ptuca . +
m.szkieletowe
skora

jelito cienkie +
zotgdek -
jadra +
jajniki
grasica
prostata
$ledziona
trzustka

+ + + 4+ 4+
+

+ + + +

+ o+ o+ o+
+

NPP1 jest zlokalizowane na powierzchni sorpcyjnej,
natomiast NPP3 wystepuje przede wszystkim na po-
wierzchni sekrecyjnej [3]. NPP 1-3 wystepujg row-
niez w formie rozpuszczalnej w osoczu oraz jadzie
wezy (m.in. Crotcilus adamanteus) [3, 5, 7, 8].

Kluczowym momentem dla poznania budowy i
funkcji NPP byto ustalenie ich sekwencji aminokwa-
sowej [7, 9-11], na podstawie ktorej mozliwe stato
sie okre$lenie podobieAstw do innych biatek o znanej
sekwencji [3, 11, 12], atakze przeprowadzenie badan
nad budowa centrum aktywnego [13-15], Efektem
tych badan byto poznanie mechanizmu dziatania
NPP [3, 16] oraz ujednolicenie ich nazewnictwa (Ta-
bela 2).

Celem tego artykutu jest przedstawienie aktualne-
go stanu wiedzy o enzymach z rodziny pirofosfa-
taz/fosfodiesteraz ektonukleotydéw ze szczeg6lnym
uwzglednieniem ich udziatlu w wielu procesach
zewnatrzkomérkowych, takich jak transdukcja sy-
gnatu, przemiany zewnatrzkomdérkowych nukleoty-
déw, opornos¢ na insuling, mineralizacja kosci, me-
tastaza, angiogeneza.

1. Budowa NPP

Geny enppl i3 ludzkich biatek NPP 1i 3 sg zloka-
lizowane na chromosomie 6g22-q23 [3, 11], gen
enpp2 biatka NPP2 znajduje sie na chromosomie
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NPP3 NPP4 NPP5
+ +
+ +
+
+ + .
. + +
+ + +
+ +
+ +
+
- +
+
+ . .
+ + +
+
+ + .
+ + 4
+ +

biatka te wykazujg duzg homologie w budowie struk-
turalnej. Analogiczne zjawisko wystepuje w przy-
padku NPP4 i 5 [3],

Tabela 2

Nomenklatura NPP [3, 4]

OBECNA NAZWA NAZWY WCZESNIEJSZE

PC-1, MAFP, NPP-aza, Pcal
NPP1 Ly-41, fosfodiesteraza I,

Nuklcotydowa pirofosfataza |

NPP2 Autotaksyna (ATX), PD-la, NPPa
NPP3 gp 130RBI3L B10, PD-ip, NPPp
NPP4 Brak

NPP5 Brak

NPP 1-5 sa glikoproteinami, ktére zawierajg w
swej sekwencji od 4 do 10 motywéw Asn-X-Ser/Thr
ulegajgcych N-glikozylacji. NPP 1-3 nalezg do gliko-
protein typu Il, natomiast NPP4 i 5 sg glikoproteina-
mi typu I. W przypadku glikoprotein typu Il N-ko-
niec tafAcucha polipeptydowego stanowi domene
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wewngtrzkomérkowa, podczas gdy C-koniec tahcu-
cha polipeptydowego jest potozony na zewnatrz ko-
morki. Glikoproteiny typu | wykazujg przeciwng
orientacje, czyli C-koniec tanicucha polipeptydowe-
go znajduje sie wewnatrz komorki, ajego N-koniec
jest potozony na zewnatrz btony komoérkowej. Jed-
nak niezaleznie od orientacji w btonie komérkowej,
NPP nalezg do ekto-enzymow, czyli biatek ktdrych
centrum katalityczne znajduje sie w domenie zlokali-
zowanej na zewnatrz komorki.

NPP1 i 2 sa homodimerami, zbudowanymi z
dwoéch identycznych podjednostek (kazda o masie
czasteczkowej 115 kDa) potaczonych wigzaniami
dwusiarczkowymi, podczas gdy NPP3 jest mono-
merem [5, 11]. Cechami wsp6lnymi NPP1-3 jest
obecno$¢ w ich strukturze zaréwno domeny
wewnatrzkomdrkowej, transbtonowej, katalitycz-
nej, jak i domeny o strukturze podobnej do somato-
medyny B oraz domeny o strukturze zblizonej do
nukleaz [3]. Domena cytoplazmatyczna ludzkich
biatek NPP1-3 (N koniec) jest krotka (10-76aa) i od-
mienna dla kazdego izoenzymu. Zawiera ona mo-
tyw AAASLLAP odpowiedzialny za wtasciwag loka-
lizacje czgsteczki NPP1 w btonie komdrek spolary-
zowanych, np. hepatocytow [17]. Tuz nad po-
wierzchnig btony komoérkowej znajdujg sie dwie
domeny o strukturze podobnej do somatomedyny B
(peptydu, ktory powstaje w wyniku proteolitycznej
degradacji witronektyny). Domeny te zawierajg re-
jony bogate w reszty cysteiny, ktére sg zaangazowa-
ne w proces dimeryzacji biatka poprzez tworzenie
wigzan dwusiarczkowych [3]. Ponadto, w przypad-
ku NPP2 i 3w domenie o strukturze podobnej do so-
matomedyny zidentyfikowano motyw Arg-Gly-Asp
[3, 4, 18] — charakterystyczny dla witronektyny
(biatka obecnego w surowicy i macierzy zewnatrz-
komédrkowej, ktére posredniczy w oddziatywaniu z
integrynami w procesie adhezji komérek). Obec-
no$¢ domen o strukturze podobnej do somatomedy-
ny B oraz obecno$¢ motywu Arg-Gly-Asp w se-
kwencji aminokwasowej NPP2 i 3, sugeruja ich
udziat w adhezji komdrek. W poblizu C-korica NPP
jest zlokalizowana domena wykazujgca podobien-
stwo strukturalne do nukleazy. Przypuszcza sie, ze
domena ta funkcjonuje jako fragment regulujacy
specyficzno$¢ substratowg biatka [3]. Najnowsze
wyniki badan Gijshersa iwsp. [19] wskazuja,
ze obecnos$¢ tej domeny w czasteczce NPP warun-
kuje jej stabilno$¢ oraz prawidtowg translokacje do
btony komérkowej. Ponadto, badania poréwnawcze
sekwencji aminokwasowej PC-1 cztowieka i myszy
ujawnity, ze C-terminalna domena zawiera sekwen-
cje DXD/NXDGXXD charakterystyczna dla tzw.
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.petli” klasycznego motywu dioni EF — motywu
strukturalnego wielu biatek, odpowiedzialnego za
wigzanie jondw wapnia [12], Sekwencja ta ma de-
cydujace znaczenie dla aktywnos$ci enzymatycznej
NPP1 i 3, ale prawdopodobnie nie wiaze jonow
wapnia. Za wigzanie jonéw metali dwuwartoscio-
wych (m.in. Ca2+, Zn2+ lub Mg2+), ktére stabilizuja
strukture NPP i zwiekszajg ich odporno$¢ na dena-
turacje termiczng [12], odpowiadajg dwa regiony
potozone w poblizu domeny katalitycznej (patrz po-
nizej).

