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W tym zeszycie Postepow Biologii Komorki

m  Problemy molekularnej systematyki i molekularnej ewolucji u ro$lin okrytoza-
lazkowych to nowe kierunki badan, ktérych podstawy przedstawiono na stronie
197. Za charakterystyczne cechy gtunku przyjmuje sie rozmiar genomu (za-
wartos¢ DNA), liczbe i morfologie chromosomoéw, wzér prazkéw C oraz loka-
lizacje genéw rRNA. Liczba chromosomow nie jest skorelowana z rozmiarami
genomu, lecz z ich catkowitg objetoscig podczas metafazy mitozy. Natomiast
rozmiary genomu u roslin sg skorelowane z zawarto$cig sekwencji powtarzal-
nych.

| Na koncach chromosomoéw znajdujg sie powtarzalne szescionukletydowe
sekwencje okreslane jako telomery. Z kazdym podziatem dochodzi do skro-
cenia telomeréw, a krotkie telomery sg sygnatem wstrzymania podziatow
komorki. Mechanizmy replikacji telomeréw, ktére umozliwiajg nieograniczong
proliferacje komdrek nowotworowych opisano na stronie 243.

| Bardzo dyskutowanym problemem sg mozliwosci wykorzystania komdrek
macierzystych do przeszczepow. Jolanta Karasiewicz i Jacek Modlinski z
Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzebcu przedstawili bardzo
kompetentnie jak otrzymano linie pierwotnych komérek zarodkowych cztowie-
ka z weztéw zarodkowych blastocyst. Oméwili réwniez komorki macierzyste
tkanek oraz mozliwosci ich transdyferencjacji (str. 219).

B omoéwienie udziatu potaczen miedzykomérkowych typu gap w procesie kan-
cerogenezy przedstawiono w artykule na stronie 277.

Streszczenia artykutéw z biezgcych zeszytéw Postepdw Biologii Kmorki mozna
znalez¢ w Internecie pod adresem: www.pbkoni.pl, natomiast z wczes$niejszych
rocznikow pod adresem: www.mol.uj.edu.pl/pbk, péki nie zostang przeniesione pod
nowy adres.
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STRUKTURA | BIOLOGIA KOMPLEKSU
RECEPTORA LIMFOCYTOW T (TCR/CD3)

THE STRUCTURE AND BIOLOGY OF T CELL RECEPTOR
COMPLEX TCR/CD3

Agata KOSMACZEWSKAY, Irena FRYDECKAT1 2,
Lidia CISZAK1, Dorota BOCKO1

instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu,
“Katedra i Klinika Hematologii i Chordb Rozrostowych AM we Wroctawiu

Streszczenie: TCR/CD3 jest kompleksem o$miu podjednostek, ktory wskutek stymulacji antygenowej
inicjuje serie proces6w biochemicznych w limfocycie T prowadzacych do zmiany stanu aktywnosci
komérki. Petnienie wtasciwych funkcji efektorowych przez limfocyty T umozliwia charakterystyczna
struktura, w ktérej wyréznia sie dwie funkcjonalnie odmienne czeéci: region polimorficzny, stuzacy do
swoistego rozpoznawania antygenow (receptor TCR), oraz region wysoce zachowawczy, posredniczacy
w transdukcji sygnatu aktywujgcego limfocyt T (kompleks CD3). Wszystkie podjednostki kompleksu
CD3 uczestniczg w aktywacji komorki T oraz w syntezie i transporcie catego receptora do powierzchni
btony komérkowej. Szczeg6lna pozycja homodimeru GC-Cwynika z obecnos$ci w czeéciach cytoplazmaty-
cznych kazdego z tancuchéw Gaz trzech sekwencji ITAM. odgrywajacych kluczowg role we wczesnych
etapach przekazywania sygnatu w limfocycie T, oraz maskowania sygnatu internalizacji receptora. W
artykule przedstawiono obecny stan wiedzy na temat struktury kompleksu TCR/CD3, a takze udziatu
jego poszczeg6lnych podjednostek w procesach zwigzanych z powstawaniem kompletnego receptora
oraz jego przemieszczaniem si¢ w obrebie limfocytu T, z uwzglednieniem transportu do btony komor-
kowej oraz jego poaktywacyjnej internalizacji.

(Postepy Biologii Komorki 2001; 28: 163-181)

Stowa kluczowe: limfocyt T, kompleks TCR/CD3, transdukcja sygnatu, sekwencja ITAM, sekwencja
di-leucynowa, internalizacja.

Summary: TCR/CD3 is a complex of eight subunits, which initiates biochemical events in T cell after
antigen stimulation leading to T cell activation. The effector functions of T lymphocytes results from
their specific structure including two functionally opposed regions: the polymorphic region specialized
in specific antigen recognition (T cell receptor - TCR), and the signal transducing region (CD3
complex). All subunitsof CD3 complex are involved in T cell activation, assembly of TCR/CD3 complex
and its transport to the cell membrane. The special role of C-C homodimer results from the presence of
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three ITAM motifs in cytoplasmic domain of each £ chain, what significantly amplifies the signal
transduction in T cell, and additionally inhibits the signal leading to internalization of TCR/CD3
complex. In this article we reviewed the present knowledge of the structure of TCR/CD3 complex, the
role of individual TCR/CD3 subunits in assembly events of octameric TCR/CD3 complex and intracel-
lular transport of TCR/CD3 complex, including its transport to the cell membrane and its internalization
after T cell activation.

Advances in Cell Biology 2001; 28: 163-181)

AYwHwr/s:Tcel TCR/CD3 complex, signal transduction, ITAM motif, di-leucine motif, internalization.

WPROWADZENIE

Podstawg sprawnej odpowiedzi uktadu odpornosciowego jest skuteczna wymiana
informacji pomiedzy jego komérkami. Btona cytoplazmatyczna wszystkich komérek
stanowi nie tylko bariere zapewniajgcg integralno$¢ srodowiska wewnetrznego ko-
morki, ale jednoczes$nie umozliwia kontakt ze srodowiskiem zewnetrznym i innymi
komorkami. Sygnaty aktywacji komérki dzieki wyksztatconym receptorom powie-
rzchniowym zostaja odebrane przez komdérke, wzmocnione, a nastepnie przeniesione
przez btone komdérkowa do cytoplazmy ijadra komérkowego. Systemy sprawnej
wymiany informacji dotyczg wszystkich komérek zywego organizmu, w tym réwniez
uktadu odpornoSciowego.

Limfocyty T wraz z limfocytami B stanowig dwa podstawowe rodzaje komdrek
uktadu odpornosciowego. Limfocyty T rozpoznajg antygeny za pomoca powie-
rzchniowych receptoré6w TCR (ang. T celi receptur). W przeciwienstwie do lim-
focytéw B, ktére produkuja immunoglobuliny zaréwno w formie zwigzanej z ich
btong komérkowa, jak i w formie wolnych czasteczek, limfocyty T w zasadzie
nie uwalniajg swoich receptorow. Wigkszos$¢ limfocytdw T ma na swojej powierzchni
receptory TCR typu a(3. W 1985 r. wykryto nowg populacje limfocytow T, ktdra
ma receptor TCR typu yo. Gtdwng funkcjg limfocytéw T jest rozpoznawanie i
stymulacja odpowiedzi na obce peptydy antygenowe zwigzane z czasteczkami MHC
na komérkach prezentujgcych antygen APC (ang. antigen presenting cells). Roz-
poznanie antygenu przez kompleks TCR/CD3 ro6zni sie od rozpoznania antygenu
przez immunoglobuliny. Przeciwciata rozpoznajg antygeny rozpuszczalne, ktdre mo-
ga mie¢ rozny charakter chemiczny. Ligandami TCR sg natomiast kompleksy krétkich
peptydéw antygenowych z czasteczkami klasy | lub Il, kodowanymi przez geny
gtéwnego kompleksu zgodnosci antygenowej MHC (ang. major histocompatibility
complex). Zjawisko prezentacji limfocytom T antygenéw zwiazanych z czasteczkami
MHC przez komérki APC nazywane jest mianem restrykcji MHC. Receptor TCR
tworzy w btonie limfocytéw T kompleks ze strukturgCD3, ktéry w wyniku stymulacji
antygenowej inicjuje serie proceséw biochemicznych w limfocytach T prowadzacych
do aktywacji komérki. Stymulacja antygenowa kompleksu TCR/CD3 moze pro-
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wadzi¢ do reakcji cytotoksycznej przeciwko komérkom prezentujgcym okreslony
antygen lub/i do rekrutacji i aktywacji innych komérek uktadu odpornosciowego
przez sekrecje bioaktywnych cytokin.

BUDOWA KOMPLEKSU TCR/CD3

Receptor TCRa[3/CD3 jest kompleksem wielotaficuchowym o charakterze zgru-
powania hetero-oligomerycznego, skladajgcym sie z receptora TCR o strukturze

heterodimerycznej a(3 oraz podjednostek kompleksu CD3 (y, 5, ee i [37]. Kom-
pleks TCR/CD3 pod wzgledem funkcjonalnym zbudowany jest z dwdch czesci
[55]:

» regionu réznorodnego strukturalnie, stuzacego do rozpoznawania itgczenia sze-
rokiego spektrum antygendédw (TCR),
« regionu statego, posredniczacego w przekazywaniu sygnatu aktywujacego ko-
marke z receptora limfocytéw TCR do wnetrza (CD3).
Natomiast pod wzgledem strukturalnym kompleks TCR/CD3 zbudowany jest
z trzech domen: zewnatrzkomdrkowej (N-konicowej), przezbtonowej i cytoplazmaty-
cznej (C-koncowej).

tancuchy a i (3 receptora TCR

Ponad 90% limfocytéw krwi obwodowej ma receptory TCR a[3, a zaledwie
1-10% TCR typu y6. Rola limfocytow Ty5 w uktadzie odpornosciowym jest sto-
sunkowo mato poznana i nie wchodzi w zakres niniejszej pracy. Czasteczka TCR
typu a(3 jest heterodimerem o masie czasteczkowej ok. 90 kDa, ktoérego tancuchy
zwigzane sa w domenach zewngtrzkomérkowych mostkiem dwusiarczkowym [32,
37]. TCR zaliczany jest do nadrodziny immunoglobulin ze wzgledu na obecno$é
w strukturze tancuchoéw a i @dwoch domen podobnych do spotykanych w obrebie
immunoglobulin: zmiennej i statej (kazda sktadajgca sie z ok. 110 aminokwasow),
zakotwiczonych w btonie komérkowej peptydem przezbtonowym o krétkim koncu
cytoplazmatycznym (5-12 aminokwasow) [41]. Krotka cze$¢ wewnatrzkomoérkowa
i dodatnio natadowane, odpychajgce sie wzajemnie aminokwasy w cze$ci przez-
btonowej powoduja, ze struktura TCR jest niestabilna. Stabilnosci nadaje catemu
kompleksowi receptorowemu niekowalencyjnie zwigzany kompleks CD3, ktorego
obecnos$¢ zapewnia przekazywanie sygnatu do wnetrza komérki [37]. Geny kodujace
tancuchy TCRa znajdujg sie u ludzi na chromosomie 14q 11, natomiast TCR(3 na
chromosomie 7p14-p 15. Swoisto$¢ antygenowa TCR zwigzana z polimorfizmem
czesci zmiennych taricuchéw a i 3 wynika z somatycznej rearanzacji fragmentéw
V (ang. variable), D (ang. diversity) i J (ang. joining) genéw kodujacych tafncuchy
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a i 3[29, 61]. Informacja o sekwencji aminokwasowej czesci cytoplazmatycznej
i zewngtrzkomdrkowej TCR w jej domenie statej, wchodzacej w kontakt z biatkami
kompleksu CD3, zawarta jest w regionach statych genéw kodujacych tancuchy
a i B(Ca i C(3). W obrebie czesci zmiennej heterodimeru TCRa(3, analogicznie
do czesci zmiennej immunoglobulin, postuluje sie istnienie 3 nadzmiennych domen
przestrzennych biorgcych udziat w wigzaniu kompleksu MHC-peptyd. Domeny
CDR1 i CDR2 (ang. complementarity determining regions) wchodzg w interakcje
z polimorficzng cze$cig czasteczki MHC, podczas gdy domeny CDR3 sa odpo-
wiedzialne za wigzanie z peptydem antygenowym [18, 21]. Dodatkowym Zr6diem
zmiennoS$ci receptorow TCR jest obecno$¢ aktywnej dezoksyrybonukleotydylo-
transferazy (TdT), ktérej dziatanie polega na niezaleznym od matrycy DNA do-
taczaniu pojedynczych nukleotydéw do koricdw 3’ nici DNA ulegajacych rearanzacji.
Tak dzialajgca maszyneria rekombinacyjna moze teoretycznie dostarczyé 10 ' r6z-
nych czasteczek TCRa|3, majacych rézng swoisto$é antygenowa.

Receptory TCRa(3 tworzg w btonie limfocytow T kompleks ze strukturg CD3,
ktora uformowana jest przez 6 tancuchdw: y, 5, 88, ££ zwanych niezmiennymi
w odrdznieniu od tancuchéw TCR. Polipeptydy kompleksu CD3 tworzg 3 di-
meryczne czasteczki: ye, 8e i ££ (lub ~r|) roztozone po obu stronach TCR [37,
41]. Budowe struktury TCR/CD3 przedstawiono schematycznie na rysunku 1

Podjednostki y, 8 i 8 kompleksu CD3

tancuchy vy, 5 i e kompleksu CD3 sg produktami trzech $cisle sprzezonych
genow znalezionych u ludzi na chromosomie 11923 [29]. Z uwagi na stwierdzone
podobienistwo sekwencji nukleotydowych gendw kodujacych tafcuchy y i 8 oraz

RYSUNEK 1 Struktura kompleksu TCR/CD3 ( na podstawie [61]: a, 3 - tahAcuchy receptora TCR
odpowiedzialne za swoiste rozpoznanie antygenu; y, 8, E G - podjednostki kompleksu CD3 uczestni-
czace w przenoszeniu sygnatu aktywujagcego limfocyt T
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RYSUNEK 2. Ogélny schemat budowy podjednostek kompleksu CD3: A, B, C - sekwencje ITAM; pY
- miejsce fosforylacji reszty tyrozynowej (Y)

ich bliska lokalizacje (oddalone sg od siebie tylko o 1,4 kb) postuluje sie, ze geny
te powstajg wskutek duplikacji [50]. Konsekwencjg podobieAstwa tych podjednostek
na poziomie genetycznym jest wysoki stopien homologii sekwencji aminokwa-
sowych. Ze wzgledu na obecnos$¢ charakterystycznych domen podjednostki y, 5
i e zaliczane sg do nadrodziny immunoglobulin. Kazdy z tych tancuchow zawiera
w swojej strukturze domene zewngtrzkomdrkowg, odcinek przezbtonowy i wysoce
konserwatywny koniec cytoplazmatyczny (rys. 1i 2). Polipeptydy y i 5 kompleksu
CD3 sg glikozylowanymi proteinami o masie czgsteczkowej odpowiednio 21 kDa
i ok. 25-28 kDa, wystepujacymi w dojrzatych kompleksach TCR/CD3 jako pod-
jednostki pojedyncze. W przeciwienstwie do nich nieglikozylowany taricuch 8, o
masie czasteczkowej ok. 20 kDa, wykrywany jest w powierzchniowych strukturach
TCR/CD3 w liczbie dwoch, tworzac z taricuchami y i 5 heterodimery ey i 8e [4,
51]. Przezbtonowe regiony tafcuchdw y, 5 i 8 zawierajg ujemnie natadowane ami-
nokwasy (kwas glutaminowy lub kwas asparaginowy), ktére odgrywaja istotna role
w potaczeniach miedzytancuchowych z dodatnio natadowanymi odcinkami prze-
zbtonowymi podjednostek TCRa i TCR(3. Neutralizacja tadunkéw w regionach
przezbtonowych w strukturach tworzgacych kompleks TCR/CD3 sprzyja stabilizacji
catego kompleksu w btonie komoérkowej.

tancuchy e, n i FceRly kompleksu CD3

SzczegOlne zainteresowanie ws$rdd wszystkich podjednostek budujagcych kom-
pleks TCR/CD3 budzi taricuch e wystepujacy w ok. 90% obwodowych mysich
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RYSUNEK 3. Struktura dimerycznych podjednostek z rodziny A, B, C, G - sekwencje ITAM; Y -
reszty tyrozynowe; tafncuchy t, i r| sa produktami tego samego genu; tancuch r| powstaje wskutek
alternatywnego ciecia i sktadania pierwotnego transkryptu mRNA podjednostki obie podjednostki
zawierajg w swych strukturach wewnatrzkomoérkowych po trzy sekwencje ITAM, jednakze réznia sie
dtugoscia czesci cytoplazmatycznych: domena wewnatrzkomérkowa podjednostki r)jest 0 42 aminokwa-
sy dtuzsza niz odpowiadajaca jej domena podjednostki “oraz pozbawionajednej reszty tyrozynowej; nie
rozstrzygnieto dotychczas, czy pomimo wspélnego pochodzenia i bardzo duzej homologii strukturalnej,
podjednostki te wypetniajg takie same funkcje

limfocytow T w postaci homodimera Pozostate 10% limfocytow krwi obwodowej
zawiera dimery utworzone przez tancuchy £-ij i tj-rj [7, 26]. Szczeg6towe badania
materiatu genetycznego potwierdzity wspolne pochodzenie podjednostek G i Tj: po-
lipeptydy te sg produktami tego samego genu znalezionego w ludzkich komérkach
T na chromosomie 1g22-q25, r6znigcymi sie dtugoscig domen cytoplazmatycznych.
Struktura wewngtrzkomaérkowa fancucha Tj jest 0 42 aminokwasy dtuzsza niz odpo-
wiadajacajej domena podjednostki £ (112 aminokwaséw)[26] (rys. 2 i 3). Wykazano,
ze tancuch 1 powstaje wskutek alternatywnego ciecia i sktadania pierwotnego trans-
kryptu mRNA CD3” (ang. alternative splicing) [7]. Nie rozstrzygnieto dotychczas,
czy pomimo wspdlnego pochodzenia i bardzo duzego stopnia homologii obu pod-
jednostek kompleksu CD3, wypetniajg one takie same funkcje. W Swietle sprzecznych
doniesien rola podjednostki 77 w przewodzeniu sygnatu aktywacji w komédrce T
nie zostatajeszcze ostatecznie okreslona. Potwierdzono natomiast wtaczenie tafcucha
T w szlak przemian fosfatydyloinozytolu (Pl) indukowanego w nastepstwie sty-
mulacji TCR/CD3 [40] oraz w proces transdukcji sygnatéw apoptotycznych w mysich
hybrydomach limfocytdw T [39]. W przeciwienstwie do populacji mysich limfocytow
T, ktorych 10% zawiera w strukturze kompleksu TCR/CD3 tancuch 1j [26], w
ludzkich obwodowych komérkach T alternatywny produkt transkrypcji mRNA £
nie podlega translacji i nie pojawia sie na powierzchni.
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W niewielkim odsetku komdrek T izolowanych z ludzkiej krwi obwodowej i
z mysiego nabtonka jelitowego, znaleziono w strukturze kompleksu TCR/CD3 pod-
jednostke FceRIv (charakterystyczng dla receptora wysokiego powinowactwa dla
IgE wystepujacego na powierzchni mastocytow) tworzacg homo-lub heterodimer
wspoélnie z tancuchem £ lub r) [34, 44]. Obwodowe limfocyty T moga wiec posiadaé
rézne izoformy kompleksu CD3 i jest wielce prawdopodobne, ze kazda z nich
odgrywa inng role w rozwoju, réznicowaniu i funkcjonowaniu komérek T.

Sekwencja ITAM

Motywem wspélnym dla podjednostek kompleksu CD3 jest sekwencja ITAM
(ang. Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif), ktérej obecno$¢ w
tancuchach cytoplazmatycznych wykazano w procesie analizy sekwencji ami-
nokwasowych (rys. 2 i 3). Ta wysoko zachowawcza sekwencja o strukturze: D(E)-
X7-D(E)-X2-Y-X-X-L-X7-Y-X-X-L(I) (gdzie: D - kwas asparaginowy, E - kw.
glutaminowy, Y - tyrozyna, L - leucyna, | - izoleucyna, X - inny aminokwas)
[6,46] warunkuje uczestnictwo kazdej podjednostki CD3, ktoraja zawiera, w procesie
zainicjowania transdukcji sygnatu aktywujacego komorke. Sze$é szczegdlnie wy-
réznionych w tej strukturze reszt aminokwasowych (2 reszty kw. asparaginowego,
2 reszty tyrozyny, 2 reszty leucyny) znajduje sie w precyzyjnie okreslonej odlegtosci
od siebie. W procesie sieciowania stymulowanego receptora aminokwasy te mogga
razem formowac¢ miejsca dla oddziatywania kinaz tyrozynowych, generujgcych w
komérce T sygnat wiodacy do szlaku przemian prowadzacych do proliferacji i
réznicowania limfocytow T w komorki efektorowe. Funkcjonalna analiza proksy-
malnej sekwencji ITAM zawartej w strukturze taicucha t, przeprowadzona przez
Sunder Plassmanna [53] dostarczyta interesujgcych informacji dotyczgcych zroz-
nicowania funkcjonalnego segmentéw YxxL w zalezno$ci od ich potozenia. Mutacja
reszt tyrozyny (Y) ileucyny (L) potozonych w obrebie segmentu YxxL znajdujgcego
sie w poblizu N-korica sekwencji ITAM catkowicie uniemozliwia uczestniczenie
tej sekwencji ITAM w transdukcji sygnatu aktywujacego komoérke T. Z drugiej
strony dowiedziono, ze substytucja w pozycje Y+| tego segmentu reszty alaniny
utatwia aktywacje limfocytu T. Natomiast mutacja reszt tyrozyny i leucyny w obrebie
sekwencji YxxL potozonej przy C-konicu sekwencji ITAM nie zapobiega fosforylacji
tyrozyny N-koricowej. Nie wptywa tez na potgczenie sekwencji ITAM z kinazami
tyrozynowymi rodziny Src, aktywacje szlaku zaleznego od fosfolipazy C imobilizacje
jonéw wapniowych w komoérce, jednakze w blizej nie okreslony sposéb redukuje
nasilenie sygnatdw wiodacych do produkcji IL-2 przez komorke T. Dodatkowo
zmutowanie leucyny segmentu YxxL C-koricowego ogranicza stabilno$¢ wigzania
kinazy ZAP-70 do ufosforylowanej sekwencji ITAM. Wyniki tych badad dowiodty
réznego znaczenia poszczegolnych segmentow YxxL pojedynczej sekwencji ITAM
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oraz aminokwaséw wchodzacych w sktad segmentéw YxxL w indukcji sygnatu
aktywujacego komorke T [53].

W przenoszeniu sygnatu przez btone komorkowa teoretycznie mogg uczestniczyé
wszystkie podjednostki CD3 z obecnoscig sekwencji ITAM w ich czeSciach cyto-
plazmatycznych [34, 42, 52]. Szczeg6lna pozycja homodimeru wsérod pod-
jednostek uczestniczacych w przenoszeniu sygnatu pobudzenia limfocytéw T przez
btone komérkowa wynika z obecnos$ci az trzech sekwencji ITAM wjednym fancuchu
£ [23, 53], z ktérych kazda zawiera po dwie reszty tyrozynowe ulegajgce fosforylacji
pod wptywem kinaz tyrozynowych [45, 60]. W wyniku fosforylacji za pomocg
kinaz z rodziny Src kazda z dwoch fosfotyrozyn sekwencji ITAM przytgcza dwie
domeny SH2 kinazy ZAP-70 (ang. Zeta Associated Protein) na zasadzie prze-
strzennego dopasowania. Kinaza ZAP-70 jest enzymem uczestniczagcym w inicjacji
szlakéw sygnatowych TCR/CD3 we wnetrzu limfocytu T [55, 56, 61]. Sekwencje
ITAM w tancuchu £ moga przytaczaé réwniez inne czasteczki biorgce udziat w
przenoszeniu sygnatu w komérce T, m.in. kinaze P13 i biatko adaptorowe Grb2/Sos.
Przytaczenie tych molekut do sekwencji ITAM nasila kaskade sygnatowg i sprzyja
aktywacji limfocytéw T. Dimer tancuchéw ¢ uwazany jest za kluczowg molekute
uczestniczacg w aktywacji limfocytow T nie tylko z powodu posiadania w swojej
strukturze az trzech sekwencji ITAM i mozliwosci przytgczania, poza kinazami
tyrozynowymi, réwniez innych molekut szlaku sygnatowego [23, 24]. Obecnosé
sekwencji ITAM we wszystkich podjednostkach kompleksu CD3 sprzyja tylko cze-
Sciowej kompensacji ewentualnego braku tancucha £ przez pozostate podjednostki
CD3, bowiem jego wyjatkowa rola polega takze na tym, ze dimer ma zdolnos¢
przewodzenia sygnatu zaleznego od obecnosci nie scharakteryzowanego dotagd mo-
tywu specyficznego wytacznie dla homodimeru £-£, co moze powodowaé istotne
zaburzenia w odpowiedzi limfocytow T przy braku podjednostki G [1]. Doktadna
charakterystyka tej sekwencji wymaga dalszych badan. Znaczenie podjednostki £
w procesie przekazywania sygnatu indukowanego stymulacjg kompleksu TCR/CD3
zostato udowodnione po raz pierwszy w badaniach na modelu mysim z wytgczonym
genem kodujacym faricuch £ [54]. Hybrydomy komorek T pochodzace od mutantéw
CD3£-/- wykazywaty zaburzenia funkcjonalne zwigzane z brakiem odpowiedzi na
stymulacje antygenowa oraz znacznie ostabiong reakcje na stymulacje w warunkach
in vitro [54]. Natomiast poréwnanie chimerycznej molekuty zawierajacej domene
cytoplazmatycznagtancucha Gz nie zaburzonym strukturalnie kompleksem TCR/CD3,
nie wykazato réznic w sposobie przenoszenia sygnatu z powierzchni do wnetrza
komorki T, dowodzac istnienia wtasnie w cytoplazmatycznej czesci tancucha t,
sekwencji o kluczowym znaczeniu w aktywacji [24]. Dodatkowo stwierdzono, ze
mutacja w cytoplazmatycznej domenie tancucha £ prowadzi do upo$ledzenia funkcji
limfocytow T [16].

Niejasna jest dotad jedynie rola sekwencji ITAM obecnej w tafcuchu cyto-
plazmatycznym podjednostki CD35. Przeprowadzenie badar z wykorzystaniem kio-
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nu komorek T selektywnie pozbawionych mRNA dla czesci wewngtrzkomorkowej
tancucha 5 udowodnito, ze brak catej domeny cytoplazmatycznej CD3S nie pozbawia
komorki T zdolnosci przejscia do stanu aktywnoS$ci. Przeciwnie, pozbawienie lim-
focytow T mRNA catego tancucha 5 sprzyjato pozostawaniu tych komorek w stanie
funkcjonalnej niereaktywnosci, mierzonej niezdolnoscigdo produkcji IFN-yi brakiem
cytotoksycznosci [5, 35].

Proces transdukcji sygnatu aktywacyjnego w limfocycie T polega na taincucho-
wych reakcjach fosforylacji szeregu kinaz komérkowych [33, 60]. Ufosforylowane
biatka komdrkowe wptywajg na zmiane stezenia komdérkowego jonéw wapnia, pH
komorki i aktywacje czynnikéw transkrypcyjnych gendw cytokin i ich receptoréw.
Zaktywowany limfocyt T syntetyzuje wiele biatek uczestniczacych w reakcjach
odpornosciowych (IL-2, IL-2R, IFN-y, enzymy lityczne iin.). Przenoszenie sygnatu
aktywacji limfocytaT w obrebie komorki jest procesem wielce ztozonym iprzekracza
ramy niniejszego opracowania.

POWSTAWANIE | TRANSPORT KOMPLEKSU TCR/CD3
W OBREBIE KOMORKI T

Tworzenie kompleksu TCR/CD3 rozpoczyna sie w retikulum endolazmatycznym
(RE) grupowaniem biatek kompleksu w struktury oligomeryczne. Do opuszczenia
RE i przejScia przez aparat Golgiego (AG) w kierunku btony cytoplazmatycznej
wymagana jest petna oligomeryzacja struktury [19, 20, 22, 38, 51 ]. Schematycznie
proces grupowania sie podjednostek TCR/CD3 przedstawiono narysunku 4. Sugeruje
sie, ze trwate przytgczenie tancuchow TCRa i TCR(3 do kompleksu CD3 jest po-
przedzone zwigzaniem sie mostkiem dwusiarczkowym podjednostek 8, y i 5 w
pary: CD3ele, CD35/e, CD3y/e, ktore wykryto w prébie immunoprecypitacji juz
w pierwszej minucie biosyntezy. Struktury te stopniowo #3czg sie w coraz to wieksze
subkompleksy CD3yee, CD35ee i CD35eey z nastepowym jednoczasowym wig-
zaniem podjednostek TCRa i TCRp. Kilka minut po syntezie tego heksamerycznego
kompleksu (TCRa(3/CD3yee5) taiAcuchy t, ulegaja homodimeryzacji lub rzadziej
- tancuch £ taczy sie z rj w heterodimer [12, 38, 43, 51]. Dopiero w wyniku
dimeryzacji podjednostek £ dochodzi do ich potgczenia z niedojrzatym heksamery-
cznym kompleksem TCR/CD3 i powstania dojrzatej oktamerycznej struktury spo-
tykanej na powierzchni limfocytu T [49]. Przytgczenie podjednostki CD3” jest
wiec ostatnim krokiem w grupowaniu podjednostek kompleksu TCR/CD3, a caty
proces przebiega bardzo szybko. Jednak pomimo wbudowania tancuchéw £ utwo-
rzony kompleks TCR/CD3 nie jest jeszcze funkcjonalnie gotow opusci¢ RE i AG,
prawdopodobnie z powodu koniecznosci przemian konformacyjnych umozliwia-
jacych petnienie wiasciwych dla receptora funkcji.
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RYSUNEK 4. Schemat powstawania kompleksu TCR/CD3: synteza kompleksu rozpoczyna sie w RE
gaipowaniem podjednostek w kolejne struktury oligomeryczne. Ostatnim etapem powstawania komple-
ksu TCR/CD3 jest dimeryzacja podjednostek G z nastepowym ich przytgczeniem do niekompletnego
heksamerycznego receptora TCRa(3/CD3y8ee; petny, funkcjonalnie aktywny kompleks TCR/CD3 jest
strukturgoktameryczna, ktéra po zmianach konformacyjnych opuszcza RE i AG, izostaje przetransporto-
wana do btony komoérkowej; wiaczenie dimeru podjednostek £-£ w strukture powstajacego kompleksu
TCR/CD3 jest warunkiem koniecznym dla prawidtowej powierzchniowej ekspresji receptora, bowiem
dimer £-£ w nieznany blizej sposéb ,,maskuje” sygnat internalizacji receptora TCR/CD3 plynacy z
aktywnej sekwencji di-ieucynowej obecnej w domenie cytoplazmatycznej podjednostki CD3y
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Poczatkowe badania nad losem nowopowstatych komponentdw receptora
TCR/CD3 wykazaty, ze wiekszo$¢ ze zgrupowanych w czasie syntezy podjednostek
receptora szybko ulega degradacji jeszcze przed zwigzaniem w petny kompleks
TCR/CD3 [38]. Poszczegdblne podjednostki roznig sie bowiem miedzy sobg swoim
okresem péttrwania, co wynika z ich odmiennej podatnosci na dziatanie enzymow
proteolitycznych. Podjednostki CD3 y, e i § majg wielokrotnie dtuzsze okresy pot-
trwania i ich obecno$¢ w powstajacych subkompleksach w potaczeniach z labilnymi
tanncuchami TCRa, TCR(3 i CD35 nadaje subkompleksom cech opornosci na szybka
degradacje [62]. Dos¢ trwate wydajg sie potgczenia typu: TCRa/CD3y, TCR(3/CD3y,
TCR(3/CD3e, TCRa/CD3e. Przeciwnie zachowujg sie dimery sktadajgce sie jedynie
z labilnych podjednostek (TCRa/CD35 i TCR(3/CD38), ktére podlegajg szybko
procesowi rozpadu. Inkorporacja w strukture tworzonego subkompleksu w poczat-
kowej fazie grupowania stabilnej podjednostki jest wiec obligatoryjnie wymagana
do przezycia receptora. Badania nad metabolizmem struktury TCR/CD3 przepro-
wadzone przez Ono i wsp. [43] dowiodty dynamicznej natury przemian, jakim
podlega tancuch G oraz dostarczyty dowodow na to, ze podjednostka wielosktad-
nikowego kompleksu moze prezentowac niezalezny metabolizm. Wykazano bowiem,
ze synteza i wbudowywanie CD3£ jest momentem ograniczajgcym formowanie
dojrzatych kompleksow TCR/CD3. Stwierdzono, ze tancuch £ syntetyzuje sie 10-
krotnie szybciej w poréwnaniu do pozostatych podjednostek i w mniejszej od nich
liczbie. Ponadto podjednostki £ zwykle nie poddajg sie procesowi degradacji i
ulegajg natychmiastowemu po syntezie wbudowaniu w petny kompleks receptora
komérki T [431.

Udziat podjednostek kompleksu CD3 w transporcie receptora TCR/CD3

tancuchowi CD3£ przypisuje sie kluczowg role w mechanizmach odpowiedzial-
nych za grupowanie i transport catego kompleksu TCR/CD3 do btony komérkowej,
odkad stwierdzono, ze limfocyty T pozbawione tej podjednostki majg na swojej
powierzchni $§ladowg liczbe komplekséw TCR/CD3 lub sg ich zupetnie pozbawione.
Heksameryczne subkompleksy TCRa(3CD3ye58 powstajg w tych warunkach z po-
minieciem ostatniego etapu polegajacego na przytaczeniu dimeru tafcuchow  Ten
niedojrzaty kompleks po opuszczenie RE zostaje przetransportowany przez aparat
Golgiego do lizosoméw w celu degradacji [12, 47, 54]. Wykazano bowiem, ze
wiaczenie w niedojrzatg heksameryczng strukture kompleksu receptora komdérki
T taincucha G dostarcza catlemu kompleksowi swoistego sygnatu niezbednego do
transportu petnego dojrzatego receptora TCR/CD3 do powierzchni btony komor-
kowej.

Badania eksperymentalne ostatnich lat poszerzyly naszg wiedze na temat zna-
czenia wspoétdziatania podjednostki £ z innymi tancuchami kompleksu TCR/CD3
w procesach dobtonowego transportu tegoz receptora. Wykazano w nich, ze motywem
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bezposrednio odpowiedzialnym za zahamowanie transportu do powierzchni komorki
T niedojrzatego kompleksu TCR/CD3 jest swoista sekwencja obecna w domenie
cytoplazmatycznej tancucha CD3y (zwana sekwencjg di-leucynows), indukujaca
silny sygnat internalizacji receptora TCR/CD3 [10, 11, 13]. Wydaje sig, ze motyw
taricucha CD3y, kierujacy niekompletnie uformowany receptor TCR/CD3 na droge
degradacji, musi by¢ w nim stale aktywny. Dodatkowo stwierdzono, ze przytaczenie
dimeru C-+, do heksamerycznego kompleksu w trakcie grupowania powoduje wy-
hamowanie aktywnos$ci sekwencji di-leucynowej z nastepowgq stabilizacjg ekspresji
powierzchniowej kompletnie uformowanego receptora. Wprawdzie mechanizm blo-
kady sekwencji di-leucynowej w podjednostce y przez tafncuchy £ nie zostat dotad
doktadnie wyjasniony, jednak ich znaczenie w procesie maskowania sygnatu in-
ternalizacji receptora TCR/CD3 zostato jednoznacznie potwierdzone w badaniach
z wykorzystaniem chimerycznych molekut CD16/CD3y i CD4/CD3y, z ktoérych
tylko czgsteczka CD 16/CD3y ma zdolnos¢ przytgczania tancuchdw £-£ z nastepowym
transportem do powierzchni btony komérki T [9]. Stabilizacja ekspresji powie-
rzchniowej czasteczki CD16/CD3y-" Swiadczy o braku aktywnosci sekwencji di-
leucynowej oraz ograniczeniu internalizacji receptora. Dopiero ufosforylowanie
seryny w pozycji 126 w wyniku stymulacji komorki T nasila proces wychwytu
receptora z powierzchni btony i wyraznie zmniejsza jego ekspresje. Przeciwne zja-
wisko obserwowano w przypadku molekuty CD4/CD3y, ktora nie ma zdolnosci
taczenia dimeru Ekspresja powierzchniowa chimery byta niewielka, a szybko$¢
jej internalizacji bardzo duza, co Swiadczy o silnym sygnale wychwytu czgsteczki
CD4/CD3y, ptynagcym z aktywnej sekwencji di-leucynowej. Wyniki tego ekspe-
rymentu dowodzg udziatlu dimeru taricuchéw w maskowaniu sygnatu inter-
nalizacji receptora spoczynkowych komérek T [9].

Wiadomo juz, ze poza podjednostkami £ w proces grupowania i transportu kom-
pleksu TCR/CD3 do powierzchni komérki zaangazowane sg rowniez pozostate pod-
jednostki kompleksu CD3. Analiza materiatlu genetycznego pochodzgcego od
pacjentéw z zaburzeniami ekspresji powierzchniowej kompleksu TCR/CD3 spo-
wodowanymi defektem w genach kodujacych podjednostki CD3s i CD3y dowodzi
znaczenia tych podjednostek w transporcie dobtonowym receptora TCR/CD3 [27,
57]. Z kolei udziat tancucha CD38 w wewnatrzkomorkowym przenoszeniu receptora
limfocytow T potwierdzono w eksperymentach z udziatem klonu komérek pozba-
wionych podjednostki CD35. Zaburzenia ekspresji powierzchniowej kompleksu
TCR/CD3 obserwowane w tych komérkach byly nastepstwem nieprzytaczenia sie
taficuchéw TCRa i TCR[3 do powstajacych subkomplekséw pozbawionych CD30.
W wyniku transfekcji do komorek CD35-/- genu zaréwno catego taricucha CD38,
jak igenu z wytgczonym eksonem kodujacym cze$¢ cytoplazmatyczng CD35, uzy-
skano przywrécenie ekspresji powierzchniowej catego kompleksu TCR/CD3. W
zZwigzku z tym wysunieto przypuszczenie, ze to w czesci zewnatrzkomérkowej
CD38 miesci sie sekwencja odpowiedzialna za przytgczenie TCRa i TCR(3 do
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tworzacego sie kompleksu TCR/CD3 oraz jego transport do powierzchni btony
|5]. Udziat domeny zewnatrzkomérkowej podjednostki CD38 oraz dodatkowo CD3y
w przemianach kompleksu TCR/CD3 zwigzanych z grupowaniem i transportem
na powierzchnie btony komdrkowej iz aktywacjg limfocytu T potwierdzit tez Luton
[35]. Co wiecej, wykazat on, ze réwniez czesci cytoplazmatyczne obu podjednostek
zawierajg specyficzne sekwencje aminokwasowe kontrolujgce regulacje ekspresji
powierzchniowej kompleksu TCR/CD3 w nastepstwie aktywacji komorki, przy czym
postuluje sie znaczniejsza role wtym procesie tanicucha CD3y. Na podstawie wynikéw
tych badan [35, 59] mozna wysung¢ wniosek, ze w podjednostkach CD38 i CD3y
regiony cytoplazmatyczne i zewnatrzkomdérkowe funkcjonujg niezaleznie od siebie
W procesie przemieszczania sie receptora komérki T na jej powierzchnie.

Udziat innych biatek w transporcie kompleksu TCR/CD3

Wydaje sie, ze poza tancuchami kompleksu TCR/CD3 w proces transportu kom-
pleksu do powierzchni komdrki zaangazowane sg rowniez biatka obecne w RE,
jedynie przejsciowo wiazace sie ze skiadnikami struktury TCR/CD3, jak CD3co
i 1P 90 (kalneksyna)[ 19, 28, 38, 58]. Dowiedziono, ze biatka te wtaczane sg zaréwno
we wczesne, jak i pdzne etapy grupowania poszczegdlnych tancuchéw w sub-
kompleksy oraz aktywnie uczestniczg w procesie przemieszczania sie petnego kom-
pleksu poza obszar RE. CD30) jest do$¢ stabo poznanym sktadnikiem TCR/CD3
0 masie cz. 28 kDa, zidentyfikowanym w ludzkich i mysich limfocytach T. Biatko
CD3to nie stanowi integralnej czesci funkcjonalnie aktywnego powierzchniowego
kompleksu TCR/CD3, natomiast zwigzuje sie z powstajacymi subkompleksami je-
dynie w RE. Sciste ograniczenie jego lokalizacji do obszaru retikulum endopla-
zmatycznego powoduje, ze oddysocjowanie kompleksu receptora TCR/CD3 od
CD3co nastepuje bezposrednio przed jego transportem do aparatu Golgiego. Zna-
czenie biatka CD3co w transporcie kompleksu do powierzchni komérki zostaty
potwierdzone przez dokonanie transfekcji gendéw kodujgcych poszczegdlne pod-
jednostki TCR/CD3 (TCRa i TCR(3, CD3: vy, 8, e, Q do linii komdrkowej COS
[20]. Brak podjednostki CD30) w komdrkach tej linii w bardzo znacznym stopniu
ograniczyt poziom powierzchniowej ekspresji receptora TCR/CD3, co $wiadczy
o0 petnieniu przez CD3co roli waznego regulatora procesu przemieszczania sie kom-
pleksu do btony komérkowej limfocytdw T. Drugim biatkiem uczestniczacym w
transporcie kompleksu TCR/CD3 poza region RE jest kalneksyna (IP 90) [19, 28,
38, 58] bedaca integralnym biatkiem btony RE. Kalneksyna bierze udziat w nie-
swoistym wigzaniu wielu protein powstajacych w obszarze RE, jak TCR/CD3,
BCR (ang. B celi receptor), czagsteczka MHC klasy |, oraz z jonami Ca++ i pra-
wdopodobnie jest odpowiedzialna za ich transport poza rejon RE [44].

Liczne badania procesu formowania dojrzatego istabilnego kompleksu TCR/CD3
dowodzg znaczenia tadunku, jakim obdarzone sg reszty aminokwasowe w odcinkach
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przezbtonowych tancuchéw TCRa, TCR(3 i podjednostkach CD3. tancuch TCRa
ma w tym odcinku dodatnio natadowane reszty: argininy 239 i argininy 244, za$
TCR(3 - lizyny 271, reagujace z ujemnie natadowanymi aminokwasami w odcinkach
transmembranowych podjednostek CD3. Pozbawienie podjednostek tworzacych
kompleks TCR/CD3 swoistych dla nich aminokwaséw obdarzonych tadunkiem w
odcinkach przezbtonowych ogranicza zdolno$¢ reagowania podjednostek CD3 z
tanicuchami receptora TCR [3, 20], nie wptywa natomiast na tworzenie potaczen
pomiedzy poszczeg6lnymi podjednostkami CD3. Wyjatek stanowig tancuchy e,
wymagajagce do dimeryzacji obecnosci w swoich regionach transmembranowych
reszt aminokwasowych natadowanych jednoimiennie [49].

