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1. Wstęp

Celem praey jest przedstawienie możliwośei potenejalnego wykorzystania 
oligomerów antysensowyeh jako narzędzia badawezego ułatwiająeego po
znanie mechanizmów molekularnych, regulujących wytwarzanie komórek 

krwi. Wybiórcze blokowanie ekspresji poszczególnych genów w komórkach 
hemopoetycznych przy jednoczesnej obserwaeji skutków biologicznych takiego 
postępowania umożliwia poznanie roli jaką poszczególne geny pełnią w he- 
mopoezie. Zidentyfikowanie ich funkcji biologicznej ma nie tylko znaczenie 
poznaweze, ale jednoeześnie może być pomoene w przyszłości przy opraco
waniu nowych strategii terapeutycznyeh. Strategie takie wykorzystujące osiag- 
nięeia współezesnej bioteehnologii mają za zadanie swoistą ingereneję far
makologiczną w procesy wytwarzania komórek krwi w organizmie na poziomie 
genów i ieh produktów białkowych (1,2).

Za pomocą oligomerów antysensowych można blokować ekspresję genów 
kodujących:

a) cytokiny,
b) białka receptorowe wiążące eytokiny o działaniu stymulująeym lub ha

mującym proliferację,
c) białlia biorące udział w transdukeji sygnału z pobudzonych receptorów 

do jądra komórkowego,
d) białka transkiypcyjne,
e) białka regulująee bezpośrednio cykl komórkowy komórek hemopoetyez- 

nych na poziomie cyklin i ich kinaz,
f) proteiny pełniące rolę molekuł adhezyjnych.
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Wykorzystując strategię oligomerów antysensowych możemy blokować eks

presję genów na poziomie: transkrypcji genomowego DNA na komplementarny 
mRNA lub procesu translacji sekwencji nukleotydów tworzących cząsteczki 
mRNA na sekwencje aminokwasów białka kodowanego przez dany gen (2). 
W niektórych przypadkach ekspresję genu można blokować bezpośrednio na 
poziomie produktów białkowych genu — wykorzystując tzw. aptamery. 
Dwie pierwsze z wymienionych możłiwości wynikają ze zdolności swoistej hy
brydyzacji oligomeru anty sensowego do sekwencji sensu w podwójnej nici 
DNA bądź cząsteczce mRNA. Ostatnia jest natomiast wynikiem istnienia po
winowactwa molekularnego niektórych białek wewnątrzkomórkowych do se
kwencji nukleotydów zawartych w aptamerach.

Ze względu na możliwości niespecyficznego toksycznego działania stosowa
nych związków strategia oligomerów antysensowych budzi jeszcze nieco kon
trowersji. Dlatego też w prezentowanej pracy chcielibyśmy zwrócić uwagę czy
telnika na wyniki tych doświadczeń, w których zablokowanie funkcji poszcze
gólnych genów w komórkach hemopoetycznych za pomocą oligomerów anty- 
sensowych pozwoliło na prawidłowe zidentyfikowanie roli jaką one pełnią 
w procesach krwiotworzenia (3,4,5,6,7,8,9). Wyniki doświadczeń, których 
przedmiotem jest prezentowana praca zostały bowiem następnie potwierdzone 
przy zastosowaniu innych metod badawczych, takich jak: otrzymanie za po
mocą techniki homologicznej rekombinacji zwierząt doświadczalnych posiada
jących mutacje odpowiednich genów, zblokowanie funkcji produktów białko
wych genów za pomocą przeciwciał monoklonalnych łub też w wyniku bezpo
średniej anałi2y funkcjonalnej in vitro lub in vivo otrzymanego rekombinowanego 
produktu białkowego kodowanego przez interesujący nas gen (10,11,12,13,14).