Domena katalityczna jest potozona pomiedzy
C-terminalng domeng i domeng o strukturze zbliz-
onej do nukleaz. Domena katalityczna NPP 1zawiera
Thr256 u cztowieka i Thr238 u myszy, ktéra petni
kluczowa role w mechanizmie katalitycznym NPP
[13-16]. W sasiedztwie tej strategicznej treoniny
znajduje sie sze$¢ aminokwasoéw: Asp376, His380,
Asp218, Asp423, His424, His535 (u cztowieka) [3]
oraz: Asp358, His362, His517, His406, His405,
Asp200 (u myszy) [16], ktére koordynujg wigzanie
dwoéch jonéw metali dwuwarto$ciowych niezbed-
nych w procesie katalizy. Ponadto, NPP1 i 3 zawie-
raja w domenie katalitycznej motyw
Gly-X-Gly-X-X-Gly (X-oznacza dowolna reszte
aminokwasowg), odpowiedzialny za wigzanie dinu-
kleotydow [3, 20].

W pordédwnaniu z ludzkimi NPP 1-3 (863-925 aa),
ludzkie NPP4 i 5 sq mniejsze; zawierajg, odpowied-
nio, 453 1477 aminokwasow. Prawdopodobnie jest to
spowodowane brakiem C-terminalnej domeny oraz
domeny wykazujgcej podobienstwo strukturalne do
somatomedyny B. Ponadto, C-konce taincuchéw po-
lipeptydowych NPP4 i 5 sg skrécone o 250 amino-
kwaséw w stosunku do C-korica tancuchdéw polipep-
tydowych NPP1-3 [16].

W tym miejscu nalezy podkreéli¢ fakt, iz oprécz
biatka NPP1 zwigzanego z btong komérkowa ziden-
tyfikowano réwniez jego forme rozpuszczalng [5],
Zardowno forma rozpuszczalnajak i btonowa majg ta-
kie same wtasciwosci enzymatyczne oraz takie same
miejsca glikozylacji [21], Ustalono, ze rozpuszczal-
na forma NPP1 o masie czgsteczkowej ~100kDa nie
zawiera fragmentu bogatego w reszty cysteiny [4, 5]
odpowiedzialnego za tworzenie wigzahn dwusiarcz-
kowych. Najprawdopodobniej rozpuszczalna forma
PC-1 powstaje w wyniku proteolizy formy trans-
membranowej pomiedzy Pro 152 i Ala 153 [5], nie za$
w wyniku alternatywnego splicingu mRNA. Sugeru-
je sie, ze proteoliza zachodzi wewnatrz aparatu Gol-
giego, poniewaz stamtad biatko bardzo szybko moze
by¢ wydzielane na zewnatrz [5],
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I11. Specyficzno$é substratowa biatek NPP

NPP majg znacznie szerszg specyficznos¢ substra-
towa niz wewnatrzkomdrkowe pirofosfatazy i fosfo-
diesterazy. Hydrolizujg wigzania fosfodiestrowe i pi-
rofosforanowe w nukleotydach, deoksyrybonukle-

otydow/fosfodiesterazy typu I. Stwierdzono, ze gli-
kozoaminoglikany jak np. heparyna czy siarczan he-
paranu (obecne w przestrzeni zewnatrzkomdrkowej)
wigzg sie z PC-1w obecnosci jego substratu, co pro-
wadzi do zahamowania aktywnosci fosfodiesterazy
typu | [21]. Inhibitorami biatek NPP sg réwniez

otydach i ich pochodnych (Ryc. 1), uwalniajac EDTA, DTT [23], 2-merkaptoetanol [3] oraz imida-
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Ryc. 1. Przyktadowe substraty dla NPP [3, 6],

5’-monofosforany nukleozydéw oraz pirofosforan
lub fosforan [3]. NPP sg rowniez zdolne do hydrolizy
wigzan fosfodiestrowych od 3’-konca w czastecz-
kach RNA lub jednoniciowego DNA [5, 6] oraz
wigzan siarkowo-fosforanowych w czgsteczce 3’-fo-
sfoadenozyno 5’-fosfosiarczanu [3]. Wyniki najnow-
szych badan wskazujg, ze NPP2 (bardziej znane jako
autotaksyna) ma nie tylko aktywnos$¢ fosfodiestera-
zy, ale takze lizofosfolipazy D, ktéra degraduje
lizofosfatydylocholine z utworzeniem kwasu lizo-
fosfatydowego [22], Niezaleznie od badan nad okre-
$leniem specyficznosci substratowej NPP prowadzo-
no poszukiwania inhibitoréw pirofosfatazy nukle-
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p-nitrofenylo-TM P

zol, ktéry dziata jako inhibitor niekompetycyjny
[24], Sugeruje sie, ze imidazol specyficznie hamuje
drugi etap hydrolizy substratu katalizowanej przez
NPP (25). Prawdopodobnie dziata onjako analog hi-
stydyny, ktéry chelatuje kation metalu dwuwarto-
§ciowego oznaczonego jako Mel (Ryc. 3).

IV. Aktywno$¢ enzymatyczna

PC-1 (NPP1) zidentyfikowano jako enzym o ak-
tywnosci fosfodiesterazy i pirofosfatazy [26] dopie-
row 6 lat po okresleniujego sekwencji aminokwaso-
wej. Antygenowi PC-1 przypisuje sie takze aktyw-
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no$¢ kinazy treoninowej, cho¢ fakt ten nadal wzbu-
dza wérod naukowcow wiele kontrowersji. Ekspery-
menty wykazaty, iz PC-1 jest kinazg treoninowg
zdolng zaréwno do autofosforylacji, jak ido fosfory-
lacji innych biatek (histon H2A) [23]. Be 11i i wsp.
[15] uwazaja jednak, ze brak jest dostatecznych do-

Thr256-0O

tywnosci NPP, nalezy zwrdci¢ uwage na sposéb
wigzania niektérych zwigzkéw (np. ATP), bedacych
substratem zaréwno dla fosfatazy, jak tez dla piro-
fosfatazy nukleotydéw/fosfodiesterazy typu |
(Ryc. 2). W obydwu tych przypadkach grupa fosfora-
nowa jest kowalencyjnie zwigzana z treoning cen-

TN

aktywnos$¢
fosfatazy

OH OH

Thr256-0-Py

aktywnos$¢ pirofosfatazy nukleotydow/
fosfodiesterazy typu |

ATP

Thr256-0-Pa-adenozyna

Ryc. 2. Schemat ilustrujacy pierwszy etap hydrolizy NTP przez NPP. Atak nukleofila (Thr256) na atom fosforu a czasteczki NTP prowadzi do utwo-
rzenia produktu posredniego Thr256-0-Pa-nukleozyd (aktywnos$¢ pirofosfatazy nukleotydéw/fosfodiesterazy typu 1), podczas gdy atak
Thr256 na atom fosforu y czasteczki NTP prowadzi do powstania fosforylowanej treoniny jako produktu posredniego (aktywno$¢ fosfatazy).

wodow na potwierdzenie tezy, jakoby PC-1 miato
by¢ klasyczng kinaza treoninowg. Ich zdaniem za-
wierajacy ufosforylowang treonine enzym jest tylko
produktem posrednim w reakcji hydrolizy ATP.
Analogicznie, dla NPP2 réwniez zostat zapropono-
wany mechanizm reakcji, podczas ktérej tworzy sie
ufosforylowany produkt posredni [20], Wykazano,
ze autofosforylacja ma miejsce przy submikromolo-
wych stezeniach ATP, a dodanie nukleotydéw adeni-
nowych do ufosforylowanego biatka powoduje jego
natychmiastowg defosforytacje. Powyzsza zale-
zno$¢ sugerowataby, iz fosforylacja treoniny stuzy
zahamowaniu aktywnosci pirofosfatazowej w mo-
mencie gwattownego spadku stezenia zewnatrzko-
moérkowego ATP [13, 23]. Najnowsze wyniki badan
wskazujg na to, iz fosforylacja treoniny nie zachodzi
podczas reakcji katalizowanych przez klasyczne Ki-
nazy czy ATP-azy. Sugeruje sie istnienie aktywnoSci
fosfatazowej PC-1, a fosforylowany enzym miatby
by¢ tutaj kowalencyjnym produktem posrednim re-
akcji [16]. Wedtug podobnego mechanizmu dziata
takze alkaliczna fosfataza, co moze przemawia¢ na
korzy$¢ powyzszej hipotezy [27].

Aktywnos$¢ pirofosfataz/fosfodiesteraz NPP oraz
ich aktywnos$¢ fosfatazowa zwigzane sg z tym sa-
mym centrum katalitycznym, w ktdrym gtéwng role
petni Thr256 [16]. Biorgc pod uwage powyzsze ak-
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trum katalitycznego. Nalezy jednak podkresli¢, iz w
zaleznoS$ci od tego czy jest to fosfor a czy fosfor y
substratu powstaje, odpowiednio, produkt posredni,
w ktérym treonina Thr256 jest kowalencyjnie
zwigzana z AMP (Thr256-0-Poc-nukleozyd) lub z
fosforanem y (Thr256-0-Py) [3]. Innymi stowy, pro-
dukt posredni Thr256-0-Pa-nukleozyd powstaje w
reakcji katalizowanej przez pirofosfataze nukleoty-
dow/fosfodiesteraze typu | (atak na fosfor a), nato-
miast produkt posredni Thr256-0-Py jest charakte-
rystyczny dla reakcji fosfatazy ijest konsekwencja
ataku czasteczki nukleofila (czyli grupy hydroksylo-
wej Thr256) na fosfor y nukleotydu (np. ATP).

Wczesniejsze hipotezy, jakoby PC-1 byto kla-
syczng kinazg i miato mozliwos$é fosforylacji histonu
H2A [23] mogty wynika¢ z faktu, iz NPP preferujg w
drugim etapie reakcji jako akceptor grupy fosforano-
wej raczej inne biatko anizeli wode. Analogiczna sy-
tuacja ma miejsce w przypadku reakcji hydrolizy ka-
talizowanej przez pirofosfataze nukleotydéw/fosfo-
diesteraze typu I. Nukleotyd (inaczej:
zyd) zwiazany z Thr256 w pierwszym etapie reakcji,
w drugim etapie jest przekazywany na alkohol (jezeli
jest on obecny w $rodowisku reakcji), ktory wykazu-
je wieksze powinowactwo do nukleotydu niz woda
[28].

Pa-nukleo-
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V. Mechanizm dziatania

Mechanizm dziatania NPP zostat zaproponowany
na podstawie podobienstw, jakie wykazujg one w bu-
dowie centrum katalitycznego do alkalicznej fosfata-
zy, arylosulfatazy i mutazy fosfoglicerynianowej
(Ryc. 3) [16]. Reakcje katalizowane przez NPP sg

przypadku zastosowania P-chiralnych analogéw tio-
fosforanéw przejawia sie inwersjg konfiguracji na
atomie fosforu. Poniewaz kazdej z tych dwoch reak-
cji towarzyszy inwersja, ostatecznym wynikiem ste-
reochemicznym procesu katalizowanego przez NPP
jest retencja konfiguracji na atomie fosforu [29].

W pierwszym etapie reakcji jon metalu oznaczony
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Ryc. 3. Proponowany mechanizm reakcji dla NPP [15]. Hydroliza wigzan fosfodiestrowych katalizowana przez NPP przebiega z udziatem dwéch ka-
tionéw dwuwarto$ciowcgo metalu (Mci i Mc2). Pod nieobecno$¢ substratu, Mci tworzy wigzania koordynacyjne z Asp376, His380, His535
podczas gdy Me2 jest koordynacyjnie zwigzany z Asp218, His424, Asp423 oraz atomem tlenu grupy hydroksylowej Thr256. W pierwszym
etapie katalizy Me2 aktywuje grupa hydroksylowa Thr256, ktéra staje sig silnym nuklcofilcm iatakuje atom fosforu substratu (R-O-NMP) od
strony przeciwnej do grupy odchodzacej (RO). Konsekwencjanukleofdowego ataku grupy hydroksylowej Thr256 na atom fosforu R-O-NMP
jest utworzenie produktu posredniego enzym-substrat (E-NMP), w ktérym NMP jest kowalencyjnie zwiazany z enzymem, uwolnienie RO i
inwersja konfiguracji na atomie fosforu. W drugim etapie katalizy zaktywowana przez Mci czasteczka wody atakuje atom fosforu kompleksu
E-NMP czemu towarzyszy rozerwanie wigzania pomiedzy atomem fosforu NMP iatomem tlenu Thr256, inwersja konfiguracji na atomie fos-
foru oraz utworzenie kompleksu E'NMP, w ktérym NMP jest niekowalencyjnie zwigzany z NPP. Nastepuje uwolnienie NMP, co prowadzi do
regeneracji enzymu. R oznacza okre$lony fragment strukturalny substratu, np. AMP w AP;A, grupe fosforanowg w ADP, PPi w ATP.

dwuetapowe i wymagajg obecnosci dwoch kationdw
metalu dwuwartosciowego Mel i Me2, ktore sgkoor-
dynacyjnie zwigzane przez aminokwasy zlokalizo-
wane w poblizu centrum katalitycznego (Asp376,
His380, Asp218, Asp423, His424, His535). W
pierwszym etapie ma miejsce nukleofilowy atak gru-
py hydroksylowej Thr256 na atom fosforu wigzania
fosfodiestrowego lub pirofosforanowego, natomiast
w drugim atak innego nukleofila (np. czasteczki
wody) na atom fosforu produktu posredniego, co w
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jako Me2 zwigzany przez Asp423, His424 i Asp218,
aktywuje grupe hydroksylowg Thr256, ktdra staje sie
silnym nukleofilem. Dokonuje ona ataku na atom
fosforu substratu (R-O-NMP) od strony przeciwnej
do grupy odchodzgcej (RO). Prowadzi to do utwo-
rzenia kowalencyjnego produktu posredniego en-
zym-substrat (E-NMP).