Przemieszczanie sie receptora TCR/CD3
w obrebie limfocyta T w nastepstwie stymulacji

Po swoistym rozpoznaniu antygenu przez limfocyt T i usieciowaniu receptora
TCR/CD3 z nastepowg aktywacjg komorki, kompleks ten ulega internalizacji. Silny
sygnat internalizacji kompleksu TCR/CD3 z powierzchni btony komoérkowej w
aktywowanych limfocytach T indukuje sekwencja potozona w proksymalnym od-
cinku tancucha CD3y (uczestniczaca takze w hamowaniu transportu niedojrzatego
receptora do powierzchni komorki) o budowie: S126-D127-XXX-L131-L432 (gdzie
S - seryna, X - in. aminokwas, D - kwas asparaginowy, L - leucyna) [10, 11,
13]. Ufosforylowanie seryny w pozycji 126 w czasie aktywacji komorki T oraz
obecno$¢ sekwencji di-leucynowej (L131/L132) warunkuja poaktywacyjne osta-
bienie ekspresji TCR/CDC3 zwigzane $ci$le z aktywnos$cia kinazy biatkowej C
(ang. protein kinase C) [10]. Na podstawie badan wkasnych Dietrich [11] zapro-
ponowat dwustopniowy przebieg procesu internalizacji kompleksu TCR/CD3 w
nastepstwie stymulacji komorki. W pierwszym etapie dochodzi do rozpoznania przez
aktywng kinaze biatkowg C podjednostki CD3y i ufosforylowaniu przez nig reszty
seryny w pozycji 126. Nastepnie w wyniku rozpoznania ufosforylowanej juz se-
kwencji indukujgcej sygnat internalizacji przez czasteczki biatek adaptorowych AP-1
i AP-2 dochodzi do ich przytgczenia z nastepowym przemieszczeniem receptora
TCR/CD3 z powierzchni btony komérkowej do wnetrza komdrki T i skierowaniem
go na droge degradacji w strukturach RE, AG i lizosomach [11, 13]. Dalsze badania
nad regulacjg ekspresji powierzchniowej TCR/CD3 wykazaty, ze poza S126 i se-
kwencjg di-leucynowg L131/L132 do zwigzania biatek adaptorowych AP-1 i AP-2
konieczna jest obecno$é reszty kwasnego aminokwasu w pozycji 127 [13]. Me-
chanizm molekularny zjawiska poaktywacyjnej internalizacji receptora TCR/CD3
polega prawdopodobnie na indukowaniu zmian konformacyjnych kompleksu
TCR/CD3 pod wptywem ufosforylowania S126, ktére sprzyjajg nastepowej eks-
pozycji sekwencji D127-XXX-L131-L132, wiazacej kolejno biatka AP-1 i AP-2.
Konsekwencjg tego potgczenia jest przyspieszenie internalizacji TCR/CD3 z po-
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wierzchni komorki T i zmniejszenie jego ekspresji powierzchniowej. Pojawity sie
ponadto sugestie, ze kompleksy TCR/CD3, ktdre ulegty poaktywacyjnej internalizacji
nie ulegajg catkowitej degradacjii i mogg powracaé na powierzchnie komorki T
podczas ponownej aktywacji komérki [8]. Ten swoisty recykling receptora
TCR/CD3 miatby by¢ uzalezniony od defosforylacji S126 pod wptywem swoistej
fosfatazy serynowo-treoninowej [30]. Wynika z tego, ze regulacja ekspresji po-
wierzchniowej kompleksu TCR/CD3 moze opiera¢ sie na procesach fosforylacji
i defosforylacji podjednostki CD3y, poniewaz w kompletnie uformowanym po-
wierzchniowym kompleksie TCR7CD3 sekwencja z obecnos$cig S126 i L13J/L 132
jest tak dtugo nieaktywna, dopdki nie zostanie ufosforylowana przez kinaze biatkowg
C. Przeciwnie, defosforylacja S126 moze sprzyja¢ inaktywacji catego motywu pod-
jednostki CD3y indukujacej sygnat do internalizacji receptora TCR/CD3 z naste-
powym powrotem kompleksu na powierzchnie komorki w stanie jej spoczynku.
Wydaje sie wiec, ze moze to stanowi¢ jeden ze sposobow fizjologicznej regulacji
ekspresji powierzchniowej kompleksu TCR/CD3 oraz aktywnos$ci komérek T [30,
48].

UWAGI KONCOWE

Procesy powstawania i transportu kompleksu TCR/CD3 uzaleznione sg od pra-
widtowej syntezy poszczeg6lnych jego podjednostek oraz od obecnos$ci biatek wspo-
magajgcych te przemiany. Jednakze optymalna ekspresja powierzchniowa kompleksu
TCR/CD3 wydaje sie by¢ raczej wynikiem subtelnej réwnowagi pomiedzy procesami
jego powstawania i degradacji. Ogromne znaczenie prawidtowej ekspresji powie-
rzchniowej kompleksu TCR/CD3 wynika z faktu, ze limfocyty T z obecnoscig
zaburzonych strukturalnie ifunkcjonalnie komplekséw TCR/CD3 wykazuja réznego
rodzaju zaburzenia w przebiegu procesu aktywacji, decydujgce o nieprawidtowo-
Sciach w réznicowaniu komorek T w grasicy i wypetnianiu przez nie funkcji efe-
ktorowych.
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TRIJODOTYRONINA 1 JEJ RECEPTORY JADROWE
W PROCESIE NOWOTWORZENIA*

TRIIODOTHYRONINE AND ITS NUCLEAR RECEPTORS
IN TUMORIGENESIS

MonikaPUZIANOWSKA-KUZNICKA 1'2, Agnieszka MADEJ 3, Agnieszka”
KRYSTYNIAKY Elzbieta STACHLEWSKA-NASFETER4, Alicja NAUMAN2,
Janusz NAUMANIZL3

1Zaktad Endokrynologii ICMDiK PAN, Warszawa; 2 Zaktad Biochemii CMKP,
Warszawa;' Klinika Endokrynologii, Akademia Medyczna, Warszawa,;
4Zaktad Brachyterapii, Instytut Onkologii, Warszawa,;

Streszczenie: Zgodnie z og6lnie przyjetymi zasadami uwaza sie, ze gen ijego biatkowy produkt moga
bra¢ udziat w procesie nowotworzenia, je$li w tkance guza stwierdza sie obecno$¢ anomalii chromoso-
malnych lub/i mutacji dotyczacych tego genu, oraz gdy ekspresja i funkcja kodowanego przez ten gen
biatka ulegajg istotnemu zaburzeniu. Wydaje sie, iz receptory trijodotyroniny (TR) nalezg do grupy takich
biatek. Hipoteze te wspieraja cztery fakty. Po pierwsze, fizjologiczne dziatanie trijodotyroniny (T3),
wywierane za posrednictwem TR, polega na regulacji proliferacji, réznicowania i apoptozy, czyli
proceséw, ktére sg gteboko zaburzone w tkance nowotworowej. Po drugie, dziatanie TR jest powigzane
z dziataniem niektérych protoonkogenéw (c-Jun, Mdm2) i supresoréw nowotworowych (p53). Po
trzecie, w tkankach nowotworowych czesto obserwuje sie utrate heterozygotycznosci (LOH) fragmentéw
chromosomoéw zawierajacych miedzy innymi allel TR. Praktycznie we wszystkich typach badanych
nowotwor6w obserwuje sie zaburzong ekspresje TR na poziomie mRNA oraz biatka. Po czwarte, TRa
jest komdrkowym odpowiednikiem v-erbA, wirusowego onkogenu, ktéry posiada cechy dominujacego
negatywnego mutanta. Co wiecej, bardzo czesto w nowotworach stwierdza sie¢ obecno$¢ punktowych
mutacji genéw TR, zmieniajacych sekwencje aminokwasowa, z konsekwencjami w postaci uposledzenia
funkcji receptora jako aktywatora transkrypcji. Na przyktadzie raka watroby wykazano réwniez, ze
zmutowane TR zachowujg sie jak dominujgce negatywne mutanty. Wydaje sig, iz w raku watroby i raku
brodawkowatym tarczycy nieprawidtowe dziatanie TR moze by¢ wspétodpowiedzialne za proces
nowotworzenia.

(Postepy Biologii Komérki 2001; 28: 183-196)

*Praca finansowana z grantu KBN 4P05B04115, 4P05B 12708 iCMKP 501-2-1-01-01/99.
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Stowa kluczowe: TH, hormon tarczycy; T3, trijodotyronina; TR, jadrowy receptor hormonu tarczycy;
nowotworzenie; LOH, utrata heterozygotycznosci; ekspresja TR; mutacje TR; dominujacy negatywny
mutant TR.

Summary: According to the generally accepted rules, gene and its protein product are thought to be
involved in tumorigenesis when chromosomal anomalies and/or mutations of this gene as well as
markedly disturbed expression and function of the encoded protein are found in tumor tissue. It seems
that triiodothyronine receptors (TRs), belong to the group of such proteins. This hypothesis is supported
by four facts. Firstly, physiological function of triiodothyronine (T3), exerted through TRs, is the
regulation of proliferation, differentiation and apoptosis, the processes that are deeply disturbed in tumor
tissue. Secondly, action of TRs is connected to the action of some protooncogenes (c-Jun, Mdm2) and
tumor suppressors (p53). Thirdly, loss of heterozygosity (LOH) of chromosome fragments containing
between others TR allele as well as disturbed expression of TR on the mRNA and protein level are
observed in tumor tissues. Fourthly, TRa is acellular homolog of v-erbA, a viral oncogene that behaves
as a dominant negative mutant receptor. In addition, TR gene point mutations changing amino acid
sequence are observed, resulting in abnormal receptor function as transcription activator. It was shown
that mutants cloned from liver cancer behaved as dominant negative mutants. It seems that in liver cancer
and in papillary thyroid cancer, abnormal TR function may contribute to the process of tumorigenesis.
(Advances in Cell Biology 2001; 28: 183-196)

Key words: TH, thyroid hormone; T3, triiodothyronine; TR, nuclear thyroid hormone receptor; tumori-
genesis; LOH, loss of heterozygosity; TR expression; TR mutations; dominant negative TR mutant.
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Znane sg dwie fizjologiczne formy hormonu tarczycy: bardziej aktywna trijodo-
tyronina (T3) oraz mniej aktywna tetrajodotyronina (tyroksyna, T4). T4 jest gtdwnym
produktem sekrecyjnym gruczotu tarczowego i petni role prohormonu dla T3. T3
powstaje gtownie w tkankach obwodowych w procesie dejodynacji T4, katalizowanej
przez enzymy zwane dejodynazami [38, 66]. Chociaz znane sa cytoplazmatyczne
biatka wigzace TH [34], gtdwne efekty dziatania T3 sg skutkiem regulacji transkrypcji
genow docelowych, ktéra dokonuje sie za posrednictwem receptoréw jadrowych
[17, 69]. U cztowieka poznano do tej pory dwa geny kodujgce takie receptory:
TRa znajdujgcy sie na ramieniu dtugim chromosomu 17 w pozycji 17921 [28]
oraz 777[3 znajdujacy sie¢ na ramieniu krotkim chromosomu 3 w pozycji 3p21-3p25
[15, 16]. Na matrycy tych gendéw, w procesie réznicowego sktadania eksonoéw,
powstajg po dwie izoformy kazdego receptora: odpowiednio TRal i TRa2 oraz
TR(3I i TR(32.

Biatka TR naleza do nadrodziny receptoréw jadrowych, ktére, miedzy innymi,
charakteryzujg sie podobnym og6lnym schematem budowy. Na koncu aminowym
majag domene A/B, ktérej funkcja nie jest dobrze poznana. Wydaje sie, ze moze
ona bra¢ udziat w aktywacji transkrypcji niezaleznej od Uganda (tutaj: T3). Nastepna
domena, C, odpowiada za wigzanie receptora ze specyficzng sekwencjg DNA, znaj-
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RYCINA 1 lIzoformy jadrowych receptoréw hormonu tarczycy. Izoformy TRal i TR(x2 sa kodowane
przez gen TRa, zlokalizowany na chromosomie 17. TR«2 nie ma aktywnej domeny AF2 (zaleznej od
liganda domeny aktywujacej transkrypcje). lzoformy TR|3l i TR[32 sa kodowane przez gen zlokali-
zowany na chromosomie 3

dujaca sie w promotorach genéw docelowych. Domena D, zwana posrednig, zawiera
sygnat lokalizacji jadrowej [17] oraz #gczy w sobie cechy sgsiadujgcych domen
[58]: poprzedzajacej ja C i wystepujacej za nig domeny E, ktéra z kolei jest od-
powiedzialna za wigzanie liganda oraz tworzenie dimeréw [20, 21, 61]. Na koncu
karboksylowym receptora znajduje sie domena F (lub AF2), odpowiedzialna za
zalezng od liganda aktywacje transkrypcji. Biatkowe izoformy TRa ro6znig sie od
siebie budowg konca karboksylowego: w izoformie TRa2 jest on znacznie dtuzszy
i nie ma zdolnosci aktywacji transkrypcji. W efekcie TRa2 jest receptorem nie-
aktywnym transkrypcyjnie, ktory zachowat jednak zdolno$¢ do wigzania sie z DNA.
Z kolei receptory TR(3 réznig sie od siebie budowg korica aminowego, co jednak
nie wptywa w sposob istotny na ich funkcje (ryc. 1).

Regulacja transkrypcji gendw docelowych przez TR jest procesem bardzo zto-
zonym i zalezy od zdolnosci receptorow do tworzenia homo- i heterodimerow z
innymi receptorami jadrowymi, gtéwnie z receptorami kwasu 9-cis retinowego (re-
tinoidu X): RXRa, RXR(3 lub RXRy [11, 56, 79, 81], wigzania sie z DNA w
postaci monomerdéw, homo- i heterodimerdw [20, 35, 78], rozpoznawania i wigzania
sie ze specyficznymi sekwencjami DNA, znajdujagcymi sie w promotorach genow
docelowych, zwanymi TRE (thyroid response element - miejsce odpowiedzi na
hormon tarczycy) [19, 30, 44, 53]. Kazdy TRE skiada sie z dwoch heksameréw
o sekwencji AGGT(C/A)A [9] lub jej modyfikacji i tworzy tzw. TRE-DR4 (bez-
posrednie powtdrzenie sekwencji heksamerowej z 4 obojetnymi parami zasad po-
miedzy powt6rzeniami) [61, 77], TRE-IP6 (odwr6cony palindrom z 6 parami zasad)
lub TRE-PO (palindrom bez rozdzielajagcych par zasad) [62, 77, 78]. Kluczowa
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RYCINA 2. Uproszczony schemat regulacji transkrypcji
gendw docelowych przez receptory hormonu tarczycy.
W nieobecnos$ci receptora, transkrypcja genu aktywo-
wana jest na poziomie podstawowym. Potaczenie sie
heterodimera TR/RXR z TRE w nieobecnosci liganda
powoduje dotgczenie sie biatka supresorowego, w efe-
kcie czego transkrypcja ulega zahamowaniu. Dotaczenie
T3 do TR powoduje zmiane konformacji receptora, od-
taczenie supresora i dotgczenie aktywatora, wskutek
czego transkrypcja genu ulega aktywacji znacznie ponad
poziom podstawowy

dla aktywnosci transkrypcyjnej TR
jest réwniez interakcja z innymi
czynnikami biatkowymi - kompre-
sorami lub koaktywatorami [12, 32,
37, 50, 52, 60, 78, 80]

FIZJOLOGICZNE
DZIALANIE T3
| JEJ] RECEPTOROW

Utworzenie heterodimeru z RXR
gwattownie zwigksza powinowac-
two TR do TRE, co sugeruje, iz wtas-
nie heterodimery odgrywaja gtéwng
role w regulacji transkrypcji in vivo
i s3 najpowszechniej wystepujaca
i najaktywniejszg, fizjologicznie
czynng formg TR [56]. Wigzanie z
TRE zachodzi zaréwno w nieobec-
nosci, jak iw obecnosci TH [72, 741
Zwigzanie heterodimeru z DNA w
nieobecnosci TH powoduje zahamo-
wanie transkrypcji podstawowej (za-
chodzacej w nieobecnosci TR) [2,
18,56]. Przyczynatego zjawiska jest
dotgczenie sie biatek supresoro-
wych, np. SMRT [12] lub N-CoR
[32]. Dotaczenie TH do receptora
powodujejego zmiany konformacyj-
ne, czego skutkiem jest odtgczenie
korepresora, dotgczenie skompli-
kowanego, liczagcego co najmniej
kilka do kilkunastu biatek, uktadu
koaktywatorowego [37, 50, 52, 60,
68, 80] i w efekcie - zniesienie ha-
mowania i aktywacja transkrypcji
znacznie ponad poziom podstawowy
(ryc. 2). Nalezy jednak pamietaé, iz
istniejg geny (np. TSH), ktére sg re-
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gulowane odwrotnie: przytaczenie sie TR do ich promotora w nieobecnosci TH

powoduje aktywacje, zas w obecnosci TH - hamowanie ich transkrypcji.
Efekty dziatania TH mozna podzieli¢ na trzy grupy:

a. regulacja aktywnosci metabolicznej i zuzycia tlenu w drodze aktywacji transkry-
pcji genoéw kodujacych enzymy oddechowe, znajdujacych sie w materiale genety-
cznym zaréwno jadra komoérkowego, jak i mitochondriéw; TH aktywuje liczne
szlaki metaboliczne, zwiekszajgce produkcje ciepta wymagang do utrzymania
statej temperatury w organizmach statocieplnych; hormon ten ponadto reguluje
metabolizm lipidéw, weglowodanow i biatek, m.in. w brunatnej tkance ttuszczo-
wej, sercu i w mézgu oraz w innych tkankach [23, 27, 55, 63, 64];

b. regulacja rozwoju embrionalnego i ptodowego ze szczegélnym uwzglednieniem
réznicowania i rozwoju osrodkowego uktadu nerwowego, kosci i miesni; oprocz
regulowania procesu proliferacji i apoptozy tkanek ptodowych, TH odpowiedzial-
ny jest za inicjacje procesu ich réznicowania i przeksztatcanie w dojrzate tkanki
organizmu dorostego w drodze aktywacji ekspresji genéw kodujacych biatka
charakterystyczne dla danego typu dojrzatej tkanki, naprzyktad myoD w miesniach
poprzecznie pragzkowanych [6, 48, 49, 51, 56];

c. tkankowo specyficzna regulacja proliferacji, r6znicowania i apoptozy w organi-
zmie dorostym [5, 36, 40, 45, 47, 48].

Wszystkie te procesy zalezne sg od stezenia i dostepnosci TH, ilosci i aktywnosci

TR oraz od obecnosci innych czynnikéw, z ktérymi TR oddziatujg na poziomie

molekularnym.

ZABURZENIA EKSPRESJI TR W NOWOTWORACH
LUDZKICH

A. Utrata heterozygotycznosci

W wielu nowotworach obserwuje sie utrate heterozygotycznosci (LOH) czesci
chromosomow. Brak jednego allelu powoduje, iz ekspresji ulega tylko drugi allel
danego genu. W sytuacji, gdy pozostajgcy allel jest nosicielem mutacji zmieniajgcej
sekwencje aminokwasowg, w tkance pojawia sie tylko zmutowane biatko, a jego
nieprawidtowa funkcja nie jest kompensowana przez obecno$¢ biatka prawidtowego.
LOH fragmentu chromosomu 3, zawierajgcego m.in. gen 7723 obserwowano w
100% przypadkéw raka owsianokomdrkowego ptuca [16, 39], w 60% czerniakdw
teczowki oka [65], 64% sporadycznego raka nerki [22], w 30% rakéw sutka [1]
oraz w raku pecherzykowym tarczycy [29]. Delecje obydwu alleli TR @znaleziono
w 20% rakdw przewodu pokarmowego [33]. Podobnie, LOH fragmentu chromosomu
17, zawierajagcego m.in. gen TRa obserwowano w wielu typach nowotworéw, w
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tym w 79% rakéw piersi [24], w raku
prostaty [25] oraz raku jelita grubego
i odbytnicy [7].

B. Nieprawidtowa ekspresja TR
na poziomie mRNA
i biatka

Wyniki badan dotyczacych ekspresji

TR na poziomie mRNA i biatka w no-

wotworach ludzkich wskazujg, zejej po-

ziom jest rézny w réznych typach no-

wotworéw (tab. 1). Co wiecej, w wielu

przypadkach nie mozna zaobserwowaé

korelacji pomiedzy iloScia mMRNA i

odpowiadajgcego mu biatka (ryc. 3), co

sugeruje, ze ekspresja TR jest regulo-

) ) ) ) ~wana nie tylko na poziomie transkrypcji,

RYCINA 3. Nieprawidtowa ekspresja genéw TRa i

TR(3 na poziomie mRNA i biatka w ludzkim raku ale réwniez na poziomie posttranskry-
jasnokomaérkowym nerki; kazda linia zawiera 2,5 pg pcyjnym.

catkowitego RNA, wyizolowanego z raka (guz) i
zdrowego bieguna nerki (kontrola); hybrydyzacje
przeprowadzono z sondami wykrywajacymi wszy-

stkie transkrypty genu TRa lub TR[3; immunobloty MUTACJE GENOW TR

wykonano metoda chemiluminescencyjna z prze-

ciwciatami nagtowne transkrypcyjnie aktywne for- W NOWOTWORACH
my jadrowych receptoréw trijodotyroniny, TRal i
TR@I [52] LUDZKICH

TR sklonowane z niektérych nowo-
tworow poddano sekwencjonowaniu w celu poszukiwania somatycznych mutacji,
ktére powodujac zmiane sekwencji aminokwasowej receptora, mogtyby upos$ledzac
jego funkcje. Okazato sie, iz w 65% rakow pierwotnych watroby stwierdzono obe-
cno$¢ zmutowanych TRal, za§ w 76% tych rakéw - obecno$¢ zmutowanych TR(3I
[41]. Podobnie, mutacje receptoréw trijodotyroniny stwierdza sie innych typach
nowotworéw: w 62,5% rakéw brodawkowatych tarczycy mutacji ulegt TRal, pod-
czas gdy TR(3l - w 93,75% takich rakéw (Puzianowska-Kuznicka M, obserwacje
wiasne); w 13% niewydzielajgcych rakéw przysadki zmutowany jest TRa (al i
a2) [46]. Z kolei sekwencjonowanie domen wigzacych ligand TRal oraz TR(3I
wykazato obecno$¢ mutacji odpowiednio w 13 i 30% rakow jasnokomorkowych
nerki. Zaobserwowano réwniez, iz odsetek zmutowanych TR jest tym wiekszy,
im nizej zrdznicowany jest nowotwor (Puzianowska-Kuznicka M, obserwacje wtas-
ne). Co wiecej, badania nad mutantami sklonowanymi z pierwotnych rakéw watroby
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TABELA 1. Ekspresja TR na poziomie mRNA i biatka w nowotworach ludzkich

Rodzaj nowotworu Ekspresja TRa Ekspresja TRb Literatura
mRNA biatko mRNA biatko

Nieczynny guz i TRa 11 1 TR (31 [26. 46]

przedniego ptata przysadki

Rak jasnokomorkowy nerki q TRalT W oi TR (3! [56]

30% T

Rak brodawkowaty tarczycy j TRaIT 1 TR(@BIT [10, 71,
Puzianows
ka
-KuzZnicka,
obserwacje
witasne|

Kostniakomiesak 7 = 7 = [72]

(dobrze zr6znicowany)

Kostniakomigsak 7 TRalsL 7 TRI3IsI [72]
(stabo zréznicowany)

Rak watroby l TRalvl ! TR@EIT [40, 41]

wskazujg, ze nie tylko nie sg one w stanie prawidtowo aktywowac transkrypcji,
ale przeciwnie - dziataja jak dominujace negatywne mutanty [42].

CZY RECEPTORY TRIJODOTYRONINY BIORA UDZIAL
W PROCESIE NOWOTWORZENIA?

Wiadomo, ze jadrowy receptor hormonu tarczycy TRa jest komorkowym ho-
mologiem v-ErbA (biatkowego produktu wirusowego genu v-erbA), onkogenu bio-
rgcego udziat w transformacji nowotworowej prowadzacej do powstania
erytroleukemii i réznych miesakéw [13, 70]. Badania wykonane na myszach trans-
genicznych, ktérym do genomu wprowadzono v-erbA, wykazaty, iz u takich myszy
rozwijajg sie pierwotne nowotwory watroby oraz zmiany guzowate w tarczycy
(co in vivo udowadnia zwigzek pomiedzy v-ErbA a nowotworzeniem) [3]. Z badan
in vitro wiadomo, iz v-ErbA nie jest w stanie zwigzac¢ T3 i aktywowac transkrypcji,
za$ po dotgczeniu sie do DNA, wigze sie z kompleksem kompresorowym, za-
wierajgcym miedzy innymi deacetylaze histonowg, wskutek czego hamowaniu ulega
transkrypcja genéw docelowych [73]. Tak wiec v-ErbA jest typowym przyktadem
dominujacego-negatywnego mutanta, ktory nie tylko nie ma fizjologicznej funkcji
prawidtowego receptora, ale potrafi réwniez antagonizowac dziatanie prawidtowych
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TR. Uwaza sie, ze tg drogg dochodzi do powodowanej przez v-ErbA inaktywacji
(hamowania aktywacji) genow, ktérych funkcja polega na stymulacji réznicowania
lub hamowaniu podziatow komoérkowych i w efekcie - do transformacji nowo-
tworowej [14].

Spojne z tymi obserwacjami sg wyniki badan TR w nowotworach ludzkich,
przede wszystkim w pierwotnym raku watroby i raku brodawkowatym tarczycy.
Jak opisano wczes$niej, w nowotworach tych bardzo czesto stwierdza sie obecno$¢
zmutowanych TR, wykazujgcych ponadto cechy dominujgcego-negatywnego mu-
tanta [42, Puzianowska-Kuznicka, obserwacje witasnej. Zatozy¢ mozna, iz mutacje
te, jak réwniez zwiekszona ekspresja transkrypcyjnie nieaktywnych receptoréw lub
zmniejszona ekspresja TR (ktorg czesciej obserwuje sie w nowotworach z mniejszg
liczbg mutacji TR), sg przyczynami nieprawidtowej aktywacji genéw regulowanych
przez T3. Wiele z tych gendéw koduje czynniki niezbedne dla prawidtowego przebiegu
procesOw rdznicowania i dojrzewania tkanek [5, 36, 48], oraz dla apoptozy [47,
67] (chociaz nadal doktadnie nie wiadomo, na jakie induktory apoptozy oddziatuje
TH). Wskutek nieadekwatnej ekspresji tych czynnikow, komérki ulegaja odroz-
nicowaniu (tracg markery zr6znicowania) ijako komorki niedojrzate ponownie stajg
sie podatne na sygnaty pro-proliferacyjne, za§ komérki, w ktérych doszto do usz-
kodzenia materiatu genetycznego, nie sg eliminowane w drodze apoptozy.

Zjawiska te, zwigzane bezposrednio z nieprawidtowg regulacjg ekspresji na po-
ziomie genu, ulegaja pogtebieniu na skutek zaburzenia oddziatywarh TR z innymi
biatkami. Dotyczy to nie tylko koaktywatoréw lub korepresorow (co dodatkowo
zmienia poziom ekspresji genéw docelowych), ale réwniez fizjologicznych (stwier-
dzanych w zdrowych tkankach), niezbednych dla prawidtowej kontroli wzrostu i
réznicowania, oddziatywan z biatkowymi regulatorami cyklu komoérkowego, su-
presorami nowotworowymi i protoonkogenami.

W warunkach prawidtowych TR fizycznie wigze sie z biatkiem p53, ktore w
okreslonych sytuacjach (np. gdy konieczne jest naprawienie uszkodzonego DNA)
hamuje cykl komérkowy poprzez zatrzymywanie go w fazie Gl. Zwigzanie sie
TR(3I z p53 ma szereg istotnych konsekwencji, ktére, wskutek obserwowanej czesto
nadekspresji TR w tkance nowotworowej, moga by¢ nadmiernie nasilone. Wiadomo
bowiem, iz biatko p53 po utworzeniu kompleksu z TR(3I, staje sie niedostepne
dla wtasnych szlakéw oddziatywan, co moze powodowac brak hamowania progresji
cyklu komérkowego. TR(31 zmniejsza zalezng od p53 ekspresje bcuc i gcidcl45,
czego skutkiem jest hamowanie apoptozy [4]. Ponadto, pod wptywem p53 zdolnos¢
samego TR do wigzania sie z DNA i do aktywowania transkrypcji wtasnych genoéw
docelowych jest zahamowana [8, 76]. Wykazano roéwniez, iz TR wiaze sie z ¢c-Jun
zaréwno w obecnosci, jak i w nieobecnosci T3, przy czym w postaci nie zwigzanej
z hormonem zwieksza, za$ po jego doigczeniu - hamuje aktywno$é tego protoon-
kogenu [43]. Podobnie - TR niezwigzany z ligandem aktywuje ekspresje c-Fos,
za$ po przytaczeniu T3 - hamuje ekspresje tego protoonkogenu zaréwno na poziomie
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genu, jak i biatka [54]. W zwigzku z tym mozna przewidywaé, iz obecno$¢ zmu-
towanych TR w tkance nowotworowej spowoduje wzrost ilosci c-Jun i c-Fos, oraz
wzrost aktywnos$ci czynnika transkrypcyjnego AP-1, w skiad ktorego wchodzg.
Poniewaz produkty biatkowe tych protoonkogenéw hamujg zalezng od TH akty-
wacje transkrypcji, odpowiedZz genéw docelowych na dziatanie T3-TR moze by¢
dodatkowo uposledzona [82].

Z drugiej jednak strony nalezy pamieta¢, iz fizjologicznie T3 za posrednictwem
TR aktywuje transkrypcje protoonkogenu mdm2. Biatko Mdm2 wigze sie z p53,
ktére jest wowczas gwattownie degradowane [31, 59]. Mdm2 aktywuje rowniez
ekspresje czynnikow przyspieszajgcych cykl komdrkowy, czyli E2F1 i cykliny A
[59] oraz obniza ekspresje innego supresora nowotworowego - biatka Rb (reti-
noblastoma) [75]. Jesli w tkance nowotworowej wystepujg zmutowane TR lub ob-
serwuje sie niskg ekspresje TR, to ilos§¢ Mdm2 zmniejsza sie, a wymienione powyzej
efekty nie sg nasilone iten potencjalny mechanizm powstawania zaburzen regulacji
cyklu komé6rkowego poprzez Mdm2 staje sie nieistotny. Jesli jednak niska aktywnos¢
transkrypcyjna TR jest przynajmniej czesciowo kompensowana przez nadekspresje
tego biatka, to zalezna od T3 aktywacja transkrypcji genu mdm2 moze nasila¢
zaburzenia cyklu komérkowego.

Dotychczas dostepne dane nie wyjasniajg, czy u cztowieka TH i TR inicjujg
proces nowotworzenia, czy tez sg odpowiedzialne za wigkszg zto$liwos¢ nowotworu
i szybszy postep choroby. Poniewaz ekspresja TR, odsetek zmutowanych TR oraz
odsetek LOH TR sg rézne w réznych rodzajach nowotworéw, wydaje sie, iz biatka
te nie sg uniwersalnym czynnikiem indukujgcym proces nowotworzenia. Mozliwe
jest natomiast, ze w wyniku zmienionej ekspresji i upo$ledzonej funkcji stajg sie
odpowiedzialne za progresje nowotworu niezaleznie od jego rodzaju. Nie mozna
réwniez wykluczy¢, iz TR inicjujg lub wspétinicjuja nowotworzenie w niektorych
typach nowotworow, w ktérych nieprawidtowosci dotyczg wiekszos$ci analizowanych
przypadkéw (rak watroby, rak brodawkowaty tarczycy). W Swietle opisanych wy-
nikdw konieczne wydaje sie zbadanie, czy patofizjologia (morfologia, szybkos$é
podziatow, tworzenie warstw, itd.) nowotworowych linii komorkowych ulegnie zmia-
nie pod wptywem ekspresji prawidtowych TR lub odwrotnie, czy ekspresja do-
minujgcych negatywnych mutantow TR wywota transformacje nowotworowa
komérek prawidtowych.
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Streszczenie; Dominujacym sktadnikiem genomu ro$lin okrytozalagzkowych sa sekwencje powtarzalne,
w tym retroelementy. Rozmaita zawarto$¢ tych sekwencji powoduje zmienno$¢ rozmiaréw genomu w
obrebie zaréwno gatunku, jak i rodzaju. Kazdy rodzaj sekwencji powtarzalnych moze by¢ gatunkowo-
lub genomowo-specyficzny albo wystepowaé¢ powszechnie w obrebie rodzaju lub rodzin, wykazujac
charakterystyczng lokalizacje w chromosomach. Do cech gatunkowych zalicza sie chromosomowy wzo6r
prazkowy oraz lokalizacje 18S-5, 8S-25S rDNA i 5S rDNA. U allopoliploidéw, w poréwnaniu z
genomami ancestralnymi, moga zachodzi¢ zmiany polegajace na translokacji fragmentéw chromoso-
mow i translokacji sekwencji powtarzalnych, specyficznych dla jednego z genomdéw na drugi oraz
redukcja liczby loci rDNA i ich ekspresji. W ustalaniu pokrewiefistwa miedzy gatunkami istotne sg
wyniki GISH.

(Postapy Biologii Komérki 2001; 28: 197-218)

Stowa kluczowe: cytogenetyka molekularna, kariotyp, FISH, GISH, sekwencje powtarzalne, retroele-
menty, cechy gatunkowe.

Summary: Repetitive sequences, including retroelements, are the main genome component in angiosperm
plants. Variations in their content both in the same species and within the genus, cause changes in the
genome size. Each kind of repetitive sequences can be either species- and genome-specific or it can be
present within the genus or families and display a characteristic localisation in chromosomes. Chromo-
some banding pattern, location of 18S-5, 85-25S rDNA and 5S rDNA are considered to be species-spe-
cific. Among allopoliploids, as compared to ancestral genomes, changes consisting in translocations of
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chromosome fragments and translocations of repetitive sequences specific for one of the genome to
another one, as well as reduction in the number of rDNA loci and their expression can occur. In
establishing relationships among species the results of GISH method are important.

(Advances in Cell Biology 2001 ; 28: 197-218)

Key words: molecular cytogenetics, karyotype, FISH, GISH, repetitive sequences, retroelements, spe-
cies-specific traits.

1. WSTEP

Od kilkunastu lat rozwija sie intensywnie cytogenetyka molekularna, ktéra polega
na skojarzeniu badan genomdw jadrowych metodami molekularnymi z badaniami
in situ, a gtdwnie z zastosowaniem metody FISH (Fluorescence In Situ Hybri-
dization), tj. hybrydyzacji do DNA chromosomdw ijader interfazowych okreslonych
sekwencji znakowanych fluorescencyjnie lub GISH {Genomie In Situ Hybridization).
Uzyskane dotad wyniki rzucity nowe Swiatto na pokrewieristwo miedzy gatunkami,
w wyniku czego powstaty nowe kierunki badan - molekularna systematyka i mo-
lekularna ewolucja (ref. [74]). W krolestwie roslin wiele gatunkéw powstato w
wyniku poliploidyzacji, tj. zwielokrotnienia badZ takiego samego genomu (auto-
poliploidyzacja) lub odmiennych genomoéw (allopoliploidyzacja). W tym drugim
przypadku istotnym zagadnieniem jest odréznienie poszczeg6lnych genoméw iwska-
zanie gatunkow ancestralnych oraz zmian, jakie towarzyszyty utrwalaniu sie ga-
tunkéw alloploidalnych (ref. [83]). W tym celu poszukuje sie specyficznych
markeréw molekularnych i chromosomowych.

Za charakterystyczne cechy gatunku przyjeto: rozmiar genomu, tj. zawartosé
DNA w przeliczeniu na genom haploidalny (1C) lub diploidalny (2C), liczbe i
morfologie chromosoméw, wzor pragzkow C (heterochromatynowych), lokalizacje
genéw 18S-5, 8S-25S rRNA i 5S rRNA. Rozmiary genomu haploidalnego u roslin
okrytozalgzkowych wahajg sie w znacznych granicach: od 0,1 pg do 127,5 pg,
za$ liczba haploidalna chromosoméw (n) - od 2 do 300. Liczba chromosomoéw
nie jest skorelowana z rozmiarami genomu, lecz z ich catkowitg objeto$cig podczas
metafazy mitozy. Liczba gendw jest oceniana na 25-60 tys., a wiec skala rozpietosci
nie odpowiada zakresowi wielkosci genomu (ref. [47]). Od Kkilkunastu lat wiadomo,
ze rozmiary genomu u roslin (w pg) sg skorelowane z zawartos$cig sekwencji po-
wtarzalnych (w pg) [18]. Poniewaz wyposazenie w geny jest cechg wspd6lng dla
poszczegOlnych gatunkéw, rozmaitos¢ sekwencji powtarzalnych jest uwazana za
zrodto zmiennosci rozmiardw genomoéw i ich organizacji, a réznorodnos$¢ cech
gatunkowych moze byé upatrywana w liczbie i cechach molekularnych sekwencji
powtarzalnych.
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2. SEKWENCJE POWTARZALNE

Sekwencje powtarzalne wystepujg w uktadach tandemowych lub rozproszonych.
Do sekwencji tandemowych kodujacych zalicza sie 18S-5, 85-25S rDNA, 5S rDNA
i tDNA (por. nizej - 5. Analiza chromosomoéw). Sekwencje tandemowe o liczbie
kopii ok. 106/genom haploidalny, niekodujace, zbudowane sg z monomeréw o dtu-
gosci od 59 do kilkuset pz, wchodzg zwykle w sktad heterochromatyny. Ten rodzaj
chromatyny charakteryzuje sie¢ wysokim stopniem kondensacji, zr6znicowanym w
zalezno$ci od jej usytuowania. Miedzy monomerami w tandemowym ukfadzie moga
znajdowac sie retropozony, a bardzo rzadko - funkcjonalne geny (ref. [3]). Wazng
grupg sekwencji powtarzalnych tandemowych sg sekwencje mikrosatelitarne, uwa-
zane za markery genetyczne. Omdwienie ich przekracza mozliwosci tego artykutu,
tym bardziej ze zostaty one opisane niedawno [67].

Sekwencje powtarzalne rozproszone, ze wzgledu na diugo$¢, nalezg do dwoch
kategorii: LINEs {Long INterspersed Elements), zawierajace elementy o dtugosci
do kilku tys. pz i SINEs {Short INterspersed Elements) o dtugosci do 500 pz.
W grupie sekwencji powtarzalnych rozproszonych coraz czesciej sg identyfikowane
ruchome elementy (retroelementy), ktére prawdopodobnie stanowig gtdwna frakcje
sekwencji powtarzalnych ([23] iref.). W genomach roslin wystepujg retrotranspozony
i inne retroelementy, tj. takie, ktérych informacja genetyczna jest zapisana w RNA,
zawierajg odwrotng transkryptaze i integraze; po przepisaniu RNA na DNA integruja
sie z genomem gospodarza. Sekwencje te nalezg zaréwno do grupy LINEs, jak
i SINEs. Retroelementy typu LINEs sg prawdopodobnie najstarszg klasg retro-
transpozondw w genomach roélin. Ruchome elementy mogg zawiera¢ charaktery-
styczne diugie powtdrzenia terminalne (LTR - Long Terminal Repeats) lub by¢
ich pozbawione. LTR sg obecne w retrotranspozonach typu Ty-1-gypsy, w ktérych
domena integrazy znajduje sie za odwrotng transkryptazg oraz Ty-1-copia, zawie-
rajgce domene integrazy przed odwrotng transkryptazg. Retrotranspozony z LTR
w zaleznosci od dtugosci (od 400 do 2500 pz) sg typu SINEs lub LINEs. Retro-
transpozony z grupy Ty-1-copia r6znig sie dtugoscig i sekwencja nukleotydéw,
stad nazywane sg Ty-\-copia-Yike. Niektére mogg by¢ markerami gatunkowo spe-
cyficznymi (por. nizej, 2.2. Retrotranspozony). Druga grupa retroelementéw nie
zawiera LTR i nazywane sg retropozonami; sg to m.in. cin4 (wystepujgce u ku-
kurydzy), del2 (u Lilinm speciosum, gdzie stanowig do 4% genomu), BNR1 {Beta
vulgaris), Tal 1-1 {Arabidopsisthaliana), SI {Brassicaceae i wiele innych gatunkéw).
Retropozony, podobnie jak retrotranspozony, ze wzgledu na dtugos$¢ sa zaliczane
do SINEs lub LINEs. Retropozony, jak wykazata metoda FISH, sg zwykle row-
nomiernie rozmieszczone w chromosomach, czesto w postaci rozmaicie zlokali-
zowanych skupien. Przynalezne do SINEs sg zakonczone motywem poly(A) albo
sekwencjg bogatg w A lub T, zawierajg pewne konserwatywne sekwencje podobne
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do tRNA i moga by¢ obecne w intronach (ref. [68]). Sekwencje SI z SINEs u
Brcissica napus jest wysoce zmetylowana; poziom metylacji jest dwukrotnie wyzszy
niz Sredni poziom metylacji jadrowego DNA u tego gatunku [25].

3. ZMIENNOSC ROZMIAROW GENOMU
W OBREBIE GATUNKU

Od blisko 20 lat wiadomo, ze rozmiary genomu, tj. zawartos¢ DNA w przeliczeniu
na genom haploidalny lub diploidalny wahajg sie w znacznych granicach u tego
samego gatunku. Obserwacje te dotyczyty przedstawicieli tego samego gatunku,
zebranych z rozmaitych siedlisk, réznigcych sie np. wysokos$cig n. p. m. i $rednig
temperaturg, a takze odmian gatunkoéw uprawnych (ref. [47J). Aby unikngé arte-
faktow, wiele uwagi posSwieca sie stronie metodycznej, szczeg6lnie w odniesieniu
do cytometrii przeptywowej. Dosy¢ powszechnie stosowane barwienie DAPI (wy-
bidrczo wigze sie z AT) powinno by¢ zastapione przez jodek propidyny (PI -
propidium iodide), ktéory - podobnie jak metoda Feulgena stosowana w mikro-
spektrofotometrii - barwi catkowity DNA. Wykazano, ze DAPI daje wyniki za-
nizone [37]. Réwnie wazny jest dobdr odpowiedniego standardu, najlepiej zblizonego
zawartoscig DNA do badanego obiektu. Wyniki uzyskane po barwieniu Pl i metoda
Feulgena sg bardzo zblizone, a niekiedy identyczne. Przy zachowaniu poprawnej
metody, po barwieniu Pl wykazano, ze zawarto$¢ 2C DNA udwo6ch odmian pszenicy,
podobnie jak u dwéch odmian zyta rézni sie: 31,1016 pg i 33,22 dla pszenicy
i 16,6+0,02 pg i 15,39+0,09 pg dla zyta [37].

Ostatnio stwierdzono, ze wewnatrzgatunkowg zmienno$¢ zawartosci 2C DNA,
zgodnie z przytoczong wyzej koncepcja Flavella [18] mozna przypisaé zmiennej
liczbie r6znego typu sekwencji powtarzalnych. Biorgc pod uwage znaczny udziat
retroelementdw w sekwencjach powtarzalnych oraz takie ich wtasciwosci, jak prze-
mieszczanie sig, czego konsekwencjg jest przebudowa chromosoméw drogg trans-
pozycji, insercji i wycinania, mozna oczekiwa¢, ze tg wiasnie droga nastepuja
modyfikacje rozmiaréw genomu [4]. U wielu gatunkéw liczba kopii retrotranspo-
zonow jest dodatnio skorelowana z rozmiarami genomu (ref. [81]). Nie jest to
jednak ogélna prawidtowosé, poniewaz u rodzaju Hordeum, u ktérego liczba kopii
retrotranspozonu BAREL, obliczona na podstawie hybrydyzacji z 2 sondami za-
wierajacymi konserwatywny fragment badZ z obszaru genu kodujgcego odwrotng
transkryptaze, badz z LTR, nie jest skorelowana z zawartosciag 1C DNA ani u
odmian tego samego gatunku, ani u osobnikéw gatunku dzikiego, zebranych z
rozmaitych stanowisk [81].