W związku z tym skoncentrujemy się głównie na omówieniu funkcji jaką 
pełnią w regulacji procesów proliferacji i różnicowania ludzkich komórek 
hemopoetycznych produkty białkowe genów kodujących:

a) czynnik transformacji nowotworów — beta (TGF - 3),
b) receptory hemopoetyczne: c - kitR, STK - IR, IGF - IR, c - mplR,
c) białko biorące udział w transdukcji sygnału: c - vav,
d) białko regulujące procesy transkrypcji w jądrze komórkowym: c - myb.
Większość z prowadzonych badań identyfikujących rolę jaką pełnią wymienione

geny w regułacji prołiferacji komórek hemopoetycznych człowieka przeprowadzono 
pierwotne w naszym laboratorium. Narzędziem badawczym, jak wspomniano, była 
analiza ich funkcji w oparciu na strategii oligomerów antysensowych.

2. Wykorzystanie strategii oligonnerów antysensowych 
w badaniach nad proliferacją 
ludzkich knviotworczych konnórek macierzystych

Wiadomo, że komórki kr*wi wytwarzane są w szpiku kostnym. Znajdująca 
się w mikrośrodowisku hemopoetycznym szpiku niewiełka pula krwiotwór
czych komórek macierzystych (KKM) zapewnia ciągłość produkcji komórek
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krwi obwodowej. Zbliżamy sie eoraz bardziej do poznania pełnego wzoru anty
genowego ludzkieh KKM (15). Z ehwllą, gdy to nastąpi będziemy w stanie 
izolować je z narządów hemopoetyeznyeh za pomocą technik immunoabsorpcji.

Prawie wszystkie KKM ludzkiego szpiku kostnego znajdują się w fazie spo- 
ezynkowej eyklu komórkowego. W danym momeneie tylko znikomy ieh odse
tek proliferuje różnicująe się w kierunku krwiotwórczyeh komórek ukierun- 
kowanyeh (KKU) należących do poszczególnych linii krwiotwórczych (16). Do 
niedawna uważano, że przyczyną stanu spoczynkowego KKM jest to, że nie 
podlegają one wpływowi ezynników wzrostowyeh stymulujących proliferację. 
W świetle najnowszyeh badań ten punkt widzenia okazał się jednak zbyt 
uproszezony. Stosująe strategię oligomerów antysensowyeh udowodniono bo
wiem, że stan spoezynkowy ludzkich KKM jest nie tyle wynikiem braku ieh 
stymulowania, leez przede wszystkim rezultatem aktywnego hamowania pro- 
liferaeji przez niektóre z eytokin, które negatywnie regulują eykl komórkowy. 
Niektóre z tyeh eytokin produkowane sa przez KKU, a być może nawet przez 
same KKM (16,17).

Na podstawie uzyskanyeh z przeprowadzonyeh badań wyników pojawiła 
się koncepeja tłumaeząea istnienię autokrynnej pętli hamująeej prolifęraeję 
KKM. Deeydująey udział w jej funkejonowaniu ma odgrywać m.in. nowotwo
rowy ezynnik transformująey beta (TGF-J3) (17). Okazało się, że wyłączenie 
ekspresji TGF w ludzkieh KKM za pomocą oligomerów antysensowyeh lub 
swoistyeh, blokująeyeh przeeiweiał monokolnalnyeh w hodowlach in vitro po
woduje, że większy odsetek wezesnyeh komórek hemopoetyeznyeh po stymu
lacji krwiotwórczymi czynnikami wzrostowymi zaczyna proliferować (17). Uwa
ża się, że zablokowanie w KKM autokrynnej pętli hamującej TGF-_6 za po- 
moeą oligomerów antysensowyeh może znaleźć w przyszłości praktyczne za
stosowanie w próbaeh namnażania KKM poza organizmem, np. dla celów 
transplantaeyjnych. Warto nadmienić, że ostatnio zidentyfikowano szereg bia
łek wewnątrzkomórkowyeh negatywnie reguluj ąeyeh eykł komórkowy poprzez 
interakeje z cyklinami bądź kinazami zależnymi od cyklin. Są to białka: pl6, 
p21 i p27 (16). Strategia oligomerów antysensowyeh wydaje się szezególnie 
przydatna w badaniaeh oeeniającyeh ewentualny wpływ tyeh białek na ha
mowanie proliferaeji ludzkich KKM i KKU. Badania takie podjęto już w na
szym laboratorium.