Nukleofilem dokonujgcym ataku w drugim etapie
reakcji jest czgsteczka wody (prawdopodobnie moze
to byé takze czasteczka alkoholu lub innego biatka
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[23, 28]), ktorg aktywuje drugi z kationéw Mel, ko-
ordynacyjnie zwigzany przez His535, His380 i
Asp376. Drugi atak na atom fosforu produktu po-
$redniego enzym-nukleotyd prowadzi do uwolnienia
5’-NMP i odtworzenia biatka z wolng treoning w
centrum katalitycznym [16]. Proponowany powyzej
mechanizm reakcji ma swoje uzasadnienie w poniz-
szych faktach:

1 NPP sa metaloenzymami - ich aktywno$¢
hamowana jest przez zwigzki chelatujgce, a moze
by¢ przywrdcona przez dodanie kationdw Mg2+
Mn2+, Ca2+, Zn2+ [12, 16, 26].

2. Treonina 256 centrum  katalitycznego
uczestniczy w tworzeniu kowalencyjnego produktu
posredniego enzym-substrat [13, 20].

3.Mutacja Thr256 lub ktéregokolwiek z 6
aminokwas6w zaangazowanych w wigzanie jonow
metali Mel i Me2 prowadzi do zahamowania aktyw-
nosci enzymatycznej NPP [16].

4. Mutacja reszt
ragcych udziat w pierwszym etapie reakcji uniemozli-
wia tworzenie produktu  posredniego sub-
strat-biatko, natomiast mutacje reszt aminokwaso-
wych zaangazowanych w etap drugi nie majg
wptywu na utworzenie produktu posredniego [3].

aminokwasowych bio-

V1. Znaczenie biologiczne

NPP zaangazowane sg w regulacje wielu proce-
sow zewnatrzkomérkowych. Do najwazniejszych z
nich naleza: udziat w transdukcji sygnatéw komor-
kowych, przemiany zewngtrzkomorkowych nuklc-
otydow, proces mineralizacji kosci, udziat w meta-
stazie i angiogenezie, udziat w powstawaniu oporno-
§ci na insuline.

VI-1. Udziat w przesytaniu sygnatu do wnetrza
komadrek

Zewnatrzkomérkowe  nukleotydy (zwitaszcza
ATP) oraz produkty ich degradacji (gtéwnie adeno-
zyna), biorg udziat w przekazywaniu sygnatu do ko-
marek poprzez receptory purynergiczne P 1iP2 [30].
Receptory te sa obecne na powierzchni wielu typéw
komorek oraz w réznego rodzaju tkankach [31]. Sy-
gnat przekazywany przez receptory purynergiczne
wywotuje m.in. skurcz mies$ni gtadkich, odpowiedz
immunologiczng oraz agregacje ptytek krwi [32],
Receptory Pl (dla ktérych naturalnym agonistg jest
adenozyna) podzielono na kilka podtypéw: AiA A 1B
A 2a, A 2B, A 3 [33]. Podstawg takiego podziatu byt typ
biatka G, z ktérym dany receptor jest zwigzany. Re-
ceptory A, oraz A3 wystepuja w potaczeniu z
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biatkami Gj, ktére odpowiedzialne sg za hamowanie
cyklazy adenylanowej oraz aktywacje fosfolipaz C i
A2 Receptory purynergiczne typu A2przekazujg na-
tomiast sygnat poprzez biatka Gs, ktdre aktywujg cy-
klaze adenylanowa.

Agonistami receptordw purynergicznych P2 sg di-
i trifosforany adenozyny lub urydyny (ATP, ADP,
UTP lub UDP). Receptory P2 podzielono na dwie
gtéwne klasy: P2X oraz P2Y. Receptory P2X
dziatajg jako kanaty jonowe w blonie komérkowej
(tzw. receptory jonotropowe), natomiast receptory
P2Y (tzw. receptory metabotropowe) sg sprzezone z
roznymi biatkami G. Receptory P2Y1, P2Y2, P2Y4
oraz P2Y6 sg sprzezone z biatkiem Gq i aktywujg
fosfolipaze C, receptory P2Y12, P2Y13 oraz P2Y14
hamuja aktywnos$¢ cyklazy adenylanowej za posred-
nictwem biatka Gi, natomiast receptor P2Y 11 moze
dziata¢ za posrednictwem zaréwno biatka Gq jak i
biatka Gs, aktywujgc fosfolipaze C lub cyklaze ade-
nylanowsg [34].

Liczne ekto-enzymy obecne na powierzchni btony
komérkowej (wtym réwniez NPP) katalizujg kolejne
etapy degradacji trifosforanow nukleozydow (gtow-
nie ATP i UTP) do di- i monofosforanow nukleozy-
dow (ADP, UDP, AMP i UMP) i ostatecznie do sa-
mych nukleozyddw (adenozyny i urydyny) [35]. W
ten sposdéb ekto-enzymy regulujg stezenie nukleoty-
dow inukleozydéw zewnatrzkomérkowych, ktére sg
agonistami receptordw Pl albo P2, a wiec posrednio
sterujg one transdukcjg sygnatéw komdrkowych za
posrednictwem nukleotydéw lub nukleozydéw.