U Yicia faba rozpietos¢ zawartosci 2C DNA wynosi od 21,8 pg do 29,4 pg
u osobnikow zebranych z rédznych stanowisk ijest skorelowana z liczbg powtérzen
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sekwencji VfB. ktora wynosi od 2,7 x 1()4 do 23 x 104 [20]|. U dwd6ch podgatunkow
ryzu (Oryza sativa, 2n=2x=24): indica ijaponica réznice w rozmiarach genomu
2C - 0,897 pg i 0,818 pg - sg spowodowane przez wiekszg liczbe kopii 5S rDNA
- 919,31211,2 i 751,81153,5 oraz sekwencji telomerowych - 1501,31760 i
453,31146,9 [60|. Wewnatrzgatunkowazmienno$¢ rozmiar6w genomu u 3 gatunkow,
w tym 2 podgatunkdw rodzaju Alstroemeria jest zwigzana z polimorfizmem prgzkdw
C i skorelowana dodatnio z ich zawartoscia (7]. Analogiczna zalezno$¢ miedzy
zawartoscig 2C DNA a % heterochromatyny ma miejsce u 3 podgatunkéw Crepis
foetida [16]. U Dasypyrum villosum stwierdzono korelacje miedzy rozmiarami ge-
nomu a catkowitg dtugo$cig chromosoméw mitotycznych i licznymi cechami feno-
typowymi, takimi jak: masa nasion i dtugos¢ lisci. Cechy te byly takze dodatnio
skorelowane z wysokoscig n. p. m., z jakiej zostaty zebrane poszczegdlne osobniki
[8]. Wewnatrzgatunkowa zmienno$¢ zawartosci jadrowego DNA, ktéra moze by¢
zwigzana z adaptacjg do warunkéw Srodowiska, zostata stwierdzona u wielu ga-
tunkéw roslin, podobnie jak zalezno$¢ miedzy wewnatrzgatunkowg zmiennoscia
rozmiaréw genomu a fenotypem (ref. [8, 47]).

4. GENOMOWA | GATUNKOWA SPECYFICZNOSC
SEKWENCJI POWTARZALNYCH

Sekwencje powtarzalne, wczesniej wykrywane metoda pomiaréw szybkosci re-
naturacji jednoniciowego DNA, sg intensywnie badane od wczesnych lat 80., tj.
od wprowadzenia enzymdw restrykcyjnych do analizy genoméw roslinnych. W
wyniku rozdziatow elektroforetycznych w zelach ujawniajg sie one w postaci prgzkow
w réznych strefach dtugosci. DNA zawarty w tych prazkach moze by¢ izolowany,
klonowany, sekwencjonowany i po odpowiednim wyznakowaniu, w celu uzyskania
sond, uzywany do hybrydyzacji typu Southern, dot-blot i slot-blot oraz do hy-
brydyzacji in situ (ref. [63]).

Istnienie gatunkowo-specyficznych sekwencji powtarzalnych $wiadczy o tym,
ze ich amplifikacja nastgpita stosunkowo niedawno w ewolucji. Sekwencje nie-
specyficzne dla gatunku powstaty dawno i pojawity sie u spokrewnionych gatunkéw
w wyniku krzyzowan i allopoliploidyzacji.

4.1. Sekwencje tandemowe

4. 1.1. Sekwencje telomerowe

Telomery sg wyspecjalizowanymi strukturami, ktore stabilizujg krarice chromo-
somow. Zawierajg one tandemowo utozone konserwatywne sekwencje TTTAGGG.
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Liczba sekwencji telomerowych jest uwazana za specyficzng ceche gatunkowg i
wynosi od 2 do 5 kpz u Arabidopsis, 12-15 kpz u zbéz i od 60 do 160 kpz
u tytoniu. Liczba kopii moze by¢ rézna w poszczeg6lnych chromosomach tego
samego gatunku iulega redukcji w komdrkach zr6znicowanych (ref. [32]). U dwdch
podgatunkdw ryzu, indica i japonica (jak wspomniano wyzej), liczba kopii jest
trzykrotnie wieksza u indica, podobnie jak ich diugos¢; wyniki FISH wykazaty,
ze u indica sekwencje telomerowe znajdujg sie na krafncach 6 par chromosomadw,
za$ ujaponica - tylko w 2 parach chromosoméw, a ponadto wielko$¢ sygnatéw
hybrydyzacyjnych jest znacznie mniejsza niz u indica [60]. Brak sekwencji te-
lomerowych stwierdzono u przedstawicieli rodzaju Allium, Nothoscordum i Tulbagia
(Alliaceae) oraz u Aloe (Asphodelaceae) ([ 1] i ref.).

4. 1.2. Sekwencje subtelomerowe

Sekwencje subtelomerowe zlokalizowane przy telomerach, stanowig strefe bu-
forowg oddzielajacg sekwencje telomerowe od sekwencji kodujgcych. O ich przej-
sciowym charakterze $wiadczg takze odlegtosci miedzy nukleosomami: w
chromatynie telomerowej wynoszg one ok. 155 pz, w sekwencjach subtelomerowych
- 170 pz, za$ w chromatynie zawierajgcej geny - 180 pz ([35] i ref.). Sekwencje
subtelomerowe moga by¢ gatunkowo- lubrodzajowo-specyficzne(ref. [47]). Ostatnio
wykazano, ze sekwencje z rodziny Afa (340 pz), wyizolowane z pszenicy, obecne
sg w regionach subtelomerowych u gatunkéw azjatyckich, rowniez nalezacych do
trybu Triticeae - Leymus racemosus (2n=4x=28, genom NNXX) i Psathyrostratus
juncea (2n=2x=14, genom NN) [57]. Natomiast sekwencja Tait (570 pz), uzyskana
z DNA L. racemosus, zlokalizowana u tego gatunku w obszarze subtelomerowym,
nie dawata sygnatu w hybrydyzacji Southern ani z L. mollis, ani z 2 gatunkami
Psathyrostratus, jak réwniez z Triticum aestivum [40], moze zatem by¢ uznana
zagatunkowo-specyficznadla L. racemosus. Jest onajednak powszechna u Triticeae,
ale zlokalizowana poza obszarem subtelomerowym (por. nizej).

U rodzaju Nicotiana sklonowano sekwencje TAS49 i wyznaczono jej strukture
pierwszorzedowg. Uznano jg wprawdzie za rozproszona, ale zlokalizowana jest
w strefie subtelomerowej u 5 gatunkéw Nicotiana i/lub w obszarze interstycjalnym
u 4 gatunkéw. Sekwencja ta (460 pz) nie wykazuje cech retrotranspozonéw. U
N. sylvestris liczba kopii wynosi 3300/2C, uN. tabacum - 22 600, uN. tomentosiformis
- 17 400, zatem u N. tabacum (gatunek allotetraploidalny) liczba kopii tej sekwencji
jest zblizona do sumy liczby kopii u gatunkéw ancestralnych - N. sylvestris i
N. tomentosiformis [35].

4. 1.3.Sekwencje zlokalizowane poza obszarem telomeréw

Podobnie jak sekwencje subtelomerowe, mozna je podzieli¢ na sekwencje spe-
cyficzne dla gatunku, genomu, rodzaju oraz niespecyficzne. U bobu (Vicia faba
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L.) wczesniej sklonowana sekwencja Foki (59 pz, ref. [62)) wystepuje wytgcznie
u tego gatunku ijego odmian, przy czym liczba kopii/genom haploidalny wynosi
od 5,39 x 106 do 21,51 x 106. Wyniki hybrydyzacji Southern wskazujg, ze u 5
innych gatunkéw Vicia sekwencja ta nie wystepuje [46]. Metodami FISH [21] i
nick-translacji in situ [62] wykazano, ze sekwencja ta jest zlokalizowana wytgcznie
w heterochromatynie 5 par krétkich (S) chromosomoéw. Ostatnio [59] wykryto spe-
cyficzng gatunkowo dla Viciafaba ijego podgatunkéw tandemowa sekwencje T11115
(119 pz) bogatg w AT (53,8%) o liczbie kopii/IC 5 x 105. Metoda FISH po-
twierdzita, ze jest ona zlokalizowana nie tylko przy prazkach heterochromatynowych
Fokl(+) i Fokl(-), ale takze w formie rozproszonej.

U rodzaju Avena gatunki diploidalne zawierajg genomy CC, tetraploidalne -
AACC, a heksaploidalne - AACCDD. Postugujac sie klonem pAml (464 pz),
uzyskanym wczesniej z A. murphyi (genom AACC), poréwnano metodg FISH obe-
cno$c¢ tej sekwencji u 7 gatunkéw, wsrdd ktérych kazdy zawierat genom C. Sygnat
hybrydyzacyjny byt obecny we wszystkich chromosomach z genomu C, z wyjatkiem
dystalnych regionéw niektérych par; odpowiednie, wyznakowane segmenty znaj-
dowaty sie w poblizu krancéw dtugich ramion 3 par chromosoméw z genomu
A, co Swiadczy o ich translokacji w allopoliploidach. Genomy C, obecne u gatunkéw
diploidalnych (2n=2x=14, CC) sg uwazane za macierzyste dla gatunkéw allopoli-
ploidalnych [19].

Sekwencja OeTaq80, sklonowana z DNA Olea europaea (2n=46) zbudowana
jest z 7 tandemowo utozonych monomeréw zawierajgcych 80 pz, w duzym stopniu
homologicznych (od 74 do 91% homologii). U tego gatunku metodg FISH wykazano,
ze sekwencja ta jest zlokalizowana gtéwnie na krancach chromosomoéw: najednym
- w 11 parach, na obu - w 7 parach, w regionach interstycjalnych - w 3 parach;
2 pary chromosomow nie zawieraty sygnatu hybrydyzacyjnego. Sekwencja OeTaq8()
wystepowata takze u 5 innych gatunkéw Olea, przy czym liczba kopii/ng DNA
wynosita od 125 x I()iSdo 25,0 x 108 i byla wysoce dodatnio skorelowana z
rozmiarami genomu [5]. Roéwniez specyficzne dla rodzaju Cicer sa 2 sekwencje
tandemowe: CaSatl (monomer 170 pz) i CaSat2 (monomer 100pz), niechomologiczne,
wyizolowane z Cicer arietinum (ciecierzyca). Obie sekwencje sg bogate w AT
i dawaty u 9 gatunkdéw jednorocznych, pochodzacych z r6znych siedlisk, pozytywny
sygnal w metodzie FISH w obszarach heterochromatyny barwigcej sie DAPI, tj.
bogatej w AT. Sygnat ten byt nieobecny u gatunku wieloletniego (por. 2.2. Re-
troelementy) [77].

Wspomniane wyzej sekwencje z rodziny Afa (340 pz) obecne sg u wszystkich
zbadanych gatunkdw z trybu Triticeae, zawierajagcych genomy H, R, S, D, M,
A, B i ich kombinacje, aczkolwiek w roznej liczbie powt6rzeA: 1 x 10' (genom
S), 2 x 103 (genomy A i R), 4 x 103 (genom A z Triticum monococcum), 7 X
103 (genom M), 1x 104 (genomy H i D), co wskazuje, ze sekwencje te ulegaty
wiele razy amplifikacji w ewolucji Triticeae [58]. Rownie rozpowszechniona jest
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sekwencja pSc119,2 (120 pz), sklonowana z Secale cereale, ktéra byta obecna
u 11 zbadanych gatunkdw Secale, dajac taki sam wzor hybrydyzacyjny w metodzie
FISH, tj. w obszarach telomerowych i interstycjalnych [13]. Obecnos$¢ tej sekwencji
byta stwierdzona metoda Southern u 3 diploidalnych gatunkéw Hordeum: bulbosum
(genom 1), chilense (genom H) i marinum (genom X) oraz u tetraploidalnego H.
murinum (genom YY), natomiast brak byto sygnatéw u 2 diploidalnych podgatunkéw
H. vulgare (genom 1). Wz6r hybrydyzacyjny po FISH byt w postaci prazkéw (H.
chilense) lub kropek przy kranicach chromosomoéw (H. muinum 4x) [78]. U rodzaju
Secale metodg FISH zlokalizowano inne wysoce powtarzalne sekwencje: pSc74
(350—480 pz) i pSc34 (610 pz), sklonowane wczes$niej z S. cereale. Sekwencja
pSc74 byta obecna réwniez u 4 podgatunkéw S. cereale oraz u 6 innych gatunkéw
Secale, z wyjatkiem S. silvestre. Wzdr hybrydyzacyjny po FISH byt taki sam u
wszystkich podgatunkéw S. cereale i u S. kuprijanovii: sygnat byt zlokalizowany
gtoéwnie w obszarach telomerowych, a zblizony - u S. montanum, S. africanum,
S. anatolicum i S. vavilovii. Sonda z sekwencjg PSc34 dawata pozytywne sygnaty
u wszystkich badanych gatunkéw i podgatunkéw z wyjatkiem S. vavilovii; u S.
silvestre sygnat byt Sladowy. U wszystkich gatunkéw i podgatunkow, z wyjatkiem
S. montanum, dajgcych pozytywne wyniki w metodzie FISH zauwazono polimorfizm
znakowania. Przedstawione wyniki dotyczace obecnosci sekwencji pScl 19,2, pSc74
i pSc34 nie pozwalajg na wyciggniecie wnioskéw dotyczacych ewolucji i filogenezy
badanych gatunkow [13, 78].

4.2. Sekwencje powtarzalne rozproszone

Podobnie jak sekwencje tandemowe, sekwencje rozproszone moga by¢ specy-
ficzne gatunkowo i genomowo, wobec czego mogg stuzyé jako markery do iden-
tyfikacji genoméw, chromosomow i regionéw chromosomow.

4. 2.1. Sekwencje rozproszone, nieidentyfikowane jako retroelementy

Nienotowane wczesniej 4 sekwencje rozproszone, specyficzne dla Vicia faba
ijego podgatunkéw, zostaty sklonowane z powtarzalnych frakcji (pragzkéw) obecnych
w zelach. Sekwencje te, o dtugosci 109-233 pz, z wyjatkiem jednej, sg bogate
w AT, a liczba kopii/lC wynosi od 5 x 104 do 3 x 105. Sekwencje te nie sg
obecne ani u zbadanych pod tym wzgledem 12 innych gatunkéw Vicia, ani u innych
9 gatunkéw z Leguminosae [59].

Sekwencja pVuKB-,, wyodrebniona z DNA Vigna unguiculata (fasolnik chinski)
subsp. unguiculata o diugosci 436 pz i zawartosci AT=65% jest gatunkowo-spe-
cyficzna, tj. wystepuje tylko u 2 podgatunkéw V. unguiculata, nie jest obecna u
4 innych gatunkdw Vigna (oblongifolia, ambacensis, luteola ivexillata), jak wykazata
hybrydyzacja Southern. Metodg FISH wykazano, ze sekwencja tajest zlokalizowana
wokot centromeréw wszystkich chromosoméw. Wystepowata ona w tym samym
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miejscu, co wczesniej sklonowana sekwencja VuKBI, rowniez bogata w AT; udo-
wodniono to nie tylko na catych chromosomach, ale réwniez na rozproszonych
widknach chromosomowych. Sekwencja VuKBI nie jest specyficzna gatunkowo,
co wskazuje, ze sekwencja VuKB 1jest filogenetycznie starsza od sekwencji VuKB2.
Zadna z tych sekwencji nie wykazuje homologii do retroelementéw [23].

Z DNA Solarium tuberosum sklonowano 2 sekwencje: pST3, 865 pz, liczba
kopii/lC wynosi 300 oraz pSTIO, 121 pz, liczba kopii/IC - 400. Sekwencje te
zlokalizowano metodg FISH; sygnaty w postaci kropek przy kraficach chromosoméw
wystepowaty tylko u S. tuberosum; z S. breviclens wynik byt negatywny. Natomiast
sekwencje z S. brevidens, niehomologiczne do sklonowanych z S. tuberosum -
pSBI, 122 pz, liczba kopii 1500/1C i pSB7, 167 pz, liczba kopii 6750/1C, hy-
brydyzujace gtéwnie w obszarach telomerowych, przy niektérych centromerach
i w regionach interstycjalnych, sg obecne w catej grupie Eutuberosci ([66] i ref.).

U bawetny (Gossypium) zidentyfikowano 64 rodziny sekwencji powtarzalnych
z genomu A i 4 rodziny z genomu D. Genomy A i D rbéznig sie rozmiarami:
A - 186 pg, D- 1,01 pg. Sonda z genomu A nie hybrydyzuje z DNA genomu
D i F, daje bardzo silny sygnat z DNA genomu A, stabe sygnaly z genomem
B oraz daje sygnat z genomem AD. Analogiczne wyniki otrzymano metoda FISH
w odniesieniu do allotetraploidéw AD, co $wiadczy o migracji sekwencji z genomu
A do D [84].

U Lolium perenne sekwencja dtugosci 650 pz, bedaca wstawkag w klonie pLPB-
123, jest obecna w liczbie kopii 9 x 1()4/1C, podczas gdy u L. temulentum wystepuje
ona tylko w liczbie 1x 1(4. Ta okoliczno$¢ pozwolita, drogg FISH, na rozréznienie
chromosoméw obu gatunkéw w metafazie mitozy i mejozy w mieszancach FI
[36].

Punktem wyjscia dla zbadania pokrewienistwa miedzy Dasypyrum villosum L.
(2n=2x=14) i D. breviaristatum (Lindb.f) (Frederiksen) (2n=4x=28) byty daw-
niejsze przypuszczenia (nieoparte na badaniach molekularnych), ze D. breviaristatum
jest autotetraploidem z genomem VVVYV, pochodzacym od D. villosum (genom
W ). Badania metodami cytogenetyki molekularnej wykazaty, ze poglad ten byt
btedny. Sklonowano 2 sekwencje z D. breviaristatum: klon pDbKB49 zawiera frag-
ment DNA diugosci 400 pz i 64% AT, za$ klon pDbKB45 sktada sie z 1096
pz i 60% AT. Zaden z klonéw nie wykazywat znaczacej homologii z sekwencjami
w GenBank/EMBL data base (w 1998 r.). Mimo ich rozproszonej lokalizacji, nie
znaleziono homologii do retroelementéw. Hybrydyzacja Southern wykazata, ze frag-
ment DNA z klonu pDbKB45, pochodzgcego z D. breviaristatum jest obecny u
tego gatunku w licznych powtdrzeniach, natomiast hybrydyzacja tego fragmentu
z DNA D. villosum dawata sygnaty bardzo stabe. Klon pDbKB49 dawat silniejsze
sygnaty zDNA D. villosum. Analogiczne rezultaty uzyskano metodg FISH: sekwencja
pDbKB49 byta rownomiernie rozproszona wzdtuz wszystkich chromosomoéw, z
wyjatkiem regiondéw telomerowych; podobng lokalizacje wykazywaty chromosomy
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D. villosum. U tego gatunku nie stwierdzono sygnatéw hybrydyzacyjnych po FISH
zklonem pDbKB45, natomiast u D. breviaristatum sygnat byt rozproszony isilniejszy
na krancach chromosomoéw. Uzupetnieniem tych wynikéw, wskazujacych na od-
mienno$¢ genomoOw obu gatunkow, byty rezultaty metody GISH (por. 5.3) [22).
Z przedstawionych danych wynika, ze sekwencja pDbKB45 nie wystepowata u
D. villosum, zatem D. breviaristatum nie moze by¢ autotetraploidem pochodzgcym
z D. villosum.

Specyficzna dla genomu H diploidalnych Hordeum jest sekwencja pHch2, sklo-
nowana z pochodzacych z Ameryki Potudniowej gatunkéw Elymus (Triticeae) [17].
Specyficzne dla genomu A u 8 gatunkéw Avena sg sekwencje pAsld (639 pz)
i pAsl21 (730 pz), ktorych obecnos$¢ stwierdzono u 3 gatunkéw diploidalnych
(genom AA), 2 gatunkoéw tetraploidalnych (genom AACC) i 4 gatunkow heksa-
ploidalnych (genom AACCDD). Sekwencja pAsl4 nie byta obecna u 2 gatunkdéw
diploidalnych z genomem CC. Sekwencja pAsl21 wystepowata w genomach di-
ploidalnych AA, tetraploidalnych AACC i heksaploidalnych AACCDD i w nie-
znacznych ilosciach u diploidéw CC. Metoda FISH wykazata, ze sekwencja pAsl4
jest rozproszona wzdtuz chromosomoéw, z wyjatkiem obszaréow telomerowych dtu-
gich ramion w genomach A i D, ale byta obecna w obszarach telomerowych u
A sativa (genom AACCDD) w chromosomach z genomu C, co $wiadczy o trans-
lokacjach miedzygenomowych [44] i wskazuje na konieczno$é konfrontowania wy-
nikow uzyskanych metoda Southern z metodg FISH.

Rodzina sekwencji powtarzalnych VfB (ok. 1200 pz, 60% AT), sklonowana
z DNA Vicia faba, jest obecna u tego gatunku w zmiennej liczbie kopii, ktora
jest skorelowana dodatnio z rozmiarami genomu (por. wyzej, 3. Zmienno$¢ roz-
miaréw genomu w obrebie gatunku). Sekwencje te sg zlokalizowane, jak dowodzg
wyniki FISH, w sposdb rozproszony inie sgobecne w heterochromatynie. Sekwencje
te wystepuja rowniez u innych gatunkéw Vicia (narbonensis isativa), ale w znacznie
mniejszych ilosciach, co jest zwigzane z o wiele mniejszym niz u V. faba genomem.
Sekwencje homologiczne do VfB nie dawaty sygnatéw w hybrydyzacji Southern
u Phaseolus coccineus oraz u tak odlegtych taksonomicznie gatunkéw jak Populus
deltoides i Triticum darum. Swiadczy to, ze sekwencja tajest specyficzna dla rodzaju
Vicia [20].

4.2.2. Retroelementy

Najbardziej rozpowszechniong grupg w genomach roslin sg retrotranspozony
typu Ty-\-copia\ znajduja sie one réwniez w genomach wiekszosci roslin nizszych.
Moga one stanowi¢ znaczng czes¢ genomu, jak np. u Vicia fabci - ok. 40% (ref.
[59]). Niektére z nich przemieszczaty sie niedawno, sg polimorficzne w obrebie
gatunku i moga by¢ uzyte jako markery do analizy sprzezeh i zmiennoSci wew-
natrzgatunkowej. Retrotranspozony, ktére byty aktywne miliony lat temu, powinny
by¢ uzyteczne w wyjasnianiu pokrewienstwa miedzy gatunkami (ref. [64]). Ponadto
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retroelementy moga uczestniczy¢ w ewolucji ze wzgledu na ich mutagenne wia-
sciwosci. Retrotranspozony moga sie integrowa¢ podczas cyklu ich powielania z
okreslonymi miejscami, np. wigczajac sie do genéw kodujacych biatko u ryzu w
warunkach kultury in vitro, podczas ktorej nastepuje nawet 10-krotne zwigkszenie
liczby kopii. W warunkach innego stresu, jak naswietlanie promieniami UV iinfekcja
Pseudomonas syringae, w jadrach kalusa retrotranspozony integrujg sie z obszarami
aktywnie transkrybowanymi ([241 i ref.). Liczba powtorzen retroelementéw jest
rozmaita i w znacznej mierze jest zwigzana z rozmiarami genomu: od 100/genom
haploidalny u ryzu (0,59 pg) [82] do 10 tys. u Hordeum vulgare (ref. [24]).

Postugujac sie jako sonda sekwencjami uzyskanymi metodg PCR z zastosowaniem
jako starteréw konserwatywnych motywdw z gendéw odwrotnej transkryptazy, z
uzyciem chromosoméw 10 gatunkéw roslin okrytozalgzkowych oraz sosny Pinus
alliotti, widtaka Selaginella apoda i paproci Pteris cretica, metodg F1SH stwierdzono
lokalizacje sekwencji z grupy T y -copia. Z reguty sg one rozproszone w obrebie
wiekszosci chromosomow; stabsza hybrydyzacja ma miejsce gtéwnie w obszarze
centromeréw, NOR i w regionach, o ktérych wiadomo, ze zawieraja sekwencje
tandemowe. U niektérych gatunkéw sygnat hybrydyzacyjny wystepowat w formie
skupien [6] Hybrydyzacja typu Southern wykazata specyficzno$¢ dla gatunkow
z rodzaju Pennisetum sondy uzyskanej z P. glaucum, przy braku sygnatéw z DNA
Setaria italica, Triticum aestivum, Secale cereale i Hordeum vulgare [6]

Zastosowanie jako starterow w PCR sekwencji pochodzacych z LTR pozwolito
na wykazanie specyficznoéci odmianowej i gatunkowej retrotranspozonéw z grupy
Ty-1-copia u Pisum sativum [64]. Gatunkowa specyficzno$¢ domeny z odwrotng
transkryptaza u retrotranspozonéw z grupy Ty-1-copia zostata wykazana dla 4 ga-
tunkéw Alstroemeria. Metodg F1SH wykazano pewne réznice we wzorze hybry-
dyzacyjnym dla poszczegdlnych gatunkoéw. Przy zastosowaniu sondy z A. inodora
do mieszanca A. aurea x A. inodora, sygnaty hybrydyzacyjne z retrotranspozonéw
pochodzacych z A. inodora, liczne w chromosomach tego gatunku, byty nieobecne
w chromosomach A. aurea [41]. Unikalno$¢ gatunkowa domeny genow odwrotnej
transkryptazy zostata stwierdzona réwniez u Solanum tuberosum (31 sekwencji
z 4 odmian), Allium cepa (27 sekwencji), 3 gatunkéw Vicia (po 27 sekwencji z
3 gatunkéw) (ref. [41]).

Ze wzgledu na zr6znicowanie domeny zawierajacej odwrotng transkryptaze w
retrotranspozonach z grupy Ty-1-copia, wyr6zniono u traw 4 rodziny tych retro-
transpozondw, ws$réd ktorych, jak wykazaty wyniki hybrydyzacji Southern, naj-
bardziej rozpowszechniona okazata sie rodzina GI, wystepowata bowiem u
wszystkich zbadanych przedstawicieli trybu Triticeae (3 gatunki), Avenaceae (1
gatunek), Chlorideae (1 gatunek), Paniceae (2 gatunki) i Oryzeae (3 gatunki), za$
byta nieobecna lub tylko w ilosciach $ladowych u Andropogoneae. Rodzina G2
byta obecna u wszystkich Oryzeae i sposrod 2 gatunkéw Paniceae tylko u Echi-
nochloa utilis. Rodziny G3 i G4 byly obecne jedynie u Oryzeae [50].
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Sekwencja pAsl7, sklonowana z genomu Avena strigosa (genom As), dtugosci
646 pz, 54% AT, po przeszukaniu w banku gendéw (GenBank), wykazata znaczng
homologie do LTR z grupy retrotranspozondw Ty-1-copia. Hybrydyzacja Southern
do DNA diploidalnych (genom AA Ilub CC), tetraploidalnych (genomy AACC)
i heksaploidalnych (genomy AACCDD) gatunkéw owsa wykazata brak tej sekwencji
w genomie C. Zaréwno diploidalne, jak i tetraploidalne gatunki zawieraty 1,3 x
10 kopii, co wskazuje, ze sekwencja ta jest sktadnikiem réwniez genomu A, fj.
nie tylko w genomie As. Natomiast u gatunkéw heksaploidalnych znajdowato sie
2,4 x 104 kopii, zatem sekwencja ta byta obecna w genomach A, jak i D. Wyniki
te zostalty potwierdzone metodg FISH [451-

Klon A 108, o dtugosci 260 pz, zawierajacy sekwencje kodujgcg odwrotng trans-
kryptaze i pochodzacy z bawetny, uzyty jako sonda w metodzie FISH, dawat sygnaty
0 podobnej intensywnosci we wszystkich chromosomach tetraploida Gossypium
hirsutum (genom AADD); sygnaty te byty skupione przy krancach chromosomow.
Podobny wzo6r hybrydyzacyjny otrzymano u G. arboreum (diploid, genom AA),
lecz brak byto sygnatu u G. raimondii (diploid, genom DD) [27]. Pojawienie sie
u tetraploida AADD sekwencji nieobecnych w genomie D u diploida moze byc¢
wyjasnione przez wiasciwosci retrotranspozonow, zidentyfikowanych wsréd licz-
nych sekwencji powtarzalnych u Gossypium: ulegajgone ekspresji, co moze stanowi¢
jeden zmechanizméw przemieszczania sie ich do innych genoméw u allopoliploidow
[84].

2 klony sekwencji powtarzalnych rozproszonych, wyizolowanych z genomu Cicer
arietinum (ciecierzyca) - CaRepl i CaRep2 - wykazujg homologie do réznych
regiondw retrotranspozonéw z grupy Ty3-gypsy, a wiec retrotranspozony z obu
klonéw wydaja sie by¢ zlokalizowane w heterochromatynie (por. 4.1.3) [77].

Charakterystyczne dla licznych Brassicaceae krétkie rozproszone sekwencje typu
SINEs, bez LTR - retropozony S, byty pomnazane w wyniku wielu amplifikacji
podczas ewolucji, wskutek czego nastepowata zmiennos$¢ miejsca ich insercji. Dzieki
obecnosci w nich koncowego fragmentu 3'poli(A), wyznacza sie ich lokalizacje
w genomie, co postuzyto do ustalenia pokrewienistwa miedzy 19 gatunkami Brassica.
Stwierdzono m.in., ze/?. incana, B. montana i B. hilarionis sg najblizej spokrewnione
z B. oleracea (kapusta). Ponadto wykryto pewne introgresje potwierdzajace poglad,
ze te blisko spokrewnione gatunki sg zdolne do genetycznej wymiany w ich na-
turalnym siedlisku. Wyniki tej analizy sg zgodne z klasyfikacjg przeprowadzong
na podstawie RFLP DNA chloroplastow, ale r6znig sie od klasyfikacji dokonanej
na podstawie RFLP w DNA jadrowym [80].

Jak wynika z przytoczonych danych, uwzglednianie retroelementéw jako pod-
stawowych sktadnikéw genomu nastgpito zaledwie kilka lat temu. W badaniach
ich specyficznosci gatunkowej i genomowej uwzgledniano dotad niemal wytacznie
retrotranspozony u grupy Ty-1-copia’, wcze$niej zajmowano sie ich charakterystyka
molekularng i ich powszechng obecnos$cia w genomach roélin. Mimo ze znane
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sg retrotranspozony z grupy Ty-3-gypsy oraz liczne retropozony (por. WSTEP),
nie byly one dotad uwzgledniane w aspekcie specyficznosci genomowej i prze-
mieszczen w wyniku allopoliploidyzacji. Przyczyne tej sytuacji mozna upatrywac
w fakcie, ze retrotranspozony z grupy Ty-1-copici wystepujg powszechnie w ge-
nomach roélin, w bardzo wielu powtdrzeniach oraz ze wykazujg znaczng zmiennos$¢
wewnatrz- i miedzygatunkowsa.

5. ANALIZA CHROMOSOMOW

5.1. Kariotypy i wzory prazkowe

Podstawg badan filogenetycznych z wykorzystaniem danych chromosomowych
jest poréwnawcza analiza genoméw, w tym analiza kariotypow. Kariotypy po-
szczegO6lnych gatunkéw rdznig sie liczha chromosomaéw, stopniem poliploidalnosci
i morfologiag chromosomoéw. Poznanie réznic w kariotypach poszczeg6lnych ga-
tunkéw moze dostarczy¢ informacji o przemianach chromosomowych, ktére zaszty
podczas ewolucji tych gatunkéw lub w genomach rodzicielskich (ancestralnych)
mieszancdw ipoliploidow. Dlaprawidtowego opracowania kariotypu danego gatunku
ianalizy poréwnawczej niezbednajest identyfikacja poszczeg6lnych chromosomadw.
Niektore gatunki roslin maja nieliczne, zréznicowane morfologicznie chromosomy,
ktére mozna tatwo odrozni¢ stosujgc tradycyjne metody barwienia (np. Crepis ca-
pillaris 2n=6), ale wiele gatunkdw ma liczne, mate i bardzo podobne chromosomy
(np. gatunki rodzaju Brassica, Lupinus, Solarium) W tym drugim przypadku nie-
zbedne jest poszukiwanie specyficznych markeréw chromosoméw. Takimi mar-
kerami moga by¢ obszary heterochromaty nowe, ktore po zastosowarn iu specyficznego
barwienia lub kilku barwien sekwencyjnie ujawniajg sie jako wzdr prgzkowy chara-
kterystyczny tylko dla pary chromosomdéw homologicznych w genomie. Innymi
markerami moga by¢ chromosomowo-specyficzne sekwencje DNA, ktére zlokali-
zowane w drodze hybrydyzacji in situ (FISH) pozwalajg identyfikowaé chromosomy
w genomie.

Barwienia rdznicowe chromosomow sg od wielu lat standardowo stosowane w
analizie kariologicznej ros$lin, szczeg6lnie metoda barwienia prazkéw C (ref. [48]).
Analiza wzoru prazkéw w chromosomach metafazowych roslin w obrebie réznych
grup taksonomicznych pozwala potwierdzi¢ lub zweryfikowa¢ ustalone innymi me-
todami pokrewienstwa [14, 38, 76]. Obserwowane u wielu organizméw regularnosci
we wzorze pragzkéw C doprowadzity do przedstawienia modelu ewolucji rozmie-
szczenia heterochromatyny i mechanizmu jej przemieszczania miedzy chromoso-
mami [71]. Kariotypy wielu grup ros$lin byly opracowywane na podstawie
kompleksowych badan z wykorzystaniem réznych metod barwienia: prazki C, bar-
wienia fluorescencyjne odr6zniajace heterochromatyne bogatg w pary AT (DAPI)
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lub GC (chromomycyna A3) pary isrebrzenie ujawniajace aktywnos$¢ organizatoréw
jaderka (Ag-NOR) 110, 30, 53, 54, 55). Mimo to nie wszystkie chromosomy w
badanym genomie mogty by¢ zidentyfikowane. Dla przyktadu w kariotypie Brassica
napus (2n = 38) mozna wyroznié jedynie cztery typy morfologiczne chromosomoéw,
w tym 6 par chromosomoéw majacych specyficzne prazki. Poszczeg6lne chromosomy
Arabidopsis thaliana (2n=10), mimo ze jest ich tylko pie¢ par, nie moga by¢ zi-
dentyfikowane na podstawie ich morfologii i barwieh réznicowych, gdyz sg podobne
i wszystkie majg blok heterochromatyny przycentromerowej.

5.2. Specyficzne markery - lokalizacja rDNA

Znacznie bardziej specyficzne markery chromosomdéw mozna otrzymaé w drodze
hybrydyzacji in situ z odpowiednimi sondami DNA. Stosowanie rownocze$nie Kilku
sond wykrywanych fluorochromami o r6znym kolorze umozliwia wielobarwna FISH.
Sekwencjami DNA, ktore znalazty szczegdlnie szerokie zastosowanie w filogene-
tycznych badaniach wielu gatunkéw, sg rDNA, sekwencje telomerowe i niektore
specyficzne sekwencje DNA wysoko powtarzalnego (por. 4. Genomowa i gatunkowa
specyficzno$¢ sekwencji powtarzalnych).

Geny rybosomalnego RNA, 18S-5, 8S-25S rRNA (45S rDNA) i 5S rRNA (5S
rDNA), wystepujgce w kazdej komdrce w kilkuset lub kilku tysigcach kopii, zlo-
kalizowanych tandemowo w jednym lub kilku loci, sg dogodnym wyznacznikiem
chromosomow. Na ogo6t, u zbadanych gatunkéw liczba loci 5S rDNA byta mniejsza
niz 45S rDNA. Sg jednak gatunki z tylko jedng para chromosoméw NOR (chro-
mosomy jaderkotwadrcze), ktore majg kilka loci 5S rDNA, na przyktad Secale cereale
[121i Viciafaba [33, 34|. Poroéwnanie liczby i potozenia loci rDNA u gatunkéw
spokrewnionych pozwala wnioskowa¢ o stabilno$ci kariotypu w czasie ewolucji
lub jego przemianach, co wykazano w badaniach gatunkéw nalezacych do Triticeae
[9, 79J.

Stosujagc podwdjng FISH z 45S i 5S rDNA jako sondami mozna miedzy innymi
zidentyfikowac pie¢ par chromosoméw A. thaliana [561 lub 7 par chromosoméw
Hordeum vulgare [42]. Liczba i potozenie loci rDNA wchromosomach diploidalnych
gatunkow Brassica (ryc. 1) dostarcza markerow dla 12 chromosomdw B. campestris
(2n=20), 8 -B. nigra (2n=16) i 6 chromosomow B. oleracea (2n = 18). Szczeg6towa
analiza pozwolita wyr6zni¢ osiem typéw chromosomow niosacych geny 5S rRNA
i/lub 45S rRNA charakterystycznych dla poszczegdlnych genomow [29]. Mozliwos$é
identyfikowania chromosoméw nalezacych do réznych genomoéw jest szczeg6lnie
wazna w analizie allopoliploidalnych gatunkéw Brassica, ktére powstaty w wyniku
krzyzowania wspomnianych wyzej gatunkéw diploidalnych (ref. [49]). Pozwala
to nie tylko identyfikowa¢ chromosomy i ich pochodzenie, ale réwniez stwierdzi¢
zmiany, jakie zaszty w czasie ewolucji allopoliploidéw w stosunku do genomoéw
wyjsciowych. Jak wynika z poréwnania wynikéw podwojnej hybrydyzacji in situ
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dwoch typow rDNA z chromosomami trzech diploidalnych i trzech allotetraploi-
dalnych gatunkéw Brassica (rye. 1), liczba chromosoméw gatunkéw allotetraploi-
dalnych jest rowna sumie chromosomoéw odpowiednich ancestralnych diploidow,
podczas gdy liczba loci rDNA nie zawsze jest rowna sumie. Liczba loci 45S rDNA
jest mniejsza u B. carinata i B. napus, co moze wskazywa¢ na utrate jednego
locus. Interesujace jest zwiekszenie liczby loci 5S rDNA u dwoch gatunkéw B.
juncea i B. napus. Trudno na podstawie tych badan odpowiedzie¢, czy zwiekszenie
liczby loci u gatunkéw allopoliploidalnych nastgpito po ich powstaniu w drodze
translokacji lub innego typu przemian, czy tez wspotczesne gatunki diploidalne
maja inng liczbe loci w poréwnaniu z diploidalnymi gatunkami ancestralnymi. Nalezy
podkresli¢, ze liczba loci 45S rDNA aktywnych transkrypcyjnie, zlokalizowanych
w przewezeniu wtérnym chromosoméw NOR jest stabilna i u gatunkéw allote-
traploidalnych odpowiada sumie takich loci u diploidéw [31]. Aktywno$¢ genow
5S rRNA jest niezalezna od innych gendéw rRNA i sg one zwykle zlokalizowane
naroznych chromosomach. U wielu gatunkéw roslin okrytozalgzkowych stwierdzono
jednak obecnos$¢ genéw 5S rRNA w chromosomach NOR, np. Arabidopsis thaliana
[56], Petunia hybrida, Crepis capillaris [51], Phasealus vulgaris [52], Oryza of-
ficinalis [72]. Sposr6d badanych gatunkéw Brassica tylko B. campestris (genom
AA) ma chromosomy, w ktorych dwa typy rDNA lezg blisko siebie. Podobnie

RYCINA 1 Zaleznosci filogenetyczne pomiedzy diploidalnymi i allotetruploidalnymi gatunkami Bras-
sica wg (ref. [49]), liczba loci rDNA wg [29, 30]
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jest u spokrewnionych gatunkéw Sinapis i Raphanus [69]. Nasuwa sie pytanie,
czy ko-lokalizacja tych gendw jest wynikiem przemian podczas ewolucji, czy tez
wysoce konserwatywnego zachowania. U organizméw prokariotycznych i nizszych
Eukariota (Sacharomyces, Marchantia polymorphd) 5S rDNA wystepuje w sg-
siedztwie, odpowiednio, genéw 16S-23S lub 18S-5, 8S-26S rRNA [751 Bliskos¢
gendéw 5S rRNA i jaderka w jadrze interfazowym wydaje sie by¢ korzystna w
biogenezie podjednostek rybosomoéw, co moze potwierdzac preferencyjne potozenie
5S rDNA blisko jaderka wykazane u niektérych gatunkéw rodlin [51 [.

Wykorzystujac geny rRNA w molekularnych icytogenetycznych badaniach usta-
lania pokrewienstw filogenetycznych nalezy jednak pamieta¢, ze u niektérych ga-
tunkdw roslin opisano polimorfizm we wzorze rozmieszczenia tych genow nie tylko
miedzy gatunkami, ale réwniez w obrebie gatunku miedzy odmianami lub ekotypami
[28, 52, 72]. U réznych odmian rzepaku (B. napus) obserwowano 12 lub 14 chro-
mosomow z 45S rDNA iopisano od 6 do 8 loci 5S rDNA [29]. W celu wyja$nienia
tego zjawiska proponowano r6zne mechanizmy, takie jak np. przemiany strukturalne
chromosomow, niesymetryczny crossing-over, konwersje i transpozycje genéw
[26, 42, 70]. Oczywiscie w kazdym przypadku mogty mie¢ miejsce jeden lub wiecej
typow zdarzen. Molekularne badania syntetycznych gatunkéw Brassica wykazaty
wystepowanie intensywnych i szybkich przemian w genomach poliploidalnych mie-
szafncow, moze to réwniez ttumaczy¢ polimorfizm loci 5S i 45S rDNA u allote-
traploidalnych gatunkéw Brassica [73].

5.3. Genomowa hybrydyzacja in situ (GISH)

GISH odgrywa istotng role w badaniach pokrewienistw miedzy gatunkami, a
szczegOlnie w wykrywaniu gatunkow allopoliploidalnych iokre$laniu ich form wyj-
sciowych (ancestralnych). Metoda polega na stosowaniu jako sondy catkowitego,
znakowanego DNA jednego gatunku do hybrydyzacji in situ z chromosomami lub
jadrami interfazowymi gatunkéw pokrewnych lub mieszancéw. Sonda, hybrydyzujac
z sekwencjami homologicznymi, powoduje fluorescencje chromosomdw lub chro-
matyny, ktéra pochodzi od gatunku - dawcy DNA. Tg metoda odrézniano gatunki
autopoliploidalne od allopoliploidalnych oraz okres$lano rodzicielskie genomy na-
turalnych amfidiploidéw. Mozliwe jest rownoczesne stosowanie catkowitego ge-
nomowego DNA obu gatunkéw rodzicielskich, znakowanych réznymi fluoro-
chromami, ale zr6znicowanie chromosomdw moze nastgpi¢ tylko w przypadku ga-
tunkéw niezbyt blisko spokrewnionych, jak to przedstawiono dla genomu Musa
[15].

GISH znalazta szerokie zastosowanie w identyfikacji genoméw u mieszancéw
roslin uprawnych, chromosomoéw w liniach addycyjnych isubstytucyjnych, ale szcze-
g6lnie waznajest przydatno$c¢ tej metody dla sprawdzenia hipotez o pokrewiefAstwach
gatunkdéw. Jest wiele przyktadéw wykorzystania genomowej hybrydyzacji in situ
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w badaniach filogenetycznych i cytotaksonomii. W pierwszej tego typu pracy po-
twierdzono, ze jednym z gatunkdw acestralnych allopoliploidalnej trawy Milium
montanum jest M. vernale [2]. W poszukiwaniach rodzicielskich genomoéw tri-
ploidalnej formy Allium cepa var. viviparum analizowano hybrydyzacje genomo-
wego DNA z szeSciu diploidalnych gatunkéw Allium. Zidentyfikowano dwa genomy
rodzicielskie, a trzeci pozostaje nieznany [65]. Poza identyfikacjag chromosomow
nalezacych do réznych genoméw ancestralnych amfidiploidalnych gatunkéw mo-
zliwe jest rowniez wykrycie przemian chromosomowych, jakie zaszty w czasie
ewolucji. Badajac allotetraploidalny genom Nicotiana tabacum okreslono genomy
ancestralne: N. silvestris (genom S) i N. tomentosiformis (genom T) oraz wykryto
kilka translokacji pomiedzy tymi genomami [39].