Na podstawie przeprowadzonyeh własnyeh badań wynika, że stan prolife
racji KKM i KKU występuje we wezesnyeh etapach ich namnażania i różni
cowania — wypadkowa działania pętli stymulujących jak i hamujących cykl 
komórkowy. We frakcji komórek ludzkiego szpiku posiadająeej zarówno anty
gen CD34 jak i reeeptory STK - 1 oraz e - kit, a zatem wzbogaeonej w KKM 
i KKU — wykazaliśmy bowiem obeeność ekspresji: ligandu receptora e - kit 
(KL) oraz ligandu reeeptora STK - 1 (STKL). Obecnie badamy wpływ zniesienia 
ekspresji genów kodujących wymienione ligandy na potenejał proliferaeyjny 
w hodowlaeh in vitro ludzkieh KKM i KKU.



3. Rola receptorów STK-1 (FLK2/FLT3), c-kit I IGF-1 
w proliferacji ludzkich komórek hemopoetycznych

Receptory STK - 1 (FLK - 2/FLT3) oraz c - kit należą do receptorów posia
dających wewnętrzną aktywność kinazy tyrozynowej. Ulegają one ekspresji 
na najwcześniejszych ludzkich komórkach hemopoetycznych (3,4,5,18,19). 
Swoiste Ugandy produkowane są głównie w komórkach podścieliska szpiku 
kostnego. Wspomnieliśmy już, że posługując się techniką RT - PCR ekspresję 
tych łigandów wykryliśmy również we frakcji komórek szpiku ludzkiego wzbo
gaconej w KKM i KKU. W momencie, gdy wymienione receptory zostały zi
dentyfikowane i opisane, odpowiednie Ugandy nie były jeszcze odkryte i sklo
nowane.

Pierwsze dane funkcjonalne dotyczące roli jaką pełnią wymienione recep
tory w regułacji hemopoezy człowieka zostały uzyskane dzięki strategii oligo
merów antysensowych. W tym celu dysponując sekwencjami cDNA kodują
cymi odpowiednie receptory ustaliliśmy sekwencje nukleotydowe odpowied
nich oligomerów antysensowych. Niektóre z nich okazały się biologicznie 
aktywne i swoiście hamowały w komórkach ekspresję mRNA dla tych białek 
receptorowych. Wykorzystując przygotowane oligomery zablokowaliśmy w lu
dzkich komórkach hemopoetycznych ekspresję swoistych cząsteczek mRNA 
kodujących receptory STK - 1 (FLK2/FLT3) lub c - kit. Wpływ zniesienia eks
presji odpowiednich receptorów na proliferację i różnicowanie komórek szpiku 
ocenialiśmy następnie w testach klonogennych in vitro (19,3).

Efekt zniesienia ekspresji receptora STK - 1 byl najbardziej widoczny na 
poziomie komórek inicjujących hodowle długoterminowe szpiku (19). Są to 
jedne z najmłodszych ludzkich komórek hemopoetycznych — zbliżone czyn
nościowo do KKM. Zaburzenie w ekspresji receptora STK - 1 prowadziło do 
znacznego upośłedzenia proliferacji tych komórek. Opierając się na wynikach 
przeprowadzonych przez nas własnych doświadczeń wysunęliśmy hipotezę, 
że receptor STK - 1 (FLK2/FLT3) jest niezwykle ważny w proliferacji najmłod
szych ludzkich komórek układu krwiotwórczego (19).

Swoisty Ugand receptora STK - 1 (FLK2/FLT3) został sklonowany dopiero 
przed kilkoma miesiącami. Okazało się, że zgodnie z tym jak przewidzieliśmy 
to za pomocą strategii oligomerów antysensowych — bierze on istotnie udział 
w regułacji namnażania najmłodszych ludzkich komórek krwiotwórczych 
(20,21).

Efekt zniesienia za pomocą oligomerów antysensowych w ludzkich komór
kach hemopoetycznych ekspresji drugiego z badanych receptorów hemopoe
tycznych — receptora c - kit widoczny był z kolei w najwięks2^ym stopniu 
w ludzkich KKU układu czerwonokiwinkowego (3,4,5). Zmniejszenie ekspresji 
receptora c - kit prowadziło bowiem do około 70% zahamowania in vitro wzro
stu klonogennego erytropoetycznych KKU. Prawidłowość uzyskanych przez 
nas wyników potwierdziła następnie inna grupa badawcza — blokując fun
kcję receptora c - kit na powierzchni ludzkich komórek hemopoetycznych za 
pomocą swoistych przeciwciał monoklonalnych (10). Ugand receptora c-kit
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jest obecnie sklonowany i, jak wiadomo, będąc ważnym czynnikiem hemo- 
poetycznym — odgrywa m.in. decydującą rolę w proliferacji ludzkich KKU 
układu czerwonokrwinkowego. Uważa się, że eiytropoetyczne KKU człowieka 
są szczególnie wrażliwe na zaburzenia w interakcji: receptora c - kit ze swoi
stym ligandem (KL).

Trzeci z receptorów — receptor dla insulinopodobnego czynnika wzrosto
wego typu I (IGF -1) należy również do rodziny receptorów posiadających 
wewnętrzną aktywność kinazy tyrozynowej. Do niedawna uważano, że IGF - I 
jest niezbędnym czynnikiem wzrostowym dla ludzkich komórek układu krwio
twórczego — szczególnie układu czerwonokrwinkowego (22). Oceniając rolę 
IGF - I w regulacji proliferacji komórek hemopoetycznych człowieka posta
nowiliśmy ponownie wykorzystać jako narzędzie badawcze strategię antysen- 
sową. Ku naszemu zaskoczeniu w przeprowadzonych badaniach wykazaliśmy, 
że zniesienie ekspresji receptora dla IGF - I w komórkach układu krwiotwór
czego nie zmniejszało potencjału proliferacyjnego ludzkich KKU (6). Wysunę
liśmy wówczas przypuszczenie, że rola IGF - I w proliferacji najwcześniejszych 
ludzkich komórek hemopoetycznych posiadających antygen CD34 jest prze
ceniana, a IGF -1 być może odgrywa dopiero pewną rolę w końcowych eta
pach hemopoezy, np. w procesie terminalnego dojrzewania komórek hemo
poetycznych (6). Obsei*wacja ta została ostatnio potwierdzona w modelu zwie
rzęcym (11). Myszy z w3rwołanymi doświadczalnie za pomocą techniki homo
logicznej rekombinacji mutacjami genów, które kodują IGF -1 i jego swoisty 
receptor posiadają bowiem prawidłowo wykształcony układ krwiotwórczy. In
na z gr*up badawczych, posługując się z kolei modelem in vitro, udowodniła, 
że IGF - I faktycznie nie wpływa na proliferację wczesnych KKU układu czer
wonokrwinkowego, lecz jedynie na proces terminalnego dojrzewania pro- 
i erytroblastów oraz na samą już hemoglobinizację krwinek czerwonych (12). 
Korzystając z możliwości jakie niesie ze sobą strategia oligomerów antysen- 
sowych i tym razem udało się prawidłowo zidentyfikować rolę biologiczną 
kolejnego receptora hemopoetycznego.

4. W jaki sposób strategia oligomerów antysensowych 
przyczyniła się do odkrycia megakariocytopoetyny

Różnicowanie się KKM w kiemnku megakariocytowym podlega precyzyj
nym mechanizmom regulacyjnym. Megakariocyty są terminalnie zróżnicowa
nymi komórkami układu płytkotwórczego i występują w szpiku kostn}m. 
W wyniku fragmentacji własnej cytoplazmy uwalniają do krwi płytki. Wiado
mo, że biorą one ważny udział w regulacji procesów krzepnięcia. Od dawna 
wiedziano, że żaden ze znanych do tej pory krwiotwórczy czynnik wzrostowy 
nie jest tak efektywny w stymulowaniu w hodowlach in vitro wzrostu kolonii 
megakariocytowych, jak surowica lub frakcje białek uzyskane z moczu od 
pacjentów cierpiących na aplazję szpiku (23). Słusznie podejrzewano, że su
rowica tych pacjentów zawiera m.in. nie zidentyfikowany do tej pory czynnik
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wzrostowy swoisty dla układu megakariocytowego. Praee nad izolacją tej swoi
stej megakarioc3Ttopoetyny rozpoczęto w wielu laboratoriach.