VI1-2. Przemiany nukleotydéw zewnatrz-
komoérkowych

Aktywnie dzielgce sie komorki, np. komorki
uktadu immunologicznego wymagajg duzych ilosci
puryn i pirymidyn do syntezy kwaséw nukleino-
wych, ATP, NAD+ FAD. Nukleotydy sg syntetyzo-
wane ele novo, ale mogg byé réwniez uwalniane z
uszkodzonych komoérek. W pierwszym etapie uwol-
nione z uszkodzonej komorki nukleotydy prze-
ksztatcane sg do di- lub monofosforanéw nukleozy-
déw, ktore nastepnie ulegaja defosforylacji katalizo-
wanej przez 5’-nukleotydaze, z utworzeniem nukle-
ozydow. Te ostatnie dzieki specyficznym biatkowym
transporterom trafiajag do prawidtowo funkcjo-
nujacych komoérek [36]. Niezaleznie od tej drogi, nu-
kleozydy moga podlega¢ dalszym przemianom kata-
lizowanym przez ekto-enzymy lub rozpuszczalne
formy enzyméw obecne na zewnatrz komérek, np.
adenozyna moze podlega¢ konwersji do inozyny, a
nastepnie do hipoksantyny [35]. NPP stanowig istot-
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ny element tej kaskady enzymatycznej i odpowiadajg
za bezposrednig konwersjg trifosforanéw (np. ATP)
do monofosforanéw nukleozydéw (np. AMP). W
limfocytach T NPP 1stanowi cze$¢ kaskady enzyma-
tycznej, umozliwiajacej powtérne wykorzystywanie
nukleozyddéw przez komorke. Pod wpltywem
zwigzkow zwiekszajacych stezenie wewnatrzkomor-
kowego cAMP lub aktywujacych kinaze biatkowg C,
NPP1 ulega wzmozonej ekspresji, podobnie jak
biatko CD38 oraz 5’-nukleotydaza. Biatko CD38 jest
antygenem powierzchniowym limfocytéw T i B.
Ulega ono nadekspresji w poczatkowym i konco-
wym stadium rdéznicowania limfocytéw, natomiast
jego poziom jest niski w limfocytach krazacych w
uktadzie krwionosnym [37]. Biatko CD38 jest row-
niez ektoenzymem zdolnym do hydrolizy NAD do
nikotynamidu i ADP-rybozy [38], Enzym o aktyw-
nosci 5’-ektonukleotydazy generuje powstanie ade-
nozyny i ortofosforanu z AMP. Skoordynowana re-
gulacja ekspresji tych enzyméw umozliwia ponowne
wykorzystanie przez limfocyty adenozyny i nikoty-
namidu, powstajgcych w wyniku degradacji nukle-
otydéw uwalnianych z uszkodzonych komérek. Za-
pewne wynika to z funkcji limfocytéw, ktére czesto
gromadzg sie w miejscach o podwyzszonym
wspotczynniku uszkodzen i Smiertelnosci komorek
[39].

Wysoki poziom metabolizmu nukleotydéw jest ta-
kze charakterystyczny dla watroby, ktéra wydziela
nukteotydy do krwi izo6tci. W uktadzie krwionosnym
sg one pobierane przez erytrocyty, ktore nie sg w sta-
nie wyprodukowaé wystarczajacych ilosci tych
zwigzkéw de novo [40], Nukteotydy wydzielane do
z06%ci ulegajg hydrolizie do nukleozyddéw w reakcjach
katalizowanych przez ektoenzymy obecne na po-
wierzchni sekrecyjnej biony hcpatocytu (NPP3 i
5’-nukleotydaza) [36]. Transport nukleozyd6éw przez
btone komoérkowa do wnetrza hcpatocytu odbywa sie
poprzez biatkowe transportery nukleozydow.

Dla wielu typéw komorek, wigcznie z hepatocyta-
mi i komdrkami ukitadu odpornosciowego, ATP jest
toksyczny i powoduje apoptoze [36], Degradacja
zewngtrzkomdérkowego ATP przez NPP moze wiec
Swiadczy¢ o ich udziale w ochronie komérek przed
toksycznym dziataniem tego zwigzku [3, 20].

V1-3. Proces mineralizacji kosci

Geny kodujgce NPP 1-3 ulegajg ekspresji w chon-
drocytach i osteoblastach [4, 41], przy czym poziom
NPP 1w chondrocytach jest regulowany przez TGF[3
i IL-ip (pierwsze z biatek aktywuje ekspresjg PC-1,
natomiast drugie jag hamuje) [42], R6zna lokalizacja
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NPP 1-3 w chondrocytach i osteoblastach warunkuje
rozne funkcje tych biatek w procesie mineralizacji
kosci [43], Dotychczas stosunkowo dobrze poznano
udziat NPP 1w inicjacji procesu wapnienia kosci. W
warunkach fizjologicznych PC-1 degraduje
zewngtrzkomdrkowe 5°-trifosforany nukleozydéw
do 5’-fosforanéw nukleozydéw i pirofosforanu.
Uwolniony PPi jest hydrolizowany do ortofosforanu
przez niespecyficzng tkankowo alkaliczng fosfataze
(ang. tissue-nonspecific alkaline phosphatase,
TNAP) — izoenzym ludzkiej alkalicznej fosfatazy
(EC 3.1.3.1) [44, 45]. W dalszym etapie produkt hy-
drolizy — ortofosforan wraz zjonami wapnia tworzg
krysztaty hydroksyapatytu.

Na podstawie dotychczasowych badan mozna
stwierdzié, ze podstawowym warunkiem pra-
widtowego przebiegu mineralizacji kosci jest zacho-
wanie ro6wnowagi pomiedzy stezeniem zewnatrzko-
mdrkowego pirofosforanu i ortofosforanu. Narusze-
nie tej réwnowagi moze w wielu przypadkach dopro-
wadzi¢ do stanéw chorobowych. Przyktadowo, w
warunkach podwyzszonego poziomu PPi w prze-
strzeni zewnatrzkomdrkowej tworzg sie krysztaty di-
hydratu pirofosforanu wapnia (ang. calcium py-
rophosphate dihydrate, CPPD), ktérych obecno$¢
przyczynia sie do wapnienia chrzastki [43].

VI-4. Udziat w metastazie i angiogenezie

NPP2 (autotaksyna) jako czynnik stymulujacy
ruch komorek jest zaangazowana w proces metasta-
zy, czyli tworzenia przerzutébw nowotworowych
[46]. Zwieksza takze potencjalng mozliwo$¢ meta-
stazy komorek zawierajgcych onkogen ras [47].
Prawdopodobnie NPP2 przekazuje sygnat wigzac sie
z receptorami integrynowymi poprzez motyw Arg-
Gly-Asp, zlokalizowany w drugiej domenie somato-
medyno-podobnej [3]. Receptory te zwigzane sg z
biatkami G, poniewaz stymulacja ruchu komorek
przez NPP2 moze by¢ hamowana przez toksyny
krztusca i cholery [7]. Autotaksyna jest rowniez
czynnikiem wzmagajgcym proces angiogenezy, czy-
li tworzenia nowych naczyh krwionosnych, co w
przypadku nowotwordéw sprzyja metastazie [48],
Najnowsze badania wskazujg, ze rozpuszczalna for-
ma autotaksyny obecna w surowicy ludzkiej wyka-
zuje aktywnos¢ lizofosfolipazy D i degraduje lizo-
fosfatydylocholine z utworzeniem kwasu lizofosfa-
tydowego. Istniejg przypuszczenia, ze udziat auto-
taksyny w procesie metastazy jest raczej konsekwen-
cjajej aktywnosci lizofosfolipazy D niz fosfodieste-
razy/pirofosfatazy. Warto w tym miejscu podkresli¢,
ze stezenie lizofosfatydylocholiny w osoczu wynosi
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200 |iM, podczas gdy stezenie ATP utrzymuje sie na
poziomie okoto 1.0 pM. Mozna wiec sadzi¢, iz po-
wstajgcy kwas lizofosfatydowy stymuluje specyficz-
ne receptory kwasu lizofosfatydowego Edg2 [22,
43].

VI1-5. Udziat w mechanizmie opornosci na insuline

Oporno$¢ na insuling, pomimo wystepowania
podwyzszonych stezeA tego hormonu, wystepuje m.
in. u 0oséb otytych lub chorych na cukrzyce typu Il.
Chorzy ci wykazujg zmniejszong liczbe receptoréw
insulinowych w komdrkach docelowych dla tego
hormonu, tj. w adypocytach, hepatocytach i komor-
kach miesni szkieletowych. W nielicznych przypad-
kach chorzy wytwarzajg rdwniez przeciwciata skie-
rowane przeciwko wiasnym receptorom insulino-
wym, co uniemozliwia wigzanie sie insuliny z
wiasciwym receptorem. Nie sg to oczywiscie jedyne
mechanizmy oporno$ci na insuline, ale zapewne te
najlepiej poznane. Liczne dane wskazujg na udziat
NPP1 w opornosci na insuline poprzez oddziatywa-
nie z receptorem insulinowym [49-54].

Receptor insulinowy (IR) nalezy do duzej grupy
receptoréw o aktywnosci kinazy tyrozynowej. Jest
heterotetramerem zbudowanym z dwo6ch podjedno-
stek a odpowiedzialnych za wigzanie ligandu, oraz
dwéch podjednostek P wykazujgcych aktywnos¢ en-
zymatyczng. Zwigzanie insuliny powoduje aktywa-
cje jednej z dwoch podjednostek p, co prowadzi do
autofosforylacji receptora. W petni zaktywowany re-
ceptor insulinowy posiada kilka ufosforylowanych
reszt tyrozynowych. Fosfotyrozyna w pozycji 960
podjednostki P tworzy motyw NPXpY, z ktérym
wigze sie domena PTB (ang. phosphotyrosine bin-
ding domain) biatek IRS (ang. insulin receptor sub-
strate). Biatka IRS stanowig grupe substratow dla
zaktywowanego receptora insulinowego. Insulina,
jak iinne czynniki wzrostu, wykorzystuje fosforyla-
cje i oddziatywanie biatko-biatko jako podstawowe
procesy prowadzgce do pobudzenia komérki. Osta-
tecznym efektem pobudzenia komorki przez insuline
jest m.in. transport glukozy, synteza glikogenu i
biatek, oraz inicjacja transkrypcji specyficznych ge-
néw [55].

NPP1 hamuje aktywnos$é kinazowa receptora in-
sulinowego wigzgac sie zjego podjednostkg a. Za po-
wyzszg hipotezg przemawiajg nastepujgce fakty:
NPP1 zostato wyizolowane z btony komorkowej ra-
zem z receptorem insulinowym oraz NPP 1nie wigze
sie z receptorem insulinowym pozbawionym frag-
mentu taricucha polipeptydowego podjednostki a
(485-599 aa) [49],
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Badania in vitro wykazaty, ze aktywno$¢ enzyma-
tyczna receptora insulinowego ulega zahamowaniu
w komorkach wykazujgcych nadekspresje NPP1.
Dodanie przeciwciat monoklonalnych skierowanych
przeciwko NPP1 powoduje zwiekszenie aktywnosci
enzymatycznej receptora insulinowego. Pojawia sie
wiec mozliwos¢ zastosowania przeciwciat dla NPP1
w leczeniu opornos$ci na insuline [49].

Aktywno$¢ fosfodiesterazowa NPP1 nie jest od-
powiedzialna za hamowanie aktywno$ci enzyma-
tycznej IR, poniewaz nieaktywne enzymatycznie
NPP1 nadal jest zdolne do hamowania aktywnosci
receptora [53]. Sugestie, jakoby NPP1 miato by¢ nie-
specyficznym inhibitorem wszystkich kinaz biatko-
wych, dzieki mozliwos$ci hydrolizy ich substratu -
ATP [56], wydaja sie wiec by¢ bezpodstawne. Udziat
NPP I w etiologii cukrzycy typu Il jest jednak przez
niektérych badaczy poddawany w watpliwos$é. Ist-
nieja nieliczne doniesienia, ze opornos$¢ na insuline
nie jest skorelowana z nadekspresjg NPP1 [57].

Niezwykle ciekawie przedstawia sie zaleznos$¢
pomiedzy opornoscig na insuline a poziomem roz-
puszczalnej formy NPP1l. U os6b wykazujacych
opornos$¢ na insuline stwierdzono podwyzszong eks-
presje NPP1 w tkankach, ale znacznie obnizony po-
ziomjego formy rozpuszczalnej w osoczu. Ttumaczy
sie to szybszg degradacjg NPP1 w osoczu lub zaha-
mowaniem procesu proteolizy formy btonowej. Po-
miar poziomu biatka NPP1 w osoczu moze wiec sta-
nowié istotny czynnik diagnostyczny, pozwalajacy
stwierdzi¢ istnienie opornosci na insuline [52],

Wiadomo, iz oporno$¢ na insuline ma rowniez
podtoze genetyczne, jakkolwiek geny odpowiedzial-
ne za ten proces sg bardzo stabo poznane [58, 59]. W
eksonie 4 genu biatka NPP1 zidentyfikowano poli-
morfizm (K173Q), ktéry wydaje sie mie¢ zwigzek z
insulinoopornoscig. Polimorfizm ten polega na
transwersji A->C w pozycji pierwszej kodonu 173,
co fenotypowo przejawia sie zastagpieniem lizyny (K)
przez glutamine (Q). U os6b bedacych nosicielami
genotypu QK stwierdzono obnizony poziom aktyw-
nosci enzymatycznej receptora insulinowego w sto-
sunku do genotypu KK [60]. Rowniez w innych eks-
perymentach potwierdzono, ze biatko posiadajgce w
pozycji 173 glutamine jest znacznie silniejszym inhi-
bitorem aktywnos$ci enzymatycznej receptora insuli-
nowego niz powszechniej wystepujgca forma K173
NPP1 [61],

Nadekspresja NPP1 moze rowniez mie¢ podioze
genetyczne i zwigzana jest z istnieniem w regionie
3'UTR trzech polimorfizméw: G2897A, G2906C
oraz C2948T. Na podstawie tych polimorfizmow wy-
rézniono trzy haplotypy: A (2897G, 2906G, 2948C),
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P (2897A, 2906C, 2948T) oraz N (2897A, 2906G,
2948T).