W przypadkach kontrowersyjnych bardzo pomocne moze by¢ zastosowanie me-
tody GISH zchromosomami mejotycznymi. ,,Malujgc” chromosomyjednegogenomu
mozna okre$li¢ genom konjugujacych i niekonjugujacych chromosoméw. W ten
sposdb np. potwierdzono autotetraploidalno$¢ Dasypyrum breviaristatum wyklu-
czajac jednocze$nie bezposrednie pochodzenie z D. villosum [22].

Znakomitym przyktadem réwnoczesnego wykorzystania GISH i FISH w filo-
genetycznych badaniach gatunkéw moze by¢ praca Lim i wsp. [43] na Nicotiana.
Catkowite genomowe DNA Nicotiana silvestris i N. tomentosiformis zastosowano
do odr6znienia chromosomoéw pochodzacych od réznych genomdw ancestralnych
N. tabacum i dziesie¢ roznych, kodujgcych i niekodujgcych sekwencji DNA do
okresleniaprzemian chromosomowych. Badania te pozwolity uzupetni¢ ,,ewolucyjng
historie” gatunku N. tabacum oraz zaproponowac¢ schemat ewolucji innych gatunkoéw
nalezacych do sekcji Tomentosae.

6. PODSUMOWANIE

Przytoczone wyzej dane wskazujg, ze omowione w nich niektére cechy gatunkowe
- u gatunkéw zaréwno diploidalnych, jak i allopoliploidalnych - wskazujg pewien
zakres zmiennos$ci. Gatunkowo specyficzne sekwencje powtarzalne sg ewolucyjnie
mtode, natomiast sekwencje charakterystyczne dla rodzaju i wyzszych jednostek
taksonomicznych sg ewolucyjnie starsze i mogg $wiadczy¢ o pokrewieAstwie ga-
tunkéw w obrebie danej grupy. Allopoliploidyzacji towarzyszy szereg zmian cyto-
genetycznych dotyczacych przemieszczania sekwencji powtarzalnych, chara-
kterystycznych dla wchodzacych w ich sktad genomdéw oraz lokalizacji i ekspresji
genéw rRNA. Dzikie i uprawne allopoliploidy sg stabilne, w przeciwieristwie do
allopoliploidéw uzyskiwanych w wyniku zabiegéw hodowlanych (ref. [11]). Nie-
stabilno$¢ wyraza sie rozmaitymi modyfikacjami strukturalnymi chromosoméw oraz
zmianami liczby i rozmieszczenia powtarzalnych sekwencji, szczeg6lnie w obrebie
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heterochromatyny, co moze mie¢ skutki letalne. Znaczne wydtuzanie chromosomow
u allopoliploidéw powstatych w wyniku dziatalnosci cztowieka moze by¢ spo-
wodowane przez aktywacje retroelementéw. Temu mechanizmowi przypisuje sie
zmiany w regulacji ekspresji genoéw, w tym takze gendw nieaktywnych, w uzyskanych
doswiadczalnie allotetraploidach Arabidopsis, co moze by¢ zwigzane m.in. z nie-
zgodnoscig genoméw sktadowych (ref. [11]). Niestabilnosci moga by¢ eliminowane
przez mechanizmy epigenetyczne, jak np. metylacja DNA, modyfikujaca ekspresje
genow (ref. [61]) lub wspomniang aktywacje retroelementéw. Eliminacja niesta-
bilnosci moze da¢ poczatek ustabilizowanym, nowym gatunkom allopoliploidalnym
(ref. [11]).
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KOMORKI MACIERZYSTE SSAKOW:
POTENCJALNE ZRODtEO ZROZNICOWANYCH
KOMOREK DO TRANSPLANTACJI

MAMMALIAN STEM CELLS: PRESUMED SOURCE
OF DIFFERENTIATED CELLS FOR TRANSPLANTATION

Jolanta KARASIEWICZ, Jacek A. MODLINSKI

Zaktad Embriologii Doswiadczalnej Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN,
Jastrzebiec

Streszczenie: Pierwotne komorki zarodkowe cztowieka otrzymano z weztdw zarodkowych blastocyst i
z kilkutygodniowych ptodéw. Potwierdzono mozliwo$¢ utrzymywania ich ponad rok w hodowli in vitro
w stanie niezréznicowanym. Wykazano tez, ze in vivo - po przeszczepieniu myszom - iin vitro moga
sie one roznicowa¢ w tkanki pochodzace ze wszystkich trzech listkéw zarodkowych. Dzigki tym
witasnosciom ludzkich komérek pierwotnych wiaze sie z nimi nadzieje na zastosowania terapeutyczne.
W badaniach pierwotnych komoérek zarodkowych myszy potwierdzono, ze mozliwe jest otrzymywanie
z nich zréznicowanych, funkcjonalnych komérek (np. neurony, oligodendrocyty), ktére po przeszcze-
pieniu do biorcéw integruja sie z odpowiednig tkanka. Zainteresowanie komérkami macierzystymi z
zarodkéw wkroétce rozszerzyto sie na komdrki macierzyste dorostych tkanek. Opracowano metody
izolowania lub zageszczania tych komérek z r6znych tkanek. W przypadku komérek macierzystych krwi,
tkanki tacznej, miesni, tkanki nerwowej i spermatogoniéw wykazano ich zdolno$¢ do réznicowania w
odpowiednie tkanki niedtugo po przeszczepieniu do biorcy. Okazato sig, ze komérki macierzyste sg
zdolne do transdyferencjacji in vivo: u biorcéw wystepowaty takze w tkankach innych od wyjsciowej.
Np. komérki macierzyste tkanki nerwowej tworzyty komérki krwi, mie$ni, nabtonka jelita i hepatocyty.
(Postepy Biologii Komaérki 2001; 28: 219-242)

Stowa kluczowe: pierwotne komdrki zarodkowe, komdrki macierzyste

Summary: Human embryonic stem cells have been derived from inner cell masses of blastocysts and
from few-week-old fetuses. They have been confirmed to persist in vitro in undifferentiated state for
more than one year. It has been also proved that these cells differentiate in vivo- after transfer to recipient
mice - and in vitro, into tissues originating from all three germ layers. The hopes have been raised that
due to their properties human embryonic stem cells can be used for therapeutic purposes. Studies on
mouse embryonic stem cells have confirmed that it is possible to obtain differentiated, functional cells
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(e.g. neurons, oligodendrocytes) from them, which integrate with the proper tissue upon transfer to
recipients. Interest in embryonic stem cells soon expanded to stem cells from adult tissues. Methods of
isolation or enrichment of stem cells have been developed. Incase of blood stem cells, muscle stem cells,
and also stem cells of mesenchymal tissue, neural tissue and spermatogonia, their presence in the proper
tissue have been proved after transfer to recipients. Stem cells from some tissues are able to trunsdiffe-
rentiate t/i vivo:in the recipients they can be found in tissues other than their tissue of origin. Forexample,
neural stem cells formed blood cells, muscle cells, gut epidermal cells and hépatocytes.

(Advances in Cell Biology 2001 ; 28: 219-242)

Key words: embryonic stem cells, stem cells from adult tissues

WSTEP

Wyhodowanie, w 1998 roku, pierwotnych komdrek zarodkowych cztowieka
[48,55] otworzyto perspektywe stosowania komaérkowych terapii zastepczych i skut-
kiem tego zogniskowato uwage badaczy na komoérkach macierzystych.

Pierwotne komdrki zarodkowe, czyli komérki macierzyste z zarodkéw (ang.
embryonic stem cells, ES), wyhodowano po raz pierwszy z bardzo wczesnych za-
rodkdw myszy [14,35], a nastepnie - chomika [12] i malp niecziekoksztattnych:
rezusa i uistiti biatouchej [56,57]. Odkad udato sie otrzymac takie komérki u czto-
wieka, opisane wcze$niej wiasnosci mysich komérek pierwotnych, tzn. znaczny
potencjat proliferacyjny i zdolnosci do réznicowania sie w wiele réznych typow
tkanek, w okreslonych warunkach hodowli in vitro (przeglad w [27,41]), na nowo
staty sie interesujace.

Zainteresowanie objeto réwniez komorki macierzyste tkanek, w sposéb na-
turalny uzupetniajace braki powstate w dorostych tkankach, dzieki czemu odkryto
nowe mozliwosci ich laboratoryjnego izolowania, hodowania i namnazania oraz
wytwarzania przez nie tkanek innych od wyjsciowego typu, z ktérego pochodzg
(transdyferencjacji).

KOMORKI MACIERZYSTE Z ZARODKOW

Pierwotne komérki zarodkowe czlowieka

Otrzymywanie komorek pierwotnych z blastocyst i z ptodow

Pierwsze pierwotne komdrki myszy otrzymano hodujac in vitro bardzo wczesne
zarodki, bedgce w stadium blastocysty [14,35]. Blastocysty to pecherzyki Srednicy
ok. 0,1 milimetra, zawierajace wewnatrz grupke komérek nazywang weziem za-
rodkowym. Zarodki w tym stadium sg zawieszone w ptynie wypetniajgcym macice
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i moga by¢ stamtad wyptukane. W normalnym przebiegu rozwoju blastocysty im-
plantuja sie, wchodzac Scianka pecherzyka w kontakt ze $luzéwka macicy. Komérki
Scianki (trofoblastu) uczestniczg w tworzeniu tozyska, a komdrki wezta zarodkowego
mnozg sie i uktadajg w warstwy zwane listkami zarodkowymi. Komérki trzech
listkbw zarodkowych: ektodermy, endodermy i mezodermy sg zdolne do utworzenia
wszystkich typow tkanek zarodka, a potem - zwierzecia.

Umieszczenie blastocysty w szalce hodowlanej, w pozywce i na warstwie pod-
Scietajagcych komoérek odzywczych powoduje, ze trofoblast rozptaszcza sie, na-
stepujg podziaty komérek wezta i widoczne staja sie wywodzace sie z niego drobne
komérki zarodkowe. Przeniesienie tych ostatnich na nastepng szalke pokrytg warstwa
odzywczg powoduje ich namnazanie. Pasaze kolonii na coraz wieksze szalki pro-
wadzg do uzyskania milionéw komérek, wystarczajagcych do zamrozenia i - w
razie potrzeby - dalszej hodowli. Na tym etapie moéwi sie o ,wyprowadzeniu linii
komérkowej” 1L

Linie pierwotnych komdrek zarodkowych cztowieka wyprowadzono z izolowa-
nych immunochirurgicznie weztéw zarodkowych blastocyst [55]. Blastocysty wy-
hodowano przedtem z bruzdkujacych zarodkéw ofiarowanych przez osoby poddajace
sie procedurze zaptodnienia in vitro. Zmiana metodyki w poréwnaniu z zastosowang
u myszy czynig ja, by¢ moze, mniej inwazyjna: blastocysty nie sg pozyskiwane
od dawczyn, a uzyskiwane w laboratorium. Hodowle izolowanych weztéw zarod-
kowych cztowieka prowadzono w pozywce na warstwie odzywczej ztozonej z ina-
ktywowanych mysich fibroblastéw ptodowych. Komdrki te otrzymuje sie rutynowo,
do wielu celdw, z fragmentéw tkanek pobranych z ptodu i poddanych rozdrobnieniu.
Inaktywacja fibroblastow - w tym przypadku dziataniem promieni gamma - przed
rozpoczeciem hodowli weztéw zarodkowych powoduje, ze komérki te nie mogga
sie dzieli¢. W stosunku do weztéw petnig wiec one role pod$ciétki mechanicznej
i Zrodta czynnikdw wzrostowych.

Drugim sposobem uzyskania pierwotnych komorek zarodkowych myszy jest wy-
korzystanie wczesnych ptodow, z ktorych eksplantuje sie tylny fragment, zawierajacy
pierwotne komérki ptciowe - prekursorki gamet [36,46]. Rozdrobniona na komorki
tkanke umieszcza sie réwniez na warstwie odzywczej, lecz w tym przypadku ko-
nieczne jest dodanie do pozywki czynnikéw wzrostowych. Namnazajgce sie pier-
wotne komdrki ptciowe tworzg kolonie, ktérych dalsze przenoszenie i namnazanie
prowadzi do uzyskania linii pierwotnych komoérek zarodkowych (ang. embryonic
germ cells, EG).

1IW tym miejscu koniecznejest wspomnienie ojeszcze jednym typie komoérek, ktéorych wyhodowanie
poprzedzato omoéwione tu otrzymanie pierwotnych komérek zarodkowych myszy. Chodzi o linie
komérek raka zarodkowego (ang. embryonal carcinoma, EC) wyprowadzone ze zto$liwych potwor-
niakéw zarodkowych (teratokarcinoma) myszy icztowieka. Komérki te mozna nazwa¢ macierzy-
stymi, ale sg to komdrki macierzyste nowotwor6w. Dlatego nie bedg one przedmiotem rozwazan w
tym artykule.
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Réwniez ludzkie pierwotne komérki zarodkowe uzyskano z tylnych fragmentow
5-9-tygodniowych ptodéw, usunietych ze wzgledu na wskazania zdrowotne, a do-
ktadniej z listew ptciowych i krezki grzbietowej jelita, to znaczy z rejonu, w ktérym
znajduja sie pierwotne komorki ptciowe [48]. Pozywke wzbogacono w ludzki re-
kombinowany zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (bFGF) i forskoling, a war-
stwe odzywczg stanowity inaktywowane mysie fibroblasty STO. Te komorki to
ustabilizowana linia komérkowa wyprowadzona z ptodéw myszy. Uzyskano zaréwno
meskie, jak zenskie linie pierwotnych komérek zarodkowych cztowieka. Utrzy-
mywano je w stanie niezréznicowanym przez kilka miesiecy. Analiza kariologiczna
komdrek wykazata prawidtowg zaréwno liczbe, jak i strukture chromosomadw.

Ludzkie komorki pierwotne wywodzgace sie z blastocyst wykazujg wysoka aktyw-
no$¢ telomerazy (w komoérkach wywodzacych sie z ptodéw aktywnosci tej nie
sprawdzano). Sugeruje to, ze komdrki pierwotne mogg zachowa¢ zdolnosé do re-
plikacji DNA i podziatéw in vitro przez znacznie dtuzszy czas niz inne komoérki.

Ludzkie komorki pierwotne wyprowadzone zobu zréddet wykazujasilngaktywnos¢
fosfatazy zasadowej, co jest charakterystyczng cechg wszystkich znanych wcze$niej
komaérek pierwotnych. Komorki pierwotne wyprowadzone z ptodéw wykazujg eks-
presje antygenu SSEA-1, podobnie jak oba typy mysich komorek pierwotnych.
Jednak ludzkie komorki pierwotne wyprowadzone z blastocyst nie wykazujgekspresji
tego antygenu. Pojawia sie ona dopiero, gdy dochodzi do réznicowania. Znaczenie
tej réznicy nie jest zrozumiate. By¢é moze odzwierciedla ona inng budowe kolonii
obu typéw komoérek: kolonie ludzkich komérek z ptod6éw i pierwotnych komoérek
myszy sg ciasno upakowane i wielowarstwowe, a kolonie ludzkich komérek z bla-
stocyst - ptaskie i stosunkowo luzno upakowane.

Po ponad roku hodowli in vitro opisano wiasnosci pierwotnych komérek za-
rodkowych cztowieka, wyhodowanych z blastocyst [3]. Okazato sie, ze efektywnosé
tworzenia przez nie kolonii ro$nie po zastgpieniu surowicy bydlecej w pozywce
»surowica zastepczg” o skiadzie chronionym patentem, sprzedawang przez jedng
z firm komercyjnych. W obecno$ci tej surowicy oraz zasadowego czynnika wzrostu
fibroblastow (bFGF, 4 ng/ml) liczba kolonii po posianiu 105 komérek wzrasta z
240 do 826. Dodatek bFGF jest konieczny dlatego, ze przy braku tego czynnika
wzrostowego komorki pierwotne roznicujg sie w komorki nabtonkopodobne.

Po szeSciu miesigcach hodowli posiano 384 indywidualne komérki pierwotne
H9, do pojedynczej studzienki kazda, otrzymujac dwa klony H9.1 i H9.2, ktore
hodowano przez nastepne 8 miesiecy. Zbadano czas podwojenia populacji H9 oraz
H9.1 i H9.2, ktéry wynidst srednio 35,3 godziny. Kariotyp linii wyjsciowej i obu
linii klonalnych byt 46, XX i utrzymywat sie bez zmian przez 12,5 miesigca, z
pojedynczym odstepstwem od normy w H9, w 7 miesigcu (4 ptytki metafazowe
z aberracjami na 20 badanych).

Aktywnos$¢ telomerazy wynosita 52-196% poziomu wystepujgcego w linii ko-
moérek raka ptuc. Komdrki pierwotne oddzielano, metodg mikrokulek magnety-
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cznych, od warstwy odzywczej. Jednak aktywno$¢ telomerazy w mysich fibroblastach
zarodkowych (tworzacych warstwe) i tak byta duzo nizsza od tej w linii H9, wiec
jej wptyw na uzyskany wynik nie przekraczat 10%. Ditugos¢ telomeréow w H9,
H9.1 i H9.2 wynosita pomiedzy 8 i 12 kb i, podobnie jak w wielu innych populacjach
komorek, zmiany dtugosci telomeréw nie byty skorelowane z poziomem aktywnosci
telomerazy. W H9.1 i H9.2 dtugos$¢ telomeréw wzrosta, a w H9 - spadta w badanym
okresie hodowli.

Po szeSciu miesigcach hodowli in vitro wstrzyknieto ponad milion komoérek
H9.1 i H9.2 do mig$ni myszy z ciezkim ztozonym niedoborem odpornosci. Sekcja
po 3-4 miesigcach wykazata obecnos$¢ potworniakdéw zarodkowych zawierajgcych
tkanki pochodzace z trzech listkbw zarodkowych (np. nabtonek jelita - endoderma,;
nerka zarodkowa, miesnie gtadkie i poprzecznie prazkowane, chrzastka, ko$¢ -
mezoderma; tkanka nerwowa - ektoderma). Opisane badania potwierdzajg, ze pier-
wotne komdrki zarodkowe cztowieka otrzymane z blastocyst zachowujg zdolno$¢
proliferacji i r6znicowania w rézne tkanki przez rok hodowli in vitro.

Komentatorzy ujawniajg wiecej informacji niz zamieszczone w pracach
Zrodtowych. Stad wiadomo, ze linie pierwotnych komérek zarodkowych cztowieka
uzyskane przez Thomsona i Shamblotta sa wtasnoscig Geron Corp. z Menlo Park,
Kalifornia, a takze - ze kilka innych linii uzyskano gdzie indziej i sg one obecnie
badane w Australii (komentarz: [38]).

Hodowla in vitro itworzenie tkanek

Dopoki pierwotne komorki zarodkowe cztowieka hodowane sg na warstwie od-
zywczej, namnazajg sie tylko, nie zmieniajgc morfologii: pozostajg komorkami pier-
wotnymi. Przy braku warstwy odzywczej, mimo obecno$ci zastepujacego ja
czynnika wzrostowego (czynnik przeciwbiataczkowy), tworzg sie gtdwnie ptaskie
rozrosty komérek nabtonkopodobnych, ktére w stosunku do wyjsciowych komérek
sg zréznicowane, ale tracg zdolno$¢ do dalszego roznicowania, czyli wytwarzania
wielu rdznych tkanek.

Pamieta¢ nalezy, ze podobnie jak inne komdrki hodowane in vitro, takze komorki
pierwotne wymagaja przeniesienia do nowych, wiekszych szalek po tym, jak wypeitnig
juz dostepng powierzchnie szalki wyjsciowej. Jezeli pozostawi sie je w zgeszczeniu,
to mimo obecnosci warstwy odzywczej, ktora przedtem stabilizuje ich stan nie-
zréznicowania, komarki pierwotne roéznicujg sie w typowe dla wczesnych zarodkéw
komérki endodermalne, rozpoznawalne po obecnosci w pozywce a-fetoproteiny
i w komorki trofoblastu identyfikowane na podstawie obecno$ci gonadotropiny
kosmowkowej.

Dalej analizowano réznicowanie sie in vitro ludzkich komérek pierwotnych,
wykorzystujac - uzyskang w wyniku wcze$niejszych badan u myszy - wiedze
na temat tworzenia i réznicowania sie kul zarodkowych. Przeniesione z szalki wy-
$cielonej komdrkami odzywczymi do szalki bez warstwy odzywczej i o nieprzy-
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czepnyin podtozu pierwotne komoérki zarodkowe myszy tworza proste kule za-
rodkowe: zawieszone w pozywce brytki zagregowanych komorek. Komorki zew-
netrzne kul zarodkowych spontanicznie réznicujg sie w endoderme pozazarodkows.
Whnetrze pozostaje niezroznicowane, ale w trakcie dalszej hodowli pomiedzy ko-
mdrkami pojawia sie jamka. W ten sposdb z prostych powstajg kule zarodkowe
ztozone. W kulach ztozonych warstwa wewnetrzna réznicuje sie w ektoderme za-
rodkowa, a pomiedzy ekto- i endodermg pojawia sie trzeci listek zarodkowy -
mezoderma.

W kulach zarodkowych powstajacych z ludzkich pierwotnych komérek wy-
prowadzonych z ptodéw 148J stwierdzono wystepowanie pochodnych wszystkich
trzech listkéw zarodkowych. Znaleziono tam komérki podobne do komérek nabtonka
neuroektodermalnego oraz komorki zawierajgce neurofilamenty. Wystepowaty takze
komorki endodermalne oraz pochodzace z mezodermy: miocyty i komorki zawie-
rajagce desmine - cytoszkieletowe biatko typowe dla mies$ni poprzecznie prazko-
wanych.

Ludzkie pierwotne komorki zarodkowe z blastocyst uzyto do wyhodowania
ztozonych kul zarodkowych [24]. Uzyskano, miedzy innymi, kule zarodkowsg, w
ktérej obserwowano skurcze i stwierdzono obecno$¢ aktyny typowej dla mieénia
sercowego. Warstwy komorek kul zarodkowych zawieraty markery specyficzne
dla trzech listkow zarodkowych: globine mezodermy, biatko neurofilamentowe 68
Kd ektodermy nerwowej i a-fetoproteing endodermy. Po dezagregacji kul na
komérki i posianiu komérek na szalki, w ptasko rosngcych hodowlach stwiedzono
obecno$¢ wielu roznych tkanek, w tym tkanke przypominajaca nerwowa i zawierajaca
biatko neurofilamentowe 68 Kd. Opisane doSwiadczenie, w ktérym najpierw utwo-
rzono kule zarodkowe, zeby uzyska¢ wstepne réznicowanie - w listki zarodkowe,
a potem przez posianie rozdzielonych na komorki kul uzyskano dalsze etapy roz-
nicowania, przypomina juz podej$cia stosowane wcze$niej u myszy i skutecznie
dostarczajagce wybranych, okre$lonych tkanek (patrz dalej: Tkanki z pierwotnych
komorek myszy).

W doswiadczeniu majacym na celu okre$lenie, jak czynniki wzrostowe Kieruja
réznicowaniem ludzkich pierwotnych komérek zarodkowych z blastocyst, komérki
te hodowano 5 dni na nieprzyczepnych szalkach w celu uzyskania prostych kul
zarodkowych. Nastepnie kule zarodkowe rozdzielano na komoérki i te hodowano
10dni w obecnosci czynnikéw wzrostowych [47]. W zadnym przypadku nie uzyskano
réznicowania wjedng okreslong tkanke. Niektére czynniki (czynnik wzrostu nerwéw
- NGF iczynnik wzrostu hepatocytéw - HGF) umozliwiaty r6znicowanie we wszy-
stkie trzy listki zarodkowe, co nastepuje takze w hodowlach kontrolnych. Inne
(naskérkowy czynnik wzrostu - EGF, zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw -
bFGF oraz kwas retinowy i biatko BMP-4) ograniczaty réznicowanie do ektodermy
i mezodermy. Najwieksze zawezenie mozliwosci réznicowania - do mezodermy
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- uzyskano przy zastosowaniu czynnika martwicy nowotworéw TGF[3I lub aktywiny
A.

Tkanki powstajgce in vivo

Podstawowym sposobem sprawdzenia mozliwosci réznicowania mysich pier-
wotnych komérek zarodkowych in vivo byto umieszczanie ich ,z powrotem” w
blastocystach i sprawdzanie, czy ich pochodne wystepujg w tkankach urodzonych
myszy. Wykazano po wielokro¢, ze komdrki pierwotne myszy mogg wytwarzac
wszystkie typy tkanek, w tym takze gamety. Fakt ten jest podstawg wykorzystywania
pierwotnych komorek zarodkowych do tworzenia zmutowanych szczepéw myszy.

W celu przetestowania zdolnosci ludzkich pierwotnych komérek zarodkowych
do tworzenia réznych tkanek wykorzystano inny sposéb réwniez znany z badan
mysich komérek pierwotnych. Pierwotne komoérki zarodkowe myszy, przeszczepione
podskdrnie biorczyniom pozbawionym odpornosci, tworzg potworniaki zarodkowe,
zawierajgce wiele dorostych tkanek, np. nabtonki (keratynowy, wydzielniczy i urze-
siony), tkanke nerwowa, chrzestng, kostng i mieSniowa. Po iniekcji ludzkich pier-
wotnych komdrek zarodkowych wyprowadzonych z blastocyst - do myszy z ciezkim
ztozonym niedoborem odpornosci - powstawaly potworniaki zawierajgce komorki
tworzgce m.in. nabtonek neuroektodermalny i nabtonek wielowarstwowy rogowa-
ciejacy (pochodne ektodermy), nabtonek jelita (pochodna endodermy), skupiska
komérek chrzestnych i kostnych oraz oraz mies$nie gtadkie i poprzecznie pragzkowane
(pochodne mezodermy) [55]. Wykazano wiec, ze in vivo ludzkie pierwotne komérki
moga sie réznicowa¢ w doroste tkanki, pochodzace ze wszystkich trzech listkdw
zarodkowych.

Linie komdrek pierwotnych na zaméwienie? (Klonowanie terapeutyczne)

Koncepcja wykorzystania pierwotnych komoérek zarodkowych jako zrddta tkanek
zastepczych istnieje prawie 20 lat, od czasu uzyskania pierwotnych komérek myszy.
Przetomowe odkrycia ostatnich lat: mozliwo$¢ klonowania ssakéw przez prze-
szczepianie jader komérek somatycznych do wyjadrzonych oocytéw i uzyskanie
ludzkich pierwotnych komérek zarodkowych, uaktualnity dawne oczekiwania i ure-
alnity mozliwo$¢ wyprowadzania na zaméwienie linii komdrek pierwotnych iden-
tycznych genetycznie z komodrkami pacjenta.

Procedura musiataby przebiegaé nastepujgco (patrz takze rye. 1)

1) jadro komorki somatycznej dawcy wprowadzane jest mikrochirurgicznie do
wyjadrzonego oocytu biorcy,

2) tak zrekonstruowany zarodek hodowany jest in vitro do stadium blastocysty,

3) blastocysta lub izolowany z niej wezet zarodkowy hodowane sg dalej na
warstwie odzywczej, w warunkach zapewniajgcych wyodrebnienie i namnazanie
pierwotnych komdrek.
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RYCINA 1 Schematycznie przedstawiono mozliwo$¢ dokonywania autoprzeszczepdw potrzebnych
komérek uzyskanych przez namnazanie i réznicowanie pierwotnych komérek zarodkowych z linii
wyprowadzonej na zaméwienie metoda klonowania terapeutycznego

Komentatorzy analizujacy ten schemat postepowania [9] wskazuja, jakie problemy
trzeba rozwigzac, zeby wyprowadzi¢ ludzka linie pierwotnych komérek zarodkowych
na zamoéwienie. Po pierwsze, skad wzig¢ oocyty - biorcow jgder komdérkowych.
Technika pozyskiwania ludzkich oocytow, jaka stosuje sie w klinikach zaptodnienia
in vitro, pozwala na uzyskanie jedynie ograniczonej ich liczby, a na te, ktdre pozostaja
niewykorzystane przez dawczynie, czekajg juz pary, w ktérych kobieta nie moze
dostarczy¢ wtasnych oocytédw. Po drugie, trudno przewidzieé, jaka bedzie wydajnos¢
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rozwoju do stadium blastocysty oocytéw z wprowadzonym jadrem. Gdyby mierzy¢
potencje wprowadzonych jader komdrek somatycznych wydajnoscig rozwoju do
urodzenia, to jadra komdérek sutka owcy zapewniajg wydajnos¢ 0,23% (owca Dolly),
jadra komdrek pecherzykowych myszy - od 1,2 do 1,6% (mysz Cumulina), komérek
nabtonka jajowodu krowy - 2%, a komérek pecherzykowych krowy - 5%. Po
trzecie, ludzkie komérki pierwotne uzyskano z wydajnoscig 5 linii z 36 uzytych
blastocyst, tj. ok. 14%.

Mozna oczekiwac, ze blastocysty z rekonstruowanych oocytéw beda mniej kom-
petentne rozwojowo niz powstate po zaptodnieniu in vitro, a wydajno$¢ wypro-
wadzania linii bedzie mniejsza. Jednak nawet przyjmujac wydajno$¢ wyprowadzania
linii pierwotnych komdrek zarodkowych jako 14% wyliczono, ze na wyprowadzenie
jednej linii na zaméwienie trzeba uzyé 280 oocytdw - biorcéw jader do transplantacji
jader komdrek somatycznych dawcy. Wyliczenie przeprowadzono mnozac wy-
dajnos¢ klonowania zwierzat (liczba zywych urodzen na liczbe zuzytych oocytow)
- 120, stopien aneuploidii, czyli jednego z typéw zaburzern chromosomowych w
zarodkach ludzkich hodowanych in vitro - 1/2 i wydajno$¢ wyprowadzania linii
u ludzi - 5/36.

Dopdki wiec nie znajdzie sie zrddta znacznej liczby oocytéw ludzkich, mata
jest szansa na klonowanie terapeutyczne jako procedure kliniczng. Rozwigzanie
tego problemu zalezy od postepdw metod hodowli niedojrzatych oocytéw ludzkich,
takich jakie wystepujg w jajniku.

Alternatywnym Zrodtem oocytow moglyby by¢ zwierzeta, najprawdopodobniej
zwierzeta gospodarskie. Podstawg tej spekulacji sa doswiadczenia, w ktdérych jadra
komérek somatycznych réznych gatunkéw ssakéw (owca, Swinia, matpa) trans-
plantowano do oocytow bydlecych. Uzyskano rozwoj tak rekonstruowanych za-
rodkéw miedzygatunkowych do stadium blastocysty, a po przeszczepieniu jadra
komérki somatycznej szczura uzyskano nawet transgeniczne neurony bydlece [64].
Niewiedza na temat interakcji miedzy jadrem komdrkowym i obcg cytoplazmg
jest jednak obecnie zbyt gteboka, zeby przeszczepianie jader ludzkich komorek
somatycznych do oocytéw innych gatunkéw traktowaé jako realng droge otrzy-
mywania linii pierwotnych komoérek zarodkowych na zamdéwienie.

Tkanki z pierwotnych komorek zarodkowych myszy

Ukierunkowanie powstawania tkanek

Ro6znicowanie w endoderme pozazarodkowg jest pierwszym, jakie nastepuje
przy powstawaniu kul zarodkowych oraz w hodowli ptaskiej bez warstwy odzywczej
iczynnika przeciwbiataczkowego. Dalsze r6znicowanie pierwotnych komorek myszy
in vitro prowadzi do powstania mieszaniny réznych tkanek, nawet jezeli warunki
hodowli faworyzuja okre$lone kierunki réznicowania, np. komoérki nerwowe, ko-
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morki mie$nia sercowego czy komorki krwiotworcze. Pierwszy sposéb ujednolicania
powstajgcych hodowli komdrkowych to wykorzystanie okre$lonej morfologii po-
zadanego typu tkanki w mieszanej hodowli, co umozliwia nie tylko obserwacje,
ale réwniez mechaniczng jej izolacje. Drugi - to ujednolicenie Kkierunku rézni-
cowania pierwotnych komorek zarodkowych przez zastosowanie manipulacji ge-
netycznych. Prze$ledzimy te podejscia na przyktadzie réznicowania w komoérki
miednia sercowego - kardiomiocyty i w komdrki nerwowe.

Kule zarodkowe hodowane siedem dni, a nastepnie umieszczane na przyczepnym
podtozu, gdzie rozptaszczajg sie i roznicujg w wiele typéw tkanek, po siedmiu
i wiecej dniach zawierajg spontanicznie kurczace sie grupy kardiomiocytow. Grupy
te stopniowo rosng i moga by¢ analizowane in situ lub izolowane i rozpraszane
na komorki. Badania wykazaty, ze wyizolowane kardiomiocyty maja receptory dla
dwdch neuroprzekaznikéw (adrenaliny i acetylocholiny) oraz prawidtowe szlaki
przekazywania sygnatu, wykazujg ekspresje genu puszki homeotycznej Csx spe-
cyficznego dla serca (przeglad w [27,41]), atakze majg whasnosSci elektrofizjologiczne
i gtéwne kanaty jonowe typowe dla komorek miesnia sercowego (przeglad w [2212).
Badanie r6znicowania pierwotnych komorek zarodkowych w kardiomiocyty po-
gtebiono, wykorzystujac linie pierwotnych komdrek zmodyfikowana genetycznie
przez wprowadzenie genu biatka zielono fluoryzujgcego pod kontrolg promotora
a-aktyny komoérek miesnia sercowego. Zielona fluorescencje, wskazujaca na réz-
nicowanie w kardiomiocyty, udato sie wykry¢ w obrebie kul zarodkowych juz
dwa dni przed wystgpieniem skurczéw, co umozliwito charakterystyke elementow
przekazywania sygnatu w premorfologicznej fazie r6znicowania [30]. Wprowa-
dzenie do innej linii pierwotnych komérek zarodkowych myszy promotora spe-
cyficznego tkankowo sprzezonego z genem selekcyjnym pozwolito na selekcje
wybranej linii réznicowania. Ta metodg uzyskano kardiomiocyty z promotorem
ciezkiego taincucha miozyny sprzezonego z genem neo [29]. In vitro kardiomiocyty
takie wykazywaty skurcze, a po przeszczepieniu do myszy z dystrofig migesniowg
znajdowano je w mie$niu sercowym przez co najmniej 7 tygodni.

Kule zarodkowe traktowane kwasem retinowym, po przyczepieniu do podtoza
réznicujg sie miedzy innymi w komorki nerwowe. Neurony sgjednak przemieszane
z innymi typami komorek. Zwiekszenie udziatu neurondéw do 50% osiagnieto przez
zmiane warunkéw fizyko-chemicznych hodowli: dezagregacje kul zarodkowych na
komérki, posianie ich na podtoza pokryte substancja poprawiajaca przyleganie (po-
li-L-lizyna) i zmniejszenie lepkosci pozywki. Do izolacji czystych komoérek ner-
wowych wykorzystano nastepnie gen Bgeo jako gen selekcyjny. Gen ten wpro-
wadzono do innego genu pierwotnych komorek zarodkowych - Sox2. Gen Sox2
koduje czynnik transkrypcyjny typowy dla komérek neuroepitelium, czyli komdrek
prekursorowych dla neuronéw. Pod wptywem czynnika selekcyjnego G 4 18 komarki
Sox2-negatywne, czyli nie-nerwowe, byty eliminowane [34].
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W czasie spontanicznego réznicowania kul zarodkowych powstajg wysepki krwio-
twdrcze, skupienia komdérek wystepujace normalnie w rozwoju m.in. ssakéw, dajace
poczatek komdrkom krwi i $rédbtonkowi naczyhA krwionosnych. W hodowanych
kulach zarodkowych komérki krwiotworcze wysepek wytwarzajg czynniki wzro-
stowe zwigzane z hematopoezg (referencje w [41]). W dalej hodowanych w za-
wiesinie kulach wysepki stopniowo tworzg kanaty naczyniowe wypetnione
komorkami krwiotwérczymi; komorki $rédbtonka kanatéw zawierajg markery ty-
powe dla naczyn [60] i geny charakterystyczne dla $rédbtonka [7]. Inny spos6b
otrzymywania komdrek krwiotwdrczych, bez tworzenia kul zarodkowych, polega
na hodowli pierwotnych komérek zarodkowych na ptasko, na warstwie komarek
zrebu szpiku. Komorki zrebu szpiku sg tymi, ktére normalnie, in vivo dostarczajg
czynnikéw wzrostowych do hematopoezy. W omawianym doswiadczeniu komorki
te otrzymano z myszy ze zinaktywowanym genem kodujgcym czynnik stymulujacy
kolonie makrofagéw, M-CSF. Aktywnos$¢ tego genu, czyli obecnos$¢ czynnika sty-
mulujgcego wzrost kolonii, hamuje réznicowanie wszystkich komdrek krwi oprocz
makrofagéw. Inaktywacja genu pozwolita wiec uzyska¢ wiele réznych typéw ko-
mérek krwi: erytrocyty, ich komérki prekursorowe i komérki prekursorowe lim-
focytéw B [40]. Wykazano takze, ze rdznicowanie pierwotnych komorek
zarodkowych myszy w progenitorowe komorki naczyn, zdolne do tworzenia $rdd-
btonka, perycytow oraz mie$ni gtadkich naczyn, mozna osiggng¢ przez hodowle
na warstwie kolagenu isortowanie w cytometrze przeptywowym pod katem obecnosci
receptora czynnika wzrostu naczyn, Fik 1L Uzyskane komorki progenitorowe prze-
szczepione do zarodkéw Kkury uczestniczg w tworzeniu naczyn in vivo [63].

Réznicowanie moze by¢ kierowane przez nadekspresje gtdwnego genu regu-
latorowego, np. uzyskanie miesni szkieletowych przez ekspresje MyoD, czynnika
transkrypcyjnego specyficznego dla miesni, ktérego gen wprowadzono do pier-
wotnych komérek zarodkowych [11]

Podobne techniki bedg prawdopodobnie potrzebne, zeby ukierunkowac rézni-
cowanie ludzkich pierwotnych komorek zarodkowych w wybrane tkanki.

Integracja po przeszczepieniu do biorcow

W ostatnich latach ws$r6d badan nastawionych na poznawanie mechanizméw
réznicowania pierwotnych komdrek zarodkowych myszy pojawita sie orientacja
bardziej praktyczna. Z pierwotnych komérek myszy uzyskano dwa typy zrdzni-
cowanych komorek, normalnie wystepujacych w uktadzie nerwowym i majacych
szanse sta¢ sie modelowym materiatem do transplantacji w terapii zastepczej dwdch
choréb neurodegeneracyjnych.

Pierwszymi komorkami sa neurony produkujgce dopamine - neuroprzekaznik,
ktérego niedobor jest przyczynag choroby Parkinsona [32]. Drugi typ komorek to
oligodendrocyty, komdrki wytwarzajgce mieling - substancje tworzacg ostonki wy-
pustek nerwowych, ktérej brak wystepuje w stwardnieniu rozsianym [6]. Prze-
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szczepienie szczurom (stanowigcym model ludzkiej choroby demielinizacyjnej)
oligodendrocytéw myszy, wyhodowanych z komdrek pierwotnych, spowodowato
interakcje wprowadzonych komérek z neuronami biorcy i skuteczng mielinizacje
wypustek nerwowych - aksondéw, w moézgu i rdzeniu kregowym. W tym przypadku
wykazano jednoznacznie, ze tkanki powstate przez réznicowanie pierwotnych ko-
morek zarodkowych mogg sie integrowa¢ z dorostymi tkankami biorcy.

KOMORKI MACIERZYSTE TKANEK

Przedstawiony ponizej przeglad w zadnym przypadku nie obejmuje wiedzy zgro-
madzonej przez pokolenia histologéw idostepnej w podrecznikach. Celem przegladu
jest wskazanie, jakie problemy zwigzane z potencjalnym wykorzystaniem komorek
macierzystych w praktyce zajmujg obecnie uwage badaczy i komentatoréw.

,Doroste” komorki macierzyste, czyli komorki macierzyste tkanek wystepuja
wséréd komorek tkanki, ktéra odnawiajg. Komérki macierzyste jelita wystepuja
w nabtonku jelita, komorki macierzyste naskérka (keratynocytow) znajdujg sie w
cebulce wiosowej, a komorki macierzyste tkanki nerwowej (neuronow i gleju) -
w niektérych czesciach médzgu. Nieco inaczej jest z komérkami macierzystymi
krwi: wystepujg one we krwi, ale rowniez - i w wiekszej liczbie - w szpiku kostnym.
Komorki macierzyste moga by¢ uni(mono)potentne, jak komoérki macierzyste sper-
matogonidow, ktore odpowiadajg za ciggtyg produkcje plemnikéw, lub multipotentne,
jak komorki macierzyste komdrek nerwowych lub krwi, ktére dajg poczatek, od-
powiednio, neuronom idwém typom komorek glejowych oraz wszystkim komérkom
krwi i uktadu odpornosciowego (wg komentarza [38]).

Istnieja wprawdzie w tej chwili wskazowki, ze stanie sie mozliwa charakterystyka
komdrek macierzystych na poziomie morfologicznym lub molekularnym (obecni
kandydaci to gen odpornosci na wiele lekéw - ang. multidrug resistance - oraz
okreslone zestawy ekspresji integryn), jednak na razie definicja tych komérek moze
by¢ tylko funkcjonalna.

Debata na temat, czym sg wiasciwie komorki macierzyste, trwa od trzydziestu
lat, ale przewaza poglad, ze sa to komdrki zdolne do nieograniczonego lub dtu-
gotrwatego samoodnawiania, mogace wytwarza¢ przynajmniej jeden typ mocno
zroznicowanej komorki potomnej. Zazwyczaj pomiedzy komoérkg macierzystg a
jej wysoko zréznicowanym potomstwem wystepuje populacja posrednia, zdetermi-
nowanych (ang. commited) komdrek progenitorowych o ograniczonej zdolnosci pro-
liferacyjnej i zawezonym potencjale réznicowania, czasami okreslanych jako
przejsciowe komorki zwielokrotniajgce (transit amplifying cells) (wg komentarza
[61]). Nalezy wiec ograniczyé definicje do pojedynczych komoérek: macierzysty
jest taka, ktéra raz powstawszy, samoodnawia sie przez cate zycie organizmu. Po-
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zwala to odroznié komaérke macierzystg od catej gamy komdrek progenitorowych,
ktére majg ograniczony okres samoodnawiania. Do dwdch pierwszych elementéw
definicji komoérek macierzystych (proliferacja przez caly czas zycia organizmu i
réznicowanie) niektérzy dodaja trzeci: komadrki macierzyste powinny by¢ widocznie
niezréznicowane. Jednak wigczenie tego wymogu wyklucza spomiedzy komorek
macierzystych opisywane czesto jako takie: komérki warstwy podstawnej naskérka
czy przewoddw trzustki (komentarz [511). Niekt6rzy uwazaja, ze komérki macie-
rzyste nie tylko nie sg niezréznicowane, lecz wrecz sg odpowiednio zr6znicowane
(dostosowane) do swoich nisz tkankowych (przeglad [61]). Koncepcja nisz tkan-
kowych dobrze wyjasnia zjawisko transdyferencjacji komorek macierzystych zmiang
ich otoczenia tkankowego (komentarz [59]).

W okresie perinatalnym i p6Zniejszych fazach zycia rosnie liczba komdrek ma-
cierzystych krwi i uktadu nerwowego. Sugeruje to, ze (wbrew naszym intuicyjnym
oczekiwaniom) komorki macierzyste powstajg (takze) po zakonczeniu rozwoju za-
rodkowego (komentarz [59]). We wczesnym rozwoju zarodkowym samoodnawianie
jest mniej wazne niz tworzenie listkdw zarodkowych i tkanek pierwotnych, wiec
komdrki macierzyste dorostych tkanek powstaja, paradoksalnie, przez r6znicowanie
komdrek zarodkowych (komentarz [61]).

Identyfikacja i izolacja

Komorki macierzyste nabtonkéw zajmujg okres$long pozycje w tkance rézng od
potozenia komérek zréznicowanych. Na przykiad w krypcie jelitowej komorki ma-
cierzyste lezg u podstawy, przejsciowe komérki amplifikujace zajmuja okoto dwéch
trzecich wysokos$ci krypty, a zréznicowane komérki postmitotyczne lezg w czesci
gornej krypty i w kosmkach (przeglad 151]). Komoérki macierzyste naskérka (kera-
tynocytow) lezg w nabtonku podstawy cebulki wtosowej. Jednak nawet tak doktadnie
okreslone potozenie nie umozliwia wyizolowaniaczystej populacji komérek. Dopiero
potaczenie hodowli catej tkanki in vitro z technikami znakowania radioaktywnymi
prekursorami lub przeciwciatami pozwala wyizolowaé¢ lub przynajmniej zagesci¢
komorki macierzyste. Komorki macierzyste naskdrka udato sie zagesci¢ przez sor-
towanie w cytometrze przeptywowym na podstawie wigzania przez nie przeciwciat
na a(6)-integryne i braku receptoréow transferyny [53].

Komorki macierzyste krwinek lezg w szpiku kostnym, gdzie sg réwniez obecne
liczne postacie biatych i czerwonych krwinek na réznych stadiach powstawania.
Jedna komorka macierzysta przypada na dziesie¢ tysiecy, a nawet na sto tysiecy
komorek szpiku. Jeszcze mniej komoérek macierzystych mozna spotka¢ we krwi:
jedna przypada tam na milion komorek. Poniewaz komorki macierzyste krwi nie
sg odroznialne od innych wystepujacych tu komdrek na podstawie morfologii, iden-
tyfikuje sie je przy uzyciu testow czynnos$ciowych in vitro i in vivo. W pierwszym
przypadku o ich obecno$ci $wiadczy zdolno$¢ do tworzenia kolonii komorek w
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potptynnym agarze, w drugim - podjecie hematopoezy przez organizm pozbawiony
wczesniej whasnych komorek krwiotwdérczych. Do odtworzenia krwinek i uktadu
krwiotwérczego takiego zwierzecia wystarczy przeszczepienie zaledwie stu komoérek
macierzystych [15]. Przeszczepy szpiku kostnego wykonywane sg miedzy innymi
w leczeniu biataczek (szerzej o przeszczepach szpiku [171). Obecne w szpiku komérki
macierzyste krwi wykorzystuje sie do prowadzenia hematopoezy biorcy po uprzednim
wytgczeniu jego whasnych komérek macierzystych z defektem. Komarki macierzyste
mozna zageszcza¢ we krwi na podstawie ich wiasnosci antygenowych: wigza one
przeciwciata na biatko CD34. Zageszczenie tych komdrek we krwi, w dostatecznej
ilosci do transfuzji, jestjednak czasochtonne i wymaga dziesieciu szesciogodzinnych
sesji.

W badaniach doswiadczalnych stosuje sie rézne metody izolowania komédrek
macierzystych krwi. U myszy komorki te mozna izolowa¢ metoda rozcienczen
granicznych, uzycia tiocyjanianu, czy sortowania komoérek wigzacych przeciwciata
na wybrane antygeny powierzchniowe. Szczegélnie skuteczna okazata sie metoda
izolowania komorek przez immuno-usuniecie innych komérek. W tym przypadku
usunieto komorki z pézniejszych stadiow hematopoezy, przez osadzenie ich na
pokrytych przeciwciatami kulkach lateksowych; nastepnie zebrano pozostate w za-
wiesinie komoérki macierzyste [31]. Mysie komdrki macierzyste krwi izolowane
metoda sortowania w cytometrze przeptywowym na podstawie wigzania okreslonego
zestawu przeciwciat, zostaly uzyte do badania ich zdolnosci réznicowania sie w
komérki miesniowe (patrz Mozliwos$ci transdyferencjacji komdrek macierzystych).
Niezwykle ciekawym aspektem tych badan byto wykorzystanie tej samej procedury
do izolacji komoérek z mie$ni. Wyizolowane z mie$ni komdrki - majace wspdélny
z komoérkami macierzystymi krwi zestaw antygenoéw powierzchniowych - prze-
szczepiono myszom z dystrofig miesniowg Duchenne’a. W chorobie tej biatko wig-
zace elementy kurczliwe mieénia z btong, dystrofina, jest nieobecne lub upo$ledzone.
Whprowadzone komérki odtwarzaty mie$nie o normalnej budowie, zawierajace dys-
trofine typu dzikiego. Oznacza to, ze wyizolowane z mie$ni komorki o wiasnosciach
(przynajmniej cze$ciowo) takich, jakie majg komérki macierzyste krwi, sg komérkami
macierzystymi mies$ni [21].

Mezenchymatyczne komérki macierzyste (przeglad [10]), ktére sg komérkami
macierzystymi réznych rodzajow tkanki tacznej, znajdujg sie w szpiku kostnym
jako jeden z typéw komorek zrebu szpiku. Majg one zdolno$¢ samoodnawiania
oraz dawno wykazane zdolnos$ci réznicowania w komorki kosciotworcze i komorki
zrebu. Odkad wykazano, ze klonalne potomstwo jednej takiej komorki moze wy-
tworzy¢ in vitro liczne typy tkanki mezenchymatycznej (komérki kosci, chrzastki,
tluszczowe) [45], mozna omawiane komorki macierzyste traktowac jako multipo-
tentne. Po przeszczepieniu transgenicznym myszom z niewtasciwym kostnieniem
(osteogenesis imperfecta), znajdowano DNA komdérek dawcy w tkance kostnej,
chrzestnej i w ptucach biorcy [42].
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W centralnym uktadzie nerwowym dorostych ssakéw zaréwno rejony, w ktérych
normalnie zachodzi tworzenie nowych neuronéw (np. strefa podkomorowa lub hi-
pokamp), jak rejony nie neurogeniczne (np. rdzerh kregowy) zawierajg komdarki
macierzyste uktadu nerwowego (przeglad [18]). Standardowa metoda ich izolacji
polega na hodowli in vitro rozproszonego na komorki wycinka tkanki nerwowej
przy duzym stezeniu czynnika wzrostu fibroblastéw FGF-2 lub czynnika wzrostu
naskérka (EGF). Otrzymang w wyniku hodowli tkanke testuje sie na obecnos$é
antygenow specyficznych dla neurondw, astrocytdw i oligodendrocytéw. Bardziej
szczeg6towo badano indywidualne komérki w trakcie wczesnej hodowli znakowane
retrowirusem. Po zakonczeniu hodowli in vitro kolonie komérek poddano analizie
hybrydyzacyjnej, potwierdzajacej ich klonalne pochodzenie. Obecnie gtéwne badania
komérek macierzystych uktadu nerwowego dotyczg warunkdw ich réznicowania
w okreslony typ neurondw czy gleju. Udato sie na przyktad opracowaé warunki
hodowli komérek macierzystych uktadu nerwowego myszy tak, ze komérki na-
mnazajg sie in vitro i produkujg neuroprzekaznik dopamine [52]. Sa wobec tego
dwa sposoby otrzymywania mysich neuronéw produkujgcych dopamine: z pier-
wotnych komoérek zarodkowych (patrz wcze$niej: Integracja po przeszczepieniu
do biorcow) i z dorostych komdrek macierzystych.

Chociaz wiekszo$¢ badan przeprowadzono na gryzoniach, sg doniesienia, ze
réwniez tkanka nerwowa z ludzkich ptodéw jest Zrodiem komdrek macierzystych
uktadu nerwowego [16].

Identyfikacji komorek macierzystych siatkéwki (u myszy [58] i szczura [1])
dokonano na podstawie zdolnosci tych komérek do tworzenia kolonii in vitro, bez
koniecznosci stosowania czynnikdw wzrostowych (przeglad [43]).

Komoérki macierzyste spermatogoniow, czyli komorek, z ktérych powstajg ple-
mniki, wyizolowano (zageszczono) na podstawie testu funkcjonalnego polegajgcego
na transplantacji do jader biorcéw. Wyizolowane komdrki wiazaty przeciwciata
na oc(6)- i (3()-integryny [49]. Podjeto nastepnie préby ich zageszczania przez
sortowanie w cytometrze przeptywowym na podstawie rozpraszania Swiatta i obe-
cnosci integryn [50]. Okazato sie, ze dziesieciokrotne zageszczenie komorek ma-
cierzystych owocuje podobnym zwielokrotnieniem liczby kolonii powstajagcych w
jadrach biorcow po transplantacji (przeglad w [26]).

Coraz czes$ciej sa prowadzone poszukiwania komérek macierzystych w narzadach
szczeg6lnie interesujagcych ze wzgledow medycznych. Stosujac analize klonalng
komorek nabtonkowych ludzkiej prostaty in vitro, wyodrebniono populacje o wy-
sokim wskazniku proliferacji i zdolno$ci réznicowania [23]. Komorki te mozna
wstepnie uznaé za komoérki macierzyste, odnawiajgce nabtonek gruczotu krokowego.
Doniesiono takze o pluripotentnych komoérkach trzustki. Po hodowli komérek ka-
nalikéw ludzkiej, zdrowej trzustki in vitro stwierdzono, ze sg one zdolne do ekspresji
czynnika transkrypcyjnego IPF-1 (ang. insulin promoter factor J). Ten pierwszy
dowdd na to, ze komorki z tkanki egzokrynowej moga wykazywac in vitro ekspresje
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IPF-1, uznano za sugerujacy, ze majg one witasnosci komorek prekursorowych/ma-
cierzystych [20].

Mozliwosci transdyferencjacji komorek macierzystych

Niespodziewanie dla badaczy w ostatnich latach okazato sie, ze komérki ma-
cierzyste tkanek - kiedy uda sie je zagesci¢ i przeszczepi¢ do biorcow - moga
sie réznicowaé nie tylko w tkanke, z ktérej pochodza, ale takze w inne tkanki,
nawet pochodzace z innego listka zarodkowego. Taki proces zmiany kierunku réz-
nicowania nazywa sie transdyferencjacja.

Komoérki szpiku noworodkéw myszy po wyznakowaniu genetycznym wprowa-
dzono do biorczyn. Juz trzy dni p6zniej znakowane komorki znajdowano w mozgu.
Po kilku tygodniach ich liczba osiggata 14 tysiecy komérek na mysz. Cze$¢ tych
komoérek reagowata z przeciwciatami na biatka znacznikowe astrocytéw i mikrogleju
[13]. W podobnym doswiadczeniu, wykorzystujgc chromosom Y jako marker prze-
szczepionych komorek szpiku, wykazano ich zdolno$é do réznicowania w neurony
[39]. W innej pracy wykorzystano komérki szpiku dorostych myszy znakowane
biatkiem zielono fluoryzujgcym. W kilka miesiecy po ich przeszczepieniu napro-
mienionym biorcom wyizolowano z mozgu komoérki pozytywne, stosujgc metode
sortowania w cytometrze przeptywowym. Reakcje z przeciwciatami wykazaty, ze
komorki te zawieraty trzy biatka typowe dla neuronéw i czynnik transkrypcyjny
CREB [5].

Komérki macierzyste krwi ze szpiku przygotowane metodg immuno-usuniecia
(patrz wczesniej: Identyfikacja i izolacja) przeszczepiano do bocznej komory mézgu
noworodkéw myszy. Celem doswiadczenia byto sprawdzenie zdolnos$ci tych komoérek
do réznicowania si¢ w tkanke nerwowa. W ciggu dwunastu dni po wstrzyknieciu

TABELA 1 Transdyferencjacja komoérek macierzystych dorostych tkanek ssakéw

Komoérki Transdyferencjacja Gatunek Ref.

macierzyste w komorki

Mies$niowe krwi mysz [221

Krwi nerwowe mysz [13, 31]
mieSniowe mysz [211
hepatocyty mysz [54]

szczur [44]

hepatocyty cztowiek 12]

Tkanki tacznej nerwowe szczur, cztowiek [62]

Nerwowe krwi mysz [4, 8]
mie$niowe, jelita, mysz [8]

hepatocyty
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komorki migrowaty przez przodomézgowie i mdzdzek, nie naruszajgc architektury
tkanek. W niektorych strukturach mézgu (prazkowie i hipokamp) komérki ma-
cierzyste ujawniaty obecno$¢ znacznika komoérek glejowych - astrocytéw, ktdrym
jest kwasne wiokienkowe biatko glejowe (GFAP). Oznacza to, ze wprowadzone
komorki zréznicowaty sie w normalnie obecne w tkance nerwowej komérki glejowe.
W innych rejonach mézgu niektére wprowadzone komdrki zawieraty neurofilamenty,
tzn. zroznicowaty sie w neurony [31].

Komoérki macierzyste miesni i krwi moga wzajemnie dawaé obie tkanki [21,25],
co udokumentowano juz do$¢ gruntownie.

Fragmenty mies$ni szkieletowych myszy, po trawieniu enzymatycznym, posianiu
na szalki i 5-dniowej hodowli in vitro mieszano z komdérkami szpiku iprzeszczepiano
napromieniowanym biorczyniom. Po sze$ciu tygodniach transplantowane komérki
miesniowe utworzyty Srednio 56% komorek krwi obwodowej. W przeszczepianej
mieszance byto ok. 10x wiecej komoérek szpiku niz mie$ni. Uzyskany wynik oznacza
wiec, ze aktywnos$¢ krwiotwdrcza komorek z miesni byta co najmniej 10x wyzsza
niz komorek szpiku [25].

Komorki macierzyste krwi, oczyszczone metoda sortowania i przeszczepione
do zyly ogonowej myszy z dystrofig migSniowg po 12 tygodniach wytwarzajg nie
tylko komdrki krwi, ale takze ok. 4% widkien miesniowych, rozpoznawalnych dzigki
temu, ze zawierajg dystrofine typu dzikiego [21]. Jest to przyktad doSwiadczalnej
terapii zastepcze;j.

Wykazano, ze szczurze [44] i mysie [54] komorki krwiotwdrcze mogg réznicowaé
sie takze w hepatocyty. Doniesiono ostatnio o badaniach na ludzkim materiale
sekcyjnym, potwierdzajacych irozszerzajagcych wiedze o mozliwos$ciach transdyfe-
rencjacji komorek macierzystych krwi. Odtworzono historie przypadkéw, w ktérych
pacjentkom przeszczepiano szpik od dawcow pici meskiej. W materiale sekcyjnym
stwierdzono, wykorzystujagc chromosom Y jako marker wprowadzonych komorek
szpikowych, ze liczne komorki watroby: hepatocyty i cholangiocyty pochodzg z
przeszczepionych komdrek. Oznacza to, ze komorki macierzyste krwi ze szpiku
uczestniczyty w regeneracji watroby [2].

Komdrki macierzyste tkanki tgcznej szczura i cztowieka, wyizolowane ze zrebu
szpiku, skierowano in vitro na droge réznicowania w neurony, wykazujace receptory
czynnika wzrostu neuronow [62].

Mysie komorki macierzyste uktadu nerwowego moga sie réznicowaé w miesnie,
krew, jelito, watrobe [4,8].

Komorki macierzyste uktadu nerwowego z przodomézgowia dorostych myszy
znakowanych genetycznie przeszczepiano napromienionym biorcom. Komorki szpi-
ku biorcow badano na obecno$¢ komdrek dawcédw trzema metodami: tworzeniem
kolonii komdrek w pdiptynnym agarze, immunocytochemicznie i analiza cytome-
tryczng. Wszystkie wykazaty, ze powstate komorki krwi pochodzg z wszczepionych
komdrek macierzystych uktadu nerwowego [4].
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Badania wykazujgce mozliwosci rdznicowania w wiele tkanek sg szczegdlnie
interesujgce z powodu metodyki, jakg sie postuzono |8] Grupy komérek macie-
rzystych uktadu nerwowego (,,neurosfery”) dorostych myszy wprowadzano do za-
rodkéw. Byty to zarodki kury, w stadiach rozwojowych odpowiadajacych okresowi
ptodowemu ssakéw, a takze zarodki myszy w bardzo wczesnym stadium rozwoju,
stadium blastocysty. W obu przypadkach doroste komorki macierzyste wigczyty
sie do rozwoju, wytwarzajac w chimerowych zarodkach rézne tkanki. W zarodkach
kury komorki te znajdowano gtdwnie w uktadzie nerwowym, ale takze wséréd na-
rzadow pochodzacych z mezodermy, jak $rédnercze i struna grzbietowa oraz z
endodermy, jak nabtonek watroby lub jelita. Po wstrzyknieciu macierzystych ko-
moérek nerwowych do blastocyst myszy chimery otrzymano w nieznacznym pro-
cencie. Jednak badane ptody chimerowe zawieraly pochodne wprowadzonych
komorek w tkankach ze wszystkich trzech listkow zarodkowych, najwiecej w miesniu
sercowym [8]. Te niezwykte doswiadczenia wykazaly, ze transdyferencjacja do-
rostych komorek macierzystych moze odbywac sie takze w $Srodowisku komorek
zarodkowych.

Woyjasnienie zjawiska transdyferencjacji moze byé zwiazane ze $rodowiskiem,
wjakim znajdujgsie komorki macierzyste, zgodnie z teorig nisz, wjakich funkcjonuja.
Nie do przecenienia jest r6znica pomiedzy sytuacjg fizjologiczng a warunkami spo-
wodowanymi chorobg lub uszkodzeniem, jak to miato miejsce w doswiadczeniach,
gdzie wykazano mozliwo$¢ réznicowania w nietypowe tkanki. Takze dtugotrwata
hodowla in vitro moze zmienia¢ kierunek réznicowania komorek macierzystych.
Czy to oznacza, ze roznicowanie mozna sprowadzi¢ do spisu genow, ktére podlegajg
ekspresji w danej komorce, w danym czasie? Raczej nie, bo nalezy wigczy¢ do
rozwazan parametr czasu, czyli historie rozwazanych komérek in vivo (komentarz
(591).

TEORETYCZNE MOZLIWOSCI LECZENIA KOMORKAMI

Tkanki powstate z pierwotnych komorek zarodkowych

Kiedy w 1998 roku opublikowano doniesienia naukowe o uzyskaniu pierwotnych
komdrek zarodkowych cztowieka, towarzyszyty im komentarze na temat mozliwosci
badawczych i klinicznych zwigzanych z tymi komérkami [19,28]. Pierwszy taki
futurystyczny kalendarz wymieniat:

badania normalnego rozwoju zarodkowego (embriogenezy) cztowieka,
badania nienormalnego rozwoju (przez tworzenie linii komérkowych nosza-
cych mutacje kierunkowe lub modyfikowane chromosomy),

badanie dziatania genéw ludzkich,
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testowanie lekow iteratogendw,

wykorzystywanie pierwotnych komorek zarodkowych jako odnawialnego
Zzrédta komérek do transplantacji w komorkowej terapii zastepczej i terapii
genowe;j.

Przedstawiano réwnoczes$nie spekulacje, w jaki sposéb ludzkie pierwotne ko-
morki zarodkowe mogtyby by¢ uzywane w terapiach polegajgcych na transplantacji
komérek. Oczywiste cele kliniczne obejmowatyby choroby neurodegeneracyjne,
cukrzyce, uszkodzenia rdzenia kregowego i repopulacje komdrek krwiotwdérczych.
Pierwotne komdrki zarodkowe zamierzano takze zastosowa¢ do wypracowywania
réznych metod zapobiegania odrzucaniu przeszczepionych tkanek. Ten przyszto-
Sciowy kalendarz wygladat nastepujaco:

tworzenie bankdéw linii komoérek pierwotnych, reprezentujacych szerokie spe-
ktrum alleli gendéw gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej MHC, stwarzajg-
cych mozliwo$¢ dopasowania do biorcy;

tworzenie uniwersalnych linii dawczych pierwotnych komorek zarodkowych,
w ktérych geny MHC bylyby genetycznie zmienione tak, by nie wywotywaé
reakcji odrzucenia (podejscia tego prébowano, z ograniczonym sukcesem, u
myszy);

modyfikowanie genetyczne linii pierwotnych komdrek zarodkowych, polega-
jace na wprowadzeniu genéw gtéwnego uktadu zgodnos$ci tkankowej poten-
cjalnego biorcy;

produkowanie nazaméwienie linii zawierajgcych genom potencjalnego biorcy
(personalizacja linii).

Jedng drogg do tego celu bytoby klonowanie terapeutyczne, polegajgce na wpro-
wadzaniu jader komoérek somatycznych biorcy do wyjadrzonych oocytéw, hodowli
in vitro do blastocyst, a nastepnie wyprowadzeniu linii komdrek pierwotnych z
blastocyst (patrz wczesniej: Linie komdrek pierwotnych na zamdéwienie? i rye. 1).
Drugim sposobem mogtoby byé wprowadzanie jader komorek biorcy do wyja-
drzonych pierwotnych komorek zarodkowych (istniejgcej juz linii), a nastepnie na-
mnazanie komorek, do ktorych skutecznie wprowadzono jagdro komorkowe biorcy.

Od czasu przedstawienia, w 1998 roku, listy mozliwych zastosowan ludzkich
komdrek pierwotnych nie przybyto wiele informacji o tych komérkach, czego przy-
czynag sa prawa wiasnosci (komercjalizacja) pierwotnych komdrek zarodkowych
cztowieka oraz watpliwosci etyczne i prawne hamujace badania. Dlatego lista jest
wcigz aktualna [37] itak samo hipotetyczna, jak dwa lata temu. Samo sformutowanie
listy miato jednak niewatpliwy wptyw na btyskawiczny rozw6j badarn dotyczacych
ukierunkowywania roznicowania mysich pierwotnych komorek zarodkowych. In-
formacje przekazane w podrozdziale: Integracja po przeszczepieniu do biorcow,
opublikowano w ciaggu dwdéch ostatnich lat.
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RYCINA 2. Schematycznie przedstawiono mozliwo$¢ dokonywania autoprzeszczepéw komérek po-
wstatych przez namnozenie i transdyferencjacje komérek macierzystych, pobranych z wtasnej tkanki

Koncepcja autoprzeszczepéw hodowanych komérek macierzystych

Komentarze towarzyszace publikacjom naukowym wykazujgcym mozliwosé izo-
lowania, hodowli, transdyferencjacji i integracji po przeszczepieniu in vivo dorostych
komorek macierzystych [9,33,37], przedstawiajg nastepujace proponowane zasto-
sowania medyczne:

wykorzystanie komdérek macierzystych i otrzymanych z nich in vitro tkanek
do transplantacji i komérkowych terapii zastepczych;

manipulacje macierzystymi komorkami krwi wystepujacymi w szpiku, ktore-
go przeszczepy wykonuje sie miedzy innymi pacjentom z biataczkami;
hodowla skoéry iprzeszczepy pacjentom z oparzeniami;
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otrzymywanie komoérek produkujacych insuline iprzeszczepianie ich pacjen-
tom;

przeszczepianie komoérek macierzystych uktadu nerwowego pacjentom ze
schorzeniami mozgu;

produkcja nowych neuronéw do traktowania pacjentéw z chorobg Parkinsona.

Na schematycznej rycinie (ryc. 2) przedstawiono mozliwo$¢ dokonywania au-

toprzeszczepéw komorek powstatych przez namnozenie i transdyferencjacje ko-
mdrek macierzystych, pobranych z wilasnej tkanki.
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THE ROLE OF TELOMERES AND TELOMERASE
IN TUMOR PROGRESSION.
DIAGNOSTIC AND THERAPEUTIC PERSPECTIVES

Dominika NOWIS, Jakub GOLAB

Zaktad Immunologii Centrum Biostruktury Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie: W relatywnie krétkim okresie zagadnienia dotyczace replikacji chromosoméw znalazty
sig w centrum zainteresowania onkologéw. Na koncu kazdego chromosomu znajduja sie powtarzalne
sze$cionukleotydowe sekwencje okres$lane jako telomery. W zwigzku z pewnymi ograniczeniami
replikacji chromosomoéw, z kazdym podziatem komérki dochodzi do stopniowego skracania sie telome-
réw. Proces ten poréwnywany bywa do zegara mitotycznego odmierzajgcego czas zycia komérek. Zbyt
krotkie telomery sa sygnatem informujacym o starzeniu sie i sg rozpoznawane przez wyrafinowane
mechanizmy jako moment sygnalizujacy konieczno$¢ wstrzymania dalszych podziatéw. Komorki
nowotworowe, ktoére potrafia oming¢ ten etap, przekraczajg prog nieSmiertelnosci. W artykule tym
opisano mechanizmy odpowiedzialne za replikacje telomeréw, umozliwiajace nieograniczong prolifera-
cje komérek nowotworowych oraz perspektywy diagnostyczne i terapeutyczne z tym zwigzane.
(Postepy Biologii Komdrki 2001; 28: 243-26!)

Stowa kluczowe: telomery, telomeraza, nowotwory

Summary: In arelatively short term the problem of chromosome replication has focused awide attention
within oncologists. The ends of chromosomes arc capped by a hexanucleotide repeat sequences of
nucleotides, refferred to as telomeres. Due to the polarity of conventional DNA synthesis, a loss of
telomeric sequences occurs at each cell division. This telomcric erosion is frequently compared to a
mitotic clock that elicits a signal for the onset of cellular senescence. Tumor cells have acquired the
capacity to proliferate beyond the senescence checkpoint. This article describes the mechanisms respon-
sible for telomere replication that enables indefinite proliferation of tumor cells and discussess the
potential use of telomerase in diagnosis and treatment.

(Advances in Cell Biology 2001; 28: 243-261)

Key words: telomeres, telomerase. tumors
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1. PARE SLOW O HISTORII

Jeszcze do 1961 roku caty $wiat naukowy podpisywat sie pod stwierdzeniem
wybitnego francuskiego chirurga Alexisa Carrela, ze komérki hodowane in vitro
sg nieSmiertelne, a tylko ignorancja i brak wiedzy o optymalnych warunkach ich
hodowli prowadzi do wyginiecia kultur. Dopiero Leonard Haytlick w pracy opub-
likowanej w 1961 roku w Experimentell Cell Research (po kilkukrothnym odrzuceniu
przez inne pisma) dowiodt, ze ludzkie fibroblasty dzielg sie skonczong ilos¢ razy,
a liczbe te w 1974 roku MacFarlane Burnett nazwat ,limitem Hayflicka”. Do wy-
jasnienia pozostatjednak mechanizm odliczania wieku komérki. W 1972 roku James
Watson - jeden z odkrywcow struktury DNA - zwrécit uwage na tzw. problem
replikacji koncow. W tym samym czasie Aleksiej Olownikow podczas podrézy
moskiewskim metrem wpadt na pomyst, ze to wihasnie skracanie telomeréw (od-
krytych w latach trzydziestych dwudziestego wieku przez Barbare McClintock i
Hermanna J. Mullera) jest przyczyng starzenia sie komorek. Od tego czasu zaczeta
sie ,,ztota era” hiologii molekularnej. Dla naszych dalszych rozwazan istotne jest
takze opisanie w 1978 roku przez Elizabeth Blackburn doktadnej struktury telomeréw
orzeskéw i odkrycie przez nig i Carol Greider enzymu wydtuzajacego korice chro-
mosomoéw - telomerazy (271

2. PROBLEM REPLIKACJI KONCOW

W kazdej komorce somatycznej cztowieka znajduje sie 46 liniowych chromo-
somow. Wiadomo, ze liniowe chromosomy sg znacznie mniej stabilne niz koliste,
spotykane choéby w postaci plazmidéw. Dlaczego zatem taka mniej stabilna struktura
zachowata sie w toku ewolucji przez miliony lat? Okazuje sie, ze wiasnie dzieki
tej ,stabszej” stabilnosci mozliwe jest czeste (oczywiscie tylko w perspektywie
ewolucji) zachodzenie rekombinacji oraz przypadkowych translokacji miedzy-
chromosomalnych, warunkujacych wystepowanie réznorodnosci genetycznej zy-
jacych organizmow. Ceng, jaka ptaca za to chromosomy liniowe, jest ich
niestabilnos$é, wynikajgca z podatnosci koncow 3’ oraz 5' na nukleolityczne dziatanie
szeregu enzymoOw degradujagcych DNA. Drugim, kto wie czy nie wazniejszym,
problemem zwigzanym z istnieniem liniowych chromosoméw jest mozliwo$¢ ich
fuzji. Ta pozorna stabo$¢ chromosomoéw liniowych rekompensowana jest wyksztat-
ceniem niezwykle wyrafinowanych struktur zlokalizowanych na ich koncach, skta-
dajacych sie z DNA oraz szeregu biatek strukturalnych i enzyméw. Owe korice
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chromosomow, czyli telomery sg zbu-
dowane z powtarzajacych sie sekwencji

TABELA 1. Zestawienie réznic w budowie te-
IN'nci()W Ll przedstawicieli réznych gatunkéw

niekodujgcego DNA. Ich struktura i dtu-
go$¢ sga w niewielkim stopniu zrézni-

cowane gatunkowo (tab. 1). Organizm Podstawowa
g . L, sekwencja
Ludzkie telomery majg dtugos¢ do )
i Orzeski Tetrahymena TTGGGG
25000 bp 1111i sg zbudowane z powta- .. isce TTAGG
rzajacych sie heksanukleotydow  nNicienie Ascaris TTAGGC
TTAGGG. Liczba powtérzeA rézni sie lumbricoides
pomiedzy chromosomami tej samej ko- ~ Cr2yby Neurospora  TTAGGG
morki, w obrebie populacji jednak za Kregowee myse Tracee
! ¢ pop ") cztowiek TTAGGG

wsze pozostaje w $cisle okre$lonym

przedziale [30]. Oprdécz ochrony chro-

mosomu przed degradacjg, zmiang stru-

ktury i fuzjg z innymi chromosomami, telomery biorg takze udziat w przestrzennej
organizacjijgdra komoérkowego, segregacji chromosomoéw podczas podziatu komarki
i regulacji transkrypcji genéw zlokalizowanych w ich poblizu [30]. Coraz czeSciej
podkresla sie role telomeréw jako magazyndw biatek uczestniczagcych w naprawie
DNA. Z telomerami ssak6w wigzg sie biatka Ku oraz (poprzez TRF2 - patrz nizej)
kompleks uczestniczacy w usuwaniu uszkodzern DNA - RAD50/MRE1 1/NBS1 [23,
33].

Wiekszo$¢é telomerowego DNA jest dwuniciowa, ale istniejg takze fragmenty
jednoniciowe. W komdrkach ssakéw maja one dtugos¢ od ok. 50 do ok. 150 nu-
kleotydow [8] i tworzg nietypowe potgczenia zasad guaninowych - czteroniciowe
formy przestrzenne zwane kwartetami G [22] (ryc. 1).

Stabilizacja chromosomu zalezy od niekowalencyjnego wigzania szeregu biatek
do jedno- idwuniciowych fragmentéw telomeru. Nie znamy jeszcze biatek ssakow
powigzanych z jednoniciowym DNA (ich identyfikacje przeprowadzono u drozdzy

RYCINA 1. Struktura G-kwartetu - cztery guaniny tworzg czworoboczng ptaska strukture - sg zaréwno
donorem iakceptorem wigzania wodorowego Hoogsteen [22]
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RYCINA 2. Struktura przestrzenna telomeru - tworzenie petli [8J: Pt) lewej stronie pokazano schematy-
cznie tworzenie przez telomerowe DNA struktury o budowie lassa - petli T. Petla ta spetnia funkcje
ochronna w stosunku do koncéw chromosomoéw. Po stronie prawej przedstawiono tworzenie przez konce
telomcréw podwoéjnej petli. Wolny koniec 3’ zawija sie i wchodzi w interakcje z fragmentem podwoéjnej
nici DNA. Powstaje w ten sposéb tzw. petla D; TRF1, TRF2 - biatka towarzyszace telomerom

Saccharomyces). Z dwuniciowym DNA 1taczg sie za$ biatka TRFI i TRF2 (ang.
TIAGGG repeat binding factors). Sg one negatywnymi regulatorami diugosci te-
lomeréw [28]. Biatko TRFI ma strukture podobng do bhiatka Myb, ale najpra-
wdopodobniej nie odgrywa zadnej roli w onkogenezie. TRF2, biatko o podobnej
strukturze, chroni chromosomy przed fuzjg poprzez zachowanie jednoniciowej stru-
ktury koricéw telomeréw. Oba czynniki nie wptywajg na poziom ekspresji telomerazy.
W okolicy poréw jadrowych i centrosomu odkryto takze obecnos$¢ tankyrazy (ang.
TRF1-interacting, AKNYnn-relcited ADP-ribose polynient.se), ktéra moze uczest-
niczy¢ w przekazywaniu sygnatéw do telomeréw [8|. Z telomerami wchodzi w
interakcje rowniez heterodimer Ku (podjednostka kinazy biatkowej zaleznej od
DNA) i TIN2 (ang. TRF1-interacting nuclear protein) [8] Jednoniciowe DNA
telomerow tworzy petle T, ktora zaburzajgc strukture dwuniciowa, daje w rezultacie
petle D (ang. displacement) - (patrz: ryc. 2).

Podczas kazdego cyklu replikacyjnego komorka traci od 50 do 200 nukleotyddw
z telomerowego DNA. Przyczyna tego zjawiska lezy w samej zasadzie dziatania
eukariotycznej polimerazy DNA. Enzym ten syntetyzuje DNA tylko w kierunku
5’ — 3’ nowej nici (jest spolaryzowany) i w odrdznieniu od polimeraz RNA po-
trzebuje primera takze na koncu 3’ nici macierzystej. Jak pokazano na rycinie
3, do kazdej nici matczynego DNA przytgcza sie prirner RNA zsyntetyzowany
przez prymaze DNA.

Do replikacji nici wiodacej jest potrzebny tylko jeden prirner, podczas gdy dla
nici opdznionej, syntetyzowanej z okoto 200-nukleotydowych fragmentéw Okazaki
potrzeba ich znacznie wiecej. Synteza fragmentu DNA zachodzi do momentu, gdy
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RYCINA 3. Problem replikacji koncéw: Nici rodzicielskie zostaty przedstawione w kolorze ciemniej-
szym. nici potomne - w jasniejszym. Wiele primeréw RNA jest potrzebnych do zainicjowania syntezy
nici opéznionej. Jest ona tworzona z tzw. fragmentéw Okazaki o dtugosci kilkuset par zasad. Usuniecie
primeréw prowadzi do wytworzenia ubytkéw, ktére sa uzupetniane przez mechanizmy komérkowe. Na
koncu 5' jednej z nowo powstatych nici proces uzupetnienia ubytku nie moze zaj$¢. Wynika to z
witasciwosci polimerazy DNA

enzym rozpozna koniec 5' poprzedniego primera. Ciggto$¢ nici jest zachowana
dzieki mechanizmom usuwajgcym primery i zastepujgcym je DNA. Proces ten
zawodzi na koncu 5” i w ten spos6b powstajg naddatki na koricach 3° nowych
nici zbudowane z jednoniciowego DNA bogatego w zasady guaninowe.

Stopniowa utrata telomerowego DNA wydaje sie by¢ jednym z kluczowych
mechanizmow odliczajgcych wiek komorki. Gdy telomery osiggna krytyczng dtugosc,
komoérka wchodzi w etap zwany starzeniem. Uwaza sig, ze skracanie telomerdw
moze by¢ Scisle powigzane z zahamowaniem cyklu komérkowego zaleznym od
biatka p53 [26).

Kazda komoérka somatyczna podczas hodowli in vitro dzieli si¢ skoriczong liczbe
razy (ludzkie fibroblasty $rednio 50), po czym wchodzi w etap zycia zwany starzeniem
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RYCINA 4. Gtéwne etapy zycia komorki [6J: Schemat przedstawia model zycia ludzkiej komdrki.
Telomery skracaja sie podczas podziatéw komoérki. Kiedy osiagna odpowiednig dtugo$é, komoérka
wchodzi w etap zwany starzeniem. Gdy proces skracania telomerdw postepuje nadal iich dtugos¢ staje
sie letalna, dochodzi do zaburzenia struktury chromosomoéw i $mierci komérki. Opisane w tekscie
mechanizmy moga ingerowa¢ w przedstawiony scenariusz

lub stadium MI (ryc. 4). Traci ona zdolnos$¢ proliferacyjng, ale zachowuje cechy
biochemiczne i zywotno$¢. Bariere starzenia mozna pokona¢ przy pomocy mu-
tagenéw, gendéw wirusowych (adenowirus El A, duzy antygen T wirusa SV) lub
poprzez zmiane ekspresji takich wiasnych gendéw komorki, jak c-Myc lub p21.
Wymienione procesy nie zapewniajg jednak komorce nieSmiertelnosci, ale tylko
wydtuzajajej zycie. Po pewnym czasie komoérka zmienia morfologie, jej chromosomy
tracg stabilno$¢ i zaczyna sie okres okreslany jako kryzys (stadium M2). Jej los
niejestjednak do konca przesagdzony. Gdy do opisanych zmian genomowych dotgczy
sie takze uaktywnienie telomerazy, komodrka przekracza prdg nieSmiertelnosci [61.

3. BUDOWA KOMPLEKSU TELOMERAZY

Ludzka telomeraza jest holoenzymem zbudowanym z biatkowej podjednostki
katalitycznej - polimerazy DNA zaleznej od RNA (odwrotnej transkryptazy -
hTERT), ktéra uzywa wiasnej matrycy RNA (hTR) do wydtuzania konca 3' jed-
noniciowego fragmentu telomeru przez synteze powt6rzeA telomerowych de novo
130;.
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3.1. Skitadnik RNA ludzkiej telomerazy - hTR (hTERC)

Analiza genu kodujagcego matryce RNA (dtuzsze ramie chromosomu 3, obszar
3026.3) wykazata, ze zawiera ona sekwencje 3’-CAAUCCCAAUC-5 [81. Jest to
sekwencja komplementarna do jednego heksanukleotydu (powtdrzenia) i fragmentu
nastepnego, ktéry umozliwia ,,umocowanie” matrycy w kompleksie enzymatycznym
[30]. Choé opisana sekwencja jest $cisle konserwatywna w Swiecie zwierzat, budowa
catej podjednostki RNA znacznie r6zni sie miedzy gatunkami [41

Ekspresja genu dla hTR jest regulowana prawdopodobnie za pomocg metylacji
DNA, gdyz stwierdzono obecno$¢ wysp CpG w jego regionie promotorowym [8]

Ludzka podjednostka RNA jest transkryptem polimerazy Il [6] Ma dtugosé
ok. 450 nukleotyddw, jednak po odjeciu domeny snRNA (smali nucleolar RNA)
pozostaje zaledwie 210 nukleotydéw [6] Podjednostka ta ma dwie domeny fun-
kcjonalne: domene 5’ - matryce dla elongacji i domene 3’ - wigzgcg substrat
reakcji [2]. Funkcjg podjednostki RNA, oprdcz oczywistej - jest ona matryca dla
syntezy brakujacych fragmentéw telomeréw - moze by¢ udzial w wigzaniu innych
sktadowych kompleksu (np. u S. cerevisiae #gczy ona biatka Sm uczestniczace
w obrébce potranskrypcyjnej RNA) - brak jeszcze dowoddw na potwierdzenie
tej hipotezy [61.

3.2. Podjednostka katalityczna - TERT (odwrotna transkryptaza)

TERT tworzy nowg klase odwrotnych transkryptaz o odmiennej strukturze i
pochodzeniu od retrowirusowych. Dowodem prawidtowosci tej hipotezy sg dys-
kretne roznice w sekwencji aminokwasowej enzymoéw. W pordwnaniu z innymi
odwrotnymi transkryptazami, TERT jest najbardziej zblizony do fragmentow DNA
mitochondrialnego i retrotranspozondéw typu non-LTR. Postuluje sie, ze historia
tego enzymu jest tak diuga jak eukariontow [6].

Ludzka odwrotna transkryptaza (hTERT) jest zbudowana z tak zwanej domeny
T i siedmiu sekwencji konserwatywnych dla innych odwrotnych transkryptaz [8]

(ryc. 5).

RYCINA 5. Sekwencja peptydowa hTERT: T - motyw specyficzny dla telomerazy 1,2, A-E - motywy
wspdlne dla odwrotnych transkryptaz
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TABELA 2. Regulacja ekspresji genu dla podjednostki katalitycznej ludzkiej telomerazy

Regulacja ekspresji uenu dla hTERT

Tlenek azotu
Fosforylacja
Alternatywne ciecie i sktadanie pierwotnego transkryptu

Regulacja pozytywna Regulacja negatywna
Biatko c-myc Mctylaeja promotora
Estrogeny Wzrost stezenia wapnia w komdrce

Czynniki regulujace ekspresje genu dla podjednostki katalitycznej ludzkiej te-
lomerazy pokrétce przedstawiono w tabeli 2.

3.3. Biatka towarzyszgace TERT

W komorkach pierwotniakéw (Tetraliymena) opisano dwa biatka towarzyszace
TERT - 80 kD i 95 kD. U drozdzy znaleziono biatka Estlp i Est 3p [8]. W
komérkach ssakéw, myszy iszczuréw zidentyfikowano TP1/TLP1 (hTEP-1 nazwa
zarezerwowana dla biatka ludzkiego) - homolog biatka o masie 80 kD wystepujgcego
u orzeskow. Podobnie jak w przypadku hTERT, ekspresja tego biatka nie koreluje
dodatnio z aktywno$cig telomerazowg 113]. Ostatnio ustalono, ze TLP1 jest iden-
tyczne z vaults - 240-kD podjednostkg duzego kompleksu rybonukleoproteinowego
0 nieznanej funkcji 1171

4. REGULACJA AKTYWNOSCI TELOMERAZY

Cho¢ telomeraza wydaje sie by¢ niezbedna do progresywnego wzrostu i nie-
ustannej proliferacji komoérek nowotworowych, to egzogenna ekspresja tego enzymu
w komérkach prawidtowych wydtuza ich zycie, ale nie promuje zmian typowych
dla transformacji nowotworowej. Telomeraza nie jest jednak onkogenem. Jej obe-
cno$¢ umozliwia proliferacje, ale jej nie powoduje [3()]. Wiekszo$¢ prawidtowych
komorek pozbawionych aktywnosci telomerazowej nie ma takze hTERT, chociaz
wykrywa sie w nich ekspresje hTR lub biatek zwigzanych ztelomerazg [301. Sugeruje
to, ze czynnikiem odpowiedzialnym za aktywno$¢ telomerazy jest jej podjednostka
katalityczna i witasnie regulacja ekspresji hTERT jest kluczowa dla wydtuzenia
potencjatu proliferacyjnego komérki [30].

Wiele komérek ma aktywnos$¢ telomerazowg w stadium embrionalnym i traci
ja podczas r6znicowania tkankowego. Istniejg jednak komorki, ktére zachowuja
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TABELA 3. Zestawienie substancji zmniejszajacych aktywno$¢ telomerazy

Substancje zmniejszajace aktywnos$¢ telomerazy
Substancje indukujace Chemiotcrapeutyki Inne
réznicowanie prze¢iwnowotworowe

Inhibitory odwrotnej
transkryptazy (AZT)

25-dihydroksy witamina D3 Cisplatyna Androgeny
Kwas all-trans retinowy Duze dawki cyklofosfamidu Antagonisci GURU
Estry forbolu (TPA) Duze dawki doksorubicyny Wolne rodniki tlenowe
Dwumctylosulfotlcnek Tamoksyfen Transfckcja chromosomu 3
(DMSO) Amifostyna

Heparyna

aktywnos$¢ enzymu do konca zycia osobniczego. Nalezg do nich miedzy innymi
aktywowane limfocyty oraz komorki macierzyste [32].

Mechanizmy regulacji aktywnosci telomerazy pozostajg dotychczas nie do korica
wyjasnione. Sugeruje sie udziat blizej niesprecyzowanych genéw represorowych,
zlokalizowanych na krotkim ramieniu chromosomu 3 |7].

Wzrost aktywnos$ci enzymu na poziomie transkrypcji jest zalezny m.in. od bez-
posredniej interakcji produktu onkogenu c-Myc z regionem promotorowym genu
dla telomerazy [34]. Wazng role odgrywa takze alternatywne ciecie i skiadanie
pierwotnego transkryptu. W regulacji posttranslacyjnej telomerazy kluczowg role
petnig kinazy biatkowe serynowo-treoninowe. Fosforylacja hTERT jest niezbedna
dla prawidtowej aktywnosci enzymu [30].

W zwiazku z intensyfikacjg w ostatnich latach badan nad tlenkiem azotu, zbadano
wptyw tej substancji na aktywnos$¢ telomerazy. Okazato sig, ze jednym z mecha-
nizmow opo6znienia starzenia sie komorek srédbtonka przez tlenek azotu jest wiasnie
aktywacja telomerazy [31].

Istniejg doniesienia 0 mozliwosci
zahamowania ekspresji telomerazy
przez wplyw na receptor estrogeno-
wy beta. Skuteczne pod tym wzgle-
dem okazaty sie rowniez liczne inne
substancje (tab. 3), z ktérych czes¢ _

; ; . Karcynogeny chemiczne
to srodki stosowane w leczeniu no- Mutacje w obrebie genu kodujacego telomeraze
wotworow (niektore cytostatyki,  promieniowanie y
substancje indukujace r6znicowanie = Zwigkszona ekspresja myc
komoérek) [21]. Ponadto, poznano  Kinaza biatkowa c
wiele substancji majacych wtasci- ;ztr’rgr;zya
wosci zwigkszania aktywnosci telo- ¢ ynnik wzrostu naskérka (EGF)
merazy (tab. 4). Niektére sposréd

\VABELA 4. Zestawienie substancji zwiekszaja-
cych aktywnos$¢ telomerazy

Substancje zwiekszajacc aktywnos$¢ telomerazy

Antygeny aktywujace limfocyty T
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nich odgrywajg wazng role w procesach transformacji nowotworowej (karcynogeny
chemiczne, EGF, estrogeny).

5. OZNACZANIE AKTYWNOSCI TELOMERAZY

Na przestrzeni ostatnich lat wprowadzono do powszechnego uzycia wiele testow
okreslajacych dtugos¢ telomerow, aktywnos¢ telomerazy i wykrywajacych sktadniki
kompleksu enzymatycznego (hTR, hTERT).

5.1. Badanie aktywnos$ci telomerazy

Oryginalna metoda oznaczania aktywnosci telomerazy opiera si¢ na zasadzie
wydtuzania primeréw. Polega ona na dodawaniu przez telomeraze sekwencji (5°-
TTAGGG)ndo primeréw oligonukleotydowych. Jest wystarczajaca dla oceny aktyw-
nosci enzymu w hodowlach komorkowych, niestety, nie jest dostatecznie czuta
dla matej liczby komérek z probek materiatu klinicznego [22). Niedogodnosé ta

RYCINA 6. Zasada oznaczania aktywnos$ci telomerazowej metodagTRAP: Telomeraza syntetyzuje nowy
odcinek DNA, dotaczajac znakowane izotopem fosforu nukleotydy do oligonukleotydowego primera.
Powstaty produkt jest nastepnie amplifikowany przy pomocy PCR. Zastosowanie reakcji tanicuchowej
polimeryzacji utatwia wykrycie produktu, a tym samym potwierdza aktywno$¢ enzymu
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zostata wyeliminowana w metodzie TRAP (telomeric repeat amplification protocol),
wykorzystujacej reakcje PCR dla namnozenia produktu dziatania telomerazy. Do
oznaczenia aktywnosci telomerazy potrzeba tylko od 100 do 1000 komérek w ba-
danym materiale. Skrotowy schemat procesu przedstawiono na rycinie 6.

Modyfikacjg opisanej metody jest test TRAP-ezeTM (Oncor Inc.), wykorzystujacy
primer TS i odwrotny primer CX, zakonczony elektroforezg na zelu poliakryla-
midowym (PAGE). Inne odmiany wprowadzajg fragmenty wewnetrzne o dtugosci
150 bp zapewniajgce linijno$¢ prébki i wykrycie inhibitoréw polimerazy Tacj. Istnieja
takze testy o primerach znakowanych fluorescencyjnie, umozliwiajgce detekcje
aktywnosci telomerazowej in situ [22], ktéra wydaje sie by¢ skutecznym progno-
stykiem pojawienia sie guza de novo [9].

5.2. Oznaczanie diugosci telomerdéw

Wiekszo$¢ testow wykorzystuje technike Southern biot do okre$lania liczby i
dtugosci powtarzajacych sie fragmentow kofncowych (TRF). Fragmenty rozpoznajace
telomery sg znakowane radioaktywnym izotopem fosforu, a genomowe DNA jest
trawione odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi. Istnieje takze mozliwos$¢ zna-
kowania telomeréw za pomocg techniki FISH [301.

6. IMPLIKACJE DIAGNOSTYCZNE

Dzieki ,popularno$ci” telomerazy w ostatnich latach opublikowano szereg prac
opisujagcych poziom ekspresji tego enzymu w rozmaitych liniach komérek pra-
widtowych i stransformowanych. Okazato sig, ze telomeraza nie moze by¢ bez-
wzglednym wyznacznikiem transformacji ztosliwej, mimo iz dos¢ Scisle koreluje
z nowotworzeniem. Wiadomo nie od dzi$, ze szereg prawidtowych tkanek wykazuje
pewien poziom aktywnoS$ci telomerazy. Czesto pozostajg one w bliskim kontakcie
z ogniskami nowotworzenia, co przy zastosowaniu niezwykle czutych metod oz-
naczania aktywnosci telomerazy (TRAP) moze nastrecza¢ dos¢ powaznych trudnosci
interpretacyjnych. A waga orzeczenia o przemianie ztosliwej jest przeciez ogromna.
W tabeli 5 zestawiono ostatnie dane dotyczace wystepowania aktywnosci telo-
merazowej w szeregu tkanek prawidtowych i nowotworowych.

Lokalizacja niektérych nowotworéw (np. nowotwory uktadu rozrodczego) utrud-
nia wykorzystanie telomerazy jako markera diagnostycznego. Dotyczy to tkanek
odnawialnych, posiadajagcych komoérki pnia i wyzej wymienionych komdrek roz-
rodczych. Takze istnienie mechanizmoéw wydtuzania telomeréw alternatywnych dla
telomerazy stawia pod znakiem zapytania stuprocentowa skuteczno$¢ rozpoznania
procesu nowotworowego za pomoca oznaczania aktywnosci enzymu.
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TABELA 5. Obecnos$¢ aktywnosci telomerazowej w wybranych tkankach i nowotworach |8]

Tkanki prawidtowe % Patologia % obecnosci
obecnosci telomerazy
telomerazy

Btona $luzowa jamy ustnej 0/14 0 Gruczolak przysadki 0/36 0

Probka zotci 1/19 0 Szpiczak 0/6 0

W atroba 0/6 0 Widkniakogruczolak sutka 23/51 45

Mo6zg 0/10 0 Rak kolezystokomoérkowy skoéry 9/18 50

Prawidtowy melanocyt 0/10 0 Rak okreznicy 395/473 58

Jajnik 0/8 0 Glioblastoma multiforme 146/227 64

Nerka 0/114 0 Rak prostaty 170/207 82

Nadnercze 0/43 0 Rak zotadka 133/153 87

Tarczyca 2/64 3 Rak sutka 363/417 87

Tkanka ptucna 7/190 4 Rak z kom. watroby 221/248 89

Prostata 2/38 5 Rak endometrium 93/104 89

Urothelium 9/183 5 Rak trzustki 23/31 91

Sutek 4/36 11 Rak szyjki macicy 198/213 93

Naskérek 30/115 26 Rak drobnokomérkowy piuca 3/3 100

Endometrium-faza wydziel nicza 24/73 33 Choriocarcinoma 717 100

Endometrium - faza 77/85 91 Ztosdliwy guz. nadnerczy 9/9 100

proliferacyjna

Postuluje sie wprowadzenie oznaczania telomerazy do badan przesiewowych
materiatu biopsji cienkoigtowych. Na przykiad, istniejg doniesienia 0 znaczacym
wzroscie ekspresji hTR w komérkach btony $luzowej zotgdka przy zakazeniu He-
licobacter pylori. Wskazywatoby to na udziat bakterii w procesie nowotworzenia
[15]. Droga do doskonatoSci jest tu jeszcze daleka. Przy zastosowaniu metody
TRAP wystarczy zaledwie 0,01% komdrek wykazujacych ekspresje telomerazy (patrz
wyzej). Nietrudno wyobrazi¢ sobie tak niewielkie zanieczyszczenie prébki na przy-
ktad komorkami macierzystymi lub nawet aktywowanymi limfocytami.

7. ALTERNATYWNE METODY WYDLUZANIA
TELOMEROW (ALT)

Nie od dzisiaj wiemy, ze obecno$¢ telomerazy nie jest jedynym mechanizmem
chronigcym telomery przed skracaniem. Istnieje co najmniej kilka sposobdw na
wybrniecie z problemu replikacji koAcéw liniowego DNA. Wystarczy wymienic
dla przyktadu priming biatkowy, strukture spinki do wiosow, konwersje genowaq
i rekombinacje [36]. Istniejg wyniki eksperymentéw, potwierdzajgce wystepowanie
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TABELA 6. Wystepowanie telomerazy i mechanizméw ALT w ludzkich nowotworach [9]

W ystepowanie telomerazy i mechanizméw ALT w nowotworach

Typ nowotworu Liczba Liczba proébek Liczba probek o nadzwyczaj diugich
prébek telomerazo-ujemnych fragmentach TRF
(%) Telomeraza (+) Telomeraza (-)
Czerniak 9 KU) 1
Kostniakomiesak 6 5(83) 1 0
Rak sutka 14 4(29) 1 0
Rak jajnika 15 2(13) 0 2
Rak ptuc 7 1(14) 0 0
Rak kory nadnerczy 6 5(83) 2 0
Ogobtem 57 18(31) 4 3

opisanych mechanizmoéw [3] (tab. 6). Komérki nieSmiertelne pozbawione genu dla
telomerazy maja, jak wykazaty badania, wybitnie diugie i heterogenne telomery.

Istnieje co najmniej kilka sposobdw rekombinacji telomerdéw, na razie potwier-
dzonych badaniami na drozdzach. Jednym z nich jest rekombinacja fragmentow
homologicznych i konwersja genowa, przedstawione schematycznie na rycinie 7.
Mechanizmy te sg zalezne od ekspresji grupy genéw RADS52. Istniejg dwa typy
rekombinacji - typ pierwszy polegajacy na konwersji genowej elementdw sasia-

RYCINA 7. Konwersja gen6éw jako jeden z mechanizméw wydtuzania telomeréw bez udziatu telome-
razy: Sekwencje koncéw chromosoméw sg wysoce powtarzalne, a nawet niekiedy identyczne. Koniec 3"
jednego chromosomu moze dokona¢ ataku na drugi chromosom (2) i uzy¢ jego sekwencji jako matrycy
dla komérkowej polimerazy DNA (3). Synteza brakujgcego konica 3' zachodzi podobnie do syntezy nici
op6znionej (4). Uzupetnienie brakujacych fragmentéw nici odbywa sie przy udziale typowych mechani-
zmoéw naprawczych (5)
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dujacych z telomerami (seq Y’); typ drugi dotyczy powtarzajgcych sie sekwencji
samych telomeréw [4]. U ssakéw zjawiska te zbadano w komorkach ALT nie
majacych telomerazy, o wyjatkowo dtugich i wysoce zmiennych telomerach. Ko-
morki te majg tzw. ciata PML (promyelocytic leukemia), struktury o ksztatcie donuta
zawierajgce telomerowe DNA, biatka TRF1, TRF2, czynnik replikacji A i ludzkie
formy RAD51 i RAD 52. Wykazano takze, ze u 0s6b z zespotem Li-Fraumeni
(heterozygoty dla zmutowanego p53) po mutacji lub utracie drugiego p53 dochodzi
do spontanicznego unieSmiertelnienia komodrek [351

Problem alternatywnych mechanizméw wydtuzania telomeréw moze odgrywac
kluczowa role w niepowodzeniach terapii przeciwnowotworowej wymierzonej w
telomeraze.

8. W JAKI SPOSOB TELOMERAZA UMOZLIWIA
WZROST NOWOTWOROM?

Telomeraza jest obecna w wiekszo$ci nowotwordw cztowieka. Charakterystyczne
dla komdrek nowotworowych sg jednak bardzo krotkie telomery. Wydaje sie, ze
wiekszo$¢ nowotworéw powstaje ze zmian, w ktorych aktywnos$é telomerazy jest
znikoma, jesli w ogdle wykrywalna.

Jak wspomniano, telomeraza nie jest onkogenem. Nie mozna jej réwniez skla-
syfikowa¢ jako typowy anty-onkogen (czynnik supresorowy nowotworéw), choé
petni szereg funkcji ochronnych wzgledem genomu. Klony komérek, do ktérych
wprowadzono gen dla telomerazy, majg co najmniej trzykrotnie wiekszg zdolno$¢
do podziatéw, a jednocze$nie sg nadal catkowicie prawidtowe w aspekcie trans-
formacji nowotworowej. W wyniku zachowania telomerow, telomeraza utrzymuje
stabilno$¢ genetyczng komorki.

Wiele obserwacji wskazuje rowniez na to, ze moment uaktywnienia telomerazy
jest krytycznie waznym czynnikiem determinujacym los komorki. Jesli telomeraza
aktywnajest przed aktywacjg onkogenu, to rzeczywiscie petni role czynnika supresji
nowotworow gtéwnie poprzez utrzymanie stabilnosci genetycznej dzielacej sie ko-
morki. Jesli jednak najpierw dojdzie do uaktywnienia onkogenu (mutacja w obrebie
genu ras, pojawienie sieonkogenéw wirusowych-HPV E6/E7, SV40) powodujacego
transformacje, podziaty komorek iskracanie sie telomeréw do ich krytycznie krétkich
dtugosci, to telomeraza moze ,nie zdgzy¢” ochroni¢ koicéw chromosoméw przed
nagta niestabilnoscia genetyczng. Jesli jednak rozpocznie w tym momencie wy-
dtuzanie chromosoméw i doprowadzi do odtworzenia telomerdéw, to moze utrwali¢
zaburzenia juz powstate w genomie. Zaburzenia te nie muszg by¢ na tyle nasilone,
aby uniemozliwi¢ przezycie komérki, ale na tyle katastrofalne w skutkach, ze beda
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sprzyjac petnej transformacji nowotworowej (na przyktad translokacje i amplifikacje
protoonkogenow).

A zatem w procesie progresji nowotworowej, gdy w wyniku podziatéw komorek
dochodzi do stopniowego skracania sie telomerow, nadchodzi moment, gdy stajg
sie one krytycznie krétkie. W wiekszosci wypadk6w doprowadza to do uaktywnienia
p53 lub pRb, powodujac zahamowanie proliferacji komérek iuniemozliwiajac dalsza
progresje nowotworu. Brak w tym momencie (w wyniku mutacji lub zahamowania
aktywnosci) p53 lub pRb umozliwia nie tylko dalsze podziaty komérek, ale rowniez
szereg zaburzen genetycznych wynikajacych z niechronionych telomerami koricéw
chromosomow [1]. Wiekszos$¢ powstajgcych translokacji i fuzji chromosomoéw jest
letalna dla komérek, ale w niektérych sposrod nich dochodzi do powitania powaznych
uszkodzerh mechanizmow chronigcych przed progresjag nowotworowa. Jesli w czesci
sposrod tych komdrek dojdzie (za pomocg jakiegokolwiek mechanizmu) do ua-
ktywnienia telomerazy, to mozliwe jest zabezpieczenie telomeréw na tyle, ze nie
powstajg kolejne, coraz bardziej letalne mutacje, a mozliwa jest proliferacja i dalsza
progresja guza. A zatem w trakcie powstawania nowotworu, w do$¢ wczesnym
etapie dochodzi do powaznej niestabilnosci genetycznej, po ktorej nastepuje utrwa-
lenie sprzyjajacych progresji nowotworowej zmian.

Co ciekawe, umyszy transgenicznych, nie majgcych genu dlatelomerazy (mTR”’),
obserwuje sie czestsze powstawanie spontanicznych nowotworow [20]. Podobnie,
brak telomerazy na tle niedoboru p53 znacznie zwieksza czesto$¢ powstawania
nowotworéw u myszy [5]. Obserwacje te wydajg sie zatem potwierdza¢ hipoteze
zaktadajacg protekcyjny wptyw telomerazy na proces transformacji nowotworowej,
przynajmniej we wczesnych etapach tego procesu. Z drugiej strony u podwdjnie
transgenicznych myszy nie majacych ani telomerazy, ani INK4a (jeden z czynnikéw
supresji nowotworow) znacznie rzadziej powstajg nowotwory niz u myszy majacych
tylko delecje INK4a [10].

Okazuje sie, ze ludzkie fibroblasty lub komorki nabtonkowe mozna przeksztatcic¢
w komdrki nowotworowe in vitro wprowadzajgc do nich zaledwie trzy geny za-
burzajgce co najmniej 4 niezalezne procesy. Do transformacji in vitro potrzebne
sg geny kodujagce: protoonkogen H-ras, wielki antygen T wirusa SV40 (hamujacy
aktywno$¢é p53 oraz pRb) oraz telomeraze. Do transformacji mysich komérek wy-
starczajg tylko dwa pierwsze geny. Wynika to z co najmniej 5-krotnie diuzszych
telomeréw mysich.

9. STRATEGIE W HAMOWANIU TELOMERAZY

Telomeraza jest obecna i aktywna w wiekszosci nowotworéw cztowieka. Jed-
nocze$nie jest praktycznie niewykrywalna w prawidtowych komérkach (z nieli-
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cznymi opisanymi powyzej wyjatkami). Mato tego, wiele obserwacji wskazuje,
ze telomeraza nie jest jedynie zwyklym markerem komdrek nowotworowych. Jest
aktywna i wydaje sie niezbedna do progresywnego wzrostu guzéw. Trudno zatem
wyobrazié¢ sobie bardziej idealny cel terapii przeciwnowotworowej. Co wiecej, jesli
okazatoby sie, iz rzeczywiscie hamujac telomeraze mozna zahamowa¢ wzrost no-
wotworéw, strategia ta bytaby uniwersalna - umozliwitaby leczenie niemal kazdego
(") nowotworu.

Pojawienie sie telomerazy w komdrkach nowotworowych jest najprawdopodob-
niej niezbednym etapem przezycia tych komérek w momencie osiagniecia fazy
M2. Wydaje sie bowiem, ze nawet obecno$¢ mutacji w obrebie gendw kodujacych
kilka protoonkogenow (ras, myc) oraz genoéw supresji nowotworéw (p53, Rb) nie
wystarcza do imortalizacji. Przy zbyt krétkich telomerach dochodzi do stopniowej
kumulacji coraz wiekszej liczby defektéw genetycznych (fuzji chromosoméw, trans-
lokacji itp.) uniemozliwiajgcych przezycie nawet ,najbardziej stransformowanych”
komérek nowotworowych.

Pojawienie sie telomerazy w komdérkach nowotworowych jest dos¢ péznym eta-
pem w rozwoju guzéw. Swiadczy o tym fakt, iz dopiero w wiekszoséci zaawan-
sowanych nowotwordw telomery sg relatywnie krotkie. Najprawdopodobniej wiec
w wyniku selekcji w rozwijajacym sie guzie dochodzi do wybidrczego przezycia
tych komdrek, ktére niejako ,,nauczytly sie” utrzymywac ekspresje telomerazy i
dzieki temu potrafig przejs¢ przez faze M2 procesu starzenia sie komdrek. Obecno$¢
krotkich telomerow w komdrkach nowotworowych jest cechg dos¢ wazng i korzystna
dla potencjalnej terapii antytelomerazowej. Gdyby bowiem telomery miaty dtugos¢
poréwnywalng do prawidtowych komoérek somatycznych, to nawet przy zahamo-
waniu telomerazy, do momentu krytycznego skrdcenia sie telomeréw mogtoby dojsé
nawet do kilkudziesieciu podziatow komoérkowych. Wystarczytoby to, aby z jednej
komorki powstat twér o wielkosci poréwnywalnej do dorostego cztowieka.

Proces wydtuzania telomerdéw prébowano zahamowac nawiele roznych sposobow.
Wydaje sie jednak, ze najskuteczniejsze bedg strategie opierajgce sie o niskoczg-
steczkowe inhibitory telomerazy jako odwrotnej transkryptazy.

Pierwsze obserwacje wskazujace na potencjalng uzyteczno$¢ inhibitoréw telo-
merazy w leczeniu nowotwordéw opieraty sie na prébach zahamowania wydtuzania
telomerow oligonukleotydami antysensownymi badZz tez poprzez transfekcje ko-
morek nowotworowych genami kodujacymi dominujace-nieaktywne telomerazy.
Oligonukleotydy antysensowne wobec hTR wprowadzone do komdrek glejaka wy-
wotaty dwa odmienne efekty: apoptoze lub réznicowanie sie komorek nowotwo-
rowych po okoto 30 podwojeniach populacji [18]. Transfekcja komdrek
nowotworowych plazmidami kodujacymi dominujace-nieaktywne pochodne telo-
merazy indukowaty apoptoze komoérek nowotworowych. Efekt ten byt obserwowany
tym wcze$niej, im krétsze byty telomery poddawanych terapii komérek [12]. Wy-
dtuzanie telomeréw probowano réwniez zahamowaé¢ innymi metodami. Wydaje
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sie, ze najwieksze szanse na zastosowanie w klinice majg niskoczgsteczkowe in-
hibitory telomerazy [16, 19]. Tego typu leki sprawdzity sie juz jako inhibitory
odwrotnej transkryptazy stosowanej w leczeniu H1V.

Te wstepne obserwacje z pewnos$cig utwierdzajg badaczy w przekonaniu, iz
zahamowanie telomerazy moze okazac sie skuteczng metoda leczenia nowotwordw,
szczego6lnie tych z krétkimi telomerami. Istniejg réwniez wstepne dane sugerujace
efektywne profilaktyczne zastosowanie terapii polegajacej na blokowaniu telome-
razy, przynajmniej u chorych z wrodzonymi predyspozycjami genetycznymi do
powstawania niektérych nowotworow 114]. Pojawia sie oczywiscie zapotrzebowanie
na proste i niezawodne metody oceny dtugosci telomeréw w nowotworach. Godne
uwagi jest rowniez to, iz u pacjentéw z nawrotem chtoniaka, komérki nowotworowe
majg krotsze telomery [24]. Czyzby zatem terapia antytelomerazowa okazata sie
nawet skuteczniejsza u tych chorych, u ktérych zawiodly dotychczas stosowane
metody leczenia? Czy udato si¢ znaleZ¢ piete achillesowg nowotworéw, czy rze-
czywiscie mamy do czynienia z panaceum na nowotwory? Czy komérki nowo-
tworowe moga rozwing¢ oporno$¢ na nowe leki, czy alternatywne mechanizmy
replikacji telomeréw sg w stanie pokrzyzowaé plany onkologéw? Na te pytania
na razie trudno odpowiedzie¢. Z pewnos$cig nalezy poczeka¢ jeszcze wiele lat,
aby upewnic sie, czy nasze nadzieje nie okazg sie kolejnym rozczarowaniem zwig-
zanym z terapig choroby powodujacej cierpienie, lek i nieuchronng $mieré wiekszoSci
dotknietych nig osob.
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HAMOWANIE POTRANSLACYJNEJ MODYFIKACJI
BIALEK RAS JAKO NOWA METODA TERAPII
NOWOTWOROW

INHIBITION OF POSTTRANSLATIONAL RAS MODIFICATION
AS A NEW METHOD OF CANCER TREATMENT

Daria NURZYNSKA, Andrzej DEPTALA

Klinika Hematologii i Onkologii Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie: Biatku RAS odgrywajg kluczowa role w regulacji wzrostu i ré6znicowania sie komorek,
biorac udziat w aktywacji tancucha przekaznikéw wewnatrzkomoérkowych. Mutacje gendéw Ras. stwier-
dzane w okoto 30% nowotworéw u ludzi, prowadzg do produkcji zmutowanych biatek RAS, ktére
przekazuja do komoérek sygnaty niepodlegajace regulacji przez zewnatrzkomoérkowe cytokiny. Stwier-
dzenie, zedla funkcjonowania biatek RAS niezbedne jest ich potaczenie z btong komérkowa, ktére zalezy
od reakcji farnezylacji przebiegajacej z udziatem transferazy farnezylowcj, doprowadzito do /..syntety-
zowania zwigzkéw hamujacych ten enzym. W artykule przedstawiono role biatek RAS w przekazywaniu
sygnatéw do komoérek, ich potranslacyjnamodyfikacje i mechanizmy aktywacji biatek RAS prowadzace
do zmiany fenotypu komdrek. Nastepnie scharakteryzowano rézne grupy inhibitoréw transferazy
farnezylowcj i podsumowano wyniki badan dotychczas przeprowadzonych z ich uzyciem.

(Postapy Biologii Komoérki 2001; 28: 263-276)

Stowa kluczowe: biatka RAS, transferaza farnezylowa, inhibitory transferazy farnezylowcj.

Summary: RAS proteins play pivotal role in the control of cell growth and differentiation due to their
ability to activate several downstream effectors. Mutations of Ras genes, occurring in approximately 30%
of human cancers, result in a production of mutated RAS proteins that continue to provide uncontrolled
proliferative signals. The observation, that addition of a farnesyl moiety in a reaction catalyzed by
farnesyltransfera.se is essential for the RAS proteins cell membrane association and their activity, has led
to the development of farnesyltransferase inhibitors. This review aims to outline the role of RAS proteins
in the signal transduction, their posttranslational modification and the ways in which deregulated RAS
function may be involved in cancerogenesis. Subsequently, different types of farnesyltransferase inhibi-
tors and their effectiveness in biological studies are rewieved.

(Advances in Cell Biology 2001; 28: 263-276)

Key words: RAS proteins, farnesyltransferase, farnesyltransferase inhibitors.
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Wykaz stosowanych skrétéw: EGF (epidermal growth factor) - czynnik wzrostu naskérka, IGF
(Insulin-like growth factor) - insulinopodobny czynnik wzrostu, GTPaza - hydrolaza guanozynotréjfo-
sforanu, GTP - guanozynotréjfosoforan, GDP - guanozynodwufosforan, PDGF (platelet-delivered
growth factor) - ptytkopochodny czynnik wzrostu, FGF (fibroblasts growth factor) - czynnik wzrostu
fibroblastow, NGF (nerves growth factor) - czynnik wzrostu nerwéw, GM-CSF (granulocyte-macrop-
hage colony stimulatingfactor) - czynnik pobudzajacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagéw,
INF - interferon, TGF-(3 - (transforming growth factor) - transformujacy czynnik wzrostu, GRB
(growthfactor receptor-binding protein)- biatko wiazace sie z receptorem dla czynnika wzrostu, GEF
(guaninenucleotide exchangefactors)-czynniki biorgce udziat w wymianie nukleotydéwguaninowych,
GAP (GTPase acceleratorprotein) - biatko przyspieszajace dziatanie hydrolazy guanozynotrdjfosfora-
nu, NF - neurofibromina, MAPKK (mitogen activated protein kinase kinase) - kinaza kinazy biatkowej
aktywowanej mitogenem, MAPK (mitogen activated kinase) - kinaza aktywowana mitogenem, ERK
(extracellular signal-regulated kinases) - kinazy regulowane przez sygnat pozakomoérkowy, PI-3K
(phosphatydyloinositol-3-OH-kinase) - kinaza fosfatydyloinozytolu, FAB - miedzynarodowa klasyfi-
kacja ostrych biataczek szpikowych, PDGF-R (platelet-delivered growth/nc/or)-receptor dla ptytkopo-
chodnego czynnika wzrostu, FTaza - transferaza farnezylowa, GGTaza - transferaza
geranylogeranylowa, FDP - farnezylodwufosforan, GGDP - geranylogeranylodwufosforan, SAM -
S-adenozylo-L-metionona, FTI (farnesyltransferase inhibitor) - inhibitor transferazy farnezylowej.

WSTEP

Za nowotworowg transformacje komoérek odpowiedzialne sa zmiany w ich ge-
nomie, polegajace na aktywacji onkogendéw, ew. z towarzyszaca inaktywacja anty-
onkogenow. Znajomos$¢ tych zmian i ich identyfikacja na poziomie molekularnym
daje szanse na terapie celowang w chorobach nowotworowych. Opisana w artykule
rodzina biatek RAS bierze udziat w procesie fosforylacji cytoplazmatycznych biatek
przekaznikowych i w efekcie wptywa na proces proliferacji i réznicowania sie
komérek. Mutacje w obrebie kodujgcych je genéw, a takze zmiany dotyczgce innych
biatek tworzacych ten sam tancuch przekaznikéw, prowadza do aktywacji biatek
RAS niezaleznej od zewngtrzkomérkowych czynnikéw wzrostu. Skutkiem tego jest
nadmierna proliferacja komorek (niepodlegajaca hamowaniu kontaktowemu) i za-
hamowanie ich apoptozy. Zablokowanie tego procesu umozliwiajg inhibitory trans-
ferazy farnezylowej - enzymu uczestniczgcego w potranslacyjnej modyfikacji biatek
RAS. W artykule przedstawiono zwiazki z tej grupy oraz ich dziatanie na komorki
nowotworowe w testach in vitro i badaniach przeprowadzonych na zwierzetach.

GENY RAS | ICH PRODUKTY

Protoonkogeny z grupy Ras biorg udziat w regulacji procesow zwigzanych ze
wzrostem i ré6znicowaniem sie komorek. Zidentyfikowano dotychczas trzy geny
nalezace do tej grupy: H-Ras (o budowie homologicznej z onkogenem mysiego
wirusa miesaka Harvey), K-Ras (homologiczny z onkogenem mysiego wirusa mie-
saka Kirsten) i N-Ras (nie wykazujacy homologii z zadnym onkogenem retro-
wirusowym iwyizolowany po raz pierwszy z linii komorek nerwiaka zarodkowego).
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Wynikiem translacji onkogenéw Ras sg biatka RAS zbudowane ze 188 lub 189
aminokwasOw, o masie czasteczkowej 21 kD (p21lras), nazywane odpowiednio H-
RAS, N-RAS, K-RAS4A i K-RAS4B (biatka K-RAS powstajg na skutek roznej
potranslacyjnej obrébki produktu genu K-Ras). Charakterystyczng cechg ich budowy
jest specyficzna sekwencja aminokwaséw na C-koncu tancucha, okreslana jako
CAAX, gdzie C odpowiada cysteinie, Al i A2 to aminokwasy alifatyczne (zwykle
walina, leucyna lub izoleucyna), a X to metionina lub seryna [27]. Biatka te, dzieki
swym wiasciwosciom, staty sie obiektem intensywnych badan majacych na celu
opracowanie nowej grupy lekéw przeciwnowotworowych.

DZIALANIE BIALEK RAS

Odkrycie funkcji i mechanizméw dziatania biatek G (za ktére A. Gilman i M.
Rodbel otrzymali w 1994 r. Nagrode Nobla) pozwolito na doktadniejsze zrozumienie
proceséw odpowiedzialnych za wzrost iréznicowanie sie komoérek. Biatka te stanowia
rodzaj pomostu pomiedzy receptorami znajdujgcymi sie na powierzchni komorek
a efektorami zlokalizowanymi w obrebie jagdra komdrkowego lub poszczegdlnych
kompartmentéwcytosolu. Posiadajg one aktywnos$¢ hydrolazy guanozynotrojfosfora-
nu (GTPazy), a ich zdolno$¢ do aktywacji kolejnych biatek przekaznikowych (kinaz
biatkowych) zwigzana jest ze zmiang ich konformacji wynikajacej z wigzania GTP
i jego hydrolizy do GDP [4|. W}asciwosci takie Ma produkt protoonkogenu Ras
- biatko p2lras (biatko RAS), a takze m.in. biatka RAP1, RAP2, RAL, RHEB,
TC21. Wystepujg one we wszystkich komoérkach eukariotycznych odpowiadajac
za ich wzrost i réznicowanie kontrolowane przez zewnatrzkomorkowe cytokiny,
takie jak: czynnik wzrostu naskorka (EGF), insulinopodobny czynnik wzrostu (IGF),
ptytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF), czynnik wzrostu fibroblastéw (FGF),
czynnik wzrostu nerwdw (NGF), interleukiny, czynnik pobudzajacy kolonie gra-
nulocytéw i makrofagow (GM-CSF), interferon (INF) a, 3 iy, transformujacy
czynnik wzrostu (TGF-(3), a takze hormony (insulina) i neurotransmitery.

Przytaczenie czynnika wzrostu prowadzi do fosforylacji receptoréw, a proces
ten zachodzi (w zalezno$ci od typu receptora) dzieki dimeryzacji i wewnetrznej
aktywnosci kinazy tyrozynowej (receptory dla EGF, IGF-1 PDGF, FGF, NGF),
cytoplazmatycznym kinazom tyrozynowym (receptory dla erytropoetyny, GM-CSF,
IL-2, 3,4,5,6,7,9, 12i 15, INFa, @iy) lub whasnej kinazie serynowo-treoninowej
(TGF-[3) (rye. 1). Fosforylacja receptora dla cytokin prowadzi z kolei do aktywacji
biatka GRB-2 (growth factor receptor-binding protein), ktérego rola polega na
rekrutacji biatek (np. Sos - son of sevenless) okresSlanych jako GEF (guanine nuc-
leotide exchangefactors), ktore przyspieszajac odtaczenie czasteczki GDP od biatek
RAS, umozliwiajg im potgczenie sie z nowg czasteczka GTP i przejscie w postac
aktywng. Z kolei inne biatka, GAP (GTPase accelerator proteine) oraz neurofi-
bromina(NFI), przyspieszajg hydrolize GTP iinaktywacje biatek RAS [21 ]. Obecnie
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RYCINA 1 Schemat tancucha biatek przekaznikowych. Potgczenie si¢ czynnika wzrostu (GF) z
receptorem prowadzi do aktywacji szeregu cytoplazmatycznych kinaz biatkowych. Aktywnos$¢ biatek
Ras reguluja biatka GEF/SOS (przyspieszaja odtaczenie czasteczki GDP od RAS i przytaczenie GTP)
i biatka GAP/NF1 (przyspieszaja hydrolize GTP zwigzanego z RAS)

wiadomo, ze zmutowana posta¢ biatek RAS wykazuje zmniejszong zdolno$¢ do
interakcji z GAP, przez co pozostajg one dtuzej w swej postaci aktywnej i powodujg
przedtuzong aktywacje biatek efektorowych tworzacych kolejne ogniwa tancucha
przekaznikow.

Wydaje sie, ze dla dalszego przekaznictwa sygnatow najistotniejsze jest po-
Srednictwo biatek RAF-1. Ich aktywacja przez RAS prowadzi do fosforylacji
MAPKK (mitogen activated protein kinase kinase), a ta powoduje fosforylacje
MAPK (mitogen activated kinase), czyli ERK (extracellular signal-regulated Kki-
nases). Kinazy te aktywujg szereg substratow znajdujgcych sie na obszarze jadra
komdrkowego, w tym jadrowy czynnik transkrypcyjny EIKi, czego ostatecznym
wynikiem staje sie transkrypcja gendw zwigzanych z proliferacjg komorek. Biatka
RAS aktywowane po zwigzaniu z GTP wptywajg takze na funkcje innych biatek
o podobnych witasciwosciach, biatek Rac i Rho. Ich aktywacja zwigzana jest przede
wszystkim z wptywem na cytoszkielet komérki i regulacjg takich proceséw, jak:
Srodkomdrkowy transport endosomalny, adhezja komérek i tworzenie wypustek
btony komérkowej [35]. Najnowsze opracowania wskazuja na istotny udziat biatek
Rho w apoptozie komdrki [32]. Sposrdd szeregu innych kinaz, ktére aktywowane
sg przez RAS-GTP, na uwage zastuguje takze PI-3K (phosphatydyloinositol-3-OH-
kinase) zwigzana z regulacja dziatania aktyny i integryn, transportem endosomalnym
w obrebie komérki i hamowaniem apoptozy. Do biatek, ktérych funkcja regulowana
jest przez PI-3K, nalezy p70s6k [7], odpowiedzialne za fosforylacje i aktywacje
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biatka S6 wchodzacego w skiad podjednostki 40S rybosoméw i niezbednego dla
przejscia komorki z fazy G1 do fazy S [24] oraz kinaza biatkowa AKT, ktorej
aktywacja odgrywa role w regulacji apoptozy [10].

AKTYWACJA BIALEK RAS

Nadmierna aktywacja biatek RAS moze by¢ spowodowana nie tylko mutacja
kodujacegoje genu, ale takze zmianami w obrebie receptoréw dla czynnikéw wzrostu
lub aktywacjg innych kinaz biatkowych, za ktérych posrednictwem dochodzi do
pobudzenia biatek RAS. Powstanie nowej odmiany taficucha polipeptydowego jest
wynikiem punktowej mutacji protoonkogenu Ras (najczesciej w pozycji 12, 13
lub 61), stwierdzanej w komérkach okoto 30% nowotworéw [4]. W raku gru-
czotowym trzustki zmutowany protoonkogen Ras stwierdzany jest w 90% przy-
padkéw, w raku jelita grubego w 50%, w raku ptuc w 30%, a w raku tarczycy
w 50%. Przyczyng powstawania zmutowanych RAS sg najczeSciej mutacje pro-
toonkogenu N-Ras, rzadziej K-Ras, a mutacje H-Ras stwierdza sie tylko sporadycznie.
Najczesciej identyfikowang mutacjg biatek RAS jest zamiana glicyny w pozycji
12 na seryne, cysteine, arginine, asparagine, alanine lub waline [34].

W$rod chordb rozrostowych uktadu krwiotwdrczego wzmozong akty wacje biatek
RAS stwierdzano w zespotach mielodysplastycznych i ostrej biataczce szpikowej,
a takze w szpiczaku mnogim. Wiadomo obecnie, ze zaburzenie aktywnosci biatek

TABELA 1 Czesto$¢ mutacji zwigzanych ze zmiang aktywnos$ci RAS w komérkach nowotworo-
wych; zmodyfikowano na podstawie prac: Rowinskiego [36] i Reutera [34]

Typ nowotworu Typ aktywacji % nowotworow
Rak sutka H, K-Ras 0-2
Rak jajnika K-Ras 15-23
Rak jelita grubego K-Ras 36-50
Rak trzustki K-Ras 78-95
Nasieniak K, N-Ras 40-43
Czerniak K-Ras 16-20
Rak tarczycy pecherzykowy H, K, N-Ras 53
Rak tarczycy brodawkowaty ? 25
Rak tarczycy niezréznicowany H, K, N-Ras 58
Rak ptuc gruczotowy K-Ras 22-30

Ostra biataczka szpikowa
Przewlekta biataczka mielomonocytowa

N, K-Ras t(12,
N, K-Ras t (5, 12) Tel-PDGFR(3

19) Tel-Abl

20-30
50-70

Przewlekta biataczka szpikowa t (9, 22) BCR-ADI 95
Przewlekta biataczka szpikowa typu N-Ras inaktywacja NF-1 30
dzieciecego

Ostra biataczka limfatyczna N, K-Ras 20
Szpiczak mnogi N, K-Ras 30-10
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RAS prowadzi do proliferacji krwiotworczych komoérek progenitorowych oraz ich
kumulacji bedacej skutkiem zahamowania apoptozy, jednak doktadny mechanizm
zmian prowadzacych do powstania klonu komoérek biataczkowych pozostaje nie-
znany. Mutacje Ras powodujgce powstanie onkogennych biatek RAS u os6b z
ostrg biataczka szpikowgq zidentyfikowano po raz pierwszy w 1983 roku [6j. Nie
stwierdzono dotychczas, aby obecno$é zmutowanych RAS byta zwigzana z kon-
kretnym typem ostrej biataczki szpikowej wg FAB. Dotychczasowe badania oce-
niajagce wptyw obecnosci mutacji na rokowanie doprowadzajag do sprzecznych
wnioskow [33].

W przewlektej biataczce szpikowej z obecnoscig chromosomu Philadelphia mu-
tacje bialek RAS stwierdza sie niezmiernie rzadko. Mimo to, w komdrkach bia-
taczkowych z translokacjg pomiedzy chromosomem 9 i 22 prowadzacg do fuzji
genow kodujgcych biatka BCR i Abl, stwierdza sie zwiekszone stezenie biatek
RAS zwigzanych z GTP. Fuzyjne biatko BCR-ABL wykazuje aktywno$¢ kinazy
tyrozynowej ijest zdolne fosforylowaé kompleks Sos/Grb-2, przy pomocy ktérego
biatka RAS przytgczajg nowg czasteczke GTP. Ekspresja biatka BCR-ABL w ko-
morkach krwiotworczych prowadzi do transformacji komorek polegajacej na ich
proliferacji niezaleznej od czynnikéw wzrostu, zablokowaniu réznicowania i za-
hamowaniu apoptozy [14].

W przewlektej biataczce szpikowej typu dzieciecego nie stwierdza sie chro-
mosomu Philadelphia, ale badania molekularne réwniez wskazujg na istotny udziat
biatek RAS w jej patogenezie. U 0sdb z nerwiakowtékniowatos$cig typu | (defekt
genetyczny zlokalizowany na chromosomie 17), u ktérych ten rodzaj biataczki wy-
stepuje znaczaco czesciej niz u innych os6b w tej samej grupie wiekowej, stwierdzono
delecje genu kodujacego neurofibromine-1 (NF-1), biatko odpowiadajgce za hy-
drolize GTP zwigzanego z czgsteczkg RAS i inaktywacje biatek RAS [3]. Powstanie
tego typu biataczki u os6b bez neurofibromatozy wydaje sie zaleze¢ od czesto
stwierdzanej obecnosci mutacji genu Ras.

Inna mutacja, nie dotyczaca bezposrednio biatek RAS, ale prowadzgca do jego
aktywacji, wystepuje w przewlektej biataczce mielomonocytowej. Translokacja po-
miedzy chromosomami 5 i 12 powoduje fuzje genu kodujgcego biatko Tel (nazwa
od pierwszych liter stow translocation, Ets, leukemia), bedgcego czynnikiem trans-
krypcyjnym z rodziny Ets, z genem dla receptora beta ptytkopochodnego czynnika
wzrostu (PDGF-R[3). Powstajgce biatko ulega dimeryzacji bez obecnosci zewng-
trzkomdérkowego czynnika wzrostu, a nastepujgca autofosforylacja receptora pro-
wadzi do aktywacji biatek RAS [17].

Niezaleznie od mechanizmu, aktywacja biatek RAS prowadzi do rekrutacji biatek
efektorowych niepodlegajacej regulacji przez zewnatrzkomérkowe czynniki wzrostu.
Sposéb na zatrzymanie tego procesu stanowi ingerencja w potranslacyjng mody-
fikacje biatek RAS, ktéra w prawidtowych warunkach, poprzez zwiekszanie hy-
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drofobowosci i umozliwianie im kontaktu z btong komdrkows, jest niezbedna dla
ich funkcjonowania.

MODYFIKACJA BIALEK PRZEKAZNIKOWYCH

Produktem genu Ras jest propeptyd (pro-Ras). Aby biatka RAS mogly petnic
funkcje biatek przekaznikowych, muszg one przytaczy¢ sie do wewnetrznej po-
wierzchni btony komérkowej. Pierwszym etapem modyfikacji ich wiasciwosci jest
prenylacja (ryc. 2). Odbywa si¢ ona przy udziale enzyméw transferazy farnezylowej
(FTaza) lub geranylogeranylowej (GGTaza | i Il) [8] Pierwszy z nich katalizuje
reakcje farnezylacji, czyli kowalencyjnego przytgczenia 15-weglowej lipidowej gru-
py farnezylowej pochodzacej z farnezylodwufosforanu (FDP) do cysteiny wcho-
dzacej w sktad charakterystycznej dla biatek RAS sekwencji CAAX. Drugi, bierze
udziat w przytaczeniu jednej lub dwéch 20-weglowych grup geranylogeranylowych,
pochodzacych z geranylogeranylodwufosforanu (GGDP) [15]. Enzymy te nie majg
Scistej specyficznosci substratowej. Wiadomo, ze FTaza ssakow prenyluje biatka
majace sekwencje CAAX oraz sam tetrapeptyd CAAX, w ktérych X odpowiada
metioninie (K-RAS4B, laminina B), serynie lub glicynie (H-RAS), wykazujgc duze
powinowactwo do substratéw z metioning. FTaza ponadto moze braé udziat w
reakcji przenoszenia grupy geranylogeranylowej (wigze sie ona z FDP tylko 30
razy silniej niz z GGDP, w pordéwnaniu z 300 razy silniejszym wigzaniem sie
GGTazy z GGDP niz z FDP). GGTaza preferencyjnie modyfikuje substraty, w
ktérych aminokwasem X jest leucyna, ale reakcji z jej udziatem mogg podlegaé
takze K-RAS4B i inne biatka, ktére typowo przytgczajg grupe farnezylowg oraz
biatko Rho B [8,9,25]. Prawidtowe biatka znajdujgce sie w komodrce podlegaja

RYCINA 2. Reakcja prenylacji biatek RAS przy udziale transferazy farnezylowej 15-weglowa grupa
farnezylowa zostaje przeniesiona na cysteing wchodzacg w sktad charakterystycznej dla biatek RAS
sekwencji CAAX
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przewaznie geranylogeranylacji, podczas gdy biatka bedgce produktem zmutowanego
genu przytaczaja grupe farnezylowa [12]. Prenylowane biatka cechuje wieksza hy-
drofobowos$¢, a w zwigzku z tym zdolno$¢ do tgczenia sie z lipidowa warstwg
btony komdrkowej.

Kolejnym etapem modyfikacji biatek RAS jest katalizowane przez proteaze usu-
niecie fragmentu AAX z tancucha polipeptydowego, a nastepnie metylacja no-
wopowstatej grupy karboksylowej przy udziale transferazy karboksymetylowej
(dawcg grupy metylowej jest S-adenozyno L-metionina, SAM). Dodatkowo wszy-
stkie biatka RAS, oprocz K-RAS4B, przytgczajg przy udziale transferazy palmity-
nianowej reszte kwasu palmitynianowego do czasteczki cysteiny znajdujacej sie
najblizej aminokwasu farnezylowanego. Reakcje te powodujg dalsze zwigkszanie
hydrofobowosci czasteczek RAS, jednak juz sama prenylacja zapewnia im zdolno$¢
do integracji zbtong komorkowa [36]. Wydaje sie zatem, ze zablokowanie aktywnosci
transferazy farnezylowej zahamuje nadmierng aktywacje zmutowanych biatek RAS.

INHIBITORY TRANSFERAZY FARNEZYLOWEJ

Inhibitorami FTazy moga by¢:
analogi FDP, ktére konkurujg z farnezylodwufosforanem o miejsce wigzania
z transferazg farnezylowsa,
tetrapeptydy lub peptydy zawierajgce zmodyfikowang sekwencje CAAX i
wigzace sie konkurencyjnie zenzymem w miejscu rozpoznajagcym te sekwen-
cje,
analogi zawierajgce w swej czasteczce obydwa substraty dla FTazy.

Badania przedkliniczne

Jednym z pierwszych zwigzkoéw syntetycznych posiadajacych zdolno$é hamo-
wania transferazy farnezylowej w hodowli komdrkowej jest kwas a-hydroksytar-
nezylfosfonowy, nalezacy do grupy analogéw FDP. Zwiazki o tej budowie blokuja
dziatanie enzymu i aktywacje biatek H-RAS w stezeniu Ip.mol/l [16]. FDP jest
substratem dla wielu reakcji zachodzgcych w komorce nie tylko przy udziale FTazy,
dlatego obecnos¢ jego analogéw moze wplywac takze na przebieg innych proceséw
i powodowac toksyczne skutki uboczne. Unikniecie ich mozliwe bedzie dzieki zsyn-
tetyzowaniu analogu o wyzszym od FDP powinowactwie do FTazy i wybi6rczym
wigzaniu sie wiasnie z tym enzymem. Kwas a-hydroksyfarnezylfosfonowy ma 10
razy wyzsze od FDP powinowactwo do FTazy.

Peptydy zawierajgce sekwencje CAAX, rozpoznawang przez FTaze, nalezg do
drugiej grupy inhibitoréw enzymu. Wykorzystanie ich potencjalnych wasciwosci
w komorkach jest utrudnione ze wzgledu na specyficzng budowe czgsteczki. Zwigzki
te sq anionami (majg bowiem wolng grupe karboksylowg), co ogranicza ich prze-
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RYCINA 3. Budowa chemiczna wybranych inhibitoréw transferazy farnezylowej

chodzenie przez btone komorkowa. Zsyntetyzowanie prolekéw, bedacych estrami
lub laktonami, umozliwia ich transport do wnetrza komorki, gdzie muszg ulec hy-
drolizie w celu aktywacji. Niestety, poza podatno$cig na hydrolize przez enzymy
wewngatrzkomorkowe, sa one takze wrazliwe na dziatanie esteraz i innych hydrolaz
osoczowych i wewnatrzkomo6rkowych [36]. Wysitek chemikéw skupia sie wiec
na syntezie zwigzkdéw, ktoére bedg oporne na dziatanie esteraz osoczowych oraz
proteaz, ale bedg podlegaé przemianom komérkowym umozliwiajgcym ich przejscie
z postaci proleku do formy aktywne;j.

Zwigzek L-731,735, ktory rozni sie od peptydu CAAX brakiem wigzan amidowych
iobecno$cig homoseryny zamiast metioniny, jest stabilnym iwybidrczym inhibitorem
FTazy in vitro, powodujacym zahamowanie wzrostu komdrek o 50% (IC50) w
stezeniu 18 nmol/1. Prolek L-731,734 w wiekszym stopniu dociera do wnetrza
komérki, ale hamuje aktywno$¢ RAS w komoérkach zawierajgcych zmutowany gen
v-Ras stabiej niz zwigzek wyjsciowy [23].

L-738,750 oraz jego estrowa pochodna L-739,749, w ktorych wigzanie amidowe
pomiedzy dwoma aminokwasami zastgpiono mostkiem oksyeterowym, powodujg
zablokowanie niepodlegajacego hamowaniu kontaktowemu wzrostu komorek linii
Rat-1 transfekowanych genem H-Ras oraz komdrek ludzkiego raka gruczotowego
trzustki zawierajacych zmutowany gen K-Ras, myc i p35. W hodowli tych komérek,
po inkubacji z L-739,749, zaobserwowano degradacje DNA i apoptoze. L-739,749
zmniejsza ponadto 0 66% wzrost guza u nagich myszy transfekowanych zmutowanym
genem H-Ras (w pordéwnaniu z 33% zmniejszeniem wzrostu guza w tych samych
warunkach przez doksorubicyne) [22]. Dziatanie tych inhibitorow FTazy moze by¢
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zwigzane z posrednim wptywem na biatka tworzgce cytoszkielet komorki [31].
Pojedyncza ekspozycja fibroblastow zawierajgcych zmutowane Ras na L-739,749
powodowata odwracalne zmiany morfologiczne, natomiast powtarzany wptyw in-
hibitora FTazy wyrazat sie zahamowaniem wzrostu komoérek.

Inny przedstawiciel tej grupy lekéw, L-744,832, zostat poddany badaniom na
mysim modelu biataczki szpikowej, ktéra zwigzana jest z inaktywacja genu NfJ
(nalezacego do gendw hamujacych transformacje nowotworowg) i zwigzanym z
tym brakiem inaktywacji biatek RAS. Stwierdzono, ze hamuje on farnezylacje H-RAS
(nie wptywajac na N-RAS) i pobudzany przez GM-CSF wzrost komérek prekur-
sorowych szpiku in vitro [28]. Podawanie podskorne L-744,832 transgenicznym
myszom MMT\-\-H-ras, u ktérych rozwijajg sie nowotwory sutkéw i Slinianek,
powodowato zalezne od dawki i odwracalne zmniejszenie masy guza, ktéry odrastat
po przerwaniu terapii. Doskonatym inhibitorem wzrostu komérek zawierajgcych
zmutowane H-ras i K-ras okazat sie takze zwigzek L-778,123, ktory poddany zostat
nastepnie badaniom klinicznym [12].

Analogi CAAX to nie tylko zwiazki wypierajace wiasciwe peptydy z polaczen
z FTaza. Ostatnio zsyntetyzowano zwigzki, ktére uniemozliwiaja potaczenie sie
biatek zawierajgcych sekwencje CAAX z enzymem, jednocze$nie nie bedac wecale
substratem dla tego enzymu. Pseudopeptydomimetyki zamiast kompletnej sekwencji
CAAX zawierajg hydrofobowe komponenty w miejscu dwdch Ssrodkowych ami-
nokwaséw. Nalezacy do tej grupy FTI-276 i prolek FTI-277 zastosowany w ko-
morkach linii NIH3T3 zawierajagcych onkogen H-Ras powodowat zahamowanie
aktywacji kinazy serynowo-treoninowej c-Raf-1. FTI- 277 powodowat nagroma-
dzenie w komdrkach biatek H-RAS, ktére nie ulegajgc reakcji farnezylacji tworzyto
nieaktywne kompleksy z kinaza Raf. W stezeniach sto razy wyzszych dochodzito
takze do zahamowania funkcji zmutowanych K-RAS4B i braku aktywacji MAPK
[26]. W badaniach przeprowadzonych na transgenicznych myszach, FTI-276 blo-
kowat wzrost ludzkich komdrek raka ptuc zawierajagcych dwie najczesciej wyste-
pujagce w nowotworach u ludzi anomalie genetyczne (mutacje K-Ras i delecje
antyonkogenu p53), nie wptywajac na wzrost komoérek bez zmutowanego Ras [38].

Wiasciwosci hamowania FTazy in vitro wykazuja takze zwigzki zawierajgce
w swej budowie zarowno FDP, jak i motyw CAAX. BMS-186511 juz w mikro-
molarnych stezeniach blokowat wzrost komérek linii NIH3T3 zawierajagcych zmu-
towane geny H-Ras i K-Ras (cho¢ komdrki z onkogenem K-Ras wydawaly sie
by¢ mniej wrazliwe na dzialanie inhibitora). Analog ten 2000 razy silniej blokuje
FTaze niz GGTaze i nie wptywa na prawidtowe komorki. Skutkiem zahamowania
aktywnosci FTazy i nagromadzenia si¢ niefarnezylowanych biatek RAS sa zmiany
morfologiczne komérek [29].

Inhibitoréw FTazy poszukiwano takze ws$rdd zwigzkéw bedacych naturalnymi
produktami komorek roslinnych i grzybiczych. Do tej grupy potencjalnych lekéw
nalezy m.in. manumycyna, fusidienol, gliotoxin, cylindrol A. Manumycyna (pro-
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dukowana przez Streptomyces) hamowata wzrost kilku linii ludzkich komoérek raka
trzustki, a 1C50 byto nizsze w komoérkach zawierajgcych zmutowany gen K-Ras
niz w komérkach z dzika odmiang genu [20]. Zwigzki o wiasciwo$ciach hamujacych
FTaze znaleziono takze ws$rod antagonistéw receptorow histaminowych, nie be-
dacych peptydami i nie zawierajgcych wigzania sulfhydrylowego. Prototypowy w
tej grupie trojcykliczny zwigzek SCH 44342 konkuruje zCAAX w reakcji farnezylacji
[30]. Pentapeptyd PD083176 rdzni sie od innych inhibitordw FTazy brakiem cysteiny
i konkuruje z FDP. Jego skuteczno$¢ udowodniono w badaniach naoocytach Xenopus,
w ktérych hamowat on zalezne od aktywacji RAS dojrzewanie komérek pod wpty-
wem insuliny, nie wptywajac na niezalezne od RAS dojrzewanie w odpowiedzi
na progesteron.

Rt 15777 jest analogiem heterocyklicznego zwiazku zawierajacego grupe imi-
dazolowg o witasciwosciach przeciwgrzybiczych. In vitro hamuje on farnezylacje
lamininy B (1C500,08 nmol/1) i K-RAS4B (I1C507,9 nmol/1) oraz wzrost fibroblastéw
zawierajgcych zmutowane H-RAS [11,36].

Badania kliniczne | fazy

Badaniom klinicznym nie poddany zostat zaden z inhibitoréw transferazy far-
nezylowej nalezagcy do grupy analogéw FDP, a wyniki badania analogéw dwu-
substratowych nie zostaly dotychczas opublikowane. Znane sg natomiast wyniki
| fazy badania klinicznego z zastosowaniem CAAX peptydomimetyku L-778,123,
ktéry podawany dozylnie powodowat zalezne od dawki dziatania niepozadane pod
postaciag neutropenii i matoptytkowosci oraz ogolne ostabienie i bezobjawowe wy-
dtuzenie odstepu QT [5].

W badaniach klinicznych oceniano takze zwigzek SCH 66336, nie nalezgcy do
grupy analogoéw substratéw transferazy farnezylowej. Zwiazek ten podawany do-
ustnie w réznych schematach (przez 7 dni co 3 tygodnie, przez 14 dni co 4 tygodnie,
stosowanie ciggte) [191 powodowal ograniczajgce dalsze zwiekszanie dawki osta-
bienie, nudnosci, wymioty i biegunke przy dawce 400 mg dwa razy dziennie [1,2].
W badaniach przedklinicznych najwiekszy wptyw na ograniczanie wzrostu nowo-
tworu zaobserwowano podczas ciggtego stosowania leku, dlatego ten sposob terapii
zalecany jest w kolejnych etapach badan [12,13].

Zwigzek R115777 w pierwszej fazie badan klinicznych podawano pacjentom
z guzami nowotworowymi doustnie przez 5 kolejnych dni co 2 tygodnie. W dawce
1300 mg dwa razy dziennie powodowat on neuropatie (przemijajgcg w ciggu doby
od odstawienia leku), ostabienie, nudnos$ci i wymioty, odwracalne uszkodzenie nerek.
W innym badaniu, polegajacym na ciggtym doustnym podawaniu leku, dziatania
niepozadane pod postacig neutropenii i matoptytkowosci oraz neuropatii obwodowej
wystgpity przy dawce 500 mg dwa razy dziennie [18,39].
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Jak wida¢, toksycznos¢ zwigzkoéw w 1fazie badan klinicznych byta poréwnywalna,
a dziatania niepozadane tagodne i krétkotrwate. Dawki zalecane w kolejnych etapach
badan pozwalajg na uzyskanie w osoczu pacjentéw stezen lekéw przekraczajgcych
1C50 w badaniach in vitro [37].

Dalsze badania kliniczne

Inhibitory transferazy farnezylowej okazaty sie w dotychczas przeprowadzonych
badaniach zwigzkami gtéwnie cytostatycznymi, a nie cytotoksycznymi (obserwo-
wane w badaniach in vitro zmniejszanie masy guza nalezy przypisa¢ apoptozie).
Bezposrednia ocena efektéw ich dziatania w Il fazie badan klinicznych jest wiec
utrudniona, poniewaz punktem koncowym nie moze by¢ stwierdzane w badaniach
obrazowych zmniejszanie sie guza. Dlatego w projektach badan Il fazy uwzglednié
nalezy ocene czasu progresji nowotworu, roczne przezycie pacjentéw lub stezenie
markeréw nowotworowych we krwi [12]. Skuteczno$¢ lekéw w hamowaniu far-
nezylacji oceniana jest posrednio, poprzez pomiar stezenia biatka znacznikowego,
jakim jest laminina A (powstajgca z prelamininy A w reakcji farnezylacji), w ko-
morkach btony $Sluzowej policzka ijednojadrowych komdrkach krwi obwodowej
[36]. W trakcie realizacji jest obecnie Il faza badania klinicznego zwigzku R 115777
(tipifornib), ktéry stosowany bedzie doustnie w dawce 600 mg dziennie u pacjentow
z oporng na leczenie lub nawracajaca ostra biataczka szpikowa.

PODSUMOWANIE

Mutacje dotyczgce protoonkogenéw Ras, stwierdzane w wielu nowotworach u
ludzi, prowadza do powstania biatek RAS, ktére wykazujg zdolno$¢ do pobudzania
wzrostu i proliferacji komorek niezaleznie od zewnatrzkomorkowych czynnikéw
wzrostu. Czasteczki biatek Ras podlegajg potranslacyjnej modyfikacji, w czasie
ktérej proces farnezylacji z udziatem transferazy farnezylowej jest jednym z etapéw
warunkujacych ich funkcjonowanie. Zablokowanie aktywno$ci tego enzymu po-
woduje zahamowanie wzrostu komoérek nowotworowych in vitro i in vivo. WyniKki
przeprowadzonych dotychczas badar sugeruja, ze cytostatyczne dziatanie inhibitorow
transferazy farnezylowej stworzy mozliwo$¢ zahamowania progresji, a by¢é moze
uzyskania remisji nowotworéw opornych na chemioterapie itych, ktore tg opornosé
nabyly w czasie trwania leczenia. Dzigki odmiennemu od innych lekéw mecha-
nizmowi dziatania na komdrki, nalezy oczekiwaé, ze wykazgone wiekszg skuteczno$¢
i mniejsza toksyczno$¢ niz dotychczas stosowane chemioterapeutyki.

Przeprowadzone badania kliniczne | fazy pozwolity na ustalenie sposobu po-
dawania leku, ktory zapewnia stezenie we krwi wywotujgce zahamowanie aktywnosci
transferazy farnezylowej przy niewielkich itolerowanych dziataniach niepozadanych.
Il faza badan wybranych zwigzkéw wiasnie sie rozpoczyna.
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Streszczenie: Potaczenia miedzykomérkowe typu gap sa w organizmach wielokomdérkowych niezbed-
nym elementem utrzymujacym homeostatyczng kontrole wzrostu i réznicowania sieg komorek. Istnienie
takiej drogi przekazywania informacji pomiedzy komérkami pozostajacymi w $cistym kontakcie jest
warunkiem prawidtowego funkcjonowania organizmu. Upos$ledzenie komunikacji (utrata potaczen gap)
pomiedzy komoérkami narusza homeostaze tych komodrek. Cechami charakterystycznymi komorek
nowotworowych sa zaburzenia dotyczace kontroli wzrostu i/lub réznicowania sie tych komoérek. Apo-
ptoza zasjest genetycznie uwarunkowang $miercig komorek, ktéorych homeostaza zostata nieodwracalnie
zaktécona. W pracy omoéwiono udziat potaczen miedzykomoérkowych typu gap w procesach kanceroge-
nezy oraz w procesie apoptozy komérek nowotworowych.

(Postapy Biologii Komorki 2001 ; 28: 277-292)

Stowa kluczowe'. Potaczenia gap, apoptoza, koneksyny, kancerogeneza

Summary: Gap junctions in multicellular organisms are indispensable in the process of holding
homeostatic control of growth and differentiation ofthe cells. Such ways ofdelivering information among
cells staying in strict contact are necessary for normal working of all organism. Loss of gap junction
communication disturbs homeostasis of these cells. Cancer cells are characterized by disorders of growth
and/or differentiation. Apoptosis is genetically determined death of cells, which homeostasis became
irreversibly disturbed. In this study we try to explain the participation of gap junctions communication
in cancerogenesis and in apoptosis.

{Advances in Cell Biology 2001: 28: 277-292)

*Praca wykonana w ramach projektu badawczego Nr 4P05C04015 finansowanego przez KBN
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POLACZENIA GAP - FIZJOLOGIA

Potaczenia gap po raz pierwszy obserwowano w mikroskopie elektronowym
w latach sze$c¢dziesigtych opisujac je jako przerwe - gap o szerokosci okoto 2
nm. Przerwa ta opisywana byta jako miejsce, gdzie dwie btony przylegajacych
do siebie komoérek byty oddzielone przez jednolita waskg przestrzen szerokosci
2-4 nm [54,55]. Potaczenia gap opisywano we wszystkich typach komérek dorostych
ssakoéw z wyjatkiem witdkien miesni szkieletowych i krwinek czerwonych [2,45].
Potaczenia gap zbudowane sg z biatek miedzybtonowych (koneksyn), ktére formuja
strukture nazywang koneksonem. Koneksony, obecne na powierzchni obu bton cyto-
plazmatycznych komorek pozostajgcych w kontakcie, taczg sie ze sobg tworzac
kanat, ktéry tgczy wnetrza obu komérek. Koneksony wystajg z powierzchni kazdej
komoérki, utrzymujagc pozostajagce w interakcji btony cytoplazmatyczne w okre$lonym
dystansie jedna od drugiej - stad okres$lenie gap junction - ,potaczenie z przerwg”
(ryc. 1). Kazdy konekson ztozony jest z pierscienia zbudowanego z 6 identycznych
transbtonowych biatkowych molekut nazywanych koneksynami, z ktérych kazda
zawiera 4 rozciggajace sie przez btony komoérkowe alfa-heliksy [37]. Koneksony
majg cztery rozpiete miedzy btonami domeny wspéttworzone przez dwie zewna-

RYCINA 1 Schemat potaczenia gap
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trzkomérkowe i jedng we-
wnatrzkomorkowa petle i dwa
wewngatrzkomorkowe zakon-
czenia. Dwie petle zewng-
trzkomdrkowe +tgczg sie
mostkiem dwusiarczkowym
tworzac strukture, ktéra moze
stuzy¢ do rozpoznawania ko-
neksyny potozonej w obrebie
przeciwlegtej btony komérko-
wej. Trzecie przejscie tancu-
cha koneksyny przez btone
komérkowa tworzy $ciane ka-
natu koneksonu. Schematycz-
nie koneksyny moga by¢ przedstawione w ksztatcie litery W [75,76,77] (ryc. 2).
Obecnie znanych jest 15 réznych koneksyn ssakow [15,41 ]. Jednak niektore komorki
maja wiecej nizjeden typ koneksyn. Najwazniejsza i najlepiej poznanajest koneksyna
32 (32 kD) wystepujaca w duzych iloSciach w watrobie. Stosunkowo dobrze
poznane sg takze koneksyna 26 (26 kD) wystepujaca gtéwnie w skdrze, nerkach,
watrobie i szyszynce oraz koneksyna 43 (43 kD) wystepujaca w macicy i sercu.
Majg one specyficzne sekwencje, mase czgsteczkowg, cechy biochemiczne, ale wszy-
stkie one odznaczajg sie podobnym przestrzennym rozmieszczeniem w poprzek
btony komérkowej [15]. Koneksyny sg syntetyzowane w siateczce Srodplazmatycznej
szorstkiej, czesto obserwowanej w poblizu potgczen gap. W szorstkiej siateczce
odbywa sie réwniez oligomeryzacja koneksonow i tworzenie mostkéw dwusiar-
czkowych. Oligomery ulegajgegzocytozie przez aparat Golgiego idopiero w obrebie
btony komdrkowej agregujg pod wptywem blizej nie znanych czynnikéw tworzgc
potaczenie.

Do powstania i utrzymania sie potgczen gap wydaja sie byé niezbedne Sciste
fizyczne interakcje bton plazmatycznych potaczonych komérek w wyniku dziatania
molekut adhezyjnych, takich jak: ICAM i kadheryny [37,77]. Prawdopodobne jest
bowiem, ze interakcja konekson-konekson nie jest wystarczajgco silna, aby utrzymac
btony plazmatyczne w Scistym kontakcie, tak by formowaty potgczenie gap. Wy-
kazano ostatnio, ze zniesienie funkcji adhezyjnej komorek przez bezposrednig mu-
tacje miejscowg N-kadheryn zaktoca dobrze juz wyksztatcone potgczenie gap [21 ]
Przeniesienie za$ gendéw kadherynowych do pozbawionych komunikacji komorek
guzowych przywracato im potgczenia gap [28]. Waznym elementem regulacji liczby
potaczen gap jest rowniez ich degradacja. Czas potowicznego rozpadu dla koneksyny
32 wynosi bowiem zaledwie kilka godzin [12,57]. Degradacja koneksonu zachodzi
w nastepstwie jego internalizacji i bezposredniego rozktadu w systemie lizosoméw
badz po uprzednim zwigzaniu z ubikwityng. Wykazano takze, ze degradacja potgczen

RYCINA 2. Schemat biatka koneksyny ijego umiejscowienie
w btonie komdrkowej
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gap ztozonych gtownie z koneksyny 32 moze zachodzi¢ przy wspétudziale aktywnych
proteaz cytozolowych - kalpain [10,11 ]. Innym mechanizmem regulujgcym liczbe
potaczen gap jest regulacja ekspresji genéw koneksynowych badz gendw regu-
lujacych ekspresje genéw koneksynowych [1,5,8,17,20,33,66]. Istnieje liczna grupa
czynnikéw fizjologicznych i farmakologicznych (np. glikortykoidy, cAMP), ktore
zwiekszaja ekspresje gendw koneksynowych [47,56]. Gwattownie rosnie liczba wy-
krytych substancji chemicznych, ktére sg w stanie zwieksza¢ lub zmniejszac liczbe
potaczen gap [69,77]. Wykazano takze, ze czynniki hamujgce wzrost i réznicowanie
sie komorek, takie jak retinoidy, moga wptywac¢ na zwiekszenie liczby potaczen
gap [24,77]. Udowodniono redukcje liczby potgczen gap ijednoczesny spadek eks-
presji genow koneksynowych podczas ekspozycji komoérek na czynniki wzrostowe
lub podczas nasilonej proliferacji jak na przyktad podczas regeneracji komorek
watroby po czesSciowej hepatotektomii.

Potagczenie gap stanowi przestrzeh utworzong przez biatkowe czastki (na ksztatt
tunelu), przez ktérg nieorganiczne jony, wtdrne przekazniki (cAMP, IP3 DAG,
wapn) i inne mate molekuty rozpuszczalne w wodzie (oligonukleotydy, ré6zne me-
tabolity, substancje odzywcze) mogg bezposrednio przechodzi¢ z cytoplazmy jednej
komérki do cytoplazmy drugiej komorki. taczy to obie komorki zaréwno ele-
ktrycznie, jak i metabolicznie [59]. Mechanizmy kontrolujace przepuszczalno$¢ po-
taczen typu gap sg nadal stabo poznane. Przepuszczalno$é potaczen gap moze byc
odzwierciedleniem roznic w budowie strukturalnej koneksyn, ktére formuja dane
potaczenie. Niektore typy komoérek majg wiecej niz jeden typ koneksyn, ale nie
jest jasne, czy rézne biatka koneksynowe sg w stanie sformowaé prawidtowy ko-
nekson i potaczenie gap [53,72]. Zamkniecie koneksonu nastepuje przy spadku
pH ponizej 6,5 oraz przy podwyzszonym stezeniu wewngtrzkomorkowego Ca+“
i Mg+" [16]. Obserwowane czesto w sasiedztwie potgczen mitochondria majg re-
gulowaé stezenie jonéw Ca+_ i w ten sposdb wptywaé na czynno$é potaczenia.
Przepuszczalno$¢ utworzonego potgczenia typu gap jest ,bramkowana” przez rézne
mechanizmy. Jednym z nich jest fosforylacja koneksyn tworzacych konekson przez
kinazy biatkowe. Ufosforylowane koneksyny zmieniajg strukture przestrzenng po-
taczen gap, co zmienia przepuszczalno$¢ tego potaczenia [3,58]. Interesujgcy wydaje
sie by¢ fakt, ze fosforylacja koneksyny 43 pod wptywem kinazy biatkowej A zwieksza
przepuszczalno$¢ potaczenia gap, podczas gdy fosforylacja tej samej koneksyny
przez kinaze biatkowg C zmniejsza przepuszczalno$¢ potgczenia [57]. Wykazano
takze wptyw stezenia jonéw wapniowych i wolnych rodnikéw tlenowych na prze-
puszczalno$¢ potaczern gap [58]. Poigczenia gap uczestnicza w przewodzeniu
bodZcoéw elektrycznych pomiedzy pobudzonymi komérkami oraz odgrywaja role
w przekazywaniu bodzcéw hormonalnych. Poprzez te polgczenia nastepuje syn-
chronizacja funkcji komoérek w zespole, komérki przekazuja sobie nawzajem sub-
stancje sygnatowe i czynniki biologiczne niezbedne do prawidtowego przebiegu
réznicowania w rozwoju embrionalnym. Sg niezbedne do utrzymania homeosta-
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tycznej kontroli wzrostu i réznicowania sie organizméw wielokomdrkowych. Jak
wykazano w badaniach do$wiadczalnych, u myszy upos$ledzenie przewodzenia w
potaczeniach gap prowadzi do powaznych anomalii rozwojowych [36]. Stwierdzono
takze udziat potaczen gap w przebiegu gojenia sie ran. Pomimo ze mechanizm
reparacyjny uszkodzen nabtonka nie jest doktadnie znany, sugeruje sie udziat po-
taczen gap w koordynowaniu migracji i proliferacji komdrek [23].

Potgczenia gap sajednym z elementéw systemu warunkujgcego komunikowanie
sie pomiedzy komdrkami. Zasadniczg funkcjg potaczen gap jest utrzymanie ho-
meostazy w tkankach. Dzieki tym potgczeniom odbywa sie miedzykomérkowa wy-
miana jonoéw, metabolitow, cAMP i substancji odzywczych. W tkankach
pozbawionych naczyn krwiono$nych (np. wrogéwce) sgone jedyng droga odzywiania
komorek [19]. Nalezy wiec domniemywa¢, ze zaburzenia w jakosci, jak réwniez
w liczbie potgczen miedzykomorkowych typu gap mogg prowadzi¢ do Smierci ko-
moérek. Wszystkie wielokomorkowe organizmy majg genetyczne mechanizmy stu-
zace do usuwania wiasnych komoérek, ktérych homeostaza zostata zaktécona. Takim
mechanizmem genetycznie uwarunkowanej $mierci komorki jest apoptoza. Zabu-
rzenia potaczen typu gap moga prowadzi¢ do wzmozonej apoptozy tych komorek
[681. Niewiele jest jednak opracowan dotyczgcych zwigzku zmian zachodzgcych
w potgczeniach miedzykomdérkowych gap a apoptozg zaréwno w warunkach fi-
zjologicznych, jak roéwniez w stanach patologicznych.

APOPTOZA

Zgodnie z klasyczng definicjg zaproponowang przez Kerr i wsp. [321apoptoza
jest to zespét okreslonych zmian biochemicznych i morfologicznych zachodzacych
w umierajgcej komadrce. Apoptozajest procesem aktywnym wymagajgcym ekspresji
odpowiednich gendw, syntezy mRNA, biatek oraz aktywacji kaskady enzymow
proteolitycznych. Zjawisko apoptozy jest procesem przeciwstawnym do mitozy,
biorgcym udziat w regulacji liczby komorek, usuwaniu komorek genetycznie usz-
kodzonych badz zainfekowanych. Zjawisko apoptozy, podobnie jak proces pro-
liferacji jest niezbedne dla prawidtowej embriogenezy i morfogenezy. Ponad 90%
komoérek ulega apoptozie w trakcie dojrzewania limfocytéw T w grasicy i komdrek
krwiotwérczych w szpiku kostnym [63]. Podobnie wiekszo$¢ komdrek nowotwo-
rowych ulega apoptozie samoistnie lub pod wptywem promieniowania jonizujgcego
i cytostatykow [63,65].

Genetycznie uwarunkowana $mier¢ komérki jako zjawisko fizjologiczne byta
rozpatrywana od momentu, gdy dostepne stato sie barwienie skrawkéw tkankowych
obserwowanych w mikroskopie Swietlnym. Jednakze dopiero lata siedemdziesigte
przyniosty ponowny wzrost zainteresowania zjawiskiem samodzielnego obumierania
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komoérek organizmu. W opublikowanej w 1971 r. pracy Kerr i wsp. [32] opisywali
zmniejszajgce sie komadrki watrobowe jako nastepstwo podwigzania odgatezienia
zyty wrotnej. Indukowany w ten sposéb zanik watroby u szczura charakteryzowat
sie obkurczaniem sie hepatocytéw, poczatkowo wigzanym ze zmianami martwiczymi,
a rok pozniej okreslony jako zjawisko apoptozy. W tym samym czasie zostaty
przeprowadzone kolejne wazne badania dotyczgce procesu apoptozy w ukladzie
limfatycznym. W 1976 i 1981 r. niezalezne trzy grupy badaczy obserwujac chro-
matyne z naswietlonych promieniami Roentgena tkanek limfatycznych opisaty
rozpad jader limfocytéw na fragmenty tworzace S$cisle okre$lone wzory na zelu
agarazowym (ang. ladder-like - wzdr drabiny) [78]. Nastepnie w 1984 r. Wyelie
i wsp. [74] potaczyli ten ,wzor drabiny” ze zjawiskiem apoptozy i skutkiem tego
dotaczyli specyficzny biochemiczny marker do morfologicznych zmian w komérkach
okreslanych jako apoptoza. To odkrycie wyzwolito ogromny wzrost badain na polu
koncentrujgcym sie woko6t aspektéw wciggnietych w samobdjczg $Smieré komorek
i mozliwo$¢ wykorzystania procesu apoptozy jako drogi do diagnostyki i terapii
wielu schorzen.

Apoptoza - czynniki indukujgce

Apoptoze moze indukowac wiele r6znorodnych czynnikoéw, zaréwno fizycznych
(promieniowanie, szok zimny icieplny), chemicznych (cytostatyki czy wolne rodniki
tlenowe) oraz biologicznych (glukokortykoidy, czynnik martwicy nowotworu TNF-
alfa, przeciwciata anty Fas/APO-1 czy niedobdr czynnikéw wzrostowych) [631
0 tym: czy komérka ulegnie przypadkowej $mierci, czy uruchomi program apoptozy
decyduje rodzaj czynnika indukujacego $mieré (np. TNF-alfa wywotuje zaréwno
apoptoze, jak i nekroze), dtugos¢ ekspozycji komorek i dawka czynnika stymulu-
jacego S$mieré, jak to ma miejsce w przypadku réznych cytostatykéw lub w koricu
typ komoérek stymulowanych do $mierci [63]. Niestety, ciggle niewiele jeszcze
wiadomo na temat drog przekazywania sygnatow prowadzacych do uruchomienia
programu samoboéjczej $mierci komdrki (apoptozy). Komérki, mozna indukowacd
doswiadczalnie do samobdjczej Smierci poprzez aktywacje receptoréw bionowych,
takich jak TCR czy Fas/APO-1 [63]. Pobudzenie receptora FAS/Apo-1 lub re-
ceptoradla TNF-alfa w wiekszosci przypadkow przekazywane jest za posrednictwem
tzw. ,biatek Smierci” wigzacych sie z cytoplazmatyczng domeng receptora TNF-alfa
1FAS/APO-1. ,Biatkami $mierci” sg: w przypadku receptora FAS/APOI - biatka
FADD/Mortl oraz RIP, natomiast dla receptora TNF-alfa (p55) sg to biatka
TNF/TRADD [63]. Za poSrednictwem tych biatek dochodzi do aktywacji sfin-
gomielinazy katalizujacej hydrolize sfingomieliny i wytwarzanie ceramidu, ktéry
petni w S$ciezce przekaznictwa sygnatu TNF-alfa/FAS/APO-1 role wtdrnego
przekaznika ]73]. Ceramid w nieznany blizej spos6b prowadzi do aktywacji proteaz
cysternowych zwanych kaspazami. Warto podkres$li¢, ze ceramid jest takze me-
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diatorem apoptozy wywotanej przez promieniowanie jonizujace, glikokortykoidy,
IL-1, chemioterapeutyki i prawdopodobnie takze przez HIV [63,73].

Apoptoza - zmiany morfologiczne

Morfologicznie pierwszg zauwazalng zmiang zachodzacg podczas apoptozy jest
oddzielenie sie komorki ulegajacej apoptozie od pozostatych komorek i pofatdowanie
btony komérkowej z wytworzeniem na jej powierzchni wielu drobnych uwypuklen
zwanych zeiosis [6]. Jest to wynikiem obkurczenia komérki na skutek utraty wody
w drodze izoosmozy [6,13]. Chromatyna jadrowa ulega kondensacji, tworzac zbite
grudki pod btong jadrowa. Zanikajg pory w bionie jadrowej, a jaderka ulegajg
rozpadowi [18]. Nastepnie dochodzi do fragmentacji jadra komdérkowego i powsta-
wania ciat apoptotycznych, czyli fragmentéw komérki obumierajacej otoczonych
btong cytoplazmatyczng z zachowanymi, niezmienionymi morfologicznie organel-
lami komérkowymi. Proces usuwania ciat apoptotycznych jest bardzo intensywny,
co powoduje, ze w obrazie mikroskopowym widuje si¢ je prawie wytacznie w
obrebie komérek zernych [62]. Ta szybka fagocytoza wyprzedzajaca w czasie utrate
integralnosci bton przez ciatka apoptotyczne zapobiega wylaniu sie ich zawartosci,
co z kolei zapobiega indukcji procesu zapalnego w tym miejscu [62,64].

Apoptoza - zmiany biochemiczne

Decyzje uruchomienia programu genetycznej $mierci apoptotycznej w odpowiedzi
na szereg adekwatnych bodzcéw podejmujg odpowiednie geny, ktérych biatkowe
produkty stymulujg program apoptozy. Genami wyzwalajagcymi apoptoze sg miedzy
innymi geny kodujace odpowiednie kaspazy, Apaf-1 (apoptosis activatingfac-
tor-1) oraz protoonkogen bcl-2 [71]. Produkty biatkowe genow wyzwalajgcych
apoptoze jak réwniez produkty biatkowe pobudzonych receptorow dla TNF-alfa
wydaja sie skupiaé w centralnym punkcie, ktérym sg cysteinowe proteazy zwane
kaspazami [53]. Ostatnie prace wskazuja, ze aktywacja kaspaz, np. kaspazy-3 moze
zachodzi¢ w obecnos$ci tzw. czynnikow aktywujacych apoptoze (Apafs-apoptosis
activatingfactors), do ktorych nalezg Apaf-t (cytochrom c), Apaf-3 badz pod wpty-
wem ceramidu [71]. Aktywne kaspazy prawdopodobnie inicjujg rozktad poli-(ADP-
rybozoj-polimerazy (PARP) zaangazowanej w procesy naprawcze DNA [10].
Aktywne kaspazy prowadzg do rozszczepienia szeregu biatek jadrowych (Rb; laminy
A, B; topoizomerazy | i Il) oraz cytoplazmatycznych (PKC-gamma, beta-aktyna,
fodryna) [31]. Proteoliza topoizomeraz stabilizujgcych strukture chromatyny pra-
wdopodobnie prowadzi do wstepnej fragmentacji DNA na odcinki zawierajgce 300
tys. par zasad [50]. W dalszym przebiegu degradacji DNA dochodzi do powstawania
fragmentdw zawierajgcych 50 tys. par zasad, ktére sg rozszczepiane na odcinki
180 par zasad i na odcinki o wielokrotnosci tej liczby [7]. Reakcje te katalizowane
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sg przez endonukleazy NUC-18, DNaza | i DNaza Il [52]. Fragmentaeja DNA
stanowi prawdopodobnie pierwszy nieodwracalny etap apoptozy, cho¢ obserwowany
nie we wszystkich komorkach wykazujgcych morfologiczne cechy tego procesu
[63]. Z drugiej strony obecnos$é pofragmentowanego DNA stanowi podstawe jednej
z najprostszych i najczesciej stosowanych metod stosowanych do identyfikacji ko-
moérek umierajacych poprzez apoptoze, tj. elektroforezy DNA w zelu agarozowym
[7]. Fragmenty o wielokrotnosci 180 par nukleosoméw dajg w zelu obraz chara-
kterystycznej ,drabinki” [63,64,78]. Uwaza sieg, iz proteoliza pod wptywem kaspaz
biatek cytoplazmatycznych (lamin) wchodzacych w skiad miedzy innymi bton ja-
drowych jest procesem niezbednym w powstawaniu ciatek apoptotycznych. Pro-
teoliza pozwala na fragmentacje jadra oraz upakowanie zageszczonej chromatyny
we fragmenty komaérki, nazywane ciatkami apoptycznymi. W procesie powstawania
ciat apoptycznych uczestniczy transglutaminaza, enzym warunkujacy tworzenie do-
datkowej sieci wigzan pomiedzy biatkami btonowymi. Wytworzony zostaje w ten
sposOb ochronny ,ptaszcz”, odpowiadajacy za brak kontaktu $Srodowiska wewne-
trznego umierajgcej komorki ze srodowiskiem pozakomdrkowym [14].

POLACZENIA GAP A PROCES NOWOTWOROWY

Dane z piSmiennictwa sugeruja, ze jedng z najwazniejszych cech komérek no-
wotworowych jest brak kontroli wzrostu bgdZ réznicowania sie tych komérek [68].
Pierwsze badania, przeprowadzone w 1966 roku in vitro, wykazatly, ze komorki
nowotworowe majg bardzo matg zdolno$¢ do komunikowania sie miedzy sobg (za-
burzone potaczenia homologiczne gap) [44]. P6zniej udowodniono brak potaczen
gap pomiedzy komérkami nowotworowymi a otaczajacymi je komérkami zdrowymi
(zaburzone potgczenia heterologiczne gap). Ta izolacja komdérek nowotworowych
od otaczajacych zdrowych komorek pozwala prawdopodobnie na ucieczke komorek
nowotworowych od sygnatow utrzymujacych proliferacje w normalnych tkankach
pod kontrolg organizmu [76]. Dotychczas przeprowadzone badania dowodzg, ze
wiekszos$¢ litych guzéw nowotworowych ma zaburzone potgczenia homologiczne
i heterologiczne typu gap i/lub zmniejszong ich liczbe [9,29,44,48]. Tomai i wsp.
sugeruja nawet, ze ocena liczby potgczen gap w komérkach raka ptuc moze mieé
warto$¢ prognostyczng [67]. Uposledzona komunikacja miedzy komoérkami nowo-
tworowymi w wyniku utraty potaczen gap moze by¢ skutkiem obnizenia ekspresji
genéw koneksynowych [43] lub zmienionej wewnatrzkomdrkowej lokalizacji ko-
neksyn [38]. W niektérych guzach nowotworowych wykazano bezposredniag mutacje
typu zmiany sensu w genach koneksynowych prowadzgcg do zmian strukturalnych
w budowie koneksyn [60]. Przeniesienie gendw koneksynowych do komoérek no-
wotworowych, wykazujgcych brak potaczen gap, powodowato synteze de novo
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koneksyn i odbudowe potgczen miedzy komorkami, co z kolei hamowato wzrost
tych komorek [35,75]. Rosnie takze liczba gendw, ktérych przeniesienie do nie
komunikujacych sie ze sobg komérek nowotworowych przywraca potgczenia typu
gap, przywracajac czesciowo kontrole nad wzrostem tych komdrek [46]. Badania
powyzsze sugeruja mozliwo$é zaliczenia genéw koneksynowych do rodziny genéw
supresorowych hamujacych rozw6j nowotwordw. Jednakze dotychczas nie odna-
leziono mutacji w obrebie tych genéw w ludzkich nowotworach. Zidentyfikowano
natomiast mutacje dwdch genéw koneksynowych w chemicznie indukowanych gu-
zach szczuréw. Ostatnio przeprowadzone badania sugerujg, ze geny koneksynowe
moga by¢ inaktywowane poprzez hypermetylacje ich regiondw promotorowych.
Jednakze w wielu guzach obserwuje sie prawidtowe nasilenie ekspresji koneksyn,
ale o zmienionej lokalizacji wewngtrzkomérkowej Wykazano takze, ze zmieniona
wewnatrzkomoérkowa lokalizacja koneksyn zaburza tworzenie sie potgczen gap i
komunikacje pomiedzy komorkami [40]. Mechanizm zmiany umiejscowienia ko-
neksyn wewnatrz komoérki nie jest znany, przypuszcza sig, ze zasadnicze znaczenie
ma nieprawidtowa fosforylacja koneksyn badz brak zdolnoSci rozpoznawania ko-
morek. ktdre majg sie potgczyC. Istniejg takze doniesienia literaturowe negujace
role potgczen gap w procesie karcenogenezy [4].

PROCES NOWOTWOROWY - KONEKSYNY 26, 32, 43

Role koneksyn w procesie nowotworowym badano na podstawie modeli do-
Swiadczalnych. jak tez w pooperacyjnym materiale ludzkich guzéw nowotwo-
rowych, w jednym z eksperymentdw dokonano przeniesienia genu kodujgcego
koneksyne 43 (Cx43) do nowotworowych linii komdrek nabtonkowych nerki psa
(TRMP - transformed dog kidney ephitelium cells). Po przeniesieniu genu stwier-
dzono, ze koneksyna 43 nie tylko odbudowuje potaczenia gap, ale takze normalizuje
wzrost komérek nowotworowych [40]. Przeprowadzone badania ludzkich linii ko-
moérek nowotworowych nerki rowniez wykazaty obnizong ekspresje koneksyny 43
i uposledzenie transportu miedzykomdrkowego [49]. Jedng z najlepiej poznanych
koneksyn odgrywajacg jak sie wydaje zasadniczg role w procesach nowotworowych
jest koneksyna 43. Dotychczas przeprowadzone badania immunohistochemiczne
wykazaty obecno$¢ koneksyny 43 w wielu prawidtowych tkankach ssakéw oraz
obnizong jej ekspresje w tkankach zmienionych nowotworowo [22]. Huang i wsp.
stwierdzili obnizong ekspresje koneksyny 43 w 111 i IV stopniu zaawansowania
wg WHO glejaka mézgu w poréwnaniu ze zdrowa tkankg mdzgowa i mniej za-
awansowanymi glejakami. Zredukowana liczba potagczen miedzykomérkowych gap,
wedtug autoréw tego badania, wigze sie z progresja choroby nowotworowej wy-
znaczajac posrednio bardziej agresywny charakter nowotworu [25]. Badania immuno-
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histochemiczne ujawnity wysokg ekspresje koneksyny 43 w normalnej, zdrowej
tkance gruczotu sutkowego iobnizenie ekspresji tej koneksyny w wiekszosci guzéw
pierwotnych sutka i brak ekspresji w przerzutach odlegtych [22]. Laird i wsp.
[42] sugeruja, ze ekspresja koneksyny 43 moze by¢ niezaleznym markerem procesu
nowotworowego w raku sutka. Podobne wyniki otrzymano badajac gruczot krokowy,
gdzie obserwowano zmniejszajacg sie ekspresje koneksyny 43 w miare wzrostu
stopnia zaawansowania guza nowotworowego [70]. Obserwowano takze obnizenie
poziomu mRNA koneksyny 43 w wiegkszo$ci przypadkow raka watroby w po-
rébwnaniu do zdrowej tkanki watrobowej. W raku watroby obserwowano takze od-
wrécong lokalizacje koneksyny 43 i 32, ktére zamiast umiejscawiac sie¢ w poblizu
btony komorkowej zlokalizowane byty w cytoplazmie komérek [39,40]. Z kolei
Jinn i wsp. [27] obserwowali obnizong ekspresje koneksyny 43 w nisko zrozni-
cowanych gruczolakorakach i rakach ptaskonabtonkowych ptuc w porédwnaniu do
rakow bardziej zréznicowanych. Wyzej wymienieni autorzy stwierdzili jednocze$nie
brak ekspresji koneksyny 32 w komorkach raka phuc.

Kamibayashi i wsp. [34] w przeprowadzonych badaniach ptaskonabtonkowego
raka skory u myszy stwierdzili znamiennie statystycznie obnizong ekspresje ko-
neksyny 43 i 26 w poréwnaniu do brodawczakoéw ptaskonabtonkowych ido przylegtej
tkanki nie zmienionej nowotworowo. Autorzy ci obserwowali takze tendencje do
wzrostu ekspresji koneksyny 26 w miare obnizania sie stopnia zréznicowania ko-
madrek rakowych skory, przy braku takiej zaleznosci w stosunku do ekspresji ko-
neksyny 43. Ci sami autorzy wykazali spadek ekspresji koneksyny 32 w fazie
inicjacji i wczesnej promocji podczas indukowanej kancerogenezy w komdrkach
szczurzej watroby. Obserwowali jednocze$nie obnizanie sie ekspresji koneksyny
26 w kolejnych etapach kancerogenezy hepatocytéw [34,61]. Krutovskikh i wsp.
[38] zauwazyli natomiast zmieniong lokalizacje koneksyny 32 w guzach watroby,
koneksyna 32 zamiast lokalizacji wewnatrz btony komérkowej hepatocytéw umiej-
scowiona byta gtéwnie w cytoplazmie komoérek. Przeprowadzone nastepnie badania
genetyczne nie wykazaty zadnych zmian strukturalnych w genie kodujacym Kko-
neksyne 32 [38,39]. Inna grupa badaczy japonskich stwierdzita brak lub jedynie
Sladowg ekspresje koneksyn 26, 32 i 43 w liniach ludzkich rakow przetyku w
poréwnaniu do zdrowych tkanek [51]. Z kolei Jamieson i wsp. [26] stwierdzili
natomiast podwyzszong ekspresje koneksyny 26 i 43 w komédrkach raka sutka w
poréwnaniu do tkanki nie zmienionej nowotworowo. Zauwazyli réwniez dominujaca
cytoplazmatyczng lokalizacje ekspresji koneksyny 26 i 43 wewngtrz komérek ra-
kowych.

Podsumowujac, nalezy podkresli¢, ze prowadzone obecnie badania koneksyn
obejmujg zaréwno jakosciowe, jak i ilosciowe zaburzenia tych biatek. Zaburzenia
jakosciowe dotyczg gtdéwnie zmian sktadu aminokwasowego, natomiast badania
zmian iloSciowych koncentruja sie na ocenie stopnia ekspresji tych biatek. Istotne
wydajg sie takze badania lokalizacji wewngtrzkomérkowej koneksyn w komdérkach
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zmienionych nowotworowo, aczkolwiek w chwili obecnej sg one zawezone do
oceny koneksyn 26, 32, 43 w najczesciej wystepujacych nowotworach u ludzi (rak
ptuc, rak sutka).

APOPTOZA - POLACZENIA MIEDZYKOMORKOWE GAP

Wszystkie wielokomorkowe organizmy majg genetyczne mechanizmy stuzace
do usuwania wiasnych komorek, ktérych homeostaza zostata zaktdcona. Takim
mechanizmem genetycznie uwarunkowanej $mierci komorki jest apoptoza. Pola-
czenia gap sg za$ niezbedne do utrzymania homeostatycznej kontroli wzrostu i
réznicowania sie komdrek. Komdrka nowotworowa charakteryzuje sie zaburzeniami
mechanizmoéw kontrolujacych jej wzrost i/lub réznicowanie. Nalezy wiec domnie-
mywacé, ze zaburzenia wjakoscijak réwniez w liczbie potgczenh miedzykomérkowych
typu gap wystepujace w guzach nowotworowych powinny prowadzi¢ do wzmozonej
apoptozy komorek nowotworowych [68]. Sugerowany jest réwniez inny model
wspotzaleznosci pomiedzy istnieniem potaczen miedzykomoérkowych typu gap a
procesem apoptozy. Wydaje sie, ze komunikacja gap miedzy komdrkami warunkuje
przekazanie sygnatu odpowiedzialnego za uruchomienie procesu apoptozy w ko-
morkach nowotworowych. Zaburzenia potgczer gap powinny hamowac rozwéj pro-
cesu apoptozy w nie potgczonych komorkach, nasilajac rozwéj guza nowotworowego
(68] Brak jest jednak szerszych opracowan dotyczacych zwiazku zaburzen w po-
taczeniach gap, a apoptozg w przebiegu procesu nowotworowego. Wiekszo$¢ badan
poswieconych apoptozie dotyczy pojedynczych, izolowanych linii komérek nowo-
tworowych (np. HL-60), w ktérych nie stwierdzono potaczen miedzykomaérkowych
gap. Dotychczas przeprowadzone badania wydaja sie sugerowac, ze utrata potaczen
typu gap moze odgrywac role w promowaniu rozwoju nowotworow poprzez ha-
mowanie apoptozy komérek nowotworowych [68]. Dostrzezono zwigzek pomiedzy
znanymi promotorami guzéw, takimi jak: fenobarbital czy peroksyzowe proliferatory,
ktére mogg hamowac apoptoze i ogranicza¢ w tym samym czasie liczbe potaczen
gap [68] Zauwazono takze, ze niektore substancje chemiczne promujace guzy (np.
fenobarbital), jak réwniez cze$¢ zwigzkéw chemicznych hamujgcych rozwoj guzéw
(np. retinoidy czy deksametazon), ktére sg znane z hamowania zjawiska apoptozy,
moga jednoczes$nie hamowac potaczenia miedzykomorkowe gap. Z drugiej strony,
niektére leki, substancje chemiczne i czynniki wzrostu znane jako podwyzszajgce
liczbe potaczen gap (np. retinoidy, deksametazon, cAMP i TGF-beta) nasilajg zja-
wisko apoptozy [68]

Stwierdzono takze zwigzek pomiedzy jednym z genéw hamujgcych rozwoj no-
wotworow a regulacja genu kodujacego koneksyne 26 odpowiedzialng za powsta-
wanie potgczen typu gap [68]. Jednakze ustalenia wymaga, czy inne geny supresorowe
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guzéw, takie jak p53 czy Rb, ktérych udziat w procesie apoptozy jest znany, sg
w stanie regulowac ekspresje genow koneksynowych. Z drugiej strony w dotychczas
przeprowadzonych badaniach wykazano, ze onkogeny, takie jak ras czy raf, sg
zwigzane zar6wno z obnizeniem komunikacji miedzykomoérkowej typu gap, jak
réwniez z hamowaniem procesu apoptozy [68].

Szczego6lnie istotne staje sie ustalenie drogi patogenetycznej taczacej procesy
apoptozy komorek nowotworowych i zaburzen w potgczeniach typu gap. Utrata
potaczen pomiedzy komdrkami nowotworowymi, jak tez pomiedzy komoérkami
nowotworowymi a komdrkami nie zmienionymi nowotworowo, moze odgrywac
role w progresji nowotworéw poprzez hamowanie apoptozy komdrek nowotwo-
rowych. Wydaje sie, ze potaczenia miedzykomdrkowe gap i ich rola w procesie
apoptozy moze stanowi¢ nowy, interesujacy kierunek badan prowadzacy do gteb-
szego poznania biologii nowotworow.

PISMIENNICTWO

11] BAI S, SPRAY DC, BURK RD. Identification of proximal and distal regulatory elements of
the rat connexin32 gene. Biochim Biophys Acta Gene Struct Expression 1993: 1216: 197-204.

[2] BENNETT MVL, BARRIO LC, BARGIELLO TA, SPRAY DC, HERTZBERG E, SAEZ JC.
Gap Junctions: new tools, new answers, new questions. Neuron 1991: 6: 305-320.

[31 BRINK PR. Gapjunction channel gating and permselectivity: Their roles in co-ordinated tissue
function. Clin Exp Pharmacol Physiol 1996: 23: 1041-1046.

14] BUDUNOVA IV, WILLIAMS GM. Cell culture assays for chemicals with tumor-promoting
or tumor-inhibiting activity based on the modulation of intercellular communication. Cel! Biol
Toxicol 1994: 10: 71-116.

|51 CHEN Z-Q, LEFEBVRE D, BAI X-H, REAUME A, ROSSANT J, LYE SJ. Identification of
two regulatory elements within the promoter region of the mouse eonnexin 43 gene. J Biol Chem
1995:270: 3863-3868.

[6] COHEN JJ. Apoptosis. Immunology Today 1993: 14: 126-130.

[71 COMPTON MM. A biochemical hallmark of apoptosis: internucleosomal degradation of the
genome. Cancer Methas Revs 1992: 11: 105-119.

[B*De LEON JR. BUTTRICK PM, FISHMAN GI. Functional analysis of the connexin43 gene
promoter in vivo and in vitro. J Mol Cell Cardiol 1994: 26: 379-389.

[91 EGHABAL1 B, KESSLER JA, REID LM, ROY C, SPRAY DC. Involvementofgap junctions
in tumorigenesis: transfection of tumor cells in connexin32 cDNA retards growth in vivo. Proc
Natl Acad Sei USA 1991: 88: 10701-10705.

[10] ELVIRA M, DIEZ JA, WANG KKW, VILLALOBO A. Phosphorylation of connexin-32 by
protein kinase C prevents its proteolysis by n-calpain and m-calpain../ Biol Chem 1993: 268:
14294-14300.

[11] ELVIRA M, WANG KKW, VILLALOBO A. Phosphorylated and non-phosphorylated
connexin-32 molecules in gap junction plaques are protected against calpain proteolysis after
phosphorylation by protein kinase C. Biochem Soc Trans 1994: 22: 793-796.

[12] FALLON RF, GOODENOUGH DA. Five-hour half-life of mouse liver gap-junction protein.
J Cell Biol 1981: 90: 521-526.



POLACZENIA GAP | ICH UDZIAL W APOPTOZIE | KANCEROGENEZIE 289

[13] FAWTHROP DJ, BOOBIS AR, DAVIES DS. Mechanisms of cell death. Arch Toxicol 1991:
65: 437-444.

114] FESUS L, THOMAZY V, FALUS A. Induction and activation of tissue transglutaminase
during programmed cell death. FEBS Lett 1987: 284: 104-108.

[15] FISHMAN GI, EDDY RL, SHOWS TB. ROSENTHAL L, LEINWANDT LA. The human
connexin gene familly of gap junction proteins: distinct chromosomal locations but similar
structures. Genomics 1991: 10: 250-256.

[16] GAINER H, MURRAY A. Diacylglycerol inhibits gap junctional communication in cultured
epidermal cells: evidence for a role of protein kinase C. Biochem Biophys Res Commun 1985:
126: 1109-1113.

1171 GEIMONEN E, JIANG W, ALI M, FISHMAN GI, GARFIELD RE, ANDERSEN J. Activa-
tion of protein kinase C in human uterine smooth muscle induces connexin-43 gene transcription
through an AP-1 site in the promoter sequence../ Biol Chem 1996: 271: 23667-23674.

118] GORA-TYBOR J, ROBAK T. Apoptoza - zaprogramowana $émieré komérki. Post Hig Med
Dosw 1994: 48: 209-225.

[19] HAYASH1 T, NOMATA K, CHANG CC, RUCH RJ, TROSKO JE: Cooperative effects of
v-myc and c-Ha-ras oncogenes on gap junctional intercellular communication and tumorigeni-
city in rat liver epithelial cells. Cancer Lett 1998: 128: 145-154.

[20 HENNEMANN H, KOZJEK G, DAHL E, NICHOLSON B. WI1LLECKE K. Molecular
cloning of mouse connexins-26 and -32: Similar genomic organization but distinct promoter
sequences of two gap junction genes. Ear J Cell Biol 1992: 58: 81-89.

[21]HERTIG CM, EPPENBERGER-EBERHARDT M, KOCH S, EPPENBERGER HM. N-cad-
herin in adult rat cardiomyocytes in culture. Functional role of N-cadherin and impairment of
cell-cell contact by a truncated N-cadherin mutant../ Cell Sci 1996: 109: 1-10.

[22] HIRSCH KK, XU CE, TSUKAMOTO T. Gap junction gene cx26 and cx43 individually
supress the cancer phenotype of human mammary carcinoma cells and restore differentation
potential. Cell Growth Differ 1996: 7: 861-870.

[23] HOLDEN PR, MCGUIRE B,STOLER A,BALMAIN A, PITTSJD: Changes ingapjunctional
intercellular communication in mouse skin carcinogenesis. Carcinogenesis 1997: 18: 15-21.
[24] HOSSAIN MZ, WILKENS LR, MEHTA PP. LOEWENSTEIN WR. BERTRAM JS. Enhan-
cement of gap junctional communication by retinouds correlates with their abblity to inhibit

neoplastic transformation. Carcinogenesis 1989: 10: 1743-1748.

[25] HUANG RP, HOSSAIN MZ, SEHGAL A, BOYNTON AL. Reduced connexin 43 expression
in high-grade brain human glioma cells. J Surg Oncol 1999: 70: 21-24.

[26] JAMIESON S, GOING JJ, D'ARCY R, GEORGE D. Expression of gap junction proteins
connexin 26 and connexin 43 in normal human breast and in breast tumours. J Pathol 1998:
184(1): 37-43.

[271JINN Y, ICH!IOKA M. MARUMO F.Expression ofconnexin 32 and connexin 43 gapjunctions
proteins and E-cadherin in human lung cancer. Cancer Lett 1998: 127: 161-1697.

[28] JONGEN WFM, FITZGERALD M, ASAMOTO M, PICCOLI C, SLAGA TJ. GROS D,,
TAKEICHI M, YAMASAKI H. Regulation of connexin43-mediatcd gap junctional intercellu-
lar communication by Ca++ in mouse epidermal cells is controled by E-cadherin. J Cell Biol
1991:114:545-555.

[29] KANNO Y, MATSU1 Y. Cellular uncoupling in cancerous stomach epithelium. Nature 1968:
218: 7775-7776.

[30] KANNO Y. Modulation of cell communication and carcinogenesis. Jpn ./ Physiol 1985: 35:
693-707.

[31] KAUFMANN SH. Proteolitic cleavage during chemotherapy-induced apoptosis. Mol Med
Today 1996: 6: 298-303.

[32] KERR JF, WYLLIE AH, CURRIE AR. Apoptosis: a basic biological phenomenon with
wide-ranging implications in tissue kinetics. BrJ Cancer 1972: 26: 239-257.



290 A. CHABOWSKI 1 INNI

[33] KIANG DT, JIN N, TU ZJ, LIN HH. Upstream genomic sequence of the human connexin26
gene. Gene 1997: 199; 165-171.

[34] KAM1IBAYASHI Y, OYAMADA Y, MORI M. OYAMADA M. Aberrant expression of gap
junction proteins (connexins) is associated with tumor progression during multistage mouse
skin carcinogenesis in vivo. Carcinogenesis 1995; 16(6); 1287-1297.

135] KLAUNIG JE. RUCH RJ. Role of inhibition of intercellular communication in carcionoge-
nesis. Lab Invest 1990: 62: 135-144.

[36] KOJIMA T. MITAKA T, MIZUGUCHI T, MOCHIZUKI Y. Effects of oxygen radical
scavengers on connexins 32 and 26 expression in primary cultures of adult rat hepatocytes.
Carcinogenesis 1996: 17:537-544.

[37] KRUTOVSKIKH VA, YAMASAKI H. The role of gap junctional intercellular communica-
tion (GJ 1C) disorders in experimental and human carcionogenesis. Histol Histopathol 1997: 12
761-768.

[38] KRUTOVSKIKH VA, MAZZOLENI G, MIRONOV N, OMORI Y, AGUELON AM.
MESNI1L M, BERGER F, PARTENSKY C, YAMASK1 H. Altered homologous and heterolo-
gous gap-junctional intercellular communication in primary human liver tumors associated with
aberrant protein localization but notgene mutation ofconnexin 32. Int.I Cancer 1994:56: 87-94.

[39] KRUTOVSKIKH VA, OYAMADA M, YAMASAKI H. Sequentional changes of gap
junctional intercellular communications during multistage rat liver carcinogenesis: direct meas-
urement of communication in vivo. Carcinogenesis 1991: 12 1701-1706.

140] KRUTOVSKIKH VA, TROYANOVSKY SM. PICCOLI C, TSUDA H, ASAMOTO M,
YAMASAKI H. Differential effect of subcellular localization of communication impairing gap
junction protein connexin 43 on tumor cell growth in vivo. Oncogene 2000: 19(4): 505-513.

[41] KUMAR NM, GILULA NB. The gap junction communication channel. Cell 1996: 84:
381-388.

[42] LAIRD DW, FISTOURIS P, BAT1ST G, ALPERT L, HUYNH HT, CARYSTINOS GD.
ALAQOUI-JAMALI MA. Deficiency of Connexin43 gap junctions is an independent marker for
breast tumors. Cancer Res 1999: 59(16): 4104-4110.

[43] LEE SW, TOMASETTO C, SAGER R. Positive selection of candidate tumor-supressor genes
by substractive hybridization. Proc Natl Acad Sci 1991: 88: 2825-2829.

[441LOEWENSTEIN WR, KANNO Y. Intercellular communication and the control of tissue
growth: lack of communication between cancer cells. Nature 1966: 209; 1248-1249.

[451LOEWENSTEIN WR. Junctional intercellular communication: the cell-cell membrane chan-
nel. Physiol Rev 1981: 61: 829-913.

[46] MEHTA PP. HOTZ-WAGENBLATT A, ROSE B, SHALLOWAY D.LOEWENSTEIN WR.
Incorporation of the gene for a cell - cell channel protein in to transformed cells leads to
normalization of growth. J Membr Biol 1991: 124: 207-225.

[47] MEHTA PP, YAMAMOTO M, ROSE B. Transcription of the gene for the gap junctional
protein connexin 43 and expression of functional cell-to cell channels are regulated by cAMP.
Mol Biol Cell 1992: 3: 839-850.

[48] MESNIL M, MONTESANO R, YAMASAKI H. Intercellular communication of transformed
and non-transformecd rat liver epithelia cells. Exp Cel! Res 1986: 165 391-402.

[49] NOGUCHI M, NOMATA K, WATANABE JI, SATO H. KANETAKE H, SAITO Y.
Disruption of gap junctional intercellular communication in human renal cancer cell lines.
Urology 1999: 53(1): 218-222.

[50] OBERHAMMER F, WILSON JW. DIVE C, MORRIS ID, HICKMAN JA, WAKELING AE,
WALKER PR, SIKORSKA M. Apoptotic death in epithelial cells: Claevage of DNA to 300
anmd/or 50 kb fragments prior to or in the absence of internucleosomal fragmentation. EMBO
J 1994:135:3679-3684.



POLACZENIA GAP 1ICH UDZIAL W APOPTOZIE 1 KANCEROGENEZI1E 291

[51 )OYAIMADA Y.OYAMADA M, FUSCO A, YAMASAKI H. Aberrant expression, function
and localization of connexins in human esophageal carcinoma cell lines with different degrees
of tumorigenicity../ Cancer Res Clin Oncol 1994: 120: 445-453.

[521PEITSCH MC, MANNHERZ HG, TSCHOPPJ. Overexpression ofdeoxyribonucleaze (Dnase
1) transfected into COS - cells: its dystribution during apoptic cell death. Ear J Cell Biol 1993:
62: 397-405.

[531 RAO L, WHITE E. Bcl-2 and the ICE-family of apoptotic regulators: making a connection.
Current Opinion in Genetics and Developement 1997: 7: 52-58.

[54] REVEL JP, KARNOVSKY MJ. Hexagonal array of subunits in intercellular junctions of the
mouse heart and liver../ Cell Biol 1967: 33: C7-C12.

[55] ROBERTSON JD. The occurrence of subunit pattern in the unit membranes of club endings
in Mauthner cell synapses in Goldfish brains. J Cell Biol 1963: 19: 201-221.

[56] RUCH RJ, KLAUNING JE. Enhancement of rodent hepatocyte gap junctional intercellular
communication by dexamethasone. In Vitro Toxicol 1995: 5: 103-111.

[57] RUCH RJ. The role of gap junctional intercellular communication in neoplasia. Ann Clin Lab
Sci 1994: 24(3): 216-231.

[58] SAEZ JC, BERTHOUD VM, MORENO AP. SPRAY DC. Gap junctions: Multiplicity of
controls in differentiated and undifferentiated cells and possible functional implications. Adv
Second Messenger Phosphoprotein Res 1993: 27: 163-198.

[69] SAEZ JC, CONNOR JA. SPRAY DC, BANNETT MVL. Hepatocyte gap junctions are
permeable to the second messenger, inositol 1,4,5-triphosphate, and calcium ions. Proc Natl
Acad Sci USA 1989: 86: 2708-2712.

[60] SAITO T, BARBIN A, OMORI Y, YAMASAKI H. Conncxin 37 mutations in rat hepatic
angiosarcomas induced by vinyl chloride. Cancer Res 1997: 57:376-377.

[61]SAKAMOT H, OYAMADA M, ENOMOTO K, MORI M. Differential changes in expression
of gap junction proteins connexin 26 and 32 during hepatcarcinogenesis in rats. Jpn J Cancer
Res 1992:83:1210-1215.

[62] SAVILL J,FADOK V, HENSON P. HASLETT C. Phagocyte recognition ofcells undergoing
apoptosis. Immunology Today 1994: 87: 131-136.

[63] SIKORA E. Mechanizmy $mierci programowanej komoérek (apoptozy). Post Biochemii 1994:
40(3): 150-160.

[64] SEOWINSKI J, HARBIN-SLOWINSKA M, KALUZA J. Zjawisko apoptozy w uktadzie
nerwowym. Post Biol Kom 1996: 23: 299-312.

[65] SMETS LA. Programmed cell death (apoptosis) and response to anti- drugs. Anti-Cancer
Drugs 1994: 5: 3-9.

[66] SULLIVAN R, RUANGVORAVAT C,JOO D, MORGAN J, WANG BL, WANG XK, LO
CW. Structure, sequence and expression of the mouse Cx43 gene encoding connexin 43. Gene
1993: 130: 191-199.

[67] TOM Al E, BROWNELL HL, TUFESCU TV, REID K, CAMPLING BG, RAPTIS L. Gap
junctional communication in cultured human lung carcinoma cells. Lung Cancer 1999: 23(3):
223-231.

[68] TROSKO JE, GOODMAN JI Intercellular communication may facilitate apoptosis: implica-
tions for tumor promotion. Mol Carcinogen 1994: 11: 8-12.

[69] TROSKO JE, MADHUKAR BV, CHANG CC. Endogenous and exogenous modulation of
gap junctional intercellular communication: toxiclologieals and pharmacological implications.
Life Sci 1993: 53: 1-19.

[70] TSAlI HL WERBER L, DAV1A MO. Reduced connexin 43 expression in high grade, human
prostatic adenocarcinoma cells. Biochem Biophys Res Commun 1996: 227: 64-69.

[71] VAUX DL. Ced-4-third horseman of apoptosis. Cell 1997: 90: 389-390.

[7T2IWERNER R. LEVINE E, RABADAN-DIEHL C, DAHL G. Formation of hybrid cell-cell
channels. Proc Nat! Acad Sci 1989: 86: 5380-5384.



292 A. CHABOWSKI 1 INNI

[73] WILLIAMS GT,SMITH CA. Molecular regulation ofapoptosis: genetic controls on cell death.
Cell 1993: 74:777-779.

[741 WYLLIE AM, MORRIS RG, SMITH AL. DUNLOP D. Chromatin cleavage in apoptosis:
association with condensed chromatin morphology and dependence on macromolecular syn-
thesis. J Pathol 1984: 142:67-77.

[75] YAMASAKI H. MESNIL M, OMORI Y, MIRONOV M, KRUTOVSKJKH V. Intercellular
communication and carcionogenesis. Mutat Res 1995: 333: 181-188.

[76) YAMASAKI H. Gap junctional intercellular communication and carcinogenesis. Carcicoge-
nesis 1990:7: 1051-1058.

[77) YAMASAKI H. Role of disrupted gap junctional intercellular communication in detection
and characterization of carcinogens. Mutation Res 1996: 365: 91-105.

[78] ZHIVOTOVSKY BD, ZVONAREVA NB, HANSON KP. Characteristics of rat thymus
chromatin degradation products after whole-body x-radiation. Int J Radiat Biol 1981: 39:
437-440.

Reclaktor prowadzacy - Maciej Zabel

Otrzymano: 10.01.2001 r.

Przyjeto: 14.03.2001 r.

Adres autora: ul. Zachodnia 34 m 3, 15-345, Biatystok,
e-mail: adrian@amb.ac.bialystok.pl


mailto:adrian@amb.ac.bialystok.pl

W skazéwki przygotowania rycin i streszczen
do publikacji w PBK

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny by¢ napisane w Wordzie, wersja 6,0 lub wcze$niejsza.
Jesdli w tekst zostalty wstawione ryciny, powinny one zosta¢ umieszczone osobno na dyskietce. Powinny
to by¢ albo mapy bitowe (.TIF, ,PCX), albo pliki z Corela, wersja 5,0 lub wczedniejsza. Kazda wersja
Worda lub Corela pozwala na zachowanie pracy w formacie wersji wczes$niejszej. Rysunki, schematy
zdjecia i wykresy w podpisach i w powotaniach w teks$cie powinny nosi¢ nazwe rycina (ryc.) i by¢
numerowane kolejno.

Streszczenie ma mie¢ nastepujaca strukture:

j. polski j. angielski
Podstawy zagadnienia: jedno zdanie Background:
Podtytuty: do kazdego podtytutu 3-5 zdan Subtitles:

W nioski: 2 zdania Conclusions:
Stowa kluczowe: do 8 stow Key words:

Takie streszczenia standardowe moga by¢é wazne, gdyz obecnie czyta sie je komputerowo. Tres¢
streszczenia zacheca badz nie zacheca do przeczytania catego artykutu.
Prosimy réwniez Autoréw o podawanie adreséw e-mail, o ile je maja.

Cennik odbitek prac dla Autoréw w 2001 r.

Liczba odbitek 50 100 200 400
Cena zt 40,00 60,00 80,00 100,00

Zamowienie na odbitki musi by¢ ztozone wraz z przestang korekta pracy.



http://rcin.org.pl



INFORMACJE DLA AUTOROW

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

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczaja:

1) artykuty przegladowe nie przekraczajgce 15 stron maszynopisu ido 100 pozycji bibliograficznych koniecznie z ostatnich 5 lat
(natomiast wezes'niejsze prace moga by¢ pracami przegladowymi);

2) doniesienia z ostatniej chwili na 3-5 stronach maszynopisu z kilkoma pozycjami bibliograficznymi ostatniego roku (liczac ot|
daty wystania do redakcji);

3) listy do redakcji (do 1strony maszynopisu).

lekst pracy izalgczniki nalezy przesyta¢ w dwoch egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ pisany jednostron-
nie na papierze formatu A4 w uktadzie normalnym 1800 znakéw na stronie. Ostateczna wersja tekstu i rysunki
(wskazoéwki s. 160) powinna by¢ przystana na dyskietce 3,5" jako plik (file) Windows lub ASCII. Pierwsza strona
nienumerowana przeznaczona dla redakcji winna zawiera¢: imiona, nazwiska, tytuty naukowe autoréw iadresy: w
pracy, domowy wraz z telefonem i e-mail, tytut pracy w jezyku polskim iangielskim oraz liczbe stron maszynopisu,
liczbe tabel i rycin. Na pierwszej (numerowanej) stronie nalezy poda¢ kolejno tytut pracy w jezyku polskim i
angielskim, imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska autoréw, nazwe zakfadu naukowego, nazwisko i adres autora
prowadzacego korespondencje, informacje o dofinansowaniu pracy oraz skrét tytutu (do 40 znakéw). Nastepna strona
powinna zawiera¢ wjezyku polskim iangielskim streszczenie (do 1str.) oraz stowa kluczowe-3 do 10stéw zgodnych
z terminami w Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile sg tam zawarte. W tytule i streszczeniu mozna
stosowac jedynie powszechnie przyjete skréty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy rozpocza¢ od nowej strony. W tekscie
nie zamieszczaé tabel, schematéw lub rycin, ajedynie zaznaczy¢ otdwkiem na marginesie ich lokalizacje (np. tab. 1,
rye. litp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane i numerowane rozdziaty oraz podrozdziaty. Od
nowej strony nalezy podac spis literatury. Skréty nazw czasopism podawac nalezy wedtug Index Medicus (listy
czasopism publikowane sg corocznie w numerze styczniowym). Powotanie w tek$cie nastepuje przez podanie
kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym (np. |5[|). Spis literatury nalezy zestawic¢
alfabetycznie wedtug nastepujacego wzoru:

111HNILICA LS, McLURE ME, SPELTZI3ERG TC. Histone biosynthesis and the cell cycle. [w| Philips MP. Schwartz E |red.|
Histone and Nucleohistones. London. New York: Philips, Plenum Press 1977: 60 -64.

|2]| SAC HSENMAJER W. REMY V. PLATTNER R. Initiation of synchronous mitosis in Physuriuni polxcepImliun. Expti Cell
Res 1980;2:41-48.

labele, opisy schematéw i rycin powinny by¢ zatagczone na oddzielnych stronach. Schematy irysunki musza by¢
wykonane w postaci nadajacej si¢ do reprodukcji. Fotografie powinny by¢ kontrastowe i wykonane na btyszczacym
papierze. Barwne ryciny i zdjecia sa ptatne.Wymiary poszczegélnych rycin, schematéw i fotografii nie moga
przekracza¢ 125 x 180 mm lub ich potowy. Jezeli zataczniki sg zapozyczone z innych Zrédet, nalezy podac, skad
zostaly zaczerpniete i dotaczy¢ zgode autora i wydawnictwa na reprodukcje, jezeli materiaty te zamieszcza sie w
niezmienionej formie. Wszystkie zataczniki, np. wykaz skrétéw, musza mie¢ na odwrocie nazwisko 1 autora i
oznaczeniem gory idotu ilustracji. Jednostki miar muszg by¢ zgodne z uktadem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrétow uzgodnionych z autorem. Autor zobowigzany jest do wykonania korekty
autorskiej i zwrécenia jej w ciggu doby. Koszty, spowodowane wigkszymi zmianami tekstu wprowadzanymi w korekcie poza
poprawkami btedéw drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymuja bezptatnie legz. zeszytu PBK z opublikowang pracg oraz moga
zamowi¢ odbitki odptatnie odsytajac korekte. Redakcja prosi o propozycje do 5 oséb (nazwisko, imie, adres, fax), ktére bytyby
odpowiednimi recenzentami maszynopisu, nie powinny jednak by¢ pracownikami instytucji, w ktérej pracuje autor, ani jego
wspoétpracownikami. Poprawiona po recenzji wersje pracy nalezy zwréci¢ do redakcji koniecznie w ciggu 30 dni. Redakcja zrezygnuje

z publikacji maszynopisu, ktérego autorzy do 30 dni nie odpowiedza na list redaktora.
Redakcja prosi takze o dotaczenie do maszynopisu tytutu artykutu i podpisanej odpowiedzi na nastgpujace pytania:

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

tabel i rycin. tak nie wystana do innej redakcji tak nie

Wszyscy Autorzy znaja i akceptujg prace. tak nie Dotaczono kopie pracy wraz z rycinami na dyskietce

Jest zgoda o0s6b, ktérych informacje niepubli- z podaniem nazwy pliku i uzytego programu edycyjnego

kowane sa zamieszczone w tekscie artykutu tak nie z komputera IBM tak nie
Odpowiadam za cato$¢ pracy opisanejw zat. maszyn. tak nie

Wyrazam zgode na to, ze artykut po przyjeciu do druku w "Postepach Biologii Komoérki” przechodzi na wlasno$¢ Fundacji Biologii Komorki i
Biologii Molekularnej ijego reprodukcja wymaga zgody redakciji. podpisy wszystkich autoréw



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 28, 2001 Nr 2 (161-294)
ADVANCES IN CELL BIOLOGY VOL. 28, 2001 Nr 2 (161-294)

TRESC - CONTENTS

W tym Zeszycie PBK ) N
KOSMACZEWSKA A.,, FRYDECKA I, CISZAK L, BOCKO D.: Struktura i biologia kompleksu

receptora limfocytéw T (TCR/CD3)

The structure and biology of tcell receptor complex TCR/CD3 163
PUZIANOWSKA-KUZNICKA M, MADEJ A,, KRYSTYNIAK A. STACHLEWSKA-

NASFETER E., NAUMAN A.,, NAUMAN J.Trijodotyronina ijej receptory jadrowe w procesie

nowotworzenia - Triiodothyronine and its nuclear receptors in tumorigenesis 183
OLSZEWSKA M. J, MALUSZYNSKA J.: Cytogenetyka molekularna w ustalaniu cech

gatunkowych oraz ich zmiennos$ci w analizie pokrewienstwa roslin okrytozalagzkowych

Molecular cytogenetics in establishment of species-specific traits and their variability

in analysis of relationships in angiosperms n ~NT
KARASIEWICZ J.,, MODLINSKI J. A.: Komérki macierzyste ssakéw: potencjalne zrédto

zréznicowanych komérek do transplantacji

Mammalian stem cells: presumed source of differentiated cells lor transplantation 219
NOWIS D.,, GOLAB J.: Rola telomeréw i telomerazy w progresji nowotworow.

Perspektywy diagnostyczne i terapeutyczne

The role of telomeres and telomerase in tumor progression.

Diagnostic and therapeutic perspectives 243
NURZYNSKA D., DEPTALA A.: Hamowanie potranslacyjnej modyfikacji biatek RAS

jako nowa metoda terapii nowotworéw

Inhibition of posttranslational RAS modification as a new method ol cancer treatment -63
CHABOWSKI A.,, SULKOWSKA M,, CHRZANOWSKA A., CHYCZEWSKA E, FAMULSKI

W., KASACKA |, SULKOWSKI S.,, CHYCZEWSKI L.: Potaczenia gap i ich udziat w apopto-

zie i kancerogenezie - Gap-junctions and ifs role in apoptosis and carcinogenesis 277
Wskazéwki przygotowania rycin i streszczehn do publikacji w PBK 293

Warunki prenumeraty kwartalnika PBK

Prenumerata na rok 2001

Redakcja przyjmuje optate prenumeraty za rok 2001 pod adresem:

FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI | BIOLOGII MOLEKULARNEJ, ul. Marymoncka 99, 01-813
Warszawa; tel. 8340 344, fax. 8340 470, email: jkawiak@cmkp.edu.pl

na konto: FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI | BIOLOGII MOLEKULARNEJ,

ul. Marymoncka 99, 01-813 W-wa;

Bank Polska Kasa Opieki SA, IV O/Warszawa 12401053-40006576-2700-401112-001.

Cena prenumeraty rocznika na rok 2001 :dla instytucji (bibliotek) wynosi 68 zi, a dla odbiorcéow
indywidualnych 25 zi.

Subscription orders for POSTEPY BIOLOGII KOMORKI for 2001 should be placed at local
press distributors or directly at Editorial Board of POSTEPY BIOLOGII KOMORKI, Marymoncka
str. 99, 01-813 Warszawa /Poland, tel. 8340 344, fax. 8340 470, email: jkawiak@ cmkp.edu.pl.

On account: FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI | BIOLOGII MOLEKULARNEJ,
ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa;

Bank Polska Kasa Opieki S. A., IV O/Warszawa, No 12401053-40006576-2700-401112-001.
Price per year 20 dollars USA.

Indeks 369705


mailto:jkawiak@cmkp.edu.pl
mailto:jkawiak@cmkp.edu.pl

	W tym zeszycie
	STRUKTURA I BIOLOGIA KOMPLEKSU RECEPTORA LIMFOCYTÓW T (TCR/CD3) == THE STRUCTURE AND BIOLOGY OF T CELL RECEPTOR COMPLEX TCR/CD3  Agata KOSMACZEWSKA, Irena FRYDECKA, Lidia CISZAK, Dorota BOĆKO
	TRIJODOTYRONINA I JEJ RECEPTORY JĄDROWE W PROCESIE NOWOTWORZENIA == TRIIODOTHYRONINE AND ITS NUCLEAR RECEPTORS IN TUMORIGENESIS Monika PUZIANOWSKA-KUŹNICKA, Agnieszka MADEJ, Agnieszka KRYSTYNIAK, Elżbieta STACHLEWSKA-NASFETER, Alicja NAUMAN,Janusz NAUMAN
	CYTOGENETYKA MOLEKULARNA W USTALANIU CECH GATUNKOWYCH ORAZ ICH ZMIENNOŚCI W ANALIZIE POKREWIEŃSTWA ROŚLIN OKRYTOZALĄŻKOWYCH == MOLECULAR CYTOGENETICS IN ESTABLISHMENT OF SPECIES-SPECIFIC TRAITS AND THEIR VARIABILITY IN ANALYSIS OF RELATIONSHIPS IN ANGIOSPERMS Maria Joanna OLSZEWSKA, Jolanta MAŁUSZYŃSKA
	KOMÓRKI MACIERZYSTE SSAKÓW: POTENCJALNE ŹRÓDŁO ZRÓŻNICOWANYCH KOMÓREK DO TRANSPLANTACJI == MAMMALIAN STEM CELLS: PRESUMED SOURCE OF DIFFERENTIATED CELLS FOR TRANSPLANTATION  Jolanta KARASIEWICZ, Jacek A. MODLIŃSKI
	ROLA TELOMERÓW I TELOMERAZY W PROGRESJI NOWOTWORÓW. PERSPEKTYWY DIAGNOSTYCZNE I TERAPEUTYCZNE == THE ROLE OF TELOMERES AND TELOMERASE IN TUMOR PROGRESSION. DIAGNOSTIC AND THERAPEUTIC PERSPECTIVES  Dominika NOWIS, Jakub GOLĄB
	HAMOWANIE POTRANSLACYJNEJ MODYFIKACJI BIAŁEK RAS JAKO NOWA METODA TERAPII NOWOTWORÓW == INHIBITION OF POSTTRANSLATION AL RAS MODIFICATION AS A NEW METHOD OF CANCER TREATMENT  Daria NURZYŃSKA, Andrzej DEPTAŁA
	POŁĄCZENIA GAP I ICH UDZIAŁ W APOPTOZIE I KANCEROGENEZIE == GAP-JUNCTIONS AND ITS ROLE IN APOPTOSIS AND CARCINOGENESIS  Adrian CHABOWSKI, Mariola SULKOWSKA, Anna CHRZANOWSKA, Elżbieta CHYCZEWSKA, Waldemar FAMULSKI, Irena KASACKA4, Stanisław SULKOWSKI, Lech CHYCZEWSKI
	Wskazówki przygotowania rycin i streszczeń do publikacji w PBK
	INFORMACJE DLA AUTORÓW
	TREŚĆ - CONTENTS