W tym samym czasie, gdy rozpoczęto poszukiwanie megarkariocytopoetyny 
pojawiło się doniesienie o odkryciu nowego onkogenu, który występuje w ma
teriale genetycznym wirusa wywołującego u myszy zespoły mieloproliferacyjne. 
Wkrótce okazało się, że gen ten koduje nowy receptor hemopoetyczny (7). 
Gen kodujący receptor, a co najważniejsze, analogiczny gen ludzki szybko 
znaleziono i sklonowano. Receptor ten nazwano w skrócie c - mpl. Chcąc 
poznać następnie jego funkcję biologiczną zastosowano i tym razem strategię 
antysensową. Okazało się, że zniesienie ekspresji genu kodującego ten recep
tor w ludzkich komórkach hemopoetycznych hodowanych in vitro powodowało 
wybiórcze upośledzenie wzrostu kolonii megakariocytowych. Wysunięto wów
czas przypuszczenie, że c - mpl jest receptorem dla hipotetycznej megaka- 
riocytopoetyny (7).

Opierając się na W3mikach wspomnianych badań kilka niezależnych zespo
łów badawczych podjęło prace nad znalezieniem ligandu dla tego receptora. 
Wysiłek został uwieńczony sukcesem i ligand receptora c - mpl został odkryty 
kilka miesięcy temu (13). Okazał się on faktycznie cz5ninikiem stymulującym 
wybiórczo wzrost kolonii megakariocytowych czyli od dawna poszukiwaną 
megakarlocytopoetyną. Nie ulega wątpliwości, że wkrótce zostanie wprowadzo
ny do kliniki jako lek efektywnie stymulujący produkcję płytek krwi.

5. Strategia antysensowa w badaniu białek 
biorących udział w transdukcji sygnału 
z receptorów do jądra
oraz funkcji niektórych białek wewnątrzjądrowych

Funkcje białek pełniących rolę receptorów powierzchniowych komórki lub 
odpowiednich cytokin można oceniać w wamnkach in vitro, a nawet in vivo 
blokując ich czynność biologiczną za pomocą swoistych przeciwciał monoklo- 
nalnych. Strategii tej ze zrozumiałych względów nie można wykorzystać do 
badań czynnościowych, dotyczących białek, które znajdują się wewnątrz cy- 
toplazmy lub w jądrze komórkowym.

W pr/^ypadkach tych szczególnie przydatna jest strategia oligomerów anty- 
sensowych. Oligomery antysensowe mogą bowiem penetrować do wnętrza ży
wych komórek i wybiórczo blokować ekspresję wybranych genów kodujących: 
białka biorące udział w transdukcji sygnału z pobudzonych receptorów do 
jądra lub białka regulujące transkrypcję genów w jądrze komórkowym. Efekt 
wyłączenia danego genu w żywych komórkach można następnie ocenić w od
powiednim modelu doświadczalnym in vitro, a nawet in vivo.

Oceniając w komórkach hemopoetycznych funkcje niektórych białek bio
rących udział w transdukcji sygnału z receptorów do jądra wykorzystaliśmy 
ponownie strategię oligomerów antysensowyeh. Na tej podstawie ocenialiśmy
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m.in. rolę jaką pełni w transdukeji sygnału w ludzkieh KKU białko kodowane 
przez protoonkogen e - vav (8). Upośledzenie ekspresji tego białka w komór- 
kaeh hemopoetycznyeh ezłowieka prowadziło do zahamowania wzrostu kolonii 
mieszanych, tworzonych przez jedne z najwcześniejszyeh ludzkieh KKU tzw. 
CFU - Mix (ang. Colony Forming Units of Mixed Lineages). Obserwowaliśmy 
również zahamowanie wzrostu kolonii układu ezerwonokrwinkowego. Dane 
te wskazują na udział w ludzkich komórkach hemopoetycznyeh białka c - vav 
w transdukeji sygnału poprzez reeeptor e - kit.