Region 3'UTR moze regulowaé stabilnos¢ mRNA
lub ewentualnie ekspresje genu. Zwiekszona stabil-
no$¢ mMRNA jest przyczyng wystepowania nadmier-
nych ilosci NPP1 w tkankach, ato z kolei prowadzi
do zahamowania aktywno$ci receptora insulinowego
i opornosci organizmu na insuline. Stwierdzono, ze
to haplotyp P jest odpowiedzialny za nadekspresje
NPP1 i insulinoopornos$¢ [62].

VIl. Uwagi koncowe

Od momentu zidentyfikowania antygenu po-
wierzchniowego jako PC-1 prowadzono intensywne
badania nad budowg i wtasciwosciami NPP. Zastoso-
wanie m.in. metod inzynierii genetycznej przyczy-
nito sie do poznania ich pierwszorzedowej struktury,
co w konsekwencji doprowadzito do zaliczenia gli-
koprotein NPP1-5 do jednej wsp6lnej rodziny piro-
fosfataz/fosfodiesteraz ektonukleotydow. NPP 1-5 sg
obecne w wiekszos$ci tkanek. Ponadto, w niektérych
komorkach (np. hepatocyty) wystepuje wiecej nizje-
den rodzaj biatek NPP (NPP1 i 3). Prawdopodobnie
rézna lokalizacja komérkowa NPP 1i 3 bezposrednio
wptywa na ich specyfike dziatania.

WspbdlngcechaNPPI-3 jest ich zdoIno$¢ do kata-
lizowania hydrolizy wiazan fosfodiestrowych i siar-
kowo-fosforanowych. W aspekcie tych taktow, za-
skoczeniem sg wyniki uzyskane ostatnio przez T o-
kumure iwsp. [22] wskazujace, iz NPP2 oprécz
aktywnosci fosfodiesterazy posiada dodatkowg ak-
tywnos$¢ lizofosfolipazy D. NPP2 degraduje lizofos-
fatydylocholine z utworzeniem kwasu lizofosfatydo-
wego icholiny. Przypuszcza sie, ze powstajacy kwas
lizofosfatydowy aktywuje Rho-GTPazy poprzez
wigzanie sie z receptorem btonowym kwasu lizofos-
fatydowego, co w konsekwencji prowadzi do pobu-
dzenia efektorow [43, 63] odpowiedzialnych za ruch
komérki. W zwigzku z tym sugeruje sie udziat NPP2
W procesie metastazy. To interesujgce spostrzezenie
stato sie punktem wyjscia do aktualnie prowadzo-
nych badan, ktérych celem jest uzyskanie odpowie-
dzi na nastepujgce pytania: czy fosfatydylocholina
jest rowniez substratem dla pozostatych NPP oraz
czy poziom ekspresji NPP w komdrkach nowotworo-
wych ulega zmianie w stosunku do poziomu ich eks-
presji w komdrkach prawidtowych ?

Cho¢ wiedza o NPP nadal nie jest petna, tojednak
w miare uptywu czasu z pewnoscia zostanie doktad-
nie poznany mechanizm ich dziatania w procesach
metastazy, angiogenezy czy opornosci na insuline.
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Wskazowki
dla Autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar-
talnik ,Postepy Biochemii" publikuje prace przeglagdowe oma-
wiajgce nowe osiggniecia, koncepcje i kierunki badawcze w
dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; publikuje tez noty z hi-
storii biochemii, zasady polskiego stownictwa biochemicznego,
recenzje nadestanych ksigzek oraz sprawozdania ze zjazdéw,
konferencji i szkot, w ktérych biora udziat cztonkowie Towarzy-
stwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,Postepach Biochemii"
moga mie¢ charakter artykutéw monograficznych (do 20 stron
tekstu liczac piSmiennictwo itabele), minireviews (do 10 stron tek-
stu), oraz krétkich not o najnowszych osiggnieciach i pogladach
(do 5 stron tekstu).

Autorzy artykutu odpowiadaja za prawidtowo$¢ i Scistos¢
podawanych informacji oraz poprawnos$¢ cytowanego pismien-
nictwa. Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przedstawione za-
gadnienia zilustrowane za pomoca tabel, rycin: wykresy, schema-
ty, reakcje, wzory i fotografie.

Wskazany jest podziat artykutdbw monograficznych na roz-
dzialy i podrozdziaty, ktérych rzeczowe tytuly tworzg spis tresci.
Zgodnie z przyjeta konwencjg rozdziaty noszg cyfry rzymskie,
podrozdziaty odpowiednio rzymskie i arabskie, np. 11, 1-2. Po-
prawnos$¢ logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jedno-
znacznos$€ i czytelno$¢. Autorzy przeto winni unika¢ sktadni ob-
cojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takze ogranicza¢ stosowa-
nie doraznie tworzonych skrotéw, nawet jesli bywajg uzywane w
pracach specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakc;ji
prac podlega ocenie specjalistéw i opracowaniu redakcyjnemu.
Redakcja zastrzega sobie mozliwos¢ skrocenia tekstu i wprowa-
dzenia zmian nie wptywajacych na tres¢ pracy, deklaruje tez go-
towos$¢ konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest rbwnoznaczne z
o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie publiko-
wana w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogtoszona w ,Poste-
pach Biochemii". W przypadku, gdy Autor(zy) zamierza(ja)
wiaczy¢ do swego artykutu ilustracje publikowane przez auto-
row prac cytowanych, nalezy uzyska¢ i przekaza¢ nam odpo-
wiednig zgode na przedruk.

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujacych
wskazoéwek szczegotowych:

TEKST: prosimy o nadsytanie dwéch egzemplarzy wydruku
oraz dyskietki z tekstem zapisanym jako *.doc w formacie IBM
PC. Wydruk powinien by¢ jednostronny z lewym marginesem
okoto 4 cm, z zachowaniem podwodjnego odstepu miedzy wier-
szami, z uzyciem czcionki Arial CE 11 lub 12. W przypadku sto-
sowania w tekscie liter alfabetu greckiego prosimy o wpisanie
otdbwkiem na marginesie ich fonetycznego brzmienia.

Strona informacyjna jest nienumerowana, zawiera imiona i
nazwisko (a) Autora (6w), nazwy, adresy, telefony, adresy e-mai!
zaktadéw, w ktérych pracujg Autorzy, adres do korespondencji,

tytut artykutu w jezyku polskim iangielskim oraz - w prawym dol-
nym rogu: liczbe tabel, rycin, wzoréw i fotografii oraz skrécony
tytut pracy, zamieszczany na oktadce czasopisma (do 25 zna-
kow).

Strona 1 (tytulowa) zawiera imiona i nazwiska Autoréw,
tytut pracy w jezyku polskim iangielskim, rzeczowy spis tresci tez
w obu jezykach, tytut naukowy kazdego z Autoréw iich miejsce
pracy z adresem pocztowym iadresem e-mail oraz wykaz stoso-
wanych skrotow w porzadku alfabetycznym.

Kolejno numerowane dalsze strony obejmuja tekst pracy, pis-
miennictwo, tabele, podpisy i objasnienia rycin, wzoréw ifotogra-
fii.

PISMIENNICTWO: Wykaz piémiennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tekscie, zaznacza sie je liczbami
porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np. [3, 7, 9-26].
Odnosniki bibliograficzne powinny mie¢ nowa, uproszczona for-
me. Sposo6b cytowania czasopism (1), monografii (2), roz-
dziatow z ksigzek jednotomowych (3), rozdziatow z toméw serii
opracowanych przez tych samych redaktoréw (4), rozdziatow z
tomoéw serii opracowanych przez réznych redaktoréw (5) wska-
zuja ponizej podane przyktady.

1 HildebrandtGR, Aronson NN ( 1980) Bio-
chim Biophys Acta 631: 499-502

2. Bostock CJ, Summer A T(1978) The Eucary-
otic Chromosome, Elsevier, North-Holland, Amsterdam

3. Norberth T Piscator M (1979) W: Fr i
berg L Nordberg GF Von VB (red) Handbook on the
Toxicology of Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, s.
541-553

4. Delej J Kesters K (1975) W: Florki n M,
Stotz EH (red) Cmprehensive Biochemistryt 29B. Elsevier,
North-Holland, Amsterdam, s. 1-7

5. Franks NP, Lieb WR (1981) W: Knight C
G (red) Research Monographs in Celiand Tissue Physlology, t. 7.
Elsevier, North-Holland, Amsterdam, s. 243-272

ILUSTRACJE: ryciny powinny by¢ zapisane na dyskietce
jako: *.tif, lub *.cdr, lub *.psd, lub *.eps. Fotografie czarno-biate
(kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze matowym. Ist-
nieje mozliwo$¢ wykonania reprodukcji barwnych, ale ich koszty
ponoszg Autorzy. Na rycinach nie nalezy umieszcza¢ opiséw
stownych, lecz postugiwac sie skrotami. Osie wykreséw powinny
byé opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Decyzje o stopniu
zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca. llustracji nie nalezy
wiaczaé w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio ponumerowac:
ryciny nosza cyfry arabskiej, wzory zas rzymskie. Na marginesie
tekstu nalezy zaznaczy¢ otéwkiem preferowane miejsce umiesz-
czenia ryciny czy wzoru. Stowne objasnienia znakéw graficz-
nych mozna umiesci¢ w podpisie pod rycing, rysunkowe za$ je-
dynie na planszy ryciny. Tytuly i objasnienia rycin sporzadza sie
w postaci oddzielnego wykazu. Wydruki ilustracji nalezy na od-
wrocie podpisa¢ imieniem i nazwiskiem pierwszego z Autoréw i
pierwszym stowem tytulu pracy oraz oznaczy¢ ,g6ra-dot" (otow-
kiem, na odwrocie). Ze wzgledu na wewnetrzng spoistos¢ arty-
kutu wskazane jest konstruowanie oryginalnych rycin izbiorczych
tabel na podstawie danych z piSmiennictwa.

Wydruk i zatgczniki (w dwu egzemplarzach) oraz dyskietke,
wtasciwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie trans-
portu, prosimy przesta¢ na adres:

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

ul. Pasteura 3

02-093 Warszawa



KOMUNIKAT ZARZADU GLOWNEGO
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Dotyczacy sktadek cztonkowskich i prenumeraty ,,Postepdéw Biochemii” w roku 2003

Sktadka cztonkowska w 2003 roku wynosi:

dla Cztonkow rzeczywistych 80.- zt.
dla Cztonkéw studentéw 40.- zt
w tym roczna prenumerata ,,Postepédw Biochemii”.

Matzenstwa mogg optacaé sktadki w wysokosci 80. + 40. = 120 zt.

Cztonkowie, ktorzy optacg sktadke cztonkowska do 30 czerwca 2003, majg zapewniong bezptatng pre-
numerate kwartalnika Polskiego Towarzystwa*Biochemicznego ,,Postepy Biochemii”. Cztonkowie, ktd-
rzy optaca sktadke po tym terminie, bedg mogli otrzymywac¢ kwartalnik do czasu wyczerpania sie zapa-
sOw magazynowych.

Powyzsze zmiany nie dotyczg Cztonkéw Honorowych Towarzystwa.

Natomiast Cztonkowie-Emeryci - nadal zwolnieni z optacania sktadki cztonkowskiej - ptacg za prenumera-
te ,,Postepéw Biochemii” 30.- zt.

Osoby niebedace cztonkami Towarzystwa moga by¢ prenumeratorami ,,Postepow Biochemii”. Koszt w 2003
roku — 80 zt.

Biblioteki ptaca za prenumerate ,,Postepéw Biochemii” w roku 2003  120.- zt.
Prosimy o wnoszenie optat bez wezwania na nasze konto w BPH PBK S.A. Il Oddz. Warszawa nr

11101053-411050000371.
Jolanta Baranska

Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

ZAPROSZENIE

Jezeli chciatabys$/chciatby$ zapisac sie na liste e-mailowg Polskiego Towarzystwa Biochemicznego wyslij
e-mail na adres: infoptbioch@nencki.gov.pl. W polu ,,subject ,, umie$¢ swoje nazwisko i imie (w takiej kolejno-
§ci i bez polskich znakéw diakrytycznych) oraz adres e-mailu. Wysytajac taki mail zgadzasz sie na to, aby na
Twoj adres e-mailowy przychodzity informacje ZG, listy pojedynczych tub grup cztonkéw do ogétu cztonkédw,
informacje z FEBS o zjazdach i kursach oraz materiaty reklamowe. Lista bedzie rozsyta¢ materiaty kontrolowa-
ne przez moderatora, ktérym bedzie Adam Szewczyk, sekretarz Zarzagdu Gtd6wnego Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, tak wiec nie bedzie Ci grozi¢ zalew Smieciowej poczty i zawirusowanych ,attachmentéw”.
Mam nadzieje, ze tag drogg poprawi sie stan poinformowania naszych cztonkéw o réznych wydarzeniach nauko-
wych, stypendiach, kursach i wreszcie o aktywnosci poszczeg6lnych oddziatlow naszego Towarzystwa. By¢
moze réwniez ,Listy do biochemikéw” redagowane przez p. Terese Wesotowska bedg obok wersji drukowanej
kolportowane przez naszg liste. Zapraszam takze do odwiedzenia strony www naszego Towarzystwa

Adam Szewczyk

Sekretarz Zarzadu Gtéwnego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
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