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W TYM ZESZYCIE POSTEPOW BIOLOGII KOMORKI

Tegoroczni noblisci z dziedziny fizjologii i medycyny to: Leland Hartwell, Paul
Nurse i Timothy Hunt. Nagrode otrzymali za pionierskie badania molekular-
nych mechanizmdéw regulujgcych przebieg cyklu komdérkowego (str. 157).

W tym Zeszycie jest kilka artykutéw z zakresu cytogenetyki nowotworéw:

« Na stronie 3 Czytelnik znajdzie informacje o sposobach okreslania subtypow
chtoniakéw B-komorkowych, co ma znaczenie dla wyboru strategii leczenia,
* Na stronie 141 jest artykut o udziale cytogenetyki molekularnej w poszukiwa-
niu klonalnej proliferacji komoérek biataczkowych B-komérkowych,

« Na stronie 121 opisano w komorkach raka piersi wyciszanie transkrypcji
genow: estrogenowego a i kwasu retinowego (3 zwigzane z hipermetylacja
wysp CpG regionéw promotorowych tych gendéw. Zmiany te mogg miec
znaczenie dla doboru skutecznej terapii.

« Obecnie istnieje mozliwos¢ profilowania ekspresji gendw przy uzyciu matryc
DNA, co moze zrewolucjonizowa¢ nasze podejscie do badan nad rakiem
(str. 81).

Inny temat poruszajg artykuty na stronach 61 i27.

* Na stronie 61 opisano regulacje ekspresji i funkcji receptoréw jadrowych
rodziny Nur77 iich udziat w punktach kontrolnych produkcji hormonéw steroi-
dowych.

* Na stronie 27 przedyskutowano dynamike rozmieszczenia receptorow ste-
roidowych w jajniku.
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BADANIA CYTOGENETYCZNE W DIAGNOSTYCE
CHEONIAKOW B-KOMORKOWYCH

THE USE OF CYTOGENETIC ANALYSIS
IN B-CELL LYMPHOMA DIAGNOSIS

Barbara PIENKOWSKA-GRELA

Samodzielna Pracownia Cytogenetyki,
Centrum Onkologii-Instytut im. M. Sklodowskiej-Curie, Warszawa

Streszczenie: Efektem pracy wielu zespotdw badawczych byto ustalenie istotnych korelacji pomiedzy
specyficznymi nieprawidtowos$ciami cytogenetycznymi a typem histologicznym ludzkich chtoniakéw
zto$liwych. Konkretne zmiany kariotypowe skorelowane sg z charakterystyczng morfologia, specyficz-
nym immunofenotypem iokreslonymi cechami klinicznymi nowotworu. Specyficzne markery cytogene-
tyczne wykryto metodami klasycznego badania kariotypu (prazki G) i fluorescencyjnej hybrydyzacji in
situ (F1SH). Typowe aberracje cytogenetyczne, np. translokacje: t(8; 14)(q24;932) w chioniakach Bur-
kina (BL), t(14;18)(932;q11) w chtoniaku grudkowym (FL) czy t(l 1;14)(q13;932) w chioniaku z
komoérek ptaszcza (MCL), moga by¢ uzyteczne w zdefiniowaniu okreslonego subtypu NHL, co ma
istotny wptyw na ustalenie strategii leczenia pacjenta. Obecnie uzyteczno$¢ badania cytogenetycznego
wzrasta. W okreslonych przypadkach znajomos¢ aberracji kariotypowych pozwala, poza precyzyjniej-
szym ustaleniem diagnozy, na prognozowanie odpowiedzi na leczenie czy przebieg choroby.

[Postepy Biologii Komérki 2002; 29: 3-13)

Stowa kluczowe: chtoniak, aberracja kariotypowa, translokacja.

Summary: Many studies in malignant lymphoma have discussed correlation between histologic subtypes
and specific cytogenetic abnormalities. Several cytogenetic abnormalities in lymphoma cells are asso-
ciated with characteristic morphology, specific immunophenotype and have distinctive clinical features.
Certain chromosomal markers were detected by conventional G-banding and fluorescent in situ hybry-
dization (FISH) methods. Typical cytogenetic changes of Non Hodgkin's Lymphoma (NHL), eg. the
translocation t(8; 14)(q24;q32) in Burkitt’s lymphomas (BL), t(14;18)(q32;ql 1) in follicular lymphomas
(FL) or t(11; 14)(q 13;932) in Mantle cell lymphomas (MCL) may by useful in definition of NHL subtypes
and, may require different treatment strategies. Currently, the practical application occur karyotypic
changes, not only for diagnostic purposes but also for predictic response to therapy and prognosis.
[Advances in Cell Biology 2002; 29: 3-13)
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WSTEP

Chtoniaki to ogdlna nazwa nowotworéw rozwijajacych sie w uktadzie limfa-
tycznym, z komorek biorgcych udziat w reakcji immunologicznej (limfocyty, ich
prekursory lub komérki wywodzace sie z limfocytow). Wyrdzniamy wsrdd nich
ziarnice ztosliwg {Hodgkin's lymphoma - HL) i chtoniaki nieziarnicze (Non Hodg-
kins lymphoma - NHL). Podczas gdy choroba Hodgkina to rzadki nowotwar (ok.
1% zachorowan), to chtoniaki nieziarnicze zajmujg 6 miejsce pod wzgledem za-
padalnosci i umieralnosci (wg danych amerykanskich) [23]. W ostatnich dekadach
notuje sie wzrost zapadalnosci na chtoniaki nieziarnicze w granicach 324% rocznie.
Wyzszg zachorowalno$¢ wiagze sie z powszechnym oddziatywaniem czynnikéw ry-
zyka, do ktorych naleza m.in. herbicydy, konserwanty zywnosci, benzyna i roz-
puszczalniki organiczne. Ponadto ryzyko zachorowania wzrasta u ludzi starszych
(po 65 roku zycia), a szczegdlnie wysokie jest u pacjentow z AIDS.

Wigkszos¢ pacjentow z NHL trafia do lekarza z objawami uogdlnionego po-
wiekszenia weztéw chionnych, czesto w Il lub IV stopniu zaawansowania Kli-
nicznego. Zmiany moga rowniez lokalizowac sie w miejscach nietypowych: w skorze,
tarczycy, sutku, przewodzie pokarmowym, mdzgu, jajnikach lub jadrach. Rozpo-
znanie NHL bazuje na badaniu weztéw chtonnych lub innych narzadéw zajetych
przez proces nowotworowy. Niejednorodnos$¢ kliniczna, wspétwystepujaca z réz-
norodnos$cig obrazu histologicznego, jest przyczyng trudnosci klasyfikacji chtonia-
kéw nieziarniczych. Poczatkowo rozrézniano jedynie dwie grupy: lepiej rokujace
chtoniaki grudkowe ichtoniaki rozlane o ztym rokowaniu. Rozwdéj metod badawczych
pozwolit na wyrdznienie nowych subtypéw NHL. Obecnie w powszechnym uzyciu
jest klasyfikacja REAL/WHO oparta na analizie danych morfologicznych, immu-
nofenotypowania, badan cytogenetycznych i molekularnych w kontek$cie obrazu
klinicznego 6, 7]. Przyjmuje sie, ze ok. 85% diagnozowanych nowotworéw uktadu
chtonnego stanowig chtoniaki wywodzace sie z komérek B, ajedynie 15% z komérek
T i NK. Najczestszymi chtoniakami z komérek B sa chtoniaki grudkowe (FL) i
chtoniaki rozlane z duzych komoérek B (DLBCL).

Do rozpoznania wigkszosci przypadkdéw chtoniakéw ztosliwych wystarczajg kon-
wencjonalne techniki histopatologiczne, w trudniejszych diagnostycznie przypadkach
nalezy rozwazy¢ dane uzyskane w wyniku szczegétowych badan fenotypu komorek
czy badan genetycznych. W sytuacjach watpliwych badz gdy testy cytometryczne
nie potwierdzajg diagnozy histopatologicznej (H-P), komdrki nowotworowe powinny
zostaé poddane ocenie cytogenetycznej lub/i molekularnej. Korelacja kilku metod
diagnostycznych pozwala na stworzenie ,ztotego standardu”: wieloczynnikowego



BADANIA CYTOGENETYCZNE W DIAGNOSTYCE CHLON1AKOW 5
B-KOMORKOWYCH

systemu dla precyzyjnego zdefiniowania badanego nowotworu, za$ uzyskane dane
mogg mie¢, w niektorych przypadkach, réwniez istotne znaczenie prognostyczne
[26].

METODYKA BADAN CYTOGENETYCZNYCH

Istotg badania cytogenetycznego jest okreSlenie odstepstw od prawidtowego ka-
riotypu w komérkach badanego nowotworu. Materiat do analizy stanowig komorki
pobrane w trakcie biopsji diagnostycznych zmienionych nowotworowo weziéw
chtonnych (fine needle aspiration biopsies - FNAB), biopsji szpiku badz, w przy-
padku obrazu biataczkowego, z krwi obwodowej. Komorki poddawane sg krot-
kotrwatej hodowli in vitro w standardowych warunkach (5%CCL, 37°C, medium
hodowlane z dodatkiem 15% surowicy cielecej, L-glutaminy i antybiotykéw). Za-
wiesina komdrek utrwalana jest po 48 lub 72 godzinach hodowli niestymulowanej
lub prowadzonej z dodatkiem mitogenu. Powszechnie stosuje sie TPA (Phorbol
12-myristate-13-acetate) dla chtoniakéw B-komorkowych i LF 7 (ekstrakt fasoli
Phaseolus vulgaris) dla chtoniakéw T-komérkowych. Preparaty cytogenetyczne za-
wierajgce metafazy barwione sg r6znicowo dla uzyskania prazkéw G (G- banding,
GTG) [28] badz poddawane fluorescencyjnej hybrydyzacji insitu (FISH - fluorescent
in situ hybridization) [24]. Opis aberracji kariotypowych wykonuje sie zgodnie
z obowigzujgcg klasyfikacjg International System for Human Cytogenetic Nomenc-
lature (ISCN) 1995 [13].

Badanie kariotypu prazkowego (prazki G, GTG) pozwala na ocene ploidii ko-
morki, obecnosci odmiennych cytogenetycznie klonow w badanej populacji komorek,
zakresu i rodzaju zmian liczby chromosomdéw oraz wystepowania zaburzeA mor-
fologii chromosomow spowodowanych aberracjami, takimi jak: translokacje chro-
mosomow, delecje fragmentéw czy duplikacje okreslonych obszaréw chromosomaéw.

Zastosowanie techniki FISH, przy uzyciu zréznicowanych sond, pozwala m.in.
na ocene liczby kopii poszczegélnych chromosoméw (sondy centromerowe (ryc.
1), okreslenie partneréw translokacji (sondy malujace) czy stwierdzenie obecnosci
okreslonych zaburzen (sondy translokacyjne, np. sonda BCR/ABL w badaniu chro-
mosomu Philadelphia).

Aberracje strukturalne wystepujagce w komarkach chtoniakéw B, to przede wszy-
stkim translokacje [18]. W wyniku pekniecia chromosomu i przeniesieniajego frag-
mentu nastepuje zaburzenie funkcjonowania okreslonego genu np. przez jego
aktywacje obcymi sekwencjami regulatorowymi. | tak kluczowym zdarzeniem w
onkogenezie chtoniakdw Burkitta jest aktywacja onkogenu c-MYC przez wysoce
aktywny promotor genu immunoglobulin [8, 14]. Zmiana tajest widoczna w badaniu
kariotypu jako translokacja obejmujgca chromosomy 8 i 14 w postaci markera
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RYCINA 1 Wynik FISH przy zastosowaniu sondy centromerowej dla chromosomu 12 - chioniak
limfocytarny: widoczne komdrki z trisomig 12 (trzy sygnaty) oraz z dwoma kopiami chromosomu 12
(dwa sygnaty)

t(14; 18) okreslanego réwniez 14q+ (ryc. 2). Podobne anomalie, specyficzne dla
okreslonych typéw B-NHL, prowadza do zaburzonej ekspresji takich onkogenow,
jak: BCL-2 w translokacji t(14;18), BCL-1 w translokacji t(11;14) czy BCL-6 w
translokacji t(3;14).

Planujgc badanie cytogenetyczne nalezy zdac sobie sprawe zarowno z mozliwosci,
jak iograniczen stosowanych metod. Morfologiczne réznice miedzy chromosomami
ujawniajg sie w trakcie metafazy, jednak w utrwalonym preparacie jedynie Kilka
procent komorek badanych populacji znajduje sie w stanie mitozy. Tak wiec klasyczne
badanie kariotypu, cho¢ szczeg6towo okresla liczbe irodzaj cytogenetycznie uchwyt-
nych aberracji, obejmuje jedynie czes¢ komorek znajdujacych sie w prébie. Badanie
przy uzyciu technik fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ rozszerza mozliwo$¢ de-
tekcji zmian na komorki interfazowe, jednak ukierunkowuje analize na okreslony,
znakowany obszar chromosomu. Przyjmuje sie wiec, ze pierwotna analiza przypadku
powinna obejmowac ustalenie petnego kariotypu (metoda pragzkowa, GTG), w uza-
sadnionych przypadkach uzupetnionego badaniem FISH. Natomiast w trakcie moni-
torowania przebiegu choroby wystarczy na ogét okres$lenie obecno$ci bgdz braku
specyficznego markera, awiec pozwala ograniczy¢ sie do dajacego szybka odpowiedz
badania FISH. W przypadku badania wznowy zalecane jest jednak zastosowanie
obu tych technik dla stwierdzenia pojawienia sie ewentualnych zmian wtérnych.
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RYCINA 2. Schemat translokacji t(8; 14) w chtoniaku Burkitta

PRZEGLAD PODTYPOW HISTOLOGICZNYCH

Chtoniak limfocytarny (smali lymphocytic lymphoma SLL/CLL) stanowi ok.
5% chtoniakdw nieziarniczych u dorostych. Jego przebieg jest zazwyczaj powolny,
w 20-30% daje obraz biataczkowy. Analiza immunofenotypu pozwala stwierdzi¢
koekspresje antygendw Pan-B+; CD5+; CD23+ oraz stabg ekspresje slgM+, podczas
gdy wartosci CD 10 sg ujemne. Aberracje cytogenetyczne stosunkowo czesto dotycza
chromosomoéw 6, 12 i 13. W 20-30% przypadkéw stwierdza sie ubytki fragmentéw
dtugiego ramienia chromosomu 6 opisywane jako del(6)(q21-23), co zdaje sie mie¢
korelacje z obrazem bialaczkowym. W chromosomie 13 stwierdza sie czesto delecje
interstycjalne w regionie q 14, gdzie podejrzewana jest obecno$¢ nieznanego genu
supresorowego. Chromosom 12 w okoto 1/3 przypadkow wykazuje obecnos$¢ do-
datkowej kopii [5]. Inne trisomie, wystepujace w ok. 10% przypadkdéw, to dodatkowe
kopie chromosomdw 3 lub 18. Trisomia 12 w przypadkach SLL/CLL, szczegO6lnie
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w konteks$cie atypowego obrazu klinicznego, jest czynnikiem niekorzystnym ro-
kowniczo [16, 25].

Chitoniak limfoplazmacytoidalny (makroglobulinemia Waldenstréma, lympho-
plasmacytic lymphoma - LPL) jest chioniakiem o przebiegu powolnym, wyste-
pujacym gtoéwnie u ludzi starszych. Poczatkowo klasyfikowany byt wspdinie z
chtoniakiem limfocytarnym. Obecnie wiadomo, ze w odr6znieniu od SLL/CLL
jest CD5- oraz CD23 ujemny, wykazujagc ponadto wartosci Pan-B+; CD 10- oraz
cylgM+. Cytogenetycznie, z chtoniakiem tym zwigzanajest charakterystyczna trans-
lokacja t(9; 14)(p 13;932), prowadzaca do fuzji genu BASP (B-cell specific activator
protein) zwanego tez AX5 z IgH [12]. Zmiana ta, mimo iz wystepujagca w ok.
50% opisanych przypadkéw, nie jest wytgczna dla LPL. Opisano jg réwniez w
rzadkich przypadkach chtoniaka strefy brzeznej oraz chtoniaka z duzych rozlanych
komérek B.

Chtoniak z osrodkdw rozmnazania (follicle centre cell lymphoma - FL) jest
jednym z czeSciej wystepujacych chtoniakéw nieziarniczych u dorostych (ok. 35%
przypadkéw). Guzy te o fenotypie Pan-B+; CD 10+/-; CD5-; slg+ wywodzga sie
zwykle z weztéw chtonnych. Wystepujgca tu zwiekszona ekspresja biatka BCL-2
zwigzana jest na ogdt z typowg dla FL translokacja t(14; 18)(q32;921) wystepujaca
az w 70-80% przypadkow [9]. W wyniku tej translokacji dochodzi do deregulacji
inhibitora apoptozy - genu BCL-2 (18q21) przez przeniesienie go w region pro-
motora genu dla IgH (14932). Zmiana promotora stymuluje nadmierng ekspresje
BCL-2, opdzniajac w rezultacie programowang $mier¢ komorek. Opisywane sg
rowniez rzadko wystepujgce translokacje wariantowe, obejmujace region 18q21,
takie jak: t(2;18)(p 11;921) oraz t(18;22)(g21;q11). W ok. 15% przypadkdéw stwier-
dza sie pekniecia chromosomu 3 w obszarze q27: w potowie z nich partnerem
translokacji jest chromosom 14, dajac marker t(3;14)(q27;q 11).

Translokacja t(14; 18) uwazana jest za zmiane pierwotng w FL. Towarzyszg jej
czesto pojedyncze badz liczne zmiany wtdrne, takie jak: +7, del(6q), +12, +X,
+18, +5, +8, der(18), +21 (w 10-25% przypadkéw). Na og6t przebieg choroby
jest powolny, jednak w ok. 50% przypadkéw notuje sie przejscie w chioniaka
rozlanego z duzych komdrek B. Powielenie fragmentdw ramion 2q, 6p, 7p, 12q,
17q oraz ubytki w regionach 5p i 8q mogg miec istotne znaczenie dla takiej trans-
formacji [11]. W przeciwienstwie do przypadkéw przewlektych z dodatkowymi
kopiami chromosomu X oraz del(6), dodatkowe kopie chromosoméw 7, 8, der(18)
oraz t(8;14) wydajg sie wskazywa¢ na ostrzejszy przebieg [10].

Chtoniak rozlany z duzych komdrek B (DLBCL - diffuse large B-cell lymp-
homa) wystepuje u 25-30% pacjentéw z NHL. Jest on chtoniakiem bardziej agre-
sywnym niz chtoniak grudkowy, z ktérego czesto sie wywodzi. Jego komorki
wykazuja immunofenotyp: CD10-/+; CD19+; CD22+; Ig+. Wiekszos¢ przypadkow
DLBCL wykazuje obecnos¢ nielosowych aberracji kariotypu. Zmianami pierwotnymi
sa najczesciej translokacje obejmujgce chromosom 14 oraz chromosom 3. W 30—40%
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przypadkow stwierdza sie aberracje t(14;18)(q32;q21) z rearanzacjag BCL-2. Zmiana
ta nie jest specyficzna dla chtoniaka rozlanego: aberracje t(14;18) opisano w wielu
subtypach NHL. W ok. 20% towarzyszg jej mutacje p53, wskazujace na gorsze
rokowanie [21]. Rearanzacja w regionie c-MYC, w obrazie cytogenetycznym wi-
doczna jako translokacja t(8;14)(q24;932), wystepuje w 7-10% przypadkéw.

Obecne w6-30% przypadkéw aberracje obejmujace region BCL-6 nachromosmie
3, cytogenetycznie ujawniajg sie w postaci translokacji wariantowych z udziatem
chromosomu 3: t(3;V)(q27;V) [2, 20]. Partnerem tej translokacji bywa najczesciej
chromosom 14 z punktem pekniecia w prazku gq32 oraz chromosomy 2pl 1, 22ql 1,
6p21 lub I1g23. Przypadki takie wydajg si¢ wigza¢ z lokalizacjg pozaweztowa
i lepszym rokowaniem.

Zmiany wtérne obejmujg na og6t chromosomy 3,5, 7, 11, 12, 18 i X. Kariotyp
z licznymi zmianami wtoérnymi (complex karyotype) zwiazany jest z krotszym okre-
sem przezycia.

Chtoniak Burkitta (Burkitt's lymphoma - BL) oraz chtoniak typu Burkitta
(Burkitt-like lymphoma - BL-L) w fazie biataczkowej okreslany jako ostra biataczka
limfoblastyczna L3 (FAB) z komoérek B (lymphoblastic leukemia ALL L3), wystepuje
najczesciej u dzieci (1/3 przypadkéw). U dorostych jest znacznie rzadszy (ok. 3%).
Kryteria diagnostyczne réznicowania chtoniakéw BL, BL-L i DLBCL nie zawsze
sg w petni rozstrzygajace [17]. Rozpoznanie powinno byé wiec oparte na potgczonej
ocenie obrazu morfologicznego, fenotypu komérek i kariotypu [27]. Kom6rki chito-
niaka Burkitta wykazujg fenotyp dojrzatego limfocyta B z obecnos$cig monoklonainej
immunoglobuliny powierzchniowej (slg) najczesciej klasy IgM oraz antygenéw
CD 19+, CD20+,CD22+,CD 10+; antygeny TdT, CD5 i CD23 na 0g6t nie wystepuja.

Zasadniczym czynnikiem patogenezy chtoniakéw Burkitta jest deregulacja eks-
presji genu c-MYC (locus 8g24). Przyczyng nieprawidtowej ekspresji tego genu
jest jego przeniesienie w rejon aktywnego promotora genéw immunoglobulin. Pier-
wotng, najczeSciej wystepujagcg zmiang  kariotypowg jest translokacja
t(8; 14)(q24;932) stwierdzana w 70-80% przypadkéw [29]. Bioragcy udziat w tej
translokacji chromosom 14 zawiera w prazku q32 gen dla ciezkiego tancucha immu-
noglobulin IgH, ktérego promotor aktywuje gen c-MYC. Zmiany wariantowe, obej-
mujace typowy punkt pekniecia 8q24 wystepujg w postaci translokacji
t(2;8)(pl 1;924) oraz t(8;22)(q24;ql 1). W pierwszej z nich zaangazowany jest gen
tancucha lekkiego k (chromosom 2, punkt pekniecia pil) - 12% przypadkéw,
w drugiej za$ - gen tafAcucha lekkiego X (chromosom 22, ql 1) —8% przypadkéw
[15]. Niewielki odsetek przypadkéw BL moze wykazywac duplikacje fragmentu
chromosomu 1 (1g21-25) jako jedyng widoczng zmiane kariotypu.

W formach BL-L obok typowych aberracji obejmujacych rejon c-MY C spotykane
saformy zréwnoczesng obecnoscig pekniecia w 8924 oraz translokacji obejmujacych
region 18921 (gen BCL-6). Przypadki z licznymi aberracjami, w szczeg6lnosci
zawierajgce zaréwno t(8; 14),jak it( 14; 18), wskazujg na bardziej agresywny przebieg.
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Inne aberracje wtorne to duplikacja 1q21-25, delecja 6ql 1-14, delecje w obszarze
17p oraz trisomie 12, 7, 8 i 18.

Chitoniak z komdrek ptaszcza (Mantle celi lymphoma - MCL) stanowi ok.
5% chioniakdw nieziarniczych u dorostych. Wystepuje na og6t u ludzi starszych;
charakteryzuje sie agresywnym przebiegiem i gorszym rokowaniem. Jego komorki
wykazujg immunofenotyp Pan-B+; CD5+; CD23-; CD 10-/+; slgM+/- oraz pod-
wyzszony poziom cykliny DI.

Udziat tego biatka regulatorowego cyklu komoérkowego zwykle zwigzany jest
z obecnoscig translokacji t(11;14)(ql3;932), opisywanej w 50-70% przypadkow
MCL [lj. Punkt pekniecia w chromosomie 11 obejmuje region BCL-1 (llqgl3 -
gen dla cykliny DI), za§ w chromosomie 14 przebiega w prazku q32 (IgH). Prze-
niesienie BCL-1 w rejon IgH powoduje stymulacje ekspresji BCL-1 przez promotor
immunoglobuliny. Zmiana ta jest charakterystyczna dla MCL, jednak znajdowana
bywa (rzadko) i w nowotworach innych typow.

Najczesciej notowane wtérne zmiany kariotypowe dotycza delecji fragmentow
Ip, 64, 9p, 1lq (szczeg6lnie obszaru q22-gq23) oraz 13q, a takze duplikacji rejonéw
3q, 8g oraz 15q [19]. Obecno$¢ komorek tetraploidalnych z podwojonym markerem
t(11; 14)jest specyficzna dla subtypu blastoidalnego o bardziej agresywnym przebiegu
[22].

Chtoniak z komérek strefy brzeznej (Marginal zone B-cell lymphoma -
MZBCL) to okreslenie zréznicowanej grupy chtoniakéw o powolnym przebiegu.
Wywodzg sie one z komdrek tkanki limfatycznej bton Sluzowych (mucosa-associated
lymphoid tissue - MALT), komorek strefy brzeznej $ledziony (spieni¢ form) oraz
weztéw chtonnych. Te trzy formy wykazujg podobne cechy histologiczne i immu-
nologiczne (pan-B+; CD5-/+; CD10-; CD23-; CDllc+/-; cylg+; slgM+; slgD-)
[30].

Gen API2 (inhibitor apoptozy) oraz gen MLT ulegaja fuzji, w wyniku specyficznej
dla pozaweztowej formy MALT translokacji t(l 1;18)(g21;921). Inny regulator apo-
ptozy - gen BCL10 jest zaangazowany w translokacje t(1;14)(p21;932) [4]. Delecja
del(7)(g22-31) jest typowa dla postaci $ledzionowej. Najczesciej spotykane, inne
aberracje kariotypowe, takie jak: czeSciowa trisomia chromosomow 3,18 i X, zmiany
strukturalne obejmujace obszary chromosoméw 1q21 i 1q32 oraz czesciowe lub
catkowite delecje krotkich ramion chromosoméw 17 i 9 sg na ogot wspélne dla
chtoniakéw strefy brzeznej, niezalezne od ich pierwotnej lokalizacji [3].