Przykładem badania funkeji biologieznej genu regulująeego proeesy trans- 
krypeji w jądrze komórkowym było zastosowanie tej strategii do oeeny biolo
gicznej funkeji protoonkogenu e - myb. Białko e - myb jest, jak wiadomo, 
czynnikiem transkiypeyjnym, pełniąeym rolę aktywatora transkrypcji wielu 
ważnych genów (24). Swoista sekweneja nukleotydowa wiążąea białko e - myb 
występuje w promotoraeh wielu genów. W wykonanych doświadczeniach ha
mując za pomocą oligomerów antysensowyeh ekspresję mRNA koduj ąeego 
białko c - myb obserwowaliśmy zahamowanie proliferaeji ludzkieh komórek 
hemopoetyeznych należąeych do wszystkieh linii układu krwiotwórezego. Uzy
skaliśmy w ten sposób dowód, że białko c - myb pełni główną rolę w regulaeji 
proliferaeji komórek hemopoetycznyeh (9). Wykazaliśmy również, że zniesienie 
ekspresji białka c - myb w komórkach szpiku kostnego zmniejszało równo
cześnie ekspresję reeeptora c - kit. Wysunęliśmy wówezas kolejną hipotezę, 
że białko c - myb jest niezbędne w aktywacji transkrypcji genu c - kit w ko
mórkach hemopoetycznyeh (3,4,5).

Dane te uzyskane za pomoeą strategii oligomerów antysensowyeh, zostały 
ostatnio potwierdzone w modelu doświadezalnym in vivo u myszy (14). U zwie
rząt tyeh ekspresję genu kodująeego gen c - myb trwale zaburzono, stosując 
technikę tzw. homologicznej rekombinaeji. Myszy, które w wyniku tej proee- 
dury nabyły mutaeje genu kodująeego białko e - myb giną wewnątrzmaeieznie 
i wykazują objawy zahamowania dojrzewania komórek układu krwiotwóreze
go. Warto również nadmienić, że zablokowanie u mysieh płodów prawidłowej 
czynnośei genu kodująeego białko e - myb powodowało obraz kliniezny spo
tykany u zwierząt z wrodzonym defektem receptora e - kit (mutaeja loeus w). 
Świadezyłoby to o udziale białka e - myb w transaktywacji genu kodująeego 
reeeptor c - kit.

Faktyczny udział białka c - myb w regulacji ekspresji reeeptora e - kit 
w ludzkieh komórkach hemopoetycznyeh potwierdziliśmy ostatnio za pomocą 
badań czynnościowych oceniając regulację ekspresji promotora genu e - kit 
człowieka (25).

Podsumowanie

w przedstawionej praey staraliśmy się omówić aspekty praktyczne zasto
sowania strategii oligomerów antysensowyeh w ocenie funkcji biologicznej ge
nów, które regulują namnażanie i różnicowanie ludzkich komórek hemopoe-
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tycznych. Strategia ta pozwoliła na prawidłową ocenę i zident3dikowanie roli 
biologicznej poszczególnych omówionych w pracy genów. Wyniki przytoczo
nych w pracy badań zostały już potwierdzone innymi metodami badawczymi. 
Świadczy to o tym, że strategia oligomerów antysensowych staje się uznaną 
metodą badawczą współczesnej hematologii molekularnej.

Poznanie fizjologicznych mechanizmów regulujących wytwarzanie w orga
nizmie komórek krwi oraz ingerencja w nie za pomocą oligomerów antysen
sowych posiada ważny aspekt kliniczny. Jakie praktyczne zastosowanie 
w medycynie klinicznej znajdą oligomery antysensowe okaże najbliższy czas 
(26,27,28,29).
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The application of antisense oligodeoxynucleotides strategy in studies 
on molecular regulation of haematopoiesis

Summary
In this paper, different aspects of the application of antisense strategy in experimental hae

matology based on own experimental results are discussed. This strategy was succesfully applied 
to study a role of the: c - kit, STO - 1 (FLK2/FLT3), IGF - IR, c - mpl, c - vav and c - myb genes 
in the regulation of human haematopoiesis.
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