PODSUMOWANIE

Klasyfikacja chtoniakéw B-komoérkowych jest wcigz niedoskonata, mimo iz w
ciaggu ostatniego potwiecza zaproponowano ponad 20 systeméw klasyfikacyjnych
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tych nowotworéw. Przedstawiona ostatnio przez Swiatowa Organizacje Zdrowia
propozycja nowej klasyfikacji REAL/WHO uwzglednia wyniki badania histologi-
cznego, fenotypowania komdrek, zmian cytogenetycznych i molekularnych w kon-
tek$cie przebiegu klinicznego [6]. Wart podkreslenia jest fakt, ze zalecane jest
obecnie szersze stosowanie badan cytogenetycznych, ktére moga przyczyni¢ sie
do precyzyjnego ustalenia diagnozy, a w wielu wypadkach postuzyé do okreslenia
rokowania. Nalezy przypuszczaé, ze zaawansowane, interdyscyplinarne badania pro-
wadzone zaréwno przez klinicystéw, jak i patologéw, immunologéw i cytogene-
tykow, uzupetnione badaniami molekularnymi pozwolg na blizsze poznanie biologii
nowotworow uktadu chtonnego u cztowieka. Wiedza taka przyczyni sie niewatpliwie
do ustalenia doskonalszego i uzytecznego systemu klasyfikacji chtoniakéw, opartego
na gtebszym zrozumieniu mechanizmow etiopatogenezy i progresji tych nowo-
tworéw.
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CD39 (NTPDaza 1) - CHARAKTERYSTYKA ENZYMU
ORAZ JEGO ROLA W REGULACJI KRZEPNIECIA
I PROCESOW ZAPALNYCH

CD39 (NTPDase 1) - CHARACTERISTICS OF THE ENZYME
AND ITS ROLE IN REGULATING COAGULATION
AND INFLAMMATION PROCESSES

Katarzyna KOZIAK

Katedra i Klinika Chorob Wewnetrznych i Nadci$nienia Tetniczego
Akademii Medycznej, Warszawa

Streszczenie: CD39 (NTPDaza 1) - ektoenzym, wystepujacy w $rédbtonku naczyn oraz w komérkach
krwi, odgrywa istotng role w regulacji krzepniecia, proceséw zapalnych oraz angiogenezy. W wyniku
dziatania CD39 dochodzi do hydrolizy zewnatrzkomérkowego ATP i ADP i w konsekwencji do
modulacji funkcji receptoréw P2 purynergicznych. Tri- i difosforany nukleozydowe indukujg w komor-
kach zjawiska tak réznorodne, jak: proliferacja, réznicowanie, chemotaksja czy uwalnianie cytokin.
Zahamowanie aktywnosci CD39, ktdre jest konsekwencjg aktywacji komorek s$rodbtonka i ktore
towarzyszy procesowi niedotlenienia i reperfuzji, prowadzi do aktywacji i agregacji ptytek krwi. O roli
CD39 w angiogenezie $wiadczy silne uposledzenie powstawania nowych naczyn krwionosnych in vivo
oraz in vitro u myszy cd39-/-. W pracy przedstawiono takze aktualny stan wiedzy dotyczacy posttrans-
lacyjnych modyfikacji czasteczki, genéw grupy CD39 oraz potencjalne mozliwosci zastosowania
terapeutycznego CD39.

(Postepy Biologii Komérki 2002; 29: 15-25)

Stowa kluczowe: ADP, ATP, CD39, komérka $rédbtonka, NTPDaza 1, ptytka krwi, krzepniecie

Summary: CD39 (NTPDase 1), an ectoenzyme expressed on vascular endothelium and blood cells, plays
a significant role in regulation of blood clotting, inflammation and angiogenesis. CD39 hydrolyses
extracellular ATP and ADP, and therefore modulates function of P2 receptors, for which these nucleotides
are agonists. Nucleoside tri- and diphosphates elicit in cells various responses such as proliferation,
differentiation, chemotaxis and cytokine release. Loss of CD39 activity associated with activation of
endothelial cells and ischemia-reperfusion process leads to activation and aggregation of platelets. Crucial
role of CD39 in angiogenesis is indicated by significant impairment of new blood vessel formation in
vivo and in vitro in cd39 knockout mice. In this review, CD39 is characterized and current data related
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to posttranslational modifications of the molecule, CD39 like family and potential therapeutical applica-
tions of CD39 are presented.
(Advances in Celi Biology 2002; 29: 15-25)

Key words: ADP, ATP, ATPDase, CD39, endothelial celi, NTPDase 1, platelet, thrombosis.

Nukleotydy pojawiaja sie we krwi w nastepstwie uszkodzenia tkanek i $mierci
komoérek, sg takze uwalniane do przestrzeni okotokomérkowej w wyniku dziatania
mechanizmow nielitycznych [1-6]. Istotnym Zrodiem ATP i ADP sg ziarnistosci
geste ptytek krwi [7, 8].

Zewnatrzkomadrkowe 5°-tri- i 5’-difosforany nukleozydowe nie przechodza przez
btone komorkowag i wigzg sie z biatkami wystepujagcymi na powierzchni komarek.
Sygnat generowany w komérkach przez nukleotydy przekazywany jest przez spe-
cyficzng klase receptorow btonowych, zwanych receptorami purynergicznymi P2.
Ze wzgledu na budowe dzieli sie je na dwie podgrupy: kanaly jonowe dla N+,
K+ i Ca +, P2X oraz receptory zwigzane z biatkiem G, P2Y [9, 10].

Indukowanie sygnatu przez receptory purynergiczne utrzymuje sie do momentu
degradacji nukleotydéw do nukleozydéw i wolnych fosforanéw lub pirofosforanéw
przez enzymy znajdujgce sie na powierzchni komorek.

Zgodnie z aktualnie przyjetymi zasadami nazewnictwa, CD39 (EC 3.6.1.5) zostat
okreslony NTPDazag 1 (nukleotydaza difosfohydrolaza 1) i dat poczatek rodzinie
NTPDaz, enzymow hydrolizujgcych NTP i/lub NDP. CD39 jest ciggle najlepiej
scharakteryzowanym przedstawicielem tej grupy, wystepujagcym w literaturze takze
pod nazwag ekto-apyrazy, ATPazy, ADPazy lub ekto- ATPDazy [11]. CD39 hy-
drolizuje 5°-trifosforany i 5’-difosforany nukleozydowe i jego aktywno$¢ zalezna
jest od Ca2+ i Mg2+. Ludzki gen CD39 zlokalizowano na chromosomie 10qg23.1-
g24.1, mysi odpowiednik genu o 75% homologii z ludzkim CD39 znajduje sie
na chromosomie 19 [12].

Antygen CD39 zostat po raz pierwszy opisany jako glikozylowane biatko po-
wierzchniowe aktywowanych limfocytéw T i B, subpopulacji komérek NK, mo-
nocytéw oraz nieaktywowanych komoérek $rédbtonka naczyn [13]. Byt uznany za
marker aktywacji komérek, ale opisano takze jego udziat w adhezji homotypowej
limfocytow B. Przeciwciata monoklonalne przeciwko niektdrym epitopom CD39
wywotywaty jg prawdopodobnie poprzez zaangazowanie integryny LFA-1
(CDIlla/CD18) [14].

Hipoteze o identycznosci CD39 i ATPDazy wysunieto, kiedy analiza niepeinej
sekwencji biatkowej enzymu oczyszczonego z ludzkiego tozyska, Swinskiej trzustki
oraz aorty wotowej wykazata znaczng homologie z ludzka czasteczkg CD39 [15].
Podobienstwa dotyczyty rowniez aminokwasowej sekwencji enzymow wystepu-
jacych pozanaczyniowo (w S$winskiej trzustce oraz w kurzym narzadzie tragcym)
orazapyrazy, enzymu wyizolowanego z ziemniaka. Ponad 95% aktywnos$ci ATPDazy
uzyskanej z bton komorkowych srodbtonka zyty pepowinowej (HUVEC) mozna
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byto immunoprecypitowaé przy uzyciu przeciwciat rozpoznajacych ludzkie CD39
[16]. Wreszcie wyizolowanie cDNA dla CD39 z ludzkich komérek $rodbtonka
naczyn i transfekowanie nim komoérek COS-7 prowadzito do znaczacej indukcji
aktywnosci ATPazy i ADPazy [15]. Niezwykle wazng obserwacja poczyniong pod-
czas tych doswiadczen byto blokowanie agregacji ptytek krwi w odpowiedzi na
ADP, kolagen itrombine przez izolowane btony komérek COS-7 transfekowanych
cDNA CD39 [15]. W ten sposéb po raz pierwszy zademonstrowano, ze zmiany
w stezeniu nukleotydéw zewnatrzkomérkowych zalezne od aktywnosci CD39 moga
stanowi¢ istotny element mechanizmu regulujgcego agregacje ptytek krwi. Znaczenie
CD39 w aktywacji i agregacji ptytek zostato potwierdzone kilka lat p6zniej w
doswiadczeniach przeprowadzonych na myszach cd39-/-.

BUDOWA CZASTECZKI CD39

Przyjety model topologii enzymu zaktada istnienie 2 obszaréw transbtonowych
na obu koncach czasteczki i hydrofobowg petle zewnatrzkomdrkowg [13]. Jest
to nietypowa dla ektoenzymow struktura. Zazwyczaj sg to biatka zwigzane z btong
komdrkowa pojedynczym wigzaniem biatkowym lub lipidowym, natomiast podobnie
zbudowane sg niektére czasteczki tworzace w bionie komoérkowej kanaty i pory,
na przyktad epitelialne kanaty sodowe czy receptory purynergiczne P2X. Analiza
sekwencji aminokwasowej CD39 ujawnia 6 mozliwych miejsc N-glikozylacji i 11
reszt cysternowych (Cys), z ktérych jedna, Cys 13, jest niesparowana i znajduje
sie w cytoplazmatycznej czesci aminowego korica [13]. W sekwencji znajdujg sie
tez miejsca palmitylacji oraz miejsca fosforylacji przez kinaze biatkowg C, kinaze
kazeinowg i kinaze zalezng od cAMP/cGMP.

Szereg opisanych dotychczas modyfikacji posttranslacyjnych czasteczki CD39
stuzy regulacji aktywnosci enzymu.

Do znanych modyfikacji posttranslacyjnych rdzenia biatkowego CD39 nalezy
przytagczenie tancuchéw cukrowych. Stopien glikozylacji enzymu zalezy od typu
komorki, w ktérej dochodzi do ekspresji tego biatka: rézny jest w komorkach $réd-
btonka naczyn, megakariocytach, ptytkach krwi i leukocytach [17]. Jednak degli-
kozylacja czgsteczki nie wptywa na aktywno$¢ enzymatyczng CD39 [18].

Konstytutywna palmitylacja CD39, czyli przytaczenie szesnastoweglowego na-
syconego kwasu ttuszczowego do cysteiny znajdujacej sie w cytoplazmatycznej
czesci czasteczki, prawdopodobnie stuzy utrzymaniu biatka w btonie komaorkowej.
Wiele biatek zaangazowanych w przekazywanie sygnatu jest palmitylowanych (pod-
jednostki biatka G, receptory beta-adrenergiczne, niereceptorowe kinazy tyrozynowe
i inne) i sg one umiejscowione w odrebnych strukturach btonowych zwanych ka-
weolami [19].
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Czesciowa proteoliza dokonywana w warunkach doswiadczalnych przy pomocy
trypsyny indukuje aktywno$é enzymatyczng CD39 [18]. Obecno$é proteaz sery-
nowych w $rédbtonku naczyn [20] sugeruje, ze taka modyfikacja mogtaby nastepowac
po aktywacji komorek Srodbtonka towarzyszacej procesom zapalnym [21, 22]. Jej
nastepstwem jest zmniejszona zdolno$¢ CD39 do tworzenia multimeréw. W li-
teraturze istniejg sprzeczne doniesienia na temat zaleznosci aktywnosci enzyma-
tycznej CD39 od wystepowania tego biatka w formie monomeru lub oligomeru.
Wedtug niektérych autorow [18] powstawanie multimerow utrzymywanych przez
mostki dwusiarczkowe prowadzi do zahamowania aktywnosci enzymu. Wedtug
innych [23] CD39 jest aktywne jako niekowalencyjnie utrzymywany tetramer i
dysocjacja do monomeréw pod wpltywem detergentdéw réwnoznaczna jest z utratg
aktywnos$ci. Za stabilizacje biatka w formie oligomeru odpowiedzialne bylyby
oddziatywania miedzy koficami aminowymi i karboksylowymi czterech monomerdéw.

Pomimo intensywnych badan zmierzajgcych do petnego scharakteryzowania
CD39, nadal nieznane jest miejsce katalityczne enzymu. W obrebie sekwencji cDNA
wyréznié mozna cztery do pieciu obszaréw silnie konserwowanych sekwencji (apy-
raze conserved regions, ACR) wystepujagcych u ATPDaz przedstawicieli tak od-
legtych od siebie gatunkoéw roslin i zwierzat, jak: groszek ogrodowy, drozdze,
Toxoplasma gondii czy Caenorabditis elegans. Aktualnie wiadomo jedynie, ze do
utrzymania aktywnosci, integralnosci strukturalnej i ekspresji w btonie komdrkowej
niezbedne jest zachowanie ACR-1, ACR-4 i konca karboksylowego zawierajacego
ACR-5 [18].

GENY GRUPY CD39

Od zidentyfikowania CD39 jako pierwszej ekto-ATP difosfohydrolazy lub
NTPDazy (gdzie N moze oznacza¢ dowolny nukleotyd) [13], opisano 5 homo-
logicznych genéw zaliczanych do grupy CD39 (CD39-likefamily) kodujacych biatka
CD39-L1 do CD39-L5 [24]. Kolejno poznawane cDNA i biatka tej grupy nadal
czesto opisuje sie przyjmujagc za podstawe nazwe antygenu powierzchniowego lim-
focytow CD39. Powszechnie stosowane okre$lenia enzymoéw tej grupy, ekto-ATP
difosfohydrolazy czy ekto-ATPazy sa niesciste. CD39 i CD39-L1 hydrolizujg nie
tylko ATP i ADP, ale wszystkie 5’-tri i difosforany nukleozydéw purynowych i
pirymidynowych, z kolei CD39-L5 jest UDPazg [26]. CD39 nazwane jest NTPDaza
1, pozostate biatka grupy NTPDazami 2-6 i odpowiadajg one CD39-L1-L5 [25].
Nomenklatura tej grupy biatek moze by¢ mylaca, dlatego dazac do usystematyzo-
wania nazewnictwa przyjeto za podstawe okre$lenie nukleotydowa difosfohydrolaza
(NTPDaza) i nukleotydowa trifosfohydrolaza (NTPaza). Tylko CD39 i CD39-L1
sg trwale zwigzane z zewnetrzng btong komdrkowa. Analiza sekwencji CD39-L2
i CD39-L4 wskazuje, ze posiadajg one tylko jeden odcinek mocujacy je w btonie
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i sg to prawdopodobnie biatka uwalniane z btony [25]. Z kolei CD39-L5 wystepuje
wewnatrz komorki, w btonach aparatu Golgiego.

ZNACZENIE CD39 W REGULACJI AGREGACJI PLYTEK

Prawidtowe, nieaktywowane komérki srédbtonka naczyn majg zdolno$é do za-
pobiegania krzepnieciu w obrebie naczynia krwionosnego. Efekt antykoagulacyjny
osiggany jest poprzez synteze i sekrecje do krwi zwigzkéw hamujacych reaktywnos¢
ptytek krwi: eikosanoiddw, prostacykliny (PGI1?) i prostaglandyny D> [27] oraz
tlenku azotu (NO) [28]. Do waznych czynnikéw tromboregulacyjnych zwigzanych
z komorkami $rédbtonka zalicza sie biatka C i S, trombomoduline, inhibitor szlaku
czynnika tkankowego (TFPI), tkankowy aktywator plazminogenu (t-PA), antytrom-
bine 11l i siarczan heparanu. CD39, hydrolizujgcy ADP iuniemozliwiajagcy aktywacje
i agregacje ptytek, dotacza do grupy czynnikéw zapobiegajacych tworzeniu skrze-
pimy.

Aktywacja komdrek Srodbtonka przez cytokiny prozapalne (np. czynnik martwicy
nowotworow a, TNF-a) oraz wolne rodniki tlenowe (efekt dziatania np. oksydazy
ksantynowej czy oksydazy NADPH) prowadzi do zahamowania aktywnosci CD39
[29, 30]. W warunkach eksperymentalnych procesowi temu mozna zapobiec stosujgc
srodki przeciwutleniajace, takie jak: dyzmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza
czy 21-aminosterydy [29]. Podobny efekt uzyskuje sie po zastosowaniu substancji
redukujacej, jakg jest (3-merkaptoetanol [29].

Zwigzana z utratg aktywnosci CD39 aktywacja i agregacja ptytek jest nastepstwem
procesu niedotlenienia i reperfuzji m.in. po przeszczepieniu narzagdéw w modelu
allo- i ksenogenicznym. O znaczeniu CD39 w procesie odrzucania przeszczepu
Swiadczy fakt, ze podanie szczurom rozpuszczalnej apyrazy znaczaco przediuzyto
przezycie heterotropowo przeszczepionych serc pochodzacych ze swinek morskich
oraz dramatycznie zmniejszyto obecno$¢ ztogow ptytkowych w naczyniach krwio-
nosnych przeszczepu [31].

Inng udokumentowang funkcja, jakg petni CD39 w $rodbtonku naczyn, jest mo-
dulowanie procesu uwalniania IL-la z komérek po ich stymulacji endotoksyng
bakteryjna (LPS) [32]. IL-la jest cytoking indukujaca szereg reakcji w komorkach
$rddbtonka: ekspresje czynnika tkankowego [33], $sroédbtonkowego czynnika wzrostu
C (VEGF-C) [34] oraz CD44 [35], aktywacje komdrek endotelialnych in vitro
[36] oraz ich migracje in vitro [37]. Mechanizm prowadzacy do wydzielenia IL-la
z komorek nie jest doktadnie poznany, ale wiadomo, ze role w tym procesie odgrywa
ATP. Prawdopodobnie hydroliza ATP przez CD39 uniemozliwiaprzekazanie sygnatu
przez receptory purynergiczne i prowadzi do zahamowania uwalniania IL-la.

Niezwykle wazne fizjologiczne znaczenie $rédbtonkowego CD39 zostato po-
twierdzone po wyhodowaniu myszy pozbawionych cd39 i poznaniu ich fenotypu,
zwtaszcza parametrow krzepniecia krwi [38]. Nieoczekiwanie, myszy cd39-/- miaty
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znacznie wydtuzony czas krwawienia. Ptytki krwi zmutowanych zwierzat wyka-
zywaty znacznie nizszg reaktywno$¢ z uszkodzong Sciang naczyn krwionosnych
in vivo, a in vitro nie agregowaly w odpowiedzi na ADP, kolagen i niskie stezenia
trombiny. Przyczyng zaburzenia funkcji plytek byto zablokowanie przekazywania
sygnatu przez receptory purynergiczne P2Y1l. Podanie zwierzetom rozpuszczalnej
apyrazy przywracato normalng reaktywnos$¢ ptytek krwi. Inng wazng obserwacja
byto stwierdzenie ztogéw widknika w ptucach, sercu i $ledzionie u myszy cd39-/-
i cd39-/+ oraz w sercach myszy cd39-/- przeszczepionych szczurom. Ksenogeniczne
przeszczepy serca podlegaty przyspieszonemu odrzucaniu [38]. Pozostaje to w zwigz-
ku ze znacznym podwyzszeniem aktywnos$ci czynnika tkankowego w komérkach
srodbtonka wyizolowanych z naczyn krwionosnych zmutowanych myszy.

Najnowsze, zaskakujgce dane potwierdzajgce znaczenie CD39 w regulacji he-
mostazy i krzepniecia oraz w modulacji szlaku purynergicznego dotycza zaburzen
angiogenezy in vitro oraz silne uposledzenie powstawania nowych naczyhn krwio-
nos$nych w nowotworach in vivo u myszy cd39-/- (T. Hoshi i S. Robson, dane
nieopublikowane). Te obserwacje rzucaja nowe Swiatto na patogeneze zjawisk, takich
jak: nowotworzenie, procesy zapalne czy gojenie sie ran.

W poznawaniu mechanizmow dziatania CD39 istotne znaczenie odgrywa mo-
zliwos$¢ wykorzystania rozpuszczalnego CD39 (sCD39). sCD39 otrzymano przez
wprowadzenie sekwencji DNA kodujgcej zewnatrzkomorkowg cze$¢ czasteczki do
wektora ekspresyjnego zawierajgcego sekwencje wiodacg IL-2, odpowiedzialng za
sekrecje biatka [39]. Komérki COS-7 transfekowane tym wektorem wydzielajg
do pozywki hodowlanej 66 kDa rekombinowane biatko o potwierdzonej aktywnosci
ATPDazowej (sCD39). Oczyszczone sCD39 hamuje in vitro agregacje ptytek krwi
zachodzacg w obecnosci kolagenu i ADP. Ekspresja sCD39 w komorkach CHO
umozliwita produkcje biatka na wiekszg skale ipierwsze préby in vivo. Z pierwszych
opublikowanych danych wynika, ze po podaniu myszom sCD39 aktywno$¢ enzymu
we krwi utrzymuje sie przez okoto 2 dni i u zwierzat doswiadczalnych nie obserwuje
sie istotnych objawow ubocznych [39].

MODULACJA AKTYWNOSCI RECEPTOROW
PURYNERGICZNYCH PRZEZ CD39/NTPDaze 1

Przez wiele lat utrzymywano, ze receptory purynergiczne P2 peinig fizjologiczng
role tylko w tkankach zdolnych do pobudzenia. Dzisiaj wiadomo juz, ze receptory
P2 wystepujg powszechnie i zaangazowane sg w przekazywanie sygnatu induko-
wanego przez nukleotydy w wielu tkankach. Oprdcz powszechnie znanej roli ADP
w procesie aktywacji ptytek, nukleotydy maja wptyw na wigkszo$¢ komdrek krwi
indukujac w nich zjawiska tak réznorodne, jak: proliferacja, réznicowanie, che-
motaksja czy uwalnianie cytokin [40]. Defosforylacja zewnatrzkomorkowych nu-
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RYCINA 1 Mechanizm dziatania CD39/NTPDazy 1; 5’-NT-5’-nukleotydaza

kleotydow zalezna od aktywnosci $rodblonkowego CD39 moze mie¢ krytyczne
znaczenie dla ich funkcji. W monocytach pod wptywem ATP dochodzi do aktywacji
kaspazy-1, znanej tez pod nazwg enzymu konwertujgcego IL-1@3 (IL-Ifi-converting
enzyme, ICE) i w konsekwencji do powstania i sekrecji aktywnej czgsteczki IL-1(3
[41, 42]. Pojawity sie doniesienia o roli ATP w procesie uwalniania IL-18 z mo-
nocytéw [43, 44]. ATP odgrywa role w procesie fuzji makrofagéw w wielojadrzaste
komarki olbrzymie [45]. Limfocyty B reaguja na ATP wzrostem wewnatrzkomor-
kowego stezenia wapnia i nasileniem syntezy mRNA dla protoonkogenéw c-myc
i c-fos [46]. ATP indukuje degranulacje z neutrofiléw i monocytow [47, 48] oraz
uwolnienie histaminy z mastocytéw [49, 50]. W neutrofilach pod wpltywem ATP
dochodzi do nasilenia ekspresji CDIIb/CD18 w btonie komoérkowej [51]. Nastep-
stwem dziatania zewnatrzkomdrkowego ATP jest zwiekszenie przepuszczalnosci
btony komérkowej erytrocytow i wyciek cytoplazmatycznego ATP [52].

Roli nukleotydéw w regulacji funkcji komérek $rédbtonka naczyniowego po-
Swieca sie szczeg6lnie duzo uwagi. Pod wptywem ATP i ADP w komdrkach en-
dotelialnych dochodzi do syntezy i uwolnienia tlenku azotu iprostacykliny,zwigzkéw
rozszerzajacych naczynia oraz hamujacych agregacje ptytek krwi oraz do wzrostu
stezenia cytoplazmatycznego Ca~+ [53]. Istniejg doniesienia sugerujgce zaangazo-
wanie ATP w proces wydzielania czynnika von Willebranda [54] oraz w indukcje
apoptozy w komorkach $rédbtonka tetnicy ptucnej [55].
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CD39 moze modyfikowaé reakcje mediowane przez receptory purynergiczne
nie tylko hydrolizujagc ATP i ADP, ale posrednio, prowadzac do zmiany stezenia
adenozyny. 5’-monofosforany nukleotydowe pojawiajgce sie na skutek aktywnosci
CD39 sa hydrolizowane przez ekto-5’-nukleotydaze (CD73) do nukleozydéw, w
tym adenozyny. Aktywacja specyficznych receptoréw adenozynowych czesto wy-
wotuje reakcje przeciwstawne do zjawisk indukowanych pobudzeniem receptorow
purynergicznych. Wolne nukleozydy moga zosta¢ zwigzane i przetransportowane
do komérki przez wyspecjalizowane btonowe biatka trasportowe. Ten szlak od-
zyskiwania puryn umozliwia m.in. uzupetnienie zapaséw ATP w komérkach. Re-
gulowana defosforylacja zewnatrzkomdrkowych nukleotydéw przez CD39 moze
mieé wiec zasadnicze znaczenie dla przekazywania sygnatu w szlaku purynergicznym
oraz regulacji zawartosci ATP w komdrce.

Zastosowanie CD39 do interwencji farmakologicznych jest na razie mozliwe
tylko w warunkach doswiadczalnych, tym niemniej trwajg intensywne prace zmie-
rzajace do szybkiego umozliwienia aplikacji klinicznych. Istnienie rekombinowane-
go, rozpuszczalnego CD39 stwarza nowe mozliwosci w leczeniu chorob serca i
moézgu, takich jak: udar czy zawal mie$nia sercowego, a takze po interwencjach
naczyniowych, na przyktad po angioplastyce czy stentowaniu. Rekombinowane
CD39 mogtoby by¢ stosowane w kombinacji z innymi lekami przeciwzakrzepowymi.
Hamowanie reaktywnosci-ptytek przez CD39 jest wynikiem hydrolizy zewngtrzko-
morkowego ADP, wystepuje wiec niezaleznie od dziatania kwasu acetylosalicy-
lowego, heparyny, inhibitoréw GPIlIb/Illa czy zwigzkéw blokujacych plytkowe
receptory dla ADP.
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Streszczenie: W jajniku dojrzatej samicy ssaka nieustannie przebiega proces rozwoju pecherzykéw
jajnikowych, wyrazem ktdrego jest proliferacja i réznicowanie sie¢ komérek. Ekspresja genéw w jajniku
zachodzi w okreslonej kolejnosci zaleznej od wielu czynnikéw. Wiadomo, ze niektore biatka ulegaja
ekspresji w okreslonym stadium rozwoju pecherzyka i luteinizacji ciatka zéttego. Hormonami reguluja-
cymi wiele funkcji jajnika sa steroidy, tak wiec rozmieszczenie receptoréw tych hormonéw jest
niezwykle wazne. Metody immunohistochemiczne, hybrydyzacji in situ i analiza biochemiczna, anali-
zowane tacznie, pozwalajg na lepsze poznanie procesow folikulogenezy.

(Postepy Biologii Komérki 2002; 29: 27-46)

Stowa kluczowe: hormony steroidowe, receptory, immunohistochemia, hybrydyzacja in situ,

Summary: In the adult ovary the process of follicle development, which involves cell proliferation and
differentiation, takes place. The expression of genes in the ovary occurs in a sequential hormone-depend-
ent manner and is dependent on numerous factors. Some of the proteins are known to be expressed at
defined stages of follicular development and luteinization. As ovarian functions are also regulated by
ovarian steroids, the distribution of their receptors is crucial. Immunohistochemistry, hybridization in
situ and biochemical analysis provide data which, when they are analysed jointly, may led to a better
understanding of folliculogenesis.

(Advances in Cell Biology 2002; 29: 27-46)
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Gtowng funkcja jajnikéw jest wyprodukowanie dojrzatego oocytu, zdolnego do
zaptodnieniaidalszego rozwoju, atym samym zapewniajgcego przedtuzenie gatunku.
Jajniki ssakéw zawierajg liczne pecherzyki, ktdre sg waznymi funkcjonalnymi jed-
nostkami. Wzrost i rozw6j pecherzykdéw i zawartych w nich oocytéw decyduje
0 zdolnosciach reprodukcyjnych osobnikéw zenskich. Z kolei o losie kazdego z
pecherzykdw decydujg czynniki endokrynne i parakrynne [33, 35,57,68]. Waznymi
hormonami produkowanymi przezjajniki sasteroidy, ktére reguluja funkcje jajnikow,
umozliwiajg rozw6j drugorzednych cech piciowych i podtrzymujg cigze. Jajniki
dorostych osobnikéw podlegajg cyklicznym zmianom morfologicznym i hormo-
nalnym. Te ostatnie dotyczg przede wszystkim produkcji hormonéw steroidowych:
estradiolu, androgendw i progesteronu. Wazng role odgrywajg réwniez biatka regu-
latorowe, takie jak np. inhibiny i aktywiny. Pecherzyki jajnikowe przechodzg przez
stadium pecherzykéw pierwotnych, a nastepnie sukcesywnie rozpoczynajg rozwaj,
w trakcie ktérego komorki ziarniste, a pdzniej réwniez komorki ostonki, proliferujg
1 réznicujg sie. Dalszy rozwdj prowadzi do powstania jamki (antrum). Jeszcze
w stadium przedowulacyjnym pecherzyki stajg sie wrazliwe na gonadotropiny, a
w kolejnym, zwykle wczesnoantralnym stadium zalezne od gonadotropin. Od mo-
mentu osiggniecia stadium antralnego, wiekszo$¢ pecherzykdw ulega zmianom atre-
tycznym, podczas gdy tylko niewiele z nich (przede wszystkim pod wptywem
hormonéw gonadotropowych) osigga stadium przedowulacyjne. Podczas kazdego
cyklu menstruacyjnego ludzki jajnik produkuje zwykle pojedynczy dominujacy pe-
cherzyk, zwany pecherzykiem Graafa, ktory pod wptywem wyrzutu gonadotropin
pod koniec fazy folikulamej, uwalnia do jajowodu dojrzaly oocyt gotowy do za-
ptodnienia (ryc. 1). Taki wtasnie pecherzyk Graafa w czasie cyklu wydziela wzra-
stajgce ilosci estradiolu. Pozostate po owulacji komorki ziarniste i komérki ostonki
ulegajg przemianom tworzac ciatko zoétte.

ROZWOJ PECHERZYKA JAIJNIKOWEGO

Pecherzyk jest podstawowa funkcjonalngjednostka jajnika, w sktad ktérej wcho-
dzi oocyt otoczony przez komorki ziarniste i komérki ostonki pecherzykowej.Podczas
rozwoju zdrowego pecherzyka obserwowana jest koordynacja wzrostu i dojrzewania,
a komorki ziarniste i ostonki proliferujg i roznicujg sie [24]. Wiekszo$¢ wczesnych
pecherzykéw antralnych ulega atrezji - procesowi, ktéremu towarzyszy apoptoza
komoérek ziarnistych. Tylko niektére z nich zostajg ,,ocalone” przez dziatajgce na
nie FSH. W pecherzykach ,wybranych” do dalszego rozwoju, LH stymuluje pro-
dukcje androgenow przez komérki ostonki wewnetrznej, podczas gdy FSH stymuluje
komaérki ziarniste do proliferacji, aromatyzacji androgenow do estrogenéw itworzenia
sie receptorow LH. Inhibina wydzielana przez komorki ziarniste obniza poziom
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RYCINA 1 llustracja gtéwnych morfologicznych zmian w procesie folikulogenezy. Proces ten korczy
sie owulacja lub atrezja tworzacego sie pecherzyka (na podstawie [24])

FSH, podczas gdy duza ilo$¢ estrogendw pecherzykowych pobudza przysadke do
wyrzutu LH. Tak wiec zmiany w poziomie gonadotropin w cyklu estralnym sg
regulowane przez sprzezenie zwrotne miedzy podwzg6rzem, przysadka i peche-
rzykiem. Po wyrzucie LH nastepuje uwolnienie oocytu z pecherzyka i pozostate
komoarki ziarniste ulegajg luteinizacji. Ciatko zotte, bedace efektem tych przeobrazen,
jest bardzo unaczynionym, endokrynnym organem, ktory przede wszystkim pro-
dukuje progesteron, konieczny do przygotowania macicy do implantacji i utrzymania
cigzy [68].

Wszystkie rosngce pecherzyki mogg byé podzielone na dwie grupy: zdrowe i
atretyczne w zalezno$ci od tego, czy zachodzi w nich proces apoptozy w komdrkach
ziarnistych [26, 43]. Nieznany jest mechanizm zapoczatkowania wzrostu peche-
rzykéw, ale zaktywizowane pecherzyki rosng, rozwijajg sie i owulujg lub ging
w procesie atrezji.

Rozw0j oocytow u ssakOéw zachodzi w dwu oddzielnych fazach. W pierwszej
z nich obserwowany jest jednoczesny wzrost pecherzyka i oocytu, a w drugiej
oocyt juz prawie nie zwieksza rozmiarédw, chociaz obserwowany jest dalszy wzrost
samego pecherzyka. Podczas fazy wzrostu oocyt Swini zwieksza swoje wymiary
do 120 pm w pecherzyku, ktéry osigga $rednice 1,8 mm [62]. Potaczenie komarek
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somatycznych z oocytem poprzez ztgcza szczelinowe jest konieczne, aby dostarczyé
niezbedne skiadniki, a tym samym umozliwi¢ wzrost oocytu. Komdorki ziarniste,
w tym wzgorka jajonosnego dostarczajg nukleozydy, aminokwasy, fosfolipidy, a
takze utrzymuja réwnowage jonowg i stabilizujg mRNA w dojrzewajacych oocytach.
Tempo wzrostu oocytu zalezy od ilosci komérek ziarnistych, ktére go otaczajg
[37]. Rozwoj oocytu jest rowniez regulowany przez parakrynne czynniki wydzielane
przez komérki ziarniste (np. SCF - c-kit ligand zwany takze stem celi factor).
U myszy zostat zidentyfikowany gen Gdf-9, ktory ulega ekspresji wylacznie w
oocytach i ktory reguluje wczesne stadia folikulogenezy [18]. Wiadomo réwniez,
ze oocyt wydziela takze inne czynniki przyspieszajace proliferacje komaérek ziar-
nistych w hodowli [7], wptywajgce na steroidogeneze wzgdrka jajonosnego [15],
stymulujace ekspansje wzgorkajajonosnego, czy hamujace proces luteinizacji. Czyn-
nikami tymi moga by¢ czynniki wzrostu, w tym GDF-9, TGF-(3, aktywator pla-
zminogenu i czynniki z rodziny interleukin.

Tak wiec na jako$é powstajagcego oocytu ma wplyw szereg czynnikow fizjo-
logicznych. Czynnikami zewnetrznymi sg wiek irasa zwierzecia, sposéb odzywiania,
wptyw Srodowiska. Natomiast czynniki wewnatrzkomdrkowe to przede wszystkim
czynniki syntetyzowane przez pecherzyk, w szczeg6lnosci przez komdrki warstwy
ziarnistej i komérki ostonki pecherzykowej wewnetrznej. Cze$¢ z powstajacych
produktow jest wydzielana do ptynu pecherzykowego, a znaczna ilos¢ jest wyko-
rzystywana przez komorki, ktére sg wyposazone w system receptoréw i enzymow
umozliwiajgcych liczne przemiany. Znanych jest wiele czynnikéw wplywajgcych
na jadrowe i/lub cytoplazmatyczne dojrzewanie oocytéw ssakow. Sg to czynniki
pecherzykowe: steroidy: androgeny, progesteron, estrogeny; gonadotropiny: FSH
i LH; czynniki wzrostu: IGF-I, EGF; inne czynniki: prolaktyna, glikokortykoidy,
kwas hialuronowy [44].

Pecherzyki pierwotne pozostajag pod statym wptywem czynnikéw hamujacych
ich wzrost. Obnizenie poziomu tych czynnikéw i wzrost stezenia czynnikéw sty-
mulujacych pozwala narozpoczecie wzrostu pecherzyka [95]. Rozwo6j pecherzykéw
przedantralnych odbywa sie znacznie wolniej niz duzych pecherzykéw antralnych,
wiec istnieje mozliwos¢, ze jajnikowe geny wzrostu i roznicowania sg hamowane
podczas wczesnych etapdw folikulogenezy. Genem takim moze by¢ miedzy innymi
WT1 (Wilm’s tumor gene) wystepujacy u ptakow, ssakéw (Swinia, matpa i szczur).
WT1 jest czynnikiem transkrypcyjnym z domeng palcow cynkowych, hamuje on
ekspresje kilku czynnikéw wzrostu i ich receptorow w réznych typach tkanek [24].
Hamuje on réwniez aktywno$¢ promotora inhibiny-a i promotor receptora FSH,
ktdére sa genami koniecznymi dla rozwoju pecherzyka. Zmniejszajaca si¢ ilos¢ WT1
umozliwia rozpoczecie rozwoju wczesnych pecherzykéw. Wzrost pecherzykéw
przedantralnych jest mozliwy przy braku gonadotropin, ale odbywa sie on znacznie
wolniej i podlega mu znacznie mniej pecherzykéw [36], ktére osiggajg jedynie
wczesne stadia antralne. Rozwd6j antralnych i duzych pecherzykéw jest zalezny
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od obecnosci FSH i LH, ale zdolno$¢ odpowiedzi na gonadotropiny uzyskuje pe-
cherzyk juz znacznie wcze$niej, kiedy w stadium pecherzykéw drugorzedowych
stwierdzono obecno$¢ receptoréw FSH i LH.

Kazdy potencjalnie owulujacy pecherzyk przechodzi w swoim rozwoju przez
kilka faz. Poczatkowo jego rozwoj jest niezalezny od gonadotropin, a nastepnie
aby wejs¢ w kolejng faze rozwoju (rekrutacja), musi by¢ zastymulowany przez
»~ponadprogowe” stezenia FSH. W procesie selekcji zdobywa dominacje, co jest
zwigzane z aktywng syntezg estradiolu i supresjg uwalniania FSH. Do przedowula-
cyjnego rozwoju niezbedne jest stymulujgce dziatanie LH (konieczne do syntezy
androgen6ow i aromatyzacji do estrogenéw). W ostatniej fazie obserwowany jest
przedowulacyjny wyrzut LH, prowadzacy do wzmozonej syntezy progesteronu,
wznowienia mejozy w oocycie i wytworzenia sie otworu owulacyjnego. Hormonalna
regulacja procesu rekrutacji, selekcji i dominacji w rozwoju pecherzykow jajni-
kowych ssakow zostata przedstawiona w artykule przeglagdowym [86].

Steroidy sg niezbednymi czynnikami, ktére kontrolujg rozréd kregowcow. Nor-
malny rozréd ssakéw jest Scisle uzalezniony od biosyntezy hormondw piciowych.
Istniejg choroby spowodowane zaburzeniami metabolizmu androgendw lub estro-
gendéw [55, 71], co moze by¢ wynikiem genetycznych zaburzen dotyczacych en-
zymow szlaku steroidogenezy lub receptoréw hormonéw steroidowych [98]. Wiele
cennych danych uzyskano stosujac badania na zwierzetach z usunietym okreslonym
genem receptora (knockout) [16]. Tak wiec réwnowaga pomiedzy androgenami
i estrogenami jest nie tylko konieczna dla normalnego rozwoju pitciowego irozrodu,
ale réwniez dla normalnego wzrostu i fizjologicznej réwnowagi obu pici [13].

Prawidtowy rozwdj pecherzyka i oocytu zalezy od wspoétdziatania wszystkich
wymienionych czynnikéw. Istotne niezwykle staje sie zbadanie dynamiki rozmie-
szczenia receptoré6w hormonéw steroidowych i gonadotropin w jajniku w trakcie
cyklu estralnego. Wiekszo$¢ przeprowadzanych badain dotyczyla cztowieka oraz
zwierzat laboratoryjnych: myszy i szczura. Znacznie mniej badan przeprowadzono
na zwierzetach gospodarskich, takich jak: koA, krowa czy Swinia. W artykule tym
oparto sie na wynikach badan prowadzonych gtdwnie na $wini.

Przedantralne stadia wzrostu pecherzykéw jajnikowych sg wzglednie niezalezne
od stymulacji gonadotropinami. Jednak do utworzenia jamki jest juz niezbedna
stymulacja przez FSH [32]. Wzrost pecherzyk6éw jajnikowych jest sterowany gtdwnie
przez FSH dziatajagcy na komorki ziarniste. FSH dziatajagcy przez cAMP reguluje
geny, ktére wspdlnie wptywajg na proliferacje i r6znicowanie tych komérek w
rosnagcym pecherzyku, a takze stymulujg synteze glukozoaminoglikanéw - niezbed-
nych sktadnikow ptynu pecherzykowego [41, 83]. Kiedy w okresie zycia dorostego
stezenie FSH jest odpowiednio wysokie, wdwczas pecherzyki antralne nie ulegaja
atrezji i rozpoczyna sie rozwoj przedowulacyjny. Rozwdj ten i wydzielanie estro-
genow przez jajniki sg procesami ze sobg powigzanymi. Aromataza, ktéra prze-
ksztatca androgeny do estrogendw, jest aktywowana w komoérkach ziarnistych w
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odpowiedzi na dziatanie FSH. Synteza estrogendéw wymaga obecnosci jako substratu
androgendw syntetyzowanych tylko w komorkach ostonki wewnetrznej, regulo-
wanych przez LH [41]. Wynikiem dziatania FSH na komorki ziarniste jest wzrost
ekspresji genu kodujgcego inhibine, ktéra to wzmaga stymulowane przez LH two-
rzenie androgendw w komdrkach ostonki. FSH indukuje réwniez receptory LH
w komérkach ziarnistych, a LH #3czac sie z tymi receptorami stymuluje aktywnos$¢
aromatazy. Tak wiec w miare dojrzewania pecherzyka jego system aromatazy jest
aktywowany przez LH, jak rdwniez FSH [102]. W duzym pecherzyku przedowu-
lacyjnym, LH poprzez swoje receptory w ostonce wewnetrznej stymuluje synteze
androgendw, a w komorkach ziarnistych aromatyzacje i w ten sposob bezposrednio
reguluje synteze estrogenéw. LH jest rowniez niezbedny do utrzymania czynnosci
ciatka zottego. W jajniku jedynie komarki ziarniste majg receptor FSH. U wszystkich
zbadanych dotad gatunk6w mRNA dla FSHR zmniejsza sie w miare wzrostu pe-
cherzyka jajnikowego i stwierdza sie brak mMRNA w komorkach ciatka zdétego
[33, 59]. Podobne wyniki (ryc. 2) otrzymano w badaniach wiasnych dotyczgcych
lokalizacji mMRNA w pecherzykach jajnikowych $wini [77, 101]. Natomiast wyniki
prac innych autorow wskazuja [91], ze w pecherzyku przedowulacyjnym ilos¢ mRNA
dla FSHR byta poréwnywalna z tg dla pecherzyka matego albo nawet nieco wyzsza.

Badanie zmian ekspresji biatka FSHR jest utrudnione, poniewaz do tej pory
zadnej z firm nie udato sie wyprodukowaé przeciwciata anty-FSHR. Jednak w
kilku laboratoriach naukowych pokonano te trudnosc¢ idzieki temu wykazano technikg
immunohistochemiczng lokalizacje tego receptora w réznych tkankach [65]. W jaj-
niku Swini potwierdzono obecnos$¢ receptora wytgcznie w komérkach ziarnistych,
jednak nie zaobserwowano jego zmian iloSciowych w trakcie rozwoju pecherzyka
[78]. Receptor FSH znajduje sie w komorkach ziarnistych do czasu, gdy stajg
sie atretyczne lub ulegaja luteinizacji, a liczba receptoréw przypadajacych na komérke
jest wielkoscig statg, lecz zwieksza sie ich ilos¢ w catym pecherzyku w miare
jego wzrostu, co jest zwigzane z proliferacja komérek ziarnistych.

Ekspresja receptora LH jest obserwowana w komérkach ziarnistych pecherzykow
jajnikowych szczura przechodzgcych od stadium malego pecherzyka antralnego
do $redniego, a poziom ten wzrasta gwattownie w pecherzyku duzym [4]. W ko-
morkach ostonki pecherzykowej wewnetrznej receptor LH jest obecny juz w pe-
cherzykach przedantralnych, ajego ilo$¢ zwieksza sie wraz ze wzrostem pecherzyka.
Podczas luteinizacji i tworzenia ciatka z6ttego obserwowany jest powtérny wzrost
stezenia LH. W ciatku z6#tym wigzanie LH wzrasta od wczesnej fazy lutealnej
poprzez faze Srodkowolutealng, a w péznej fazie lutealnej ulega obnizeniu. Immuno-
histochemiczne badania przy uzyciu monoklonalnych przeciwciat pozwolity na pre-
cyzyjne zlokalizowanie receptora LH w jajniku $wini [58] i okre$lenie kom-
partmentéw w strukturze jajnika. W ciatku z6ttym cyklicznym, zewnetrzne regiony
komorek utworzone prawdopodobnie z komdrek ostonki wewnetrznej pecherzyka
zawierajg receptory LH. Natomiast rejony centralne, pochodzenia ziarnistego sg
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RYCINA 2. Zmiany poziomu ekspresji
mRNA receptora FSH w warstwie ko-
morek ziarnistych (WZ) i ostonki we-
wnetrznej (OW) w pecherzykach
jajnikowych $wini: matych (PM), $red-
nich (PS), duzych (PD) oraz w ciatkach
z6ttych wczesnych (CLI), fazy $rod-
kowolutealnej (CL2) i péznej fazy lute-
alnej (CL3). Po przeprowadzeniu
hybrydyzacji in situ zmierzono powierz-
chnie zajeta przez ziarna srebra i przeli-
czono na umowne pole 200 pm2
(jednostki umowne)

pozbawione receptorow. Zaobserwowano bardzo Sciste zaleznoSci pomiedzy eks-
presja genu receptora LH a innych gendw, w tym receptoréw estrogendéw, enzymow
steroidogenezy oraz biatka StAR.

RECEPTORY HORMONOW STEROIDOWYCH

Budowa i funkcje receptoréw steroidowych zostaty przedstawione w artykutach
przegladowych [5, 75, 92], Nalezg one wszystkie do nadrodziny receptoréw hor-
monow steroidowych i dziatajg jako czynniki transkrypcyjne na geny docelowe.
Receptory hormonéw steroidowych, w przeciwienstwie do btonowych receptoréw
dla gonadotropin, sg receptorami jadrowymi, ktore sg lokalizowane zaré6wno w
jadrze komorkowym, jak i w cytoplazmie. Istnieje jednak coraz wiecej doniesien
dokumentujgcych obecnos$¢ receptordw progesteronu i estrogenéw w bionie ko-
mérkowej [53, 64].

Receptor androgendéw

Jednym z dobrze poznanych regulatoréw steroidogenezy sg androgeny. Dzialaja
one trzema réznymi drogami:

(1) wzmagaja réznicowanie pecherzykdw,

(2) hamuja folikulogeneze,

(3) sag substratem dla syntezy estrogendw.

Mechanizm komoérkowy, przez ktory dziatajg androgeny w jajniku, jest bardzo
wazny w procesach rozrodu. Obecno$¢ receptorow androgenowych (AR) zostata
wykazana w komérkach ziarnistych pecherzyka jajnikowego wielu gatunkow, w
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RYCINA 3. Zmiany poziomu eks-
presji mRNA receptora androge-
néw (AR) w warstwie komoérek
ziarnistych (WZ) i ostonki wewne-
trznej (OW) w pecherzykach jajni-
kowych $wini: matych (PM), $red-
nich (PS), duzych (PD) oraz w cial-
kach z6ttych wczesnych (CLI), fazy
Srodkowolutealnej (CL2) i p6znej fa-
zy lutealnej (CL3). Po przeprowa-
dzeniu hybrydyzacji in situ zmie
rzono powierzchnie zajeta przez
ziarna srebrai przeliczono naumow-
ne pole 200 pm (jednostki umow-
ne)

tym cztowieka [84], innych naczelnych [39, 42], $wini [30], owcy [10], szczura
[88], kury [100]. Androgeny dziatajag poprzez AR modulujac funkcje pecherzykdw,
jako ze androgeny wzmagajg stymulowang przez FSH synteze estradiolu i pro-
gesteronu w komdrkach [29, 97]. Androgeny synergistycznie z FSH wzmagajg
aktywnos¢ aromatazy [90], a nastepnie stuzg jako substrat dla zaktywowanego en-
zymu. Aktywno$¢ aromatazy wzrasta w miare rozwoju pecherzyka. Z drugiej jednak
strony androgeny moga réwniez hamowac réznicowanie pecherzyka i indukowac
procesy atrezji [43]. Tetsuka i wsp. [89] sugerujg, ze dziatanie androgendw jest
przynajmniej czesciowo regulowane na poziomie receptoréw, aby stworzy¢ warunki
najbardziej korzystne dla rosnacych pecherzykéw. Swinskie pecherzyki jajnikowe
réznig sie nieco od innych gatunkow, poniewaz komorki ostonki majg réwniez
zdolnos$¢ produkowania estrogenéw. Zatosowanie hybrydyzacji in situ pozwolito
na przesledzenie zmian w ilosci mMRNA receptora androgenowego i aromatazy w
rozwijajagcym sie pecherzyku i ciatku zoktym [77]. llos¢ AR mRNA malata wraz
ze wzrostem pecherzyka jajnikowego i po owulacji, w powstajagcym ciatku zétym
ilosci te byty juz nieznaczne (ryc. 3). Podobnie jak w jajniku szczura [85] obnizenie
ilosci transkryptu jest obserwowane, kiedy pecherzyk antralny rozpoczyna rézni-
cowanie i w komoérkach muralnych pojawia sie pseudostratyfikacja (warstwowy
uktad komorek ziarnistych w poblizu btony podstawnej). Obecno$¢ AR mRNA
obserwowano rowniez w komorkach ostonki wewnetrznej, ktére majg zdolnosé
konwersji androgenéw do estrogenéw. W zrastajace ilosci androgendw produkowane
przez komorki ostonki stuzg jako substrat dla cytochromu P450 aromatazy. Tak
wiec, zgodnie z oczekiwaniami ekspresjatego enzymu zwieksza sie wraz ze wzrostem
procesu réznicowania pecherzyka, w odpowiedzi na dziatanie FSH i LH (ryc. 4).
Podobny schemat ekspresji AR i aromatazy obserwowano zaréwno u szczura, jak
i u Swini. Tetsuka i Hillier sugeruja, iz koicowe stadia rozwoju pecherzykowego
w jajniku szczura zalezg od réwnowagi w ekspresji AR i aromatazy [88, 90].
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RYCINA 4. Zmiany poziomu eks-
presji mMRNA cytochromu P450 aro-
matazy w warstwie komoérek
ziarnistych (W2Z) i ostonki wewne-
trznej (OW) w pecherzykach jajni-
kowych swini: matych (PM),
$rednich (PS), duzych (PD) oraz w
ciatkach zo6ttych wczesnych (CLI),
fazy $rodkowolutealnej (CL2) i
p6znej fazy lutealnej (CL3). Po prze-
prowadzeniu hybrydyzacji in situ
zmierzono powierzchnie zajeta
przez ziarna srebra i przeliczono na
umowne pole 200 jam2 (jednostki
umowne)

Badania immunohistochemiczne pozwolity na zlokalizowanie AR i aromatazy
w komorce. Najwiecej biatka AR obserwowano w matym pecherzyku, gdzie prawie
wszystkie komorki ziarniste zawieraty receptor androgenéw, a w trakcie wzrostu
pecherzyka malata ilos¢ komoérek zawierajacych to biatko. R6znicowanie komérek
ziarnistych rozpoczyna sie od komérek muralnych i podaza w kierunku jamki (an-
trum) pecherzyka. Dlatego w mniej zréznicowanych komorkach antralnych jest
wiecej AR i tu androgeny dziatajg gtownie przez receptory wiasne, podczas gdy
w warstwie komérek muralnych stuza gtéwnie jako substrat. W pecherzyku przed-
owulacyjnym obserwowano AR gtéwnie w czesci antralnej i wzgdrku jajonosnym.
W trakcie rozwoju pecherzyka stwierdzono spadek ilosci AR przy réwnoczesnym
wzroscie ilosci aromatazy [81]. Subpopulacje komérek ziarnistych duzego peche-
rzyka ro6znig sie zdolnosciami aromatyzacyjnymi i zdolno$cig odpowiadania narézne
czynniki. Mate pecherzyki antralne nie wykazywaty niemal wcale obecnosci aro-
matazy, lecz w miare rozwoju ilos¢ enzymu gwattownie wzrastata. Zrozumiate
jest, ze stan taki jest zwigzany ze zmiang roli, jakg petnig androgeny - obserwowane
jest przejscie od dziatania androgenow poprzez swoiste receptory do etapu, kiedy
to androgeny stajg sie jedynie substratem dla aromatazy. Conley i wsp. [14] sugeruja,
ze synteza estrogenow wydzielanych przez przedowulacyjny pecherzyk jest kon-
trolowana przez triade enzymow, a mianowicie P450 aromataze komdrek ostonki,
P450 aromataze komorek ziarnistych oraz P450cl7 w komorkach ostonki. Synteza
androgendw i estrogenéw w pecherzyku Swini maleje w okresie przedowulacyjnym,
po wyrzucie LH. Zlokalizowanie AR mRNA w ciatku z6ttym naczelnych [21],
owcy [6], cztowieka [60] i Swini [77] stanowi potwierdzenie teorii, iz tkanki te
sg rowniez docelowymi dla androgenéw. P450 arom mRNA zostato zlokalizowane
w komorkach lutealnych ciezarnej krélicy [2] i klaczy [1]. U $wini obserwowano
niewielkie ilosci mMRNA w regresyjnym ciatku zéttym [77]. U niektérych gatunkow
(cztowiek czy ciezarna szczurzyca) aromataza jest aktywna w ciatku zottym [16,
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38]. U Swini niektére komérki regresyjnego ciatka z6ttego wykazuja obecno$é aro-
matazy, co jest potwierdzone obserwacjami, ze takie ciatka zotte wydzielajg pewne
ilosci estrogenéw [34]. Wiadomo, ze w tym okresie wzrasta nieco produkcja an-
drogendw, a nie obserwowano wzrostu ilosci AR, nasuwa sie przypuszczenie, ze
powstajace androgeny stuzg jako substrat dla aromatazy. Mozna podejrzewac, ze
powstajacy estradiol moze odgrywac role w luteolizie podczas regresji ciatka zottego
lub moze dziata¢ jako czynnik stymulujgcy proliferacje i wzrost nowej generacji
pecherzykow. Tak wiec wida¢ wyraznie, ze dynamiczne zmiany w ilosci receptoréw
i aromatazy dotycza nie tylko pecherzykdw, ale tez ciatka zdttego podczas przebiegu
fazy lutealne;j.

Receptory estrogenowe a i (3

Wystepowanie receptoréw estrogenowych w jajniku jest niezwykle interesujgce,
poniewaz estradiol jest gtbwnym steroidem produkowanym przez przedowulacyjny
pecherzyk. Mattioli i wsp. [56] pokazali, ze brak estradiolu podczas poczgtkowych
stadiow dojrzewania oocytu in vitro powodowat niepowodzenia rozwoju. Receptor
estrogenow, ktory jest aktywowanym przez ligand czynnikiem transkrypcyjnym,
moze by¢ aktywowany réwniez przez niesteroidowe czynniki. Czynniki wzrostu,
IGF-1 oraz EGF sg szczegblnie wazne w kontrolowaniu funkcji tych receptoréw.
Przez wiele lat uwazano, ze estradiol dziata poprzez jeden typ receptoréw. Ostatnio
wyizolowano z prostaty nowy typ receptora nazwany receptorem estrogenowym
(3 [52]. Receptory te sg produktami dwu roznych genow. ER[3 jest podobny do
ERa i wykazuje 95% homologii w domenie wigzacej DNA itylko 55% C-korficowej
domenie wigzacej ligand [51]. Obydwa receptory r6znig sie zdecydowanie wielkoscig
i homologig regionu N-kohAcowego [61]. Rozmieszczenie w tkankach i poziom
ekspresji tych dwu receptoréw sa rézne, poniewaz niektore tkanki majg tylko jeden
z receptoréw, natomiast inne wykazujg obecno$¢ obu typédw [66]. Biologiczne zna-
czenie istnienia dwu form receptora nie jest jasne, ale moze stanowi¢ przynajmniej
czesSciowe wyttlumaczenie selektywnego dziatania estrogendw na rézne tkanki [49].

W jajniku szczura wystepujg oba typy ER mRNA [20], a ER(3jest zlokalizowany
w komorkach ziarnistych matych, rosngcych i przedowulacyjnych pecherzykdw
[9]. Na podstawie badah na gryzoniach wykazano obecno$¢ ERa mRNA (przy
zastosowaniu hybrydyzacji insitu oraz RNaseprotection assay) w komorkach ostonki
iinterstycjalnych [74,87]. Enmark [25] natomiast stwierdzit w komérkach ziarnistych
cztowieka obecnos$¢ jedynie ER(3 mRNA. W kolejnych badaniach prowadzonych
na pecherzykach jajnikowych matpy obserwowano ekspresje obu typéw pod wpty-
wem stymulacji gonadotropinami [22]. Dominujgca rola ER|3 w pecherzykach jaj-
nikowych potwierdzona jest obserwacjg, ze tylko ER(3 mRNA zmienia sie podczas
cyklu jajnikowego ijest hamowany przez przedowulacyjny wyrzut gonadotropiny
[9]. Tworzenie homodimeréw ERa i ER(3 oraz heterodimeré6w ERa/ER(3 moze
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RYCINA 5. Zmiany poziomu eks-
presji mMRNA receptora estrogeno-
wego: A - ERa oraz B - ERB w
warstwie komorek ziarnistych (WZ)
i ostonki wewnetrznej (OW) w pe-
cherzykach jajnikowych $wini: ma-
tych (PM), $rednich (PS), duzych
(PD) oraz w ciatkach zéttych wczes-
nych (CL1), fazy Srodkowolutealnej
(CL2) i pdéznej fazy lutealnej (CL3).
Po przeprowadzeniu hybrydyzacji
in situ zmierzono powierzchnie za-
jeta przez ziarna srebrai przeliczono
na umowne pole 200 pm~ (jednostki
umowne)

modulowac¢ funkcje estrogendw w tkance docelowej [63, 66]. Badania przy uzyciu
hybrydyzacji in situ wykazaty [76], ze w jajniku Swini obecne sg mMRNA obu
form receptora. Podobnie jak u wymienionych wyzej zwierzat dominujgcg formg
byt receptor (3 ktdry wystepowat we wszystkich typach pecherzykow (w komorkach
ziarnistych i ostonki). Natomiast receptor a udato sie zlokalizowa¢ tylko w pe-
cherzykach przedowulacyjnych. Badania prowadzone metodg hybrydyzacji in situ
na seryjnych skrawkach, pozwalajg stwierdzi¢, ze komorki ziarniste niektérych pe-
cherzykéw przedowulacyjnych wykazujg obecno$s¢ mRNA obu form receptora, lecz
zdecydowana wiekszos$¢ pecherzykéw wykazuje ekspresje ER(3. Stosunkowo niski
poziom hybrydyzacji ERp obserwowano w ciatku zéttym, a ERa mRNA zostato
zlokalizowane jedynie we wczesnym ciatku zéttym. Obserwowane zmiany ekspresji
receptoréw estrogenowych w jajniku $wini podczas fazy pecherzykowej i lutealnej
zostaly przedstawione na rycinie 5 A i B. W pecherzykach jajnikowych formg
dominujaca jest ERp, co jest zgodne z doniesieniami [17], ze stosunek ER(3 do
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TABELA 1. Immunohistochemiczna reakcja lokalizujgca receptory estrogenowe w réznych ty-
pach komérek okreslona jako staba (+), $rednia (++) lub mocna (+++).

[Typ Maty pecherzyk Sredni pecherzyk Duzy pecherzyk
komérki ERa ER3 ERa ER@3 ERa ER3
Ziarniste - + - +++ + +++
Ostonka - + - +++ + +++
wewnetrzna

Ostonka - - - - R +
zewnetrzna

Oocyt - + - + - +
Interstycjalne - + - + -

ERa mRNA wynosi okoto 5:1. Wyniki badan na myszach ERKO sugerujg, ze
obydwie formy receptora sg konieczne do normalnego funkcjonowania jajnikéw
[54]. Uwaza sie, ze ER(3jest niezbedny we wczesnych stadiach wzrostu pecherzyka
i ze interakcja pomiedzy dwoma formami receptora jest konieczna w p6zniejszym
okresie wzrostu [27]. Wyprodukowanie specyficznych przeciwciat, pozwalajgcych
zidentyfikowac obie formy receptoréw estrogenowych, umozliwito zlokalizowanie
odpowiednich biatek w komérkach jajnika. Wielu badaczy wykazato obecno$¢ biatka
ERa w komorkach ziarnistych pecherzykéw jajnikowych owcy [93], matpy Rhesus
[45], krolika [46], a takze ER(3 u gryzoni [28], konia [69]. R6zne formy ER wykazujg
zréznicowany stopien lokalizacji w tkankach jajnikowych [51]. Doktadne badania
przy uzyciu metod immunohistochemicznych pozwolity na precyzyjne przesledzenie
rozmieszczenia obu form receptora wjajniku Swini [82]. Zaobserwowano wyraznie,
ze spos6b rozmieszczenia ER(3 rézni sie zasadniczo od formy ERa. Receptor estro-
genowy @byt obecny w komérkach ziarnistych we wszystkich typach pecherzykow,
w oocycie, a takze w ciatku z6ttym, chociaz ilo$¢ wystepujacego biatka zalezata
od wielkoS$ci pecherzyka i stopnia regresji ciatka zottego (patrz tabele 1i 2). Biatko
ERa zlokalizowano jedynie w nielicznych komérkach ziarnistych i ostonki w pe-

cherzyku przedowulacyjnym,

TABELA 2. Immunohistochemiczna reakcja na obecno$¢  a takze we wczesnym ciatku
receptoréw estrogenowych w ciatkach zéttych: wczesna fa- zO0dtym Rozmieszczenie biat-

za lutealna (CL1), srodkowa faza (CL2) oraz regresyjne , -, . L.
ciatko (CL3) - okreslana jako staba (+)’ $rednia (++) lub ka me W OW O™ w -«drze
mocna (+++) komorkowym, lecz obserwo-
wano lokalizacje cytopla-
Typ ciatka z6ttego ERa ER3 zmatyczng. Otrzymane wy-
CLI + e+ niki pozostaja w zgodzie z
CL2 . + danymi uzyskanymi nad loka-

CL3 - + lizacja receptoréw estrogeno-
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wych w jajniku innych gatunkéw. Wydaje sie, ze to wtasnie receptor estrogenowy
P posredniczy w dziataniu estrogendéw podczas regulacji wzrostu i rozwoju pe-
cherzyka. Konieczne sg dalsze badania pozwalajgce wyjasni¢ molekularne mecha-
nizmy dziatania estradiolu i roli, jaka petniag ER w regulacji docelowych genéw.

Receptor progesteronu

Modulowanie funkcji jajnikbw przez progesteron zostato omowione przez wielu
autorow [48]. Progesteron jest waznym lokalnym regulatorem rozwoju pecherzyka.
Wplyw progesteronu moze by¢ posredni poprzez podwzgérze i przysadke lub bez-
posredni przez receptory progesteronu (dwie formy: PR-A i PR-B) znajdujace sie
w jajniku, ktore aktywujg geny docelowe. Progesteron hamuje stymulowang przez
FSH synteze estradiolu i tworzenie receptorow LH [94], a takze hamuje dojrzewanie
pecherzykow [50]. Jest réwniez niezbedny w procesach przygotowania macicy do
cigzy iumozliwiaimplantacje zarodka. Rothchild [70] uwaza, Ze progesteron wywiera
lokalny luteotropowy wptyw przez stymulacje swojej wiasnej produkcji i uwalniania.
Receptor progesteronu (PR) zostat zlokalizowany w jajniku matpy [11], kury [99],
cztowieka [47] oraz $wini [80]. Receptory progesteronu podlegajg zmianom ilo-
Sciowym podczas rozwoju pecherzyka. We wczesnych fazach rozwoju pecherzyka
PR byt lokalizowany tylko w komorkach ostonki, co wskazuje na pierwotne miejsce
dziatania progesteronu. Bezposrednie dziatanie progesteronu na komdrki ziarniste
hamuje rozwdéj pecherzyka na tym etapie [31], natomiast kiedy zostaje utworzona
jamka, komdarki ziarniste nie zawieraja receptora progesteronu. W pecherzykach
antralnych matych i érednich receptor ten jest obecny jedynie w komérkach ostonki.
W pecherzyku przedowulacyjnym po wyrzucie LH obserwowano receptor zardwno
w komorkach ziarnistych, jak i ostonki, poniewaz LH stymuluje ekspresje PR w
komorkach ziarnistych. Zjawisko to byto zaobserwowane w matych antralnych pe-
cherzykach jajnikowych $wini, ktére po inkubacji z LH wykazywaty obecno$¢ PR
w komarkach ziarnistych [80]. Warto zauwazy¢, ze rOwniez FSH reguluje ekspresje
genu PR w komdrkach ziarnistych [80]. Wiadomo, ze pod wptywem FSH [3] $winskie
komoérki ziarniste matych pecherzykéw antralnych produkujg zwiekszong ilos¢ pro-
gesteronu. Mozliwe jest, ze stymuluje on synteze swego wiasnego receptora. Zmiany
ekspresji PR pod wptywem obu gonadotropin byty obserwowane zar6wno na po-
ziomie mRNA, jak i biatka receptorowego. Wydaje sie zatem, ze progesteron
odgrywa istotng role w utrzymaniu gwattownego wzrostu przedowulacyjnego pe-
cherzyka poprzez wptyw na reorganizacje zewngtrzkomorkowej macierzy [99], a
takze w drodze sprzezenia zwrotnego reguluje synteze estradiolu.

PR byt rowniez zlokalizowany w komérkach lutealnych wskazujac tym samym,
ze progesteron odgrywa istotng funkcje w rozwoju i funkcjonowaniu ciatka zétego.
Zostat on zlokalizowany w komérkach zdolnych do produkcji progesteronu (co
okreslono aktywnoscigenzymu 3(3HSD). Pod koniec fazy lutealnej, wraz ze spadkiem
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TABELA 3. Lokalizacja receptoréw hormonoéw steroidowych w réznych typach pecherzykéw
jajnikowych i ciatkach zéttych izolowanych z jajnika $wini. Immunohistochemiczna reakcja w
réznych typach komorek zostata okreslona jako bardzo staba (+/-), staba (+), $rednia (++) lub

mocna (+++). WZ - warstwa ziarnista, OZ - ostonka zewnetrzna, C L I- ciatko z6tte wczesne,

CL2 - ciatko z6tte srodkowolutealne, CL3 - ciatko z6tte regresyjne

Loka- Pecherzyk maty Pecherzyk $redni Pecherzyk duzy CLI CL2 CL3
lizacja  wz oz wz oz wz 0z

AR e+ + + +/-- + +/-- +/-- +/--

PR- - + - + +++ + + + +/-
ERa - - _ _ + +/-- + B _
ERP + + +++ +++ +++ +++ +++ + +

poziomu progesteronu obniza sie ilo$¢ receptoréw progesteronowych w ciatku z64-
tym. Tak wigc poziom PR jest skorelowany pozytywnie z iloScig progesteronu i
ilos¢ receptoréw zmniejsza sie w miare regresji ciatka zéttego: od wczesnego poprzez
faze Srodkowg do regresyjnego. U wiekszosci gatunkow obecne sg obie formy
receptora: PR-A i PR-B. Stosunki ilosciowe pomiedzy tymi dwiema formami moga
dodatkowo wptywacé na odpowiedz gendw docelowych na dziatanie progesteronu.

Regulacja receptorow hormonéw steroidowych pozostaje zwykle pod kontrolg
wielu hormonéw - wiaczajac w to takie hormony, jak: prolaktyna i hormony tarczycy
[72]. Najbardziej znanym dziataniem PRL jest jej wptyw na gruczoty mleczne
[96], ale wiadomo, Ze dziata rdwniez na wzrost i dojrzewanie pecherzykéw jaj-
nikowych i utrzymanie funkcji ciatka z6tego u wielu gatunkéw zwierzat [23].
U $wini, podobnie jak u szczuréw, prolaktyna jest gtéwnym czynnikiem luteo-
tropowym [12, 67]. Receptory prolaktyny zlokalizowane w jajniku wielu zwierzat
[8, 79] podlegajg réwniez dynamicznym zmianom podczas cyklu pecherzyka, a
prolaktyna moze dziata¢ parakrynnie, jako ze komdrki ziarniste Swini maja zdoIlno$¢
produkowania tego hormonu.

Dynamika rozmieszczenia receptor6w hormondéw steroidowych jest zalezna od
rodzaju tkanki i dziatajgcych na nie hormonéw (tab. 3).

PODSUMOWANIE

Zastosowanie metod immunohistochemii, hybrydyzacji in situ i analiza bioche-
miczna dostarczajg danych, ktore analizowane tgcznie pozwalajg na lepsze zro-
zumienie procesOw zachodzacych w rozwijajgcym sie pecherzyku jajnikowym,
bowiem w jego rozwoju istotng role odgrywa oddziatywanie miedzy oocytem a



RECEPTORY HORMONOW STEROIDOWYCH W JAJNIKU 41

otaczajagcymi go komdrkami ziarnistymi. Zmiany zwigzane ze wzrostem oocytu,
tworzeniem warstwy ziarnistej, powstawaniem jamki, réznicowaniem komorek
ostonki wymagajg ekspresji odpowiednich gendéw, poniewaz konieczna jest ko-
ordynacja proceséw oogenezy i folikulogenezy. Zachodzace cyklicznie zmiany w
pecherzyku wywotujg cykliczng produkcje hormonéw (estradiolu i progesteronu)
oraz kluczowych biatek (np.inhibina). Dlatego tez regulacja ekspresji tych czynnikéw
jest niezwykle wazna w utrzymaniu zdolnosci rozrodczych samicy.
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METABOLIZM SACHAROZY U ROSLIN
ORAZ JEGO REGULACJA W WARUNKACH
STRESOW SRODOWISKOWYCH

SUCROSE METABOLISM IN PLANTS AND ITS REGULATION
UNDER ENVIRONMENTAL STRESSES

Anna SZADEL, Gabriela LORENC-PLUCINSKA
Instytut Dendrologii PAN, Kérnik

Streszczenie: W artykule oméwiono wspoétzalezno$¢ pomiedzy donorami produktéw fotosyntezy i ich
akceptorami ze szczeg6lnym uwzglednieniem metabolizmu sacharozy. Scharakteryzowano enzymy
degradujace sacharoze (syntaze sacharozy i inwertazy) oraz zawarto$¢ regulatora metabolicznego -
fruktozo-2,6-bisfosforanu i aktywno$¢ fosfofruktokinazy zaleznej od PPj. Przedyskutowano réwniez
wptyw czynnikéw Srodowiskowych (temperatury, zasolenia, suszy, zmian zawartosci sktadnikéw mine-
ralnych, anaerobiozy, zanieczyszczen $rodowiska) na metabolizm sacharozy.

(Postepy Biologii Komérki 2002; 29: 47-59)

Stowa kluczowe: alokacja weglowodandw, metabolizm sacharozy, czynniki stresowe.

Summary: This paper discusses the mechanism that regulate sucrose metabolism and source-sink relations
and describes possible functions for sucrose-cleaving enzymes. The influence of abiotic stress factors
such as low temperature, nutrient deficit, drought, salinity, anaerobiosis and environmental pollution on
sucrose metabolism are also explored.

(Advances in Cell Biology 2002; 29: 47-59)

Key words: carbohydrate allocation, sucrose metabolism, stressing factors

Wykaz stosowanych skrotow: SPS - syntaza fosforanu sacharozy, Al - kwasna inwertaza, CWI -
apoplastyczna inwertaza, NI - neutralna inwertaza, VI - wakuolarna inwertaza, SUSY - syntaza
sacharozy, PFK - fosfofruktokinaza zalezna od ATP, PFP - fosfofruktokinaza zalezna od PPj, HK -
heksokinaza, Pi - ortofosforan, PPj - pirofosforan, UDPG - urydynodifosfoglukoza, TNC - catkowita
zawarto$¢ cukréw niestrukturalnych

*Praca finansowana w ramach grantu KBN nr 6 P0O4F 103 21.



48 A. SZADEL, G. LORENC-PLUCINSKA

1. WSTEP

Dystrybucja produktow fotosyntezy pomiedzy tkankami jest podstawowym pro-
cesem zachodzgcym u organizméw wielokomérkowych. Koficowym produktem fo-
tosyntezy i forma transportowg wegla u wiekszosci roslin wyzszych jest sacharoza
(ryc. 1). Jej synteza ma miejsce przede wszystkim w lisciach-donorach (sources),
skad transportowana jest do tkanek akceptorowych (sinks) [10, 48]. Transport sa-
charozy moze odbywac sie drogg symplastyczng poprzez plazmodesmy lub apo-
plastyczng z udziatem nos$nikéw biatkowych (transporteréw) sacharozy [20, 57].
Zdolnos$¢ akceptorow do importu substancji pokarmowych (sink capacity) zalezy
miedzy innymi od aktywnos$ci enzymow degradujacych sacharoze [35, 38, 56].
Podstawg przejScia akceptor - donor sg zmiany aparatu enzymatycznego liscia,
polegajace nawzroscie aktywnosci enzymow odpowiedzialnych za synteze sacharozy
iobnizeniu potencjatu sacharolitycznego [10,35]. Obnizone zapotrzebowanie akcep-

RYCINA 1. Synteza i transport sacharozy wewngtrz komdrki donora oraz zatadunek sacharozy do floemu
(wg [20i 28], zmienione): F- fruktoza, F-6-P - fruktozo-6-fosforan, F-1,6-BP - fruktozo-1,6-bisfosforan,
F-2,6-BP - fruktozo-2,6-bisfosforan, G - glukoza, G-I-P - glukozo-1-fosforan, G-6-P - glukozo-6-fo-
sforan, S - sacharoza, S-6-P - sacharozo-6-fosforan, triozo-P - triozofosforany, UDPG - urydynodifo-
sfoglukoza, SPS - syntaza fosforanu sacharozy
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tora na fotoasymilaty moze prowadzi¢ do obnizenia intensywnosci fotosyntezy [14,
22, 35, 38].

Alokacja asymilatow kontrolowana jest przez aktywnos$¢ nosnikéw biatkowych
sacharozy i heksoz. Pierwszy transporter sacharozy wyizolowano ze szpinaku (So-
SUT1) [28]. Dotychczas sklonowano transportery sacharozy m.in. z: ziemniaka,
pomidora, Arabidopsis i ryzu [28, 52]. Ekspresja genow SUT zachodzi w btonach
rurek sitowych i komdérek towarzyszacych floemu. Podlega ona regulacji na poziomie
mRNA i biatka poprzez hormony, rytmike dobowg i poziom cukréw [25, 34].
Transportery heksoz aktywne sg gtéwnie w tkankach akceptorowych [20, 24].

Mechanizmem przystosowujacym rosline do zmiennych warunkéw $rodowiska
jest regulacja ekspresji gendéw poprzez cukry. Czynnikiem sygnalnym wptywajacym
na metabolizm komoérkowy moze by¢ sacharoza, glukoza, fruktoza lub fosforylacja
heksoz przy udziale heksokinazy (HK) [6,15,19,21,38,41,43]. Sacharoza kontroluje
ekspresje genu zamka leucynowego u Arabidopsis, czynnika transkrypcyjnego ATB2
i promotora rolC Agrobacterium [28]. Geny, ktérych ekspresja uzalezniona jest
od poziomu cukréw moga wptywac na dystrybucje fotoasymilatow pomiedzy tkan-
kami i organami. W lisciach-donorach asymilatéw niski poziom cukrow indukuje
geny zwigzane z fotosynteza, remobilizacjg i eksportem fotoasymilatéw [15, 21,
24]. W tkankach akceptoréw wysoki poziom cukréw indukuje geny zwigzane z
magazynowaniem asymilatow lub ich wykorzystaniem napotrzeby wzrostu i rozwoju
[10, 35, 38]. Geny metabolizmu sacharozy petnig funkcje w produkcji potencjalnych
czynnikéw sygnalnych, jak rowniez same podlegaja modulacji przez poziom cukréw
[21, 24, 25].

2. KLUCZOWE ENZYMY METABOLIZMU SACHAROZY

Enzymem biorgcym udziat w syntezie sacharozy sa syntaza sacharozy (UDP-
glukozo:D-fruktozo-2-a-D-glukozylo transferaza; EC 2.4.1.13; SUSY) oraz syntaza
fosforanu sacharozy (UDP-glukozo:D-fruktozo-6-fosforo-2-glukozylotransferaza;
EC 2.4.1.14; SPS) [61]. Syntaza fosforanu sacharozy katalizuje tworzenie sacha-
rozo-6-fosforanu (Suc-6-P) zUDP-glukozy (UDPG) i fruktozo-6-fosforanu (Fru-6-P)
(ryc. 1). Powstaty Suc-6-P hydrolizowany jest przez sacharozo-6-fosfofosfataze
(SPPaze). Pozorna stata rownowagi (Kapp) dla SPS zalezy od stezenia jonéw mag-
nezowych i pH [61]. Aktywno$¢ SPS moze by¢ regulowana przez modyfikacje
allosteryczng, gdzie Glu-6-P jest aktywatorem, a Pj - inhibitorem. SPS podlega
rébwniez odwracalnej fosforylacji kowalencyjnej w pozycjach:

Ser , ktora jest inaktywowana w ciemnosci przez kinaze PKni,

Ser aktywowang podczas stresu osmotycznego przez kinaze PKjy oraz

Ser , miejsce fosforylacji przez kinaze PKj i przytgczania biatek 14-3-3s.

W organach akceptorowych sacharoza moze by¢ wykorzystana po uprzedniej
hydrolizie do heksoz (ryc. 2). Reakcje te katalizujg inwertaza ((3-D-fruktofuranozydo-
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RYCINA 2. Transport i metabolizm cukréw wewnatrz komorki akceptora (wg [26] zmienione): S -
sacharoza, CWI - apoplastyczna inwertaza, F - fruktoza, G - glukoza, SUSY B - syntaza sacharozy,
forma zasocjowana z plazmalemmg, SUSY F - syntaza sacharozy, forma rozpuszczalna w cytozolu,
UDPG - urydynodifosfoglukoza, HK - heksokinaza, F-6-P - fruktozo-6-fosforan, F-1,6-BP - fruktozo-
1,6-bisfosforan, PFK - fosfofruktokinaza zalezna od ATP, PFP - fosfofruktokinaza zalezna od PPi, NI -
neutralna inwertaza, VI - wakuolama inwertaza

fruktohydrolaza, EC 3.2.1.26) oraz syntaza sacharozy (SUSY) [13,47,49]. Hydroliza
sacharozy przez inwertaze do glukozy i fruktozy powoduje utrate energii wigzania
glikozydowego. Reakcja katalizowana przez SUSY prowadzi do powstania wysoko
energetycznego zwigzku, UDP-glukozy (UDPG) [6,48]. Syntaza sacharozy katalizuje
zarébwno synteze, jak i degradacje sacharozy. Przyjmuje sie jednak, ze jej pod-
stawowg funkcjg jest przeksztatcenie sacharozy do fruktozy i UDPG [38, 48].

2.1. Charakterystyka inwertaz

Komdérki ro$linne maja kwasne inwertazy (Al): wakuolarng (V1) i apoplastyczng
(sciany komérkowej, CW1) oraz neutralne/alkaliczne (NI) zlokalizowane w cytozolu
[13, 26, 55, 62]. Wiekszos$¢ gatunkoéw roslin zawiera co najmniej dwie izoformy
VI, ktére akumulujg sie jako biatko rozpuszczalne w kompartmencie kwasnym.
Stwierdzono takze istnienie kilku izoform CWI jonowo zwiazanych ze $ciang ko-
morkowg. Aktywnosé kwasnych inwertaz (Al) charakterystyczna jest dla mtodych,
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rozwijajacych sie lisci, bedacych akceptorami asymilatow [47]. Jej wysoka aktywnos¢
stwierdzano niekiedy takze w dojrzatych organach asymilacyjnych [1, 9]. Inwertaza
cytoplazmatyczna wystepuje co najmniej w dwoéch izoformach, hydrolizujacych
sacharoze w pH neutralnym lub lekko alkalicznym [29, 47, 49, 55].

Fizjologiczne funkcje petnione przez inwertazy zalezg od organu, tkanki lub
komorki, w ktdrej ulegaja ekspresji [26, 47, 55]. Inwertazy pos$rednio biorg udziat
w rozdziale sacharozy pomiedzy donory i akceptory [38]. W mitodych organach
akceptorowych CWI moze zwigksza¢ import weglowodanéw utrzymujac gradient
koncentracji sacharozy pomiedzy floemem aakceptorem [49]. W organach dojrzatych
inwertazy moga ograniczac intensywnos$¢ eksportu sacharozy hydrolizujgc sacharoze
do heksoz, co obniza jej zatadunek do floemu i prowadzi do regulacji zwrotnej
fotosyntezy [22].

Funkcje petnione przez inwertazy wréznych przedziatach komorki poznano dzigki
roslinom transgenicznym z ekspresjag inwertazy drozdzowej [18,23,53]. W przypadku
transgenicznego pomidora z ekspresjg genu inwertazy wykluczajgcego ekspresje
biatka inwertazy nastepowata akumulacja sacharozy [23]. Wzrost aktywnosci NI
w bulwie transgenicznego ziemniaka wptywat na zwiekszenie przeptywu wegla
w kierunku glikolizy i akumulacji ufosforylowanych posrednikdw metabolicznych
[18]. Zredukowana aktywno$¢ CWI w transgenicznej marchwi prowadzita do ha-
mowania wzrostu korzenia i akumulacji sacharozy i skrobi w lisciach [53].

Geny kodujgce inwertazy tworza rodziny genowe, ktérych ekspresja zalezna
jest od organu i od stadium rozwojowego. Geny VI ulegajg ekspresji gtdwnie w
miodych lisciach, a CWI w lisciach dojrzatych. Ekspresja genéw inwertaz mo-
dulowana jest przez takie czynniki, jak: poziom cukrow, infekcja patogenow, zra-
nienie, grawitropizm, niska temperatura, Swiatto, kwas giberelinowy, auksyny,
cytokininy, inhibitor biatkowy [26, 47, 49, 55]. Poziom cukréw moze wptywaé
w odmienny spos6b na aktywnos$¢ réznych izoform inwertazy wakuolamej. W przy-
padku genéw kodujacych inwertaze wakuolarng wykazano hamowanie aktywnosci
genu lvrl i indukcje ekspresji genu Ivr2 w obecnosci glukozy i sacharozy [55].

Poznanojuz ponad 20 sekwencji cDNA kwasnych inwertaz pochodzgcych gtdwnie
z roslin dwulisciennych [47, 55, 62]. Inwertaza wakuolarna i apoplastyczna maja
podobne wiasciwosci molekularne i biochemiczne [49]. Cechg charakterystyczng
sekwencji aminokwasowych kwasnych inwertaz jest wystepowanie w poblizu N-
konca pentapeptydu NDPNG (motyw (3F), propeptydu i peptydu sygnalnego, a
w poblizu C-konca reszty Cys i przylegajagcych aminokwaséw oraz C-koncowego
wydtuzenia w przypadku inwertazy wakuolamej. Obie kwasne inwertazy, VI i CWI,
ulegaja N-glikozylacji. Masa molekularna wiekszosci biatek kwasnych inwertaz
ksztattuje sie pomiedzy 55 a 70 kDa [47]. Miejsce aktywne VI najczeSciej tworza
grupy karboksylowe, histydylowe i sulfhydrylowe [47].

Inwertaza neutralna/alkaliczna (NI) zlokalizowana jest w cytozolu. Jej funkcja
polega nadostarczaniu substratéw do cyklu kwasow tréjkarboksylowych w tkankach,
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gdzie aktywnos$¢ SUSY iAljestniska [13,61]. U marchwi zidentyfikowano inwertaze
neutralng, ktéra jest oktamerem o masie molekularnej 456 kDa oraz alkaliczng
charakteryzujgcg sie strukturg tetrameru o masie 504 kDa [29,47]. Inwertaza neutralna
wykazuje maksymalng aktywno$¢ w pH 6,8, a alkaliczna w pH 8,0. Aktywnos$¢
obu enzymoéw hamowana jest przez produkty reakcji, przy czym fruktoza jest in-
hibitorem kompetycyjnym, a glukoza niekompetycyjnym. Inwertaza neutralna/al-
kaliczna jest polipeptydem pozbawionym wigzania N-glikozydowego [29, 55].
Inwertaza alkaliczna wykazuje aktywnos$¢ specyficzng dla sacharozy [29, 47]. In-
wertaza neutralna hydrolizuje rdwniez rafinoze i stachioze, jest zatem (3-fruktofu-
ranozydazg.

2.2. Charakterystyka syntazy sacharozy

Syntaza sacharozy (SUSY) jest gtéwnym enzymem hydrolizujagcym sacharoze
w akceptorach [10, 35, 61]. Biatko SUSY wystepuje w formie rozpuszczalnej w
cytozolu (SUSY F) lubjest zwigzane z btong komorkowga (SUSY B) [26]. Hydroliza
sacharozy przez SUSY zwigzanajest z procesami anabolicznymi, w ktdrych powstata
UDPG jest prekursorem wielu zwigzkow: skrobi [35, 61], celulozy [8], kalozy
[47]. SUSY zlokalizowana w komdrkach towarzyszacych floemu dostarcza energie
potrzebng do zatadunku i roztadunku sacharozy z apoplastu [11].

U gatunkdw jednolisciennych SUSY kodowanajest przez dwa geny niealleliczne,
ktére u kukurydzy zidentyfikowane zostalty jako Shl (Shrunken=Sus2) oraz Susl
[11, 49]. Oba geny SUSY kodujace izoformy SS1 i SS2 zlokalizowane sg na chro-
mosomie 9 [48]. Ekspresja Shl ograniczona jest do ziarniaka, Susi eksprymowany
jest w wiekszosci tkanek (ziarniaki, embriony, korzenie, pedy). Maksymalna eks-
presja Shl nastepuje w warunkach ograniczonej dostepnosci wegla; transkrypt Susi
jest niewykrywalny w tych warunkach [11, 20, 48]. U ros$lin dwulisciennych analiza
genomu ziemniaka doprowadzita do identyfikacji dwdch klas genow: Sus3 i Sus4,
ktorych regiony kodujgce wykazujg 87% homologie [48]. Geny te sg funkcjonalnie
analogiczne odpowiednio do gendw Susi i Sus2 kukurydzy. Sus4 ulega indukcji
w warunkach wysokiego poziomu sacharozy; transkrypt Sus3 pozostaje w tych
warunkach niezmieniony [11]. Za indukcje genu Sus4 (jak réwniez Susi kukurydzy,
ryzu i Arabidopsis) przez sacharoze odpowiedzialny jest 18-bp konserwatywny
motyw sekwencyjny zlokalizowany w poblizu korica 5'-SUREI (Suc-responsive
element) [43, 61].

Badania przeprowadzone u kukurydzy wykazaty, ze obie izoformy SUSY ulegajg
fosforylacji poprzez kinazy serynowo-treoninowe aktywowane przez Ca2+ lub fo-
sfolipidy, zwtaszcza w pozycji Serl5 zlokalizowanej na N-koricu [61]. Fosforylacja
zwieksza aktywno$¢ hydrolityczng SUSY oraz wpitywa na dystrybucje subkomar-
kowg enzymu [30]. Posttranslacyjna modyfikacja SUSY zachodzi réwniez przez
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odwracalng redukcje/oksydacje grup tiolowych. Oksydacja zwieksza aktywnos¢ syn-
tetyczng i obniza aktywnos$¢ hydrolityczng enzymu [61].

2.3. Wptyw PPi-zaleznej fosfofruktokinazy i fmktozo-2,6-bisfosforanu

W organach importujgcych sacharoze stwierdzono wysoki poziom fosfofruktoki-
nazy zaleznej od PPj (fruktozo-6-fosforo-1 -transferaza; EC 2.7.1.90; PFP). Katalizuje
ona, obok fosfofruktokinazy zaleznej od ATP (EC 2.7.1.11; PFK), odwracalng kon-
wersje F-6-P do F-1,6-BP, gdzie donorem grup fosforylowych w kierunku gli-
kolitycznym jest PPj, a akceptorem grup fosforylowych w reakcjach gluko-
neogenicznych jest P;(ryc. 2) [44]. PFP uwazanajest za enzym adaptacyjny, zalezny
od wymagan metabolicznych tkanki. Jego aktywno$¢ utrzymuje réwnowage po-
miedzy pula heksozofosforandw, triozofosforanéw, Pj i PPj w warunkach wysokiej
aktywnos$ci metabolicznej. Aktywnos¢ PFP powigzana jest z hydroliza sacharozy
katalizowang przez SUSY. Szlak degradacji sacharozy rozpoczynajacy sie od SUSY
i obejmujacy réwniez przemiane UDP -> UTP korzysta z reakcji defosforylacji
F-1,6-BP jako Zrdodia PPj [27, 44]. Produkowany PPj wykorzystywany jest przez
UDP-glukozo pirofosforylaze do przeksztatcenia UDPG w glukozo-1-fosforan i
UTP. UTP moze by¢ wykorzystany do fosforylacji fruktozy [27]. Stosunek sumy
aktywnos$ci PFP i PFK, reprezentujagcy maksymalny potencjat fosforylacji F-6-P,
do aktywnosci SUSY [(PFP+PFK)/SUSY] moze by¢ wskaznikiem sity mobiliza-
cyjnej akceptora [51].

Reakcja katalizowana przez PFP przebiega w cytozolu ijest aktywowana przez
fruktozo-2,6-bisfosforan (F-2,6-BP) w kierunku glikolitycznym. Reakcja odwrotna
w kierunku glukoneogenezy wykazuje nizszg wrazliwosci na F-2,6-BP [44]. Me-
tabolizm sacharozy w cytoplazmie komérek roslinnych podlega zatem czesSciowej
kontroli przez F-2,6-BP, ktéry uwazany jest za inhibitora syntezy sacharozy przez
inhibicje cytoplazmatycznej fruktozo- 1,6-bisfosfatazy (FBPazy) i aktywacje PFP
[54, 61].

3. METABOLIZM SACHAROZY W ODPOWIEDZI
NA ZMIENIAJACE SIE WARUNKI SRODOWISKA

3.1. Niska temperatura

Tolerancja na niskg temperature jest wynikiem dziatania mechanizméw krio-
protekcyjnych, do ktérych nalezy akumulacja cukrow rozpuszczalnych (TNC) w
réznych przedziatach komérki roslinnej [36]. Z akumulacjg sacharozy zwigzana
jest podwyzszona aktywno$¢ SPS, co obserwowano u roélin poddanych stresowi
niskiej temperatury [5,39,46]. Zwiekszona intensywno$¢ fotosyntetyczna u odmiany
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ozimej pszenicy podczas aklimatyzacji do niskiej temperatury wigzata sie ze zwie-
kszonym eksportem sacharozy do wakuoli, stymulacjg biosyntezy fruktanu, wzmo-
zong aktywnoscig kwasnej i neutralnej inwertazy oraz PFP i PFK [40]. Indukcja
enzymow metabolizujgcych sacharoze wzmaga fosforylacje heksoz, natezenie pro-
cesu glikolizy i/lub glukoneogenezy [40].

3.2. Stres osmotyczny

Zasolenie gleby oddziatuje na rosliny obnizajagc potencjat osmotyczny roztworu
glebowego i uniemozliwiajgc pobieranie sktadnikow pokarmowych. Rosliny wy-
korzystujag woéwczas fotoasymilaty do zmniejszenia potencjatu osmotycznego. W
pomidorach poddanych stresowi zasolenia wzrasta aktywnos¢ sacharolityczna, na-
stepuje akumulacja skrobi oraz obnizenie sity mobilizacyjnej akceptora [3]. W lisciach
szpinaku i komdrkach batatu obserwowano aktywacje SPS i zwiekszong synteze
sacharozy [59]. Podwyzszongtolerancje na zasolenie wykazywat transgeniczny tyton
z ekspresjg CWI [3, 12]. Nastepowata u niego akumulacja sacharozy w donorach
oraz glukozy i fruktozy w chloroplastach, co chronito aparat fotosyntetyczny przed
stresem zasolenia [12].

3.3. Zasobnos¢ podtoza w biogeny

Deficyt fosforu powoduje wzrost zawartosci glukozy, sacharozy i skrobi w ko-
rzeniach oraz lisciach fasoli, a takze aktywacje SPS, NI, Al w lisciach i korzeniach
oraz SUSY w lisciach [7]. Aktywnos$¢ NI jest wyzsza niz Al. Obnizony jest poziom
ufosforylowanych cukréw oraz aktywnosci heksokinazy i fruktokinazy, co wskazuje
na spadek natezenia oddychania i zawartosci ATP [7].

Wysoki poziom fluorkéw w glebie obniza produkcje biomasy i wielko$é plo-
nowania. Nadmiar fluorkéw prowadzi do akumulacji cukréw redukujacych i sa-
charozy, natomiast synteza skrobijest zahamowana [2]. Obecnos$¢ fluorkow moduluje
aktywnos$¢ NI, ktéra stymulowana jest w tupinie nasiennej, ale zredukowana w
liscieniach [2].

Stres wywotany obecnoscig szkodliwych jonéw glinu (np. Al+3) powoduje w
korzeniach pszenicy wzrost aktywnosci SUSY oraz enzyméw fermentacyjnych.
Nie stwierdzono natomiast wptywu jondéw glinu na aktywno$¢ Al, PFP i PFK
[31].

3.4. Anaerobioza

W warunkach obnizonej zawartosci tlenu zwiekszona aktywno$¢é SUSY odgrywa
krytyczng role w indukowaniu tolerancji na anoksje [37]. W warunkach anoksji
na poziomie mRNA stwierdzono indukcje Shl. W przeciwienstwie do powyzszego,
w warunkach hypoksji silnie wzrastat Susi mRNA [37]. W korzeniach poddanych
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anoksji nastepuje posttranslacyjna regulacja SUSY, polegajgca na fosforylacji i defo-
sforylacji izoform. Defosforylacja SH1 wptywa na jej lokalizacje w membranie
komorkowej i udziat w syntezie kalozy. Izoforma SUSI pozostaje w cytoplazmie
i zwigzana jest z glikolizag [50]. W warunkach anoksji obserwowano réwniez akty-
wacje PFP, a aktywnos$¢ PFK nie zmienia sie lub wzrasta [14]. W siewkach kukurydzy
poddanych anoksji i hypoksji nastepuje represja inwertaz na poziomie transkrypcji
i aktywnos$ci enzymu [25]. Obnizenie transkrypcji lvr2 jest wieksze niz lvrl [63].
Zmiana metabolizmu w kierunku reakcji katalizowanych przez SUSY w warunkach
stresu anaerobowego moze prowadzi¢ do oszczednej gospodarki zasobami ATP,
a takze dotyczy efektu wywieranego na transdukcje sygnatéw przez obnizenie prze-
ptywu wegla i redukcje sygnatéw pochodzacych od glukozy [63].

3.5. Zanieczyszczenia $Srodowiska

Ozon jest istotnym czynnikiem zanieczyszczajagcym $rodowisko, ktéry powoduje
obnizenie natezenia procesu fotosyntezy i zmiany w alokacji weglowodanow [16,
17]. Pod wptywem dziatania ozonu obserwowano redukcje eksportu cukrow z do-
noréw, inaktywacje SPS i zwiekszony przeptyw wegla w kierunku syntezy skrobi,
jak réwniez wzrost aktywnos$ci SUSY i NI i wzmozenie reakcji glikolitycznych
[9].

Dwutlenek siarki wpltywa na przebieg procesu fotosyntezy, stymuluje eksport
triozofosforanéw z chloroplastow, hamuje zatadunek sacharozy do floemu oraz
powoduje akumulacje skrobi w lisciach [32]. Pod wptywem S 02 nastepuje wzrost
zawartosci F-2,6-BP, obnizenie aktywnos$ci SPS oraz obnizenie stosunku stezen
sacharozy i skrobi [33].

W zrost catkowitej zawarto$ci weglowodanow niestrukturalnych (TNC) jest od-
powiedzig roslin na podwyzszong zawarto$¢ C02 w atmosferze [42, 60]. Moze
on by¢ efektem akumulacji skrobi, chociaz w wiekszosci przypadkow jest naste-
pstwem zwiekszenia zawartosci niestrukturalnych cukréw rozpuszczalnych w li-
$ciach-donorach asymilatéw [4, 45, 60]. W warunkach zwiekszonego poziomu C09
obserwowano podwyzszong aktywnos¢ SPS i Al [58].

4. PODSUMOWANIE

Heterotroficzne organy roéliny zalezne sa od statego zaopatrzenia w sktadniki
odzywecze, zwtaszcza w wysokoenergetyczne zwigzki weglowe. Forma transportowg
wegla u wiekszosci roslin wyzszych jest sacharoza. Jest ona cukrem indukujgcym
transdukcje sygnatu(dw), molekutg sygnalng regulujacg bezposrednio lub posrednio
ekspresje odpowiednich genéw i aktywnosci enzymatycznych, przekazujaca infor-
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macje o przebiegu procesow fizjologicznych w poszczegélnych organach-donorach
metabolitow i ich akceptorach. Wykorzystanie sacharozy w komorkach akceptora
wymaga uprzedniej hydrolizy do heksoz. Reakcje te katalizujg syntaza sacharozy
oraz inwertazy. Enzymy te sg biochemicznymi markerami importu zwigzkéw ener-
getycznych przez organy akceptorowe. Stresy srodowiskowe indukujg zmiany w
zawartosci cukrow rozpuszczalnych i skrobi, co znajduje odzwierciedlenie w zmie-
nionej aktywnosci enzymow uczestniczagcych w metabolizmie weglowodanéw. Zmia-
ny w dystrybucji fotoasymilatébw oraz w metabolizmie sacharozy mogag by¢
wskaznikiem aklimatyzacji rosliny do zmiennych warunkéw $rodowiska.
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REGULATION OF EXPRESSION AND FUNCTION
OF Nur77 FAMILY OF NUCLEAR RECEPTORS
AND THEIR ROLE IN THE CONTROL POINTS OF SIGNALING
PATHWAYS LEADING TO APOPTOSIS, DIFFERENTIATION
AND SYNTHESIS OF STEROID HORMONES

Janusz MATUSZYK, Leon STRZADALA

Laboratorium Immunologii Komoérkowej, Zaktad Immunologii Nowotworéw,
Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN im L.Hirszfelda, Wroctaw

Streszczenie: Receptory jadrowe Nur77, Nurrl i Nor-1 nalezg do rodziny Nur77 i do nadrodziny
receptoréw steroidowo-tyroidowych. Biatka te biorg udziat w procesach apoptozy tymocytéw, réznico-
wania komérek nerwowych, produkcji hormonéw steroidowych. Wptywanie na te procesy w celach
terapeutycznych wymaga poznania mechanizméw regulacji ekspresji i funkcji biatek rodziny Nur77 i
ich roli w réznych szlakach sygnatowych. Ekspresja i funkcja Nur77 jest regulowana na poziomie
transkrypcji genu i fosforylacji biatka. Biatka rodziny Nur77 funkcjonuja jako aktywatory transkrypcji
w formie monomerdw, homodimeréw i heterodimeréw z receptorami typu X retinoidéw. Biatka rodziny
Nur77 funkcjonuja w miejscach krzyzowania sie szlakéw sygnatowych zaleznych od receptoréw dla
czynnikéw wzrostowych, hormonéw, antygenéw (receptor komoérek T) ze szlakami sygnatowymi
kontrolowanymi przez glikokortykoidy i pochodne witaminy A. W szlaku sygnatowym prowadzgcym
do apoptozy Nur77 jest eksportowany z jadra do mitochondrium i dziata jak biatko adaptorowe.
(Postepy Biologii Komérki 2002; 29: 61-80)

*Praca finansowana przez grant KBN 4 PO5A 068 19
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Stowa kluczowe: Nur77, Nurrl, receptory jadrowe, szlaki sygnatowe, apoptoza.

Summary: The orphan nuclear receptors Nur77, Nurrl and Nor-1 are the members of Nur77 family and
of the steroid/thyroid hormone receptor superfamily. These proteins are mediators in signaling pathways
leading to apoptosis of thymocytes, neuronal differentiation, synthesis of steroid hormones. Therapeutic
intervention in these processes should be preceded by the knowledge of mechanisms of regulation of
expression and function of Nur77 family proteins and their role in different signaling pathways.
Expression and function of Nur77 is regulated on the levels of transcription of gene and phosphorylation
of protein. Nur77 family proteins function as transcription activators in the form of monomers, homodi-
mers and heterodimers with retinoid X receptors. Nur77 family proteins are involved in cross-talk of
signaling pathways dependent on receptors of growth factors, hormones, antigens (T cell receptor) with
glucocorticoids and retinoids dependent signaling pathways. In the signaling pathway leading to
apoptosis Nur77 is exported from the nucleus to the mitochondria and may act as an adaptor protein.
(Advances in Cell Biology 2002; 29: 61-80)

Key words: Nur77, Nurrl, orphan nuclear receptors, signaling pathways, apoptosis.

Wykaz skrétdw: NBRE (ang. NGFI-B response element) - element odpowiedzi monomeru Nur77;
NurRE (ang. Nur77 response element) - element odpowiedzi homodimeru Nur77; DR-5 (ang. direct
repeats) - element odpowiedzi heterodimeru Nur77 z RXR; NGF (ang. Nerve growthfactor) - czynnik
wzrostu nerwéw; POMC (ang. proopiomelanocortin) - proopiomelanokortyna; TCR (ang. T cell
receptor) - receptor dla antygenu na komérkach T; Ser - seryna.

1. WSTEP

Biatka rodziny Nur77 biorg udziat w tak réznych procesach, jak: apoptoza (proces
prowadzacy do $mierci komarki), roznicowanie, produkcja hormonow steroidowych.
Wplywanie na te procesy w celach terapeutycznych wymaga poznania regulacji
ekspresji i funkcji receptoréw rodziny Nur77 i ich udzialu w réznych szlakach
sygnatowych. W prawidtowych tymocytach (niedojrzate limfocyty T w grasicy)
receptory jadrowe Nur77 i Nor-1 funkcjonujg jako biatka szlaku sygnatowego pro-
wadzgcego do apoptozy zaleznej od TCR (ang. T celi receptor). W badaniach
wiasnych, dotyczacych szlakéw sygnatowych z udziatem Nur77 [36], stwierdzono,
ze w procesie transformacji nowotworowej tymocytéw dochodzi do zablokowania
indukcji apoptozy zaleznej od Nur77. Czynnik wzrostu nerwéw (NGF) powoduje
indukcje ekspresji Nur77 w neuronach cholinergicznych, jednakjest ona krétkotrwata
w poréwnaniu z tymocytami. Receptory jadrowe rodziny Nur77 funkcjonujg jako
monomery, homodimery i heterodimery z receptorem retinoidéw typu RXR. W
zalezno$ci od formy wystepowania biatka te rozpoznajg rdzne sekwencje DNA
i moga aktywowac transkrypcje réznych zestawdédw genéw. W zwigzku z tym biatka
te mogagpetnic istotngrole w punktach zwrotnych proceséw proliferacji, roznicowania
i apoptozy. Apoptoza neurondw ma miejsce zarébwno w trakcie procesu réznicowania
(czynnikiem ograniczajagcym rozwo0j neurondéw jest dostepnosé czynnikéw neuro-
trofowych) [51], jak i w procesach chorobowych (przyktadem moze by¢ indukcja
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apoptozy komaérek neuronalnych przez ztogi amyloidu (3) [50,73]. Mozna oczekiwac,
ze zmiany patologiczne zachodzace w komérkach neuronalnych moga by¢ zwigzane
z nieprawidtowym funkcjonowaniem szlakéw sygnatowych, w tym zwigzanych
z Nur77, ktéry w wyniku nieprawidtowej ekspresji i funkcji mégtby inicjowaé
w komorkach neuronalnych szlaki sygnatowe prowadzace do apoptozy, podobnie
jak zachodzi to w prawidtowych tymocytach.

2. RODZINA RECEPTOROW JADROWYCH Nur77

Rodzina receptoréw jagdrowych Nur77 zostata sklasyfikowanajako rodzina NR4A
wedtug nomenklatury Komitetu Nomenklatury Receptoréw Jadrowych [38]. Rodzina
ta zawiera trzy biatka (tab. 1): Nur77 (synonimy: NGFI-B, N10, NAK-1, TR3),
Nurrl (synonimy: RNR-1, NOT, HZF-3) i Nor-1 (synonim: MINOR). Rodzina
biatek Nur77 nalezy do nadrodziny receptoréw steroidowo-tyroidowych, ktére maja
podobny schemat budowy czasteczki [56]. Wedtug tego schematu (rye. 1 i tab.
2) wczesci N-koncowej biatka mozna wyrézni¢ domene AF1 (ang. activationfunction
1), ktdra jest odpowiedzialna za aktywacje transkrypcji gendw przez biatko Nur77;
w Srodkowej czesci czasteczki znajduje sie konserwatywna domena, ktéra wigze
DNA; C-koncowag czes¢ biatka stanowi domena odpowiedzialna za tworzenie homo-
i heterodimerow. W domenie tej, blisko C-kohca, jest region AF2 (ang. activation
function 2), ktéry takze bierze udzial w aktywacji transkrypcji. Zdolno$¢ biatek

TABELA 1. Rodzina receptoréw jadrowych Nur77, ktéra zostata okreslona jako rodzina NR4A
wedtug Komitetu Nomenklatury Receptoréw Jadrowych [5]

Receptor Nazwa Nr Liczba %identycznych**
jadrowy sekwencji*  amino- aminokwaséw w
rodziny biatkowej w kwasow poréwnaniu do
NR4A bazie danych biatka u szczura
nr NCBI, Gl:

Szczur 1 NGFI-B 1709263 597
2 RNR-1, HZF-3 6166579 598
3 Nor-1 1709332 628

Mysz 1 Nur77, N10 128911 601 92
2 Nurrl 548390 598 99
3 Nor-1 7657397 627 99

Cztowiek 1 NAK1, TR3 127819 598 90
2 NOT 1362989 598 99
3 Nor-1 1651191 626 92 1

*Numer sekwencji w bazie sekwencji biatkowych NCBI (National Centerfor Biotechnology Informa-
tion): **Obliczony przy uzyciu programu BLAST (NCBI).
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RYCINA 1 Domeny biatka Nur77. Sekwencja reszt aminokwasowych wedtug sekwencji NGFI-B u
szczura, Gl: 1709263. Zaznaczono domeny AF1 i AF2, odpowiedzialne za zdolno$¢ do aktywacji trans-
krypcji genéw [5,44], w regionach koncow N i C czasteczki biatka; palce cynkowe i A-box [67] tworzace
domene wigzacg DNA; potencjalne miejsce wiazania ligandu; dwie sekwencje NLS (ang. nuclear
localization sequence) w obrebie domeny wigzacej DNA; trzy sekwencje NES (ang. nuclear export
sequence) [25] w regionie C-koncowym; miejsca fosforylacji Ser-350 [21] i Ser-139 [25], ktore wptywaja
na wigzanie z DNA oraz eksport biatka z jadra
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TABELA 2. Homologie miedzy domenami biatkowymi rodziny Nur77 oraz wybranych recepto-
row jadrowych. Liczby oznaczajg numery reszt aminokwasowych danej domeny oraz % identy-
cznosci danej domeny z odpowiednig domeng NGFI-B. Z domeng wigzaca DNA receptora
NGFI-B poréwnywano domeny wybranych receptoréw nienalezacych do rodziny Nur77; RXRcx
(ang. retinoid X receptor a), GL6981496; COUP-TFI1 (ang. COUP transcriptionfactor 2)
GL3913096; ERa (ang. estrogen receptora) Gl: 119600; GR (ang. glucocorticoid receptor)

Gl: 1169883

Receptor Domena biatka
N koricowa odpowie- »A-box” region zawiera po- C koncowa

dzialna za zawiasowy tencjalne

wigzanie miejsce wig-

DNA zania

ligandu
NGFI-B 1-265 266-331 332-353 354-407 408-458 459-597
(Nur77)
RNR-1 1-262 263-328 329-350 351-408 409-459 460-598
(Nurrl) 27% 92% 100% 2% 64%
Nor-1 1-293 294-359 360-381 382-441 442-492 493-628
32% 90% 100% 64% 58%

RXRa 140-205

69%
COUP-TFII 79-144

59%
ERa 190-255

57%
GR 440-505

53%

rodziny Nur77 do aktywacji transkrypcji gendw nie wymaga przytaczenia ligandéw
do tych receptoréw i odpowiednie ligandy nawet nie zostaty zidentyfikowane. Stad
receptory te nazywane sg sierocymi (ang. orphan nuclear receptors).

Klony cDNA Nur77 wyizolowano zaréwno z komérek fibroblastow NIH 3T3
stymulowanych surowicg, jak i z komérek PC 12 (szczurzej linii komdrkowej wy-
prowadzonej z nowotworu rdzenia nadnerczy), ktére pod wptywem NGF r6znicujg
sie w kierunku neuronoéw z neurytami [18]. Indukcja ekspresji mRNA Nur77 nie
wymaga uprzedniej syntezy innych biatek; Nur77 jest wiec genem natychmiastowej
odpowiedzi na bodziec (ang. immediate-early response). Ekspresja i funkcja Nur77
jestregulowananapoziomie transkrypcji genu i fosforylacji biatka. Receptory rodziny
Nur77 moga petni¢ funkcje czynnikdw transkrypcyjnych zaréwno w formie mo-
nomeréw, jak i dimerow [13]. Nur77 jako monomer aktywuje transkrypcje genu
w nastepstwie wigzania sie w regionie promotorowym z sekwencjg DNA ztozong
z nukleotydow AAAGGTCA. Sekwencja ta, okreélana jako NBRE (ang. NGFI-B
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response element) [66], jest elementem odpowiedzi Nur77. W sktad domeny biatka
wigzacej DNA wchodzg dwa palce cynkowe (palec cynkowy jest struktura, w ktorej
reszty cysteiny utrzymujg atom cynku) [56] oraz tak zwany, A-box” (konserwatywna
sekwencja aminokwasOw charakterystyczna dla biatek rodziny Nur77). Palce cyn-
kowe biatka Nur77 rozpoznajag motyw AGGTCA-3" w sekwencji NBRE, natomiast
A-box czgsteczki Nur77 rozpoznaje 5’-AA w sekwencji NBRE [67]. Natomiast
homodimery biatek Nur77 iNurrl, jak iNor-1 wigzg czasteczki DNA, ktore zawierajg
konsensusowe sekwencje NurRE (TGACCTTTnnnnnnAAAGGTCA), gdzie n oz-
nacza nukleotyd nieistotny dla wigzania Nur77, natomiast podkres$lona jest se-
kwencja NBRE [33, 48]. NurRE jest elementem odpowiedzi Nur77 w postaci
homodimeru, natomiast NBRE jest elementem odpowiedzi Nur77 w postaci mo-
nomeru.

2.1. Nur77

Transkrypt genu kodujagcego Nur77 [19] u myszy (synonim N10) zostat ziden-
tyfikowany w fibroblastach NIH 3T3, ktore znajdowaty sie w fazie spoczynkowej
GO cyklu komoérkowego i nastepnie byly stymulowane przez dodanie surowicy
w obecnosci cykloheksimidu, inhibitora syntezy biatka. Transkrypt Nur77 obser-
wowanojuz po 15 minutach stymulacji komdrek przy uzyciu surowicy lub czynnikow
wzrostowych, takich jak: ptytkowy czynnik wzrostu, czynnik wzrostu naskoérka,
czynnik wzrostu fibroblastdw, a takze estru forbolu, ktéry aktywuje kinaze biatkowga
C [52]. Odpowiednikiem Nur77 u szczurdw jest biatko NGFI-B (ang. nerve growth
factor induced factor B). Transkrypt genu NGFI-B obserwowano w komdérkach
PC 12 stymulowanych przy uzyciu NGF i zasadowego czynnika wzrostu fibroblastéw
(stymuluja réznicowanie PC 12), czynnika wzrostu naskérka, KC1 (powoduje depo-
laryzacje btony komdrkowej), estru forbolu (aktywator PKC), A23187 (jonofor
Ca +) [15, 20, 24, 64]. U ludzi odpowiednikiem Nur77 jest TR3. Transkrypt genu
TR3 zidentyfikowano w bibliotece cDNA komérek prostaty [8]. Ekspresje mRNA
Nur77 stwierdzono w mdzgu, jajnikach, jadrach, gruczotach $linowych, miesniach,
$ledzionie, grasicy [27, 52].

2.2. Nurrl

cDNA Nurrl (ang. Nur-relatedfactor 1) wyizolowano z biblioteki mézgu myszy
[27]. Jego odpowiednik u szczura zidentyfikowano jako RNR-1 (ang. regenerating
liver nuclear receptor) w komdrkach regenerujgcej watroby po czesciowej hepa-
tektomii [55] oraz jako HZF-3 (ang. hippocampal zincfinger 3) w bibliotece cDNA
hipokampa szczura [46]. Ekspresje mMRNA Nurrl u gryzoni stwierdzono w mézgu,
watrobie, korze nadnerczy [27, 46, 55, 10]. Zrdznicowang ekspresje gendéw Kko-
dujacych receptory Nur77 i Nurrl stwierdzono w réznych regionach mézgu [72].
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Na przykiad w komdrkach hipokampa ma miejsce wysoka ekspresja obu gendw,
natomiast w istocie czarnej mdézgu ulega ekspresji jedynie Nurrl.

2.3. Nor-1

Nor-1 (ang. neuron-derived, orphan receptor) zostat zidentyfikowany w hodowli
pierwotnej komdrek wyizolowanych z przodomo6zgowia ptodu szczura [40]. Stwier-
dzono wystepowanie mMRNA Nor-1 uszczuréw w grasicy oraz w gruczotach przysadki
i nadnerczy, a takze w mdzgu embrionu [34].

2.4. Organizacja genéw kodujacych receptory rodziny Nur77

Gen Nur77 sklada sie z 7 egzonéw rozdzielonych intronami [52, 64]. Biatko
jestkodowane przez egzony 2-7. Transkrypt pierwszego egzonu zawiera 5’-koAcowy
region mMRNA nie ulegajacy translacji (tzw. 5’UTR). Egzon 2 koduje domene biatka
odpowiedzialng za zdolno$¢ Nur77 do aktywacji transkrypcji gendw oraz pierwszy
palec cynkowy wchodzacy w sktad domeny wigzacej DNA. Egzon 3 koduje drugi
palec cynkowy. Egzon 4 koduje region zawiasowy biatka pomiedzy domeng wigzacg
DNA i C-kofncowg domeng odpowiedzialna za dimeryzacje. Egzony 5-7 koduja
domene odpowiedzialng zadimeryzacje Nur77 zinnym receptorem jagdrowym. Trans-
krypt egzonu 7 takze zawiera nie ulegajacy translacji 3’-koricowy region mRNA
(tzw. 3’'UTR). Geny Nurrl [4, 22, 53, 61] i Nor-1 [41] skiadajg sie z 8 egzondw,
czyli o jeden wiecej niz w przypadku genu Nur77. Transkrypt tego dodatkowego
egzonu zawiera sekwencje 5’'UTR. Organizacja pozostatych egzondéw Nurrl i Nor-1
jest taka jak w przypadku Nur77. Organizacja genéw Nur77, Nurrl i Nor-1 jest
podobna jak w przypadku innych genéw kodujgcych biatka nadrodziny receptoréw
jadrowych. Jednak sg pewne odrebne cechy wspdlne tylko dla gendw kodujgcych
opisywane biatka. Na przyktad, miejsce potgczenia egzondw kodujgcych dwa palce
cynkowe jest unikalne dla genéw Nur77, Nurrl i Nor-1 [52], co sugeruje, ze geny
te tworzg odrebng rodzine wsrdéd receptoréw jadrowych [14] oraz wywodza sie
ze wspoélnego genu w rozwoju filogenetycznym.

3. FUNKCJA

Wykazano znaczacag role biatek rodziny Nur77 w roéznych procesach, takich
jak:
apoptoza tymocytow i komorek nowotworowych;

udziat w szlakach sygnatowych inicjowanych przez receptory hormonéw i w
regulacji produkcji hormondw steroidowych;

réznicowanie komdrek nerwowych.
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3.1. Udziat Nur77 i Nor-1 w szlaku sygnatowym prowadzgcym
do apoptozy tymocytow w prawidtowej selekcji negatywnej

Aktywacja komoérek T zachodzi w wyniku rozpoznania antygenu przez TCR
(receptor komorek T). Proces selekcji negatywnej w grasicy prowadzi do eliminacji
tymocytdw potencjalnie autoreaktywnych (rozpoznajg wasne antygeny organizmu)
w drodze apoptozy zaleznej od kompleksu TCR/CD3 [35]. Do aktywacji tymocytoéw
i hybrydoma komérek T doprowadza réwniez traktowanie komérek przeciwciatami
anty-TCR lub anty-CD3. Silna i dtugotrwata ekspresja Nur77, spowodowana przez
aktywacje szlaku sygnatowego zaleznego od TCR/CD3, prowadzi do apoptozy ty-
mocytéw i hybrydoma komoérek T [32, 69, 70]. Zahamowanie ekspresji i funkcji
biatka Nur77 w hybrydoma komoérek T powodowato zahamowanie procesu apoptozy
komorek [32, 69]. Ekspresje Nur77 hamowano przez wprowadzenie do komorek
wektora produkujgcego antysensowne mRNA Nur77 [32]. Natomiast funkcje biatka
Nur77 hamowano przez wprowadzenie do komorek wektora kodujagcego zmutowane
biatko Nur77: DN-Nur77 (ang. dominant negative Nur77) [69]. Z drugiej strony,
u myszy transgenicznych z konstytutywng ekspresja prawidtowego biatka Nur77
grasicabytaszczatkowaw zwigzku zmasywngapoptozg tymocytow [65]. Obserwacje
te wskazujg na udziat Nur77 w szlaku sygnatowym prowadzacym do apoptozy
zaleznej od TCR/CD3. Jednak u myszy z nokautem genu (tzn. brak w genomie
genu kodujgcego funkcjonalne biatko) kodujgcego receptor Nur77 selekcja nega-
tywna tymocytow przebiegata prawidtowo [28], co sugeruje, ze w szlakach syg-
natowych prowadzacych do apoptozy tymocytéw funkcje Nur77 moze petni¢ takze
inne biatko. Faktycznie, stwierdzono indukcje ekspresji Nor-1 oprocz Nur77, ale
nie Nurrl, w tymocytach stymulowanych przeciwciatami anty-CD3 [9]. Rowniez
u myszy z transgenem Nor-1, ale nie Nurrl obserwowano zwigkszong apoptoze
tymocytéw i znaczne zmniejszenie liczby komoérek w grasicy w poréwnaniu do
myszy nietransgenicznych [9]. Wskazuje to na udziat Nor-1 i Nur77, ale nie Nurrl,
w szlakach sygnatowych prowadzacych do apoptozy tymocytéw. Nie sg znane
geny docelowe dla Nur77 w szlaku sygnatowym prowadzgcym do apoptozy. Wska-
zywano na zwiekszong ekspresje ligandu Fas w tymocytach myszy z nadekspresjg
transgenu Nur77 [65],jednakze badania innych autoréw nie potwierdzity tych danych
[2, 7]

3.2. Udziat Nur77 i Nor-1 w indukcji apoptozy komoérek
nowotworowych

Obserwowano indukcje ekspresji mMRNA Nur77 iapoptoze komoérek linii ludzkiego
raka ptuc w nastepstwie traktowania przez syntetyczny retinoid CD437 [31]. W
tych komorkach zablokowanie funkcji biatka c-Jun hamowato zaréwno ekspresje
Nur77, jak i apoptoze. Z kolei zablokowanie w komérkach LNCaP (linia komo6rkowa
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ludzkiego raka prostaty) produkcji biatka Nur77 hamowato apoptoze komérek tra-
ktowanych przez szereg zwigzkéw chemicznych, ktére indukujg rézne szlaki syg-
natowe prowadzace do apoptozy [29, 63]. Obserwowano takze ekspresje Nur77
i apoptoze komoérek HCT-15, ludzkiego raka okreznicy, po traktowaniu indome-
tacyna, podczas gdy kwas retinoidowy all-trans hamowat zaréwno transkrypcje
genu Nur77, jak i apoptoze komérek HCT-15 [23]. Takze w komoérkach MCF-7
(linia komérkowa ludzkiego raka piersi) traktowanych jonoforem Ca2+ stwierdzono
transkrypcje Nor-1 oraz proces apoptozy komorek [39].

3.3. Udziat biatek rodziny Nur77 w szlakach sygnatowych
uktadu endokrynnego

Nur77 bierze udziat w regulacji syntezy i uwalniania hormonéw ukfadu en-
dokrynnego [12, 43]. W komérkach przysadki genem docelowym dla homodimeru
biatka Nur77 jest gen kodujagcy POMC (proopiomelanokortyna), biatko prekursorowe
miedzy innymi dla adrenokortykotropiny. Z sekwencjg NurRE w promotorze POMC
wigze sie biatko Nur77 i w niewielkim stopniu Nurrl [33], natomiast nie stwierdzono
wigzaniabiatkaNor-1[16]. W nastepstwie uwolnienia z podwzgorza kortykoliberyny
(hormon uwalniajacy kortykotroping), w komdrkach przysadki jest aktywowany
szlak sygnatowy z udziatem Nur77, ktéry powoduje aktywacje transkrypcji POMC.
Adrenokortykotropina stymuluje synteze i uwalnianie glikokortykoidéw z kory nad-
nerczy. Natomiast glikokortykoidy zwrotnie hamujg uktad endokrynny na poziomie
podwzg6rza i przysadki. Stwierdzono, ze adrenokortykotropina indukuje ekspresje
Nur77 w komdrkach kory nadnerczy oraz w komorkach Y1 (linii komorkowej
nowotworu kory nadnerczy myszy) [12,68]. Znanym genem docelowym dla czynnika
transkrypcyjnego Nur77 w komoérkach kory nadnerczy jest gen kodujacy enzym
21-hydroksylaze steroidu. Enzym ten bierze udzial w biosyntezie hormonéw ste-
roidowych. Transkrypcja genu kodujgcego ten enzym jest regulowana przez adreno-
kortykotropine. W promotorze genu kodujgcego 21-hydroksylaze steroidu wystepuje
sekwencja NBRE, ktora jest rozpoznawana przez biatko Nur77 dziatajgce w tym
wypadku w formie monomerycznej.

Nur77 jest takze mediatorem szlaku sygnatowego zaleznego od prostaglandyny
F2a, ktéora w komorkach ciatka z6ttego szczura prowadzi do indukcji ekspresji
200c-dehydrogenazy hydroksysteroidu, enzymu katabolizujgcego progesteron [57].
Prawdopodobnie Nur77 bierze rdwniez udziat w szlaku sygnatowym zaleznym od
receptora parathormonu w komoérkach kosciotworczych [60]. W tym przypadku
potencjalnym celem dla Nur77 moga by¢ miedzy innymi geny kodujgce kolagen
typu | oraz kolagenaza, gdyz w promotorach tych genéw sg sekwencje NBRE
[60].
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3.4. Udziat Nurrl w r6znicowaniu neuronéw dopaminergicznych

Neurony dopaminergiczne produkujg dopamine, ktdra jest niezbednym neuro-
transmiterem w regulacji czynnosci ruchowych. Ekspresjabiatka Nurrl jest niezbedna
w koncowych etapach dojrzewania neuronéw dopaminergicznych z prekursoréw
zawierajacych marker Ptx-3+ [54]. Zadne inne biatko z rodziny Nur77 nie moze
w tym wypadku zastgpi¢ Nurrl w neuronach dopaminergicznych. W mdézgu myszy
z nokautem Nurrl nie wystepowatly neurony dopaminergiczne [54, 78]. Myszy
takie zdychaly wkrdtce po urodzeniu [78].

4. REGULACJA EKSPRESJI

W regionach promotorowych genéw Nurrl i Nor-1 [22, 42, 61] sg sekwencje
zblizone do CRE, ktére prawdopodobnie sg odpowiedzialne za indukcje transkrypcji
przez szlak sygnatowy zalezny od cAMP lub od wzrostu stezenia jonow Ca +
w cytoplazmie [39]. Natomiast sekwencja CRE nie wystepuje w promotorze genu
Nur77 (GenBank X 16995). Wykazane réznice sugerujg zasadniczo odmienny me-
chanizm kontroli transkrypcji Nur77 oraz Nurrl i Nor-1.

W réznych komdrkach do transkrypcji genu Nur77 sg wykorzystywane odmienne
regiony promotora (ryc. 2), a nawet te same sekwencje promotora sg rozpoznawane
przez r6zne czynniki transkrypcyjne w zaleznosci od kontekstu innych czynnikéw
transkrypcyjnych w komorce.

Na przyktad w komérkach PC 12 stymulowanych przez NGF transkrypcja Nur77
jest aktywowana przez czynniki transkrypcyjne rozpoznajgce dwie sekwencje AP1-
podobne w promotorze Nur77 [74]. Indukcja transkrypcji Nur77 nie wymaga uprzed-
niej syntezy biatka, natomiast jest inicjowana przez modyfikacje gotowych biatek

RYCINA 2. Regulacja transkrypcji genu Nur77 wykorzystuje odmienne regiony promotora w tymocy-
tach, fibroblastach 3T3 i w komérkach PC 12. Liczby oznaczajg pozycje nukleotydéw w promotorze genu
Nur77 w gére od miejsca poczatku transkrypcji. TranskrypcjaNur77 w komérkach PC 12 stymulowanych
przez NGF prowadzi do transkrypcji Nur77 zaleznej od JunD. Natomiast w tymocytach szlak sygnatowy
inicjowany przez TCR prowadzi do aktywacji transkrypcji Nur77 zaleznej od czynnika transkrypcyjnego
MEF2D
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(najczesciej sa to zmiany fosforylacji), w wyniku ktérych biatka te peiniag role
czynnikow aktywujacych transkrypcje genéw. Wykazano, ze niezbedny udziat w
rozpoznaniu sekwencji AP1-podobnych i inicjacji transkrypcji genu Nur77 w ko-
madrkach PC12 ma kompleks z udziatem biatka JunD [75]. Szlaki sygnatowe ini-
cjowane przezreceptor NGF lub depolaryzacje btony komorek PC 12 prawdopodobnie
prowadzg do fosforylacji JunD (ryc. 3) lub innych biatek, ktére wiazg sie z JunD
i w wyniku tych modyfikacji kompleks biatek z JunD ma zdolno$¢ do aktywacji
transkrypcji Nur77 [75].

Z kolei w tymocytach transkrypcja Nur77, niezbedna dla procesu selekcji ne-
gatywnej, jest zalezna od szlaku sygnatowego zwigzanego z TCR [70] i jest pre-
cyzyjnie regulowana przez zmiany stezeniajonéw Ca +w cytoplazmie. Transkrypcja

RYCINA 3. Hipotetyczne szlaki sygnatowe regulujace ekspresje i funkcje Nur77 w komoérkach PC12.
NGF wigze sie z wysokim powinowactwem z receptorem TrkA i z niskim powinowactwem z receptorem
p75NTR. Fosforylacja czynnika transkrypcyjnego JunD prowadzi do aktywacji transkrypcji genu Nur77.
Kinaza Rsk2 fosforyluje biatko Nur77
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Nur77 zalezna od TCR w tymocytach jest inicjowana przez inne czynniki trans-
krypcyjne [1, 76, 77] niz w komorkach PC12 stymulowanych NGF (ryc. 2).

5. REGULACJA FUNKCJI

Funkcja biatek rodziny Nur77 jest regulowana przez:

liczne fosforylacje reszt seryny w czesci N-kofAcowej biatek oraz w domenie
wigzacej DNA,;
- oddziatywanie z innymi receptorami jgdrowymi.

5.1. Modyfikacje biatka Nur77 wptywajagce na jego zdolnosé
do aktywacji transkrypcji genéw

Nur77 moze byé¢ indukowany przez rézne szlaki sygnatowe, jednak powstajace
produkty biatkowe znacznie rdéznig sie stopniem fosforylacji. Czasteczka biatka
Nur77 jest bogato fosforylowana w komdrkach PC 12 stymulowanych przez czynnik
wzrostowy NGF, natomiast biatko Nur77 produkowane w odpowiedzi na depo-
laryzacje btony komoérkowej jest stabo fosforylowane [15]. Dla funkcji Nur77 za-
sadnicze znaczenie ma fosforylacja seryny-350 (u szczura; Ser-354 u myszy), kt6ra
znajduje sie w tzw. domenie ,,A-box” w biatku Nur77 i bierze udziat w wigzaniu
biatka z DNA. Fosforylacja Ser-350 w czgsteczce biatka Nur77 uniemozliwia wig-
zanie sie receptora Nur77 z sekwencjg NBRE [21] oraz uniemozliwia aktywacje
transkrypcji genow przez Nur77 (ryc. 4), przynajmniej w przypadku genéw re-
porterowych z sekwencjg NBRE w promotorze [30, 24]. W komdrkach PC 12 tra-
ktowanych przy uzyciu NGF dochodzi do transkrypcji genu kodujacego receptor

MEK1
J[  PD98059

Rsk2

hamowanie
wigzania z NBRE
i aktywnosci transkrypcyjnej

wigzanie z NBRE
i aktywnos¢ transkrypcyjna

RYCINA 4. Regulacja funkcji Nur77 przez fosforylacje Ser-350 w czasteczce biatka. Fosforylacja
Ser-350 w czasteczce biatka Nur77, dokonywana przez kinaze Rsk2, utrudnia wigzanie sie biatka Nur77
z sekwencjg NBRE w promotorach genéw aktywowanych przez Nur77 i hamuje aktywacje transkrypcji
tych genéw przez Nur77
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Nur77, a nastepnie Ser-350 w czgsteczce biatka Nur77 jest fosforylowana przez
kinaze Rsk2 [58], ktérajest aktywowana przez szlak sygnatowy zalezny od receptora
dla NGF [24] (ryc. 3). Wykazano, ze kinaza Akt takze moze fosforylowaé Ser-350
w biatku Nur77 [45].

5.2. Modyfikacje biatka Nur77 prowadzgce do eksportu
z jadra do cytoplazmy

Ekspresja Nur77 jest indukowana w komdrkach linii ludzkiego raka prostaty
LNCaP przez tak rozne induktory apoptozy, jak: syntetyczne retinoidy, ester
forbolu, jonofor Ca2+, etopozyd. Traktowanie tymi zwigzkami prowadzi do trans-
lokacji Nur77 z jadra do mitochondrium [29]. Oddziatywanie Nur77 z zewnetrzna
btong mitochondrium prowadzi do uwolnienia cytochromu ¢ z mitochondrium do
cytoplazmy [3, 29]. W cytoplazmie cytochrom ¢ powoduje aktywacje kaspaz, ktore
rozpoczynajg faze egzekucyjng procesu apoptozy prowadzacg do degradacji DNA
i rozpadu komérek na ciatka apoptotyczne [37]. W tym wypadku, w szlaku syg-
natowym apoptozy, Nur77 bierze udziat niejako czynnik transkrypcyjny, ale dziata
jak biatko adaptorowe (tab. 3), ktore wigze sie z biatkiem btony mitochondrium.
Eksport Nur77 z jadra moze by¢ warunkiem koniecznym dla przekazania sygnatu
do rozpoczecia apoptozy, ale nie jest jeszcze warunkiem wystarczajgcym, gdyz
obserwowano eksport Nur77 z jagdra do cytoplazmy w komérkach PC 12 stymu-
lowanych czynnikiem wzrostu nerwéw [25].

5.3. Heterodimery biatek rodziny Nur77

Receptory jadrowe dla hormondw tyroksyny oraz pochodnych witamin A i D
tworzg aktywne heterodimery z RXR (receptor typu X retinoidu 9-cis) [11, 26].
Wykazano tworzenie podobnych heterodimeréw przez biatka rodziny Nur77 z re-
ceptorem RXR [17, 47]. Elementem docelowym dla heterodimeréw RXR-Nur77
sg sekwencje typu DR-5 (ang. direct repeats). Heterodimery RXR-Nur77 po przy-
faczeniu ligandu (retinoid 9-cis) do RXR majg zdolnos¢ do aktywacji transkrypcji
tych genow docelowych, ktére majg sekwencje DR-5 w regionie promotorowym
[17, 47]. Oddziatywanie receptorow RXR z biatkami rodziny Nur77 prowadzi do
aktywacji transkrypcji genéw docelowych z sekwencjami NBRE, NurRE lub DR-5
w regionach promotorowych (ryc. 5). Dzieki takim powigzaniom szlakéw syg-
natowych mozna ingerowaé w procesy zalezne od Nur77 przez zastosowanie syn-
tetycznych retinoidéw, ktore sg agonistami lub antagonistami wobec okre$lonego
typu receptora RAR (a, 3 y) lub RXR (a, 3 y) [59]. Na przykiad traktowanie
komoérek Jurkat przy uzyciu syntetycznych retinoidéow CD336 (agonista dla RARa)
lub CD437 (agonista dla RARy) prowadzito do zmniejszenia lub zwiekszenia, od-
powiednio, aktywacji transkrypcji genu reporterowego docelowego dla Nur77 i
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TABELA 3. Udziat biatek rodziny Nur77 w szlakach sygnatowych

Forma wystepowania

receptora

Nur77 jako
czynnik
transkryp-
cyjny

INur77 jako
biatko
adaptorowe

monomery:
Nur77
Nurrl
Nor-1

homodimery:
Nur77+Nur77
Nurrl+Nurrl
Nor-1+Nor-1

heterodimery

RXR+Nur77
RXR+Nurrl

Nur77+GR

Nur77+COUP

Nur77+ nie-
znane biatko
mitochon-
drium

Funkcja

aktywacja
transkrypcji

aktywacja
transkrypcji

aktywacja
transkrypcji

blokuje wia-
zanie GR z:
blokuje wig-
zanie
COUP z:
indukcja
apoptozy

Rozpoznawana sekwencja DNA

motyw
NBRE:
AAAGGTCA

RAAGGTCA

AGGTCA

AGAACA

RGGTCA

w konfiguracji*

NurRE w POMC:
TGATATTTACCTCCAAATGCCA

konsensus:
TGACCTTTNNNNNNAAAGGTCA

DR-5:
AGGTCANNNAAAGGTCA
IR-3

DR-x, IR-x

*konfiguracje motywow DNA rozpoznawanych przez receptory jadrowe:
DR-x (ang. direct repeats) - kierunek sekwencji motywéw —>(N)x -4
IRx (ang. inverted repeats) - kierunek sekwencji motywéw — (N)x <—

NBRE geny "A" MRNA
nurRe OO—  geny "B"  » mRNA
DR-5 geny"C" »>mMRNA

RYCINA 5. Nur77 jako przetgcznik transkrypcji genéw zawierajacych NBRE, NurRE lub DR-5 w
promotorze, szczeg6ty w tekscie
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apoptozy komorek Jurkat traktowanych przeciwciatami anty-CD3 [62]. Nur77 tworzy
heterodimery takze z COUP-TF [71] (ang. chicken ovalbumin upstream promoter
transcription factor), represorem, ktéry wigze sie z sekwencjami w genach do-
celowych dla receptorow RAR lub receptora witaminy D. Wykazano takze, ze
receptor glikokortykoidow w obecnosci deksametazonu (syntetyczny ligand receptora
glikokortykoidéw) hamowat aktywacje transkrypcji przez Nur77 [49]. Biatkarodziny
Nur77 ze wzgledu na mozliwos¢ tworzenia homo- i heterodimeréw (tab. 3) fun-
kcjonujag w miejscu rozgatezienia réznych szlakéw sygnatowych.

6. PODSUMOWANIE

Receptory jadrowe rodziny Nur77 (Nur77, Nurrl, Nor-1) petnig istotne funkcje
w takich procesach, jak:

e proces apoptozy, ktory jest odpowiedzialny za eliminacje w grasicy niedojrzatych
tymocytéw mogacych rozpoznawac wiasne antygeny organizmu;

e biosynteza i uwalnianie hormon6éw uktadu neuroendokrynnego z przysadki i nad-
nerczy;

e roznicowanie komdrek nerwowych (niezbedny udziat Nurrl w rozwoju neuronéw
produkujgcych dopamineg).

Petnienie przez biatka rodziny Nur77 réznorodnych funkcji jest mozliwe dzieki
funkcjonowaniu tych biatek zarbwno w formie monomeru, jak i w potagczeniu z
innymi receptorami jadrowymi (tab. 3). Ekspresja i funkcja Nur77 jest regulowana
na poziomie transkrypcji genu i licznych fosforylacji biatka, z ktérych tylko czesé
zostata poznana (ryc. 3). Oddziatywanie Nur77 i Nurrl z receptorami RXR,
COUP-TF, receptorami glikokortykoidéw wptywa na ich funkcje (jako aktywatoréow
lub represoréw transkrypcji) oraz prowadzi do zmiany zestawu transkrybowanych
genéw. Oznacza to, ze biatka rodziny Nur77 biorg udziat w miejscach krzyzowania
sie szlakdw sygnatowych zaleznych od receptoréw zewnatrzkomorkowych dla czyn-
nikéw wzrostowych (m.in. NGF), hormondw (np. kortykoliberyny, adrenokorty-
kotropiny, parathormonu), antygendéw (receptor komdrek T) ze szlakami syg-
natowymi kontrolowanymi przez ligandy receptoréw jadrowych (glikokortykoidy,
pochodne witaminy A). Obrazowo funkcje Nur77 mozna przedstawi¢ jako ,prze-
tacznik” na skrzyzowaniu drog sygnatowych, ktéry po dokonaniu interpretacji in-
formacji odebranych z réznych szlakéw sygnatowych prowadzi do przetgczenia
transkrypcji pomiedzy zestawami docelowych genéw (ryc. 5). Oprocz petnienia
roli czynnika transkrypcyjnego, po pewnych modyfikacjach (fosforylacje) Nur77
moze by¢ transportowany z jadra do cytoplazmy, gdzie petni funkcje biatka adap-
torowego. Jedng z nich moze by¢ dostarczenie do mitochondrium informacji o
realizacji programu S$mierci komérki (apoptoza).
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Nieprawidtowa regulacja funkcji Nur77 w procesie selekcji negatywnej tymo-
cytow moze by¢ jedng z przyczyn powstawania klonéw komdrek T z receptorami
skierowanymi przeciwko wiasnym antygenom. Defekt Nurrl w rozwoju komorek
dopaminergicznych prowadzi do choroby Parkinsona. Mozliwe, ze niektore zmiany
patologiczne zachodzace w komoérkach nerwowych sg zwigzane z nieprawidtowym
funkcjonowaniem szlakéw sygnatowych zwigzanych z Nur77, ktéry w wyniku nie-
prawidtowej ekspresji i funkcji mogtby inicjowa¢ w komorkach nerwowych szlaki
sygnatowe prowadzace do apoptozy, podobnie jak zachodzi to w prawidtowych
tymocytach. Wiedza natemat udziatu Nur77 w szlakach sygnatowych kontrolujgcych
proliferacje i apoptoze moze poméc w planowaniu odpowiednich strategii tera-
peutycznych.
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PROFILOWANIE EKSPRESJI GENOW KOMOREK
NOWOTWOROWYCH

GENE EXPRESSION PROFILING OF TUMOR CELLS

Joanna CICHY

Zaktad Immunologii, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Krakéw

Streszczenie: Jednym z wazniejszych wyzwan w badaniach nad rakiem jest okres$lenie zmian odpowie-
dzialnych za rakowacenie komarek i tworzenie sie przerzutéw. Uprzednie badania koncentrowaty sie na
zidentyfikowaniu roli pojedynczych genéw w tych procesach. Obecnie, mozliwo$¢ przeksztatcenia
normalnych ludzkich komérek w komérki nowotworowe za pomocg zdefiniowanych elementéw gene-
tycznych, jak réwniez profilowanie ekspresji gendw przy uzyciu matryc DNA rewolucjonizuje nasze
podejscie do badan nad rakiem.

(Postepy Biologii Komorki 2002; 29: 81-86)

Stowa kluczowe: nowotwor, przerzuty, telomeraza, retinoblastoma, p53, RhoC, fibronektyna, tymozyna
(34

Summary’: For biologists studing cancer, amajor chalange is to identify the underlying molecular changes
that switch cells to tumorigenic and metastatic state. Previous research has focused on the contribution
of individual genes to tumour formation and metastasis. Now, creation of human tumour cells with
defined genetic elements as well as gene-expression profiling using DNA microarrays, is revolutionizing
our approach to study cancer.

(Advances in Cell Biology 2002; 29: 81-86)

Key words: tumour, metastasis, telomerase, retinoblastoma, p53, RhoC, fibronectin, thymosin (34.

Nasza ograniczona wiedza dotyczaca biologii komérek nowotworowychjestczyn-
nikiem blokujagcym postep w leczeniu raka. Ogoélnie przyjmuje sie, ze powstawanie
nowotworu jest wynikiem kumulatywnych zmian genetycznych o charakterze: mu-
tacji punktowych, amplifikacji, translokacji lub delecji, ktorym podlegajg gtéwnie
geny kontrolujgce wzrost i roznicowanie komorek. Dotyczy to miedzy innymi genow
zrodziny ras, ktérych produkty jako czynniki wigzgce GTP posredniczg w gtdwnych
etapach odpowiedzi komoérkowej na sygnat wywotany czynnikami wzrostu, jak
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réwniez genow retinoblastomy (Rb) i p53 [1,4]. Osoby, ktére oddziedziczg tylko
jedng funkcjonalng kopie genéw Rb lubp53,wykazujg predyspozycje do zachorowan
na raka. W odréznieniu od biatka Rb, ktére wystepuje w komérkach w duzej ilosci
i w drodze regulacji wigze czynnik odpowiedzialny za proliferacje komarek, biatko
p53 pojawia sie w komadrce gtdwnie w warunkach ekstremalnych, np. zwigzanych
z uszkodzeniem wywotanym ekspozycjag na $wiatto UV lub promieniowanie vy.
Biatko p53 przez zahamowanie podziatbw komorkowych nie dopuszcza do prze-
niesienia powstatych uszkodzen w obrebie DNA na potomne komérki. Zaréwno
biatko Rb, jak i p53 sg czestym przedmiotem ataku wirusow, ktére aktywujg
proliferacje komorek wytwarzajgc czynniki wigzace Rb lub p53 albo obydwa biatka
(Rb, p53), jak to ma miejsce w przypadku duzego antygenu T wirusa SV40 [1].

Na przestrzeni ostatnich lat duzo wysitku wtozono w znalezienie modelu do
badan rakowacenia ludzkich komorek in vitro, ktéry mdégtby utatwi¢ zrozumienie
mechanizméw warunkujgcych powstawanie raka. Jak do tej pory przeksztatcenie
normalnej ludzkiej komdrki w komodrke nowotworowg wymagato uzycia naste-
pujacych strategii: zastosowania chemicznych lub fizycznych czynnikéw ,unie-
$Smiertelniajgcych” komorki, wyselekcjonowania sposréd hodowanych komorek
niewielu, spontanicznie pojawiajacych sie komoérek nowotworowych lub wprowa-
dzenia do normalnych komorek catego genomu wirusowego [3,10,11,14,18]. Wada
wymienionych zabiegéw okazata sie ich mata skuteczno$¢ itrudno$¢ w zdefiniowaniu
zmian koniecznych do wywotania transformacji nowotworowej. W odréznieniu od
komorek ludzkich, komdérki mysie lub szczurze mozna przeksztatcic w komérki
nowotworowe w wynikujednoczesnej ekspresji kilku wspétdziatajgcych onkogendw.
Jedng z cech, jakie odr6zniajg komorki ludzkie od komérek gryzoni, jest brak
w wiekszosci normalnych komérek ludzkich telomerazy, enzymu warunkujgcego
wydtuzanie koricowych odcinkéw chromosomoéw-telomerdw. Postuluje sie, ze ko-
marki ludzkie wykorzystujag mechanizm skracania telomeréw do okreslania liczby
podziatow, jakie przeszty i ze ten mechanizm jest odpowiedzialny za zahamowanie
wzrostu ludzkich komodrek po okreslonej liczbie podziatéow [8,9,16,17,].

Jesli do pierwotnych ludzkich komorek nabtonkowych lub fibroblastéw wpro-
wadzi sie jednoczes$nie geny kodujace duzy antygen T wirusa SV40, zmutowang,
onkogenng forme H-ras i telomeraze, to komdrki ludzkie podobnie jak komorki
gryzoni ulegajg transformacji nowotworowej [7]. Mozliwo$¢ przeksztatcenia nor-
malnych ludzkich komoérek w komorki nowotworowe za pomocg kilku zdefinio-
wanych elementéw genetycznych moze stanowié¢ o przetomie w zrozumieniu
zjawiska transformacji nowotworowej.

Powstanie nowotworu i jego inwazyjno$¢ (zdolno$¢ do tworzenia przerzutow)
znajduja sie pod kontrolg réznych genéw [1, 7]. Nie wiadomo, na jakim etapie
rozwoju komérki nowotworowe nabywajg zdolnosci do tworzenia przerzutéw. Jesli
jednak komoérki nowotworowe stang sie inwazyjne, to zdolno$¢ ta utrzymuje sie.
W procesie powstawania przerzutdw nowotworowych mozna wyréznic kilka etapow:
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i) kolonizacje otaczajacych tkanek, najczesciej tkanki tacznej,

ii) inwazje naczyn krwionosnych i limfatycznych,

iii) wyjscie z krwioobiegu,

iv) powstanie wtdrnych ognisk wzrostu komorek nowotworowych.

Powstawanie przerzutdw nowotworowych stanowi jeden z najgrozniejszych aspe-
ktéw choroby nowotworowej. Wysoka $miertelnos$¢, ktéra towarzyszy rakowi, jest
w wiekszosci przypadkdw spowodowana rozsiewaniem sie komérek nowotworo-
wych, ktéremu nie mozna zapobiec przy wykorzystaniu obecnie stosowanych terapii
antynowotworowych. Dlatego jednym z wazniejszych wyzwan w badaniach nad
rakiem jest zdefiniowanie molekularnych zmian warunkujgcych zdolnos¢ komorek
nowotworowych do tworzenia przerzutéw. Uprzednie badania koncentrowaly sie
na okre$leniu roli pojedynczych gendw w procesie rozsiewania sie komorek. Obecnie,
profilowanie ekspresji genéw przy uzyciu gotowych matryc zawierajacych od kilkuset
do kilkunastu tysiecy swoistych sekwencji DNA (DNA microarrays) moze utatwic
badanie i klasyfikowanie nowotworéw ztosliwych. Dzieki zsekwencjonowaniu ge-
nomu ludzkiego stworzono bazy danych obejmujgce sekwencje tysiecy genéw. Cho-
ciaz geny te w wielu przypadkach mozna zaszeregowaé pod wzgledem funkcji
do okres$lonych Kklas, ich rola w wielu procesach biologicznych pozostaje niewy-
jasniona. Waznym krokiem w kierunku zrozumienia roli tych gen6w jest okreS$lenie
profilu ich ekspresji, tj. porbwnanie wzoréw ekspresji genéw w rdznych tkankach
lub na réznych etapach rozwoju tkankowego, jak réwniez w tkankach zdrowych
i zmienionych chorobowo. Technika profilowania genetycznego, ktéra umozliwia
zbadanie ekspesji wielu genéw jednoczesnie, wydaje sie szczeg6lnie obiecujaca
w przypadkach, kiedy dane zjawisko biologiczne jest wynikiem wielu naktadajgcych
sie¢ zmian. Dotyczy to miedzy innymi procesu rakowacenia i przerzutowania komérek
[1]. W celu poréwnania ekspresji genéw w tkance zdrowej i nowotworowej lub
w komdrkach przerzutujgcych i nieinwazyjnych nalezy wyizolowaé z tych tkanek
lub komoérek RNA, a nastepnie na matrycy RNA zsyntetyzowaé¢ cDNA przy uzyciu
znakowanych izotopowo lub fluorescencyjnie nukleotydéw. W efekcie otrzymuje
sie pule znakowanego cDNA reprezentujgcego catkowity produkt ekspresji gendéw
aktywnych w danej komorce lub tkance w badanym momencie. Do identyfikacji
genow w badanej puli cDNA stuzg sondy molekularne unieruchomione na matrycy
(microarray), do ktdérej hybrydyzuje sie wyznakowany cDNA. Matryca najczesciej
zawiera syntetyczne oligomery DNA lub produkty PCR [13]. Hybrydyzacji cDNA,
pochodzacego z dwoch badanych uktadéw, mozna dokonaé na dwoch identycznych
matrycach lub w przypadku znakowanego fluorescencyjnie cDNA na tej samej
matrycy pod warunkiem, ze cDNA pochodzacy z komorek, ktére poréwnuje sie
miedzy sobg, zostal wyznakowany za pomocg fluorochromoéw o réznej barwie.
Jesli okreslong ilos¢ cDNA pochodzacego z komérek normalnych wyznakowano
np. na zielono, a poréwnywalng ilos¢ cDNA pochodzacego z komdrek nowotwo-
rowych na czerwono, to w wyniku jednoczesnej hybrydyzacji do tej samej matrycy
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RYCINA 1 Analiza ekspresji genéw przy wykorzystaniu matryc DNA: Poréwnywalne ilosci RNA z
prébek 1i 2 (RNA1, RNA2) poddano odwrotnej transkrypcji przy uzyciu znakowanych zielonym i
czerwonym fluorochromem nukleotydéw (dNTP). Wyznakowany cDNA z obydwu prébek zhybrydyzo-
wano z matrycg (kazda plamka reprezentuje inng sekwencje DNA). Po hybrydyzacji otrzymano czerwone,
zielone i z6tte plamki, ktére odpowiadajg odpowiednio: zwiekszonej ekspresji okreslonych genéw w
prébce 1, np. Al, BI; zwiekszonej ekspresji okreslonych genéw w prébce 2, np. D2, E2 oraz poréwny-
walnej ekspresji okreslonych genéw w obywu prébkach, np. Cl, DI
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obydwu typéw cDNA mozna otrzymac czerwony, zielony lub zé#ty produkt, ktory
bedzie wskazywatl albo na przewage ekspresji danego genu w komorkach nowo-
tworowych (kolor czerwony), na zwiekszong ekspresje tego genu w komoérkach
normalnych (kolor zielony) lub na taki sam poziom ekspresji badanego genu w
obydwu typach komérek (kolor z6tty). Strategie profilowania ekspresji gendw przy
uzyciu sond fluorescencyjnych przedstawiono na rycinie 1

W wyniku analizy ekspresji genéw w komadrkach czerniaka, jednego z najbardziej
ztosliwych nowotwordéw wytoniono kilka gendw, ktorych zwiekszona ekspresja ko-
reluje z inwazyjnoscig komoérek. Wiasciwosci inwazyjne linii komdrek mysiego
(B 16F10) lub ludzkiego (A375) czerniaka mozna modulowac poprzez warunki pasazu
[12]. JeSli pasaz prowadzi sie na zwierzetach, to komorki czerniaka zachowujg
cechy inwazyjne. Kilka pasazy w warunkach in vitro prowadzi do drastycznego
zmniejszenia cech inwazyjnosci, a nawet, jeSli pasaze in vitro sg wykonywane
odpowiednio diugo, do catkowitego zaniku wiasciwosci inwazyjnych. Tym spo-
sobem, komarki czerniaka mozna rozfrakcjonowaé¢ na komorki przerzutujace i nie-
inwazyjne. Porownanie wzoréw aktywnych gendéw w obydwu frakcjach komorek
ujawnia wspdlng dla ludzkich i mysich komdrek inwazyjnych, zwiekszong ekspresje
genéw kodujacych fibronektyne, tymozyne [34 i biatko RhoC [5]. Podwyzszona
ekspresja fibronektyny, sktadnika macierzy zewnatrzkomérkowej moze $wiadczy¢
0 wykorzystywaniu tego biatka przez komérki inwazyjne jako podScieliska do ko-
lonizacji okolicznych tkanek. Nie wiadomo, w jaki sposéb zwiekszenie ekspresji
tymozyny [34 (biatka wigzagcego monomery aktyny) i RhoC (biatka hydrolizujacego
GTP) sprzyja inwazji, ale jest prawdopodobne, ze rola obu czasteczek w tym procesie
jest wynikiem ich wptywu na migracje komorek [15]. Na uwage zastuguje fakt,
ze transfekcja komorek o stabych zdolnosciach do tworzenia przerzutéw za pomoca
genu kodujacego biatko RhoC znaczgco zwigksza inwazyjnos¢ tych komdrek [5].

W przebadanych do tej pory nowotworach ztosliwych, profil ekspresji gendw
nie jest na tyle unikalny, aby mie¢ wymiar genetycznego ,,odcisku palca” komaérki
inwazyjnej, innymi stowy znajac profil aktywnych gendéw w danej komdrce nie
mozna stwierdzi¢, czy mamy do czynienia z komdrka przerzutujgcg. Jednakze,
dzieki zastosowaniu techniki profilowania ekspresji genow wykazano, ze nowotwory
ztosliwe posiadajg charakterystyczne wzory aktywnych genéw, ktére moga stanowié
podstawe lepszej klasyfikacji nowotworéw [2, 6].
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WODA W SYMULACJACH DYNAMIKI MOLEKULARNEJ

METHODS FOR REPRESENTING WATER
IN MOLECULAR DYNAMICS SIMULATION STUDIES

Krzysztof MURZYN

Zaktad Biofizyki, Instytut Biologii Molekularnej, Uniwersytet Jagielloriski,
Krakow

Streszczenie: W pracy przedstawiono krétki przeglad sposobéw opisu efektéw polarnego srodowiska w
symulacjach dynamiki molekularnej biouktadéw. Doktadniej oméwiono: (1) skalowanie oddziatywan
elektrostatycznych, (2) potencjat solwatacji, (3) efekt polaryzacji rozpuszczalnika oraz (4) jawne uwz-
glednienie czasteczek wody. Podano teoretyczne podstawy metod oraz mozliwe obszary ich zastosowan.
Kolejno$¢ omawiania metod odpowiada rosngcym réwnolegle z ich ztozonoscig wymaganiom oblicze-
niowym. Na koniec przedstawiono wybrane parametryzacje czasteczki wody, ktérych celem jest mozli-
wie wierne odtworzenie wtasnosci wody w fazie skondensowanej.

(Postepy Biologii Komérki 2002; 29: 87-101)

Stowa kluczowe: symulacja dynamiki molekularnej, woda

Summary. Water plays a crucial role in living cells; therefore, proper treatment of water in molecular
dynamics (MD) simulations of biological systems is very important. A brief review of most popular
methods for representing water in MD simulations is presented. The methods range from simple
modifications of Coulombic term in the potential function through solvatation potential and polarization
of solvent, to explicite inclusion of solvent molecules. Possible applications and validity of the methods
are discussed. Various models of a water molecule whose parametrization reflects properties of water in
the condensed phase are presented.

(Advances in Cell Biology 2002; 29: 87-101)

Key words: molecular dynamics (MD) simulations, water
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1. ROZNORODNOSC FUNKCJONALNA | STRUKTURALNA
WODY W UKLADACH BIOLOGICZNYCH

W uktadach biologicznych woda peini szereg istotnych funkcji wptywajgc na
strukture i funkcjonowanie bioczasteczek. Dowodzg tego badania [16], w kt6rych
systematyczna zmiana jednego tylko parametru: uwodnienia prébki h wyrazonego
w liczbie graméw wody na gram biatka, dostarczyta catej gamy obserwacji poczagwszy
od catkowitego zamrozenia ruchliwo$ci konformacyjnej oraz aktywnos$ci enzyma-
tycznej biatka przy h < 0,07, po petne odzyskanie biologicznej sprawnosci i stru-
kturalnej mobilno$ci biatka dla h > 0,38 (por. tab. 1). Mozna podac¢ wiele innych
przyktadow, gdzie woda wptywa na aktywnos$¢ enzymatyczng biatek nie poprzez
obnizanie bariery energetycznej miedzy niskoenergetycznymi konformacjami biat-
ka, ale bezposrednio uczestniczac w katalizowanej reakcji jako donor lub akceptor
protonéw [10].

Wnikliwsze spojrzenie na role czasteczek wody w strukturze biatek pozwala
dokonac ich podziatlu na wode wewnetrzng (ang. internal water), wnekowg (ang.
interstitial water) i powierzchniowg (ang. surface water). Podziat ten wynika z
réznej lokalizacji czasteczek wody w biatku (por. ryc. 1) i znajduje swoje odbicie
w ich wyraZzne zrdéznicowanych witasno$ciach fizykochemicznych. Woda wewne-
trzna, z uwagi na petnione funkcje, czesto nazywana jest wodg strukturalng. We-
wnetrzne czgsteczki wody, ktorych $rednia liczba w matym globularnym biatku
(15 kD) wynosi okoto 6, naprawiajg niedoskonate upakowanie reszt aminokwa-
sowych uczestniczagc w wewnetrznej sieci wigzan wodorowych, a przez to wptywajac
bezposrednio na strukture i stabilno$¢ biatka. Woda powierzchniowa wraz z po-
larnymi resztami aminokwasowymi tworzy rozlegg sie¢ wigzan wodorowych i pro-
muje niezwykle szybkie, zachodzace w pikosekundowej skali czasowej zmiany
konformacyjne tafcucha peptydowego [21].

Potaczenie szeregu technik badawczych obejmujgcych m.in. pomiary aktywnosci
optycznej w rozpraszaniu Ramana [1] (ang. Raman Optical Activity, ROA) oraz
metody symulacji dynamiki molekularnej [13] (ang. Molecular Dynamics Simu-
lation), MD) pozwolity uzyska¢ wglad w molekularny mechanizm rearanzacji stru-
kturalnych biatek zachodzacej z udziatem czasteczek wody. Zgodnie z tym
mechanizmem, czgsteczka wody zaburza wigzanie wodorowe we fragmencie a-helisy
tworzac poczatkowo trojcentrowe, rozwidlone wigzanie wodorowe obejmujace atomy
tlenu i azotu tancucha peptydowego oraz atom tlenu wody. Powoduje to zmiany
w konformacji tanicucha peptydowego wyrazone katami ()i \j/prowadzac do powstania
catej gamy (3-skretdbw zajmujacych na mapie Ramachandrana ( \i vs. &) obszar
miedzy konformacjg a-helikalng a (3-kartka. Umozliwia to szybkie ,,przetagczanie”
miedzy tymi konformacjami (ang. a <> [3flickering)’, stata szybkosci tego procesu,
uzyskana z pomiarbw ROA i metodg MD wynosi odpowiednio: 2,6 x 10 “ «s
i 3,0 x 101 »s 1.
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TABELA 1 Wplyw stopnia hydratacji h na strukture i dynamike lizozymu [5], (dla poréwnania:
h = 0,07 odpowiada ok. 50 czgsteczkom wody na czasteczke lizozymu, natomiast h = 0,38 odpo-
wiada ok. 270 czasteczkom wody na czasteczke lizozymu)

Stopien uwodnienia

STRUKTURA

DYNAMIKA

Stopien uwodnienia

STRUKTURA

DYNAMIKA

Stopiefi uwodnienia

STRUKTURA

DYNAMIKA
Stopien uwodnienia

STRUKTURA

DYNAMIKA

StopieA uwodnienia

STRUKTURA

DYNAMIKA

1=10- 0,07

e brak wyraznych réznic w strukturze biatka w poréwnaniu do warunkéw
petnego uwodnienia (RMSD < IA)

» czasteczki wody lokujg sie w otoczeniu natadowanych reszt aminokwasowych
(ok. 2 czasteczki na reszte)

* mata ruchliwo$¢ wody
* zamrozona dynamika biatka
e brak aktywnos$ci enzymatycznej

h = 0,07 - 0,15

swodaoddziatuje gtownie z polarnymi resztami aminokwasowymi na powierzchni
biatka (ok. 1 czgsteczka wody na reszte)

eczasteczki wody tworzg zréznicowane w wielkos$ci i ksztatcie klastry zlokal izowane
w bezposrednim otoczeniu polarnych i natadowanych reszt aminokwasowych

e amplituda ruchu wewnetrznych fragmentéw biatka ro$nie z 1/1000 przy n=0,04
do charakteryzujgcej catkowicie uwodnione biatko przy /i=0,15

h=015 - 0,25

e przy /i=0,15 ustala sie sie¢ potaczen o charakterze wigzan
(woda-woda, woda-biatko) i kulombowskich (woda-biatko),
cata powierzchnig biatka

* liczba wigzan wodorowych w tej sieci ro$nie w miare wzrostu

» obserwuje sie liczne rearanzacje potaczen

wodorowych
ktéra obejmuje

uwodnienia

* po przekroczeniu progu perkolacji nastepuje dtugo-zasiegowe przemieszczanie
protonéw z wykorzystaniem utworzonej sieci

h =025+ 0,38
* przy /i=0,25 ro$nie warstwa solwatacyjna wokot biatka

» aktywno$¢ enzymatyczna lizozymu systematycznie ros$nie, zwigeksza si¢ rowniez
ruchliwo$¢ niekowalencyjnie zwigzanego substratu

* ruchliwo$¢ wody wolno wzrasta w miare wzrostu uwodnienia

« zacierajg sie réznice we wiasnosciach fizykochemicznych wody powierzchniowej
i zZwigzanej wodorowo z biatkiem

« aktywno$é enzymatyczna lizozymu dochodzi do 10% wartosci charakteryzujacej
biatko w stanie petnego uwodnienia

h > 0,38

e utworzona zostaje pierwsza sfera hydratacyjna wokdét biatka

* maleje uporzadkowanie czasteczek wody w okolicach polarnych reszt amino-
kwasowych

 ro$nie liczba wigzan wodorowych miedzy czasteczkami wody powierzchniowej

e przywrdcona zostaje petna aktywno$¢ biologiczna biatka
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RYCINA 1 Podziat czasteczek wody ze wzgledu na lokalizacje w czasteczce biatka. Czasteczki wody
wewnetrznej, wnekowej i powierzchniowej pokazane sg kolorami: czerwonym, niebieskim i szarym

Sie¢ wigzan wodorowych z udziatem czasteczek wody powstaje réwniez na
powierzchni btony lipidowej. Pomosty wodne wraz z parami tadunkowymi, two-
rzonymi pomiedzy przeciwnie natadowanymi grupami gtéw polarnych lipidow, wpty-
wajg na stabilno$¢ bton i decydujg o witasciwosciach interfazy woda/btona [15].
Istnienie takiej sieci zaktada teoria efektywnego transportu protonéw (ang. per-
colation theory). Na jej podstawie mozna wyttlumaczy¢ nagte pojawienie sie diu-
go-zasiegowego przewodnictwa protondw po przekroczeniu granicznego uwodnienia
biatka lub btony, a takze sposdb, w jaki elektrochemiczny gradient protonéw ge-
nerowany z udziatem Swiatta przez pompy protonowe (np. bakteriorodopsyne) jest
wykorzystywany przez inne biatka blonowe (np. syntetazy ATP).

2. METODA SYMULACJI DYNAMIKI MOLEKULARNEJ

Symulacja dynamiki molekularnej jest niezalezng metodg badawczg, w ktorej
wyznacza sie potozenia wszystkich atoméw w uktadzie w kolejnych krokach cza-
sowych przez iteracyjne rozwigzanie rownarn Newtona dla tych atomdéw. Proces
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iteracyjny rozpoczyna sie od dobrze zdefiniowanego stanu poczatkowego. W Kkla-
sycznych symulacjach dynamiki molekularnej nie uwzglednia sie explicite efektéw
kwantowych, a atomy traktowane sg jako masy punktowe.

Aby zastosowac réwnanie Newtona do opisu dynamicznego zachowania uktadu
atomoéw, konieczne jest zdefiniowanie oddziatywan pomiedzy atomami w uktadzie.
Definicja ta obejmuje zaréwno matematyczng posta¢ funkcji potencjatu jak réwniez
parametryzacje oddziatywan miedzyatomowych.

Tradycyjnie oddziatywania miedzyatomowe dzieli sie na dwie grupy:

(1) oddziatywania wigzace miedzy kolejnymi czterema atomami potaczonymi wigza-
niami chemicznymi,

(2) oddziatywania niewigzace, miedzy atomami oddalonymi od siebie o wiecej niz
trzy wigzania chemiczne lub nalezgcymi do réznych czasteczek. Na oddziatywania
wigzace sktadajg sie zwykle trzy cztony potencjatu opisujace:

(a) oscylacyjne zmiany diugosci wigzania,

(b) oscylacyjne deformacje katéw walencyjnych miedzy dwoma kolejnymi
wigzaniami oraz

(c) zmiany kata torsyjnego.

Oddziatywania wigzace opisane sg wzorem:

VB(r, 0, 9=4""kb(r-r0)2+1 X * > -e 0)2+1 Xv, ( 1+cos(n6- 60)) )

2 bond 2 angles 2torsion

gdzie:

kb i ka - state sitowe,

r - chwilowa odlegto$¢ miedzy atomami tworzacymi wigzanie,

ro - réwnowagowa dtugos$¢ wigzania,

0 - chwilowy kat pomiedzy wiazaniami,

Oo - kat réwnowagowy,

Vt - bariera rotacyjna,

O - chwilowy kat torsyjny,

Go- przesunigcie fazowe (w zaleznosci od tego, czy potencjat torsyjny dla 0° ma maksimum
czy tez minimum, Go przyjmuje odpowiednio warto$é 0° lub 180°,

n - krotno$¢ kata torsyjnego (liczba minimoéw energetycznych w zakresie kata petnego).
Sumowanie we wzorze przebiega po wszystkich wigzaniach (bond), katach walencyjnych
(angle) i torsyjnych (torsion) w uktadzie.

Na oddziatywania niewigzace sktadajg sie oddziatywania van der Waalsa (Vvdw)
i oddziatywania kulombowskie (elektrostatyczne, V ) dane wzorem:
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VMr) = \J/lt'l'lz_g pAZair rlTJ]j + pZair( \4U jlA ) AU P) (2>

A

el Adw

gdzie: i, j - para oddziatujgcych atomoéw;
gi, gj - tadunki czastkowe na atomach;
Hj - odlegto$¢ pomiedzy atomami;

60 - przenikalno$¢ dielektryczna prozni.

A=tijyj \C =27jA
gdzie: Bijj- usredniona dla oddziatujagcych atoméw gieboko$¢ studni potencjatu,
Gjj - u$rednione promienie van der Waalsa oddziatujgcych atoméw.

Sumowanie przebiega po wszystkich parach atomoéw (pair).

Przydatno$¢ metody dynamiki molekularnej do badania uktadéw biologicznych
zostata juz wielokrotnie pozytywnie zweryfikowana dla biatek, peptydédw, kwaséw
nukleinowych i bton lipidowych. Burzliwy rozw6j metody byt mozliwy dzieki po-
stepowi technologicznemu, jaki dokonat sie w produkcji komputeréw, a przede
wszystkim powstaniu imponujacego zaplecza algorytmicznego metody. Mimo wielu
sukceséw, zastosowanie metody MD do badania uktadéw biologicznych jest nadal
ograniczone i wymaga rozwigzania wielu problemow.

Aby zrozumie¢ istote tych probleméw, nalezy uswiadomic¢ sobie, ze stosowanie
MD wymaga pogodzenia dwéch skrajnosci: z jednej strony wysokiej doktadnosci
obliczen, z drugiej za$ ograniczonych mozliwosci komputeréw, na ktérych te ob-
liczenia sie przeprowadza. Poprawne uwzglednienie rozpuszczalnika w symulo-
wanych uktadach nabiera wiec szczegdlnego znaczenia. W kolejnej czesci pracy,
przedstawione zostaly najpopularniejsze metody uwzgledniania wody w symulacjach
oraz obszary ich zastosowan.

3. MODELOWANIE WODY
W SYMULACJACH UKLADOW BIOLOGICZNYCH

W miare rozwoju metod modelowania molekularnego powstawaty kolejne spo-
soby uwzgledniania wody w symulacjach. Wiele z nich zostato wnikliwie prze-
testowanych. Umozliwito to scharakteryzowanie ich wad i zalet w konteks$cie
rozwigzywania okreslonych probleméw badawczych. Dokonany ponizej przeglad
metod, z oczywistych wzgledéw ograniczony, stanowi jednak dobrg ilustracje kie-
runkdw, w jakich zachodzi rozw6j metod modelowania molekularnego.
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Skalowanie oddziatywan elektrostatycznych

Najprostszym sposobem uwzglednienia rozpuszczalnika w uktadzie symulacyj-
nym jest prosta modyfikacja pierwszego cztonu funkcji potencjatu opisujacej od-
dziatywania niewigzace (V  por. réwnanie (2)). Wptyw dielektrycznego otoczenia
na oddziatywania kulombowskie miedzy atomami o niezerowym tadunku okresla
stata przenikalnosci dielektrycznej 8r:

3
4j|£0 Zir nj ®

Z punktu widzenia modelowania molekularnego na poziomie atomowym takie
proste podejscie ma szereg wad, z ktérych najbardziej istotnymi sa:

(1) brak atomowej rozdzielczosci dla rozpuszczalnika, a tym samym

(2) pominiecie specyficznych oddziatywan miedzy wodg a bioczgsteczka, co powo-
duje, ze

(3) obliczona energia ma niepoprawng wartos¢. Jednoczesnie,

(4) wptyw dodatnio i ujemnie natadowanych grup bioczgsteczki na otaczajgce ja
dielektryczne medium (polaryzacja ,, ‘rozpuszczalnika™)jest nierozréznialny.
Proste skalowanie oddziatywan elektrostatycznych jest jednym z mozliwych spo-

sobow uwzglednienia w obliczeniach $rodowiska o réznej polarno$ci. Stosuje sie
je m.in. przy przeszukiwaniu przestrzeni konformacyjnej krotkich liniowych pep-
tydow w Srodowisku odpowiadajgcym roztworom wodnym (er = 78,5) lub na granicy
faz woda/btona, gdzie czes¢ btonowg charakteryzuje er ~ 5. Oprécz zdefiniowania
zbioru nisko-energetycznych konformacji peptydu, wtym drugim przypadku mozliwe
jest poprawne okreslenie lokalizacji peptydu w btonie. Metoda skalowania oddzia-
tywan kulombowskich jest czesto pierwszym przyblizeniem w metodzie symulo-
wanego wyzarzania z wykorzystaniem wiezéw uzyskanych eksperymentalnie
metodami jadrowego rezonansu magnetycznego. Gtdwng zaletg metody skalowania
oddziatywan elektrostatycznych jest fakt, ze jest ona mato wymagajgca z punktu
widzenia naktadow obliczeniowych.

Efektywna stata dielektryczna

Proste skalowanie oddzialywan elektrostatycznych przez er oznacza, ze wptyw
rozpuszczalnika na oddziatywania w uktadzie nie zalezy od odlegtosci. Tymczasem,
wiasnosci ekranujgce rozpuszczalnika rosng z odlegtoscia. Efekt ten uwzglednia
metoda efektywnej statej dielektrycznej E§p w ktorej efektywnos$¢ statej przejawia
sie wjej zaleznosci funkcyjnej od odlegtosci. Czton kulombowski funkcji potencjatu
(V  por. rown. (2)) przyjmie wiec posta¢ (por. réwn. (3)):
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- zLZi- )

Najwieksza popularnos¢ zyskaty dwie postaci funkcyjne. Pierwsza zaktada liniowa
zaleznos$¢ egy od odlegtosci: s (r-) = d rq, gdzie d jest z przedzialu od 1 do
4 A-1. Po podstawieniu tej zaleznosci do réwnania (4) dostajemy:

1 ditgyd 3 ®)
Oddziatywania miedzy tadunkami zalezg w tym przypadku od kwadratu od-
legtosci, co oznacza, ze szybciej zanikajag z odlegtoscig i dla duzych odlegtosci
(r- > 15,0 A) mozna je zaniedba¢. Warto zauwazy¢, ze metoda ta posiada zalety
prostego skalowania oddziatywan elektrostatycznych, a jednoczes$nie lepiej od niej
opisuje wptyw rozpuszczalnika na modelowang czasteczke.
W alternatywnym podejsciu e*przyjmuje sigmoidalng zalezno$¢ od odlegtosci:

teffoij) =er- K -1 AjS2+ 2rjjS+ 2] e-V (6)

W réwnaniu (6) zmienia sie od 1,0 (80) przy rqg = 0,0 A do erdla r- ~
0,15 A w zaleznos$ci od parametru S, ktéry zwykle przyjmuje wartosci od 0,15
do 0,30 A"1 W poréwnaniu z liniowg postacig sigmoidalna zalezno$¢ statej
efektywnej lepiej opisuje ekranujace wiasnosci wody. Niezaleznie od postaci fun-
kcyjnej B§j omawiana metoda nie pozwala na rozréznienie przypadkdéw, kiedy
dwa tadunki oddziatuja:

(1) przez przestrzeri zajmowang przez biatko (niska przenikalno$¢ dielektryczna) i
(2) przez wode (wysoka przenikalno$¢ dielektryczna).

Pole efektywne

W metodzie pola efektywnego (ang. reaction field), bezposredni wkiad do po-
tencjatu elektrostatycznego wnoszgjedynie te pary atomow o niezerowych tadunkach,
ktérych wzajemna odlegto$¢ jest mniejsza niz z gory ustalona warto$¢ graniczna
Rc (zwykle ok. 12 A). Wptyw reszty uktadu na oddziatywania miedzy tymi atomami
modelowany jest w spos6b posredni przez dielektryczne medium o statej diele-
ktrycznej Ej.

W algorytmicznym ujeciu, rozwazany atom umieszczony jest w Srodku kuli
o promieniu Rc. Do potencjatu V majg wkiad oddziatywania tego atomu ze wszy-
stkimi atomami znajdujgcymi sie wewnatrz kuli (stad wewnatrz kuli stata diele-
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ktryczna wynosi 1,0, 80). Kula otoczona jest dielektrycznym medium o statej die-
lektrycznej £j. Funkcja potencjatu V.  (por. réwn. (2)) przyjmuje postac:

I'v i. 04

w 4nel?pairq’qi rIEt Rg (
£l - £0
0 2el+e0

a wkiad od y-tego atomu do sity”~=-V v dzialajacej na i-ty atom w polu
potencjatu V  wynosi:

3», 1 lilizr > /»)
w 47e€0 J n i i (8)
ij c

Dla odlegtosci r- réwnych lub bliskich Rc sita J?

jest zaniedbywalnie mata, poniewaz 2 Bg ~ 1dla 8 » eO0.

Réwnanie (8) jest poprawne jedynie dla przypadkdéw, kiedy catkowity tadunek
wnetrza kuli jest rowny zero. Ponadto, przyjecie, ze cze$¢ ukladu stanowi ciagte
medium o okres$lonej statej dielektrycznej zaktada, ze jest ono jednorodne. Ogranicza
to zastosowania metody do prostych cieczy, takich jak: woda lub rozpuszczalniki
organiczne.

Ograniczenh tych pozbawione sg metody pokrewne [19] specjalnie rozwijane do
opisu niejednorodnych uktadéw biologicznych. W tych metodach sity, z jakimi
oddziatujg atomy odlegte od siebie o mniej niz Rc sg tak zmodyfikowane, aby
zanikaty przy odlegtosciach bliskich Rc (ang. shifted-force potentials). Warto za-
uwazy¢, ze zastosowanie metody pola efektywnego wymaga odpowiednio zmo-
dyfikowanego pola sitowego, ktdrego parametryzacja uwzglednia zmieniong posta¢
funkcyjng potencjatu V  [20]. W przeciwnym wypadku generowana trajektoria
jest niepoprawna i niestabilna.

Kolejnym problemem przy stosowaniu metody pola efektywnego sg duze flu-
ktuacje energii potencjalnej ukiadu, gdy atomy opuszczajg lub wchodzg w obszar
ograniczony powierzchnig kuli. Ma to miejsce przez caty czas trwania symulacji
dynamiki molekularnej. W efekcie, fluktuacje energii potencjalnej nie znoszg sie
catkowicie, co prowadzi do naruszenia zasady zachowania energii. Dwoma naj-
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czesciej stosowanymi rozwigzaniami problemu nieciggtosci energii potencjalnej na
powierzchni kuli sg (1) liniowe przeskalowywanie oddziatywarn w poblizu powie-
rzchni kuli (ang. tapperingfunctions) oraz (2) zmodyfikowanie potencjatu polegajgce
na odjeciu jego wielkosci na powierzchni kuli (rq - Rc) dla kazdej oddziatujacej
we wnetrzu kuli pary tadunkéw qi i g

W pierwszym z rozwazanych rozwigzan stosuje sie czynnik skalujagcy f(r-) dla
tych par oddziatujagcych tadunkéw, dla ktérych odlegto$¢ rq jest w przedziale
miedzy rti Rc, gdzie r{ zwykle wynosi okoto 0,95 Rp

1.O0:r0<r,

I6G) = | (RCriftRC- rb:'A rij- RC
0.0 :rj>Rc

W drugim przypadku odejmowana od funkcji Vqq poprawka Vcorr wyraza sie
wzorem:

1+20 V
Vcorr= Am R . (11)
u cpair

Potencjat solwatacji

Alternatywny sposob modelowania oddziatywan makroczgsteczki z rozpuszczal-
nikiem opiera sie na zatozeniu, ze swobodna energia solwatacji substancji roz-
puszczonej jest sumg wktadow od poszczegdlnych fragmentdw czasteczki (atomow):

AGM,=S A g/A (12)

atoms

przy czym wielko$¢ poszczego6lnych wkiadéw zalezy od:
(1) stopnia wyeksponowania A/ danego atomu do niejawnie reprezentowanego roz-
puszczalnika,

(2) wiasciwego danemu typowi atomu parametru solwatacji A gi.

Podstawowym ograniczeniem metody jest konieczno$¢ dysponowania polem

sitowym odpowiednio poszerzonym o atomowe parametry solwatacji A gz co jednak
obecnie nie stanowi problemu w przypadku wielu p6l sitowych. Wiekszy problem
zwigzany jest z obliczaniem Aj, ktére moze by¢ bardzo czasochtonne dla duzych
czasteczek. Ztozonos$¢ tego problemu dobrze ilustruje rycina 2, na ktorej przed-



WODA W SYMULACJACH MD 97

RYCINA 2. Definicja powierzchni molekularnych. Strzatkami zaznaczono powierzchnie wypukie (ang.
contact surface) oraz wkleste (ang. re-entrant surface) wspétworzace powierzchnie van der Waalsa.
Powierzchnia dostepnosci dla rozpuszczalnika (niebieski) wyznaczanajest przez tor ruchu $rodka kulistej
prébki (szary) wyznaczony w taki sposéh, ze probka zawsze znajduje w kontakcie z co najmniej jednym
atomem czasteczki (zielony)

stawiono rodzaje powierzchni czgsteczkowych uzywanych w modelowaniu mo-
lekularnym. Istniejace obecnie algorytmy pozwalajg efektywnie oblicza¢ A- zaréwno
w spos6b doktadny [12], jak i przyblizony [9]. Stosowanie potencjatu solwatacji
moze 20- do 30-krotnie skrocié czas obliczen w poréwnaniu do symulacji, w ktérych
rozpuszczalnik jest jawnie reprezentowany. Uzycie potencjatu solwatacji dato dobre
wyniki przy modelowaniu wptywu rozpuszczalnika na strukture biatka [8], a ostatnio
umozliwito przeprowadzenie serii kilkudziesieciu symulacji o tgcznym czasie
4 ps, ktore pozwolily zbadaé proces zwijania do natywnej konformacji 20-ami-
nokwasowego peptydu [7].

Modele czasteczki wody

W modelowaniu molekularnym najpopularniejszym sposobem uwodnienia bio-
czasteczek jest uwzglednianie czasteczek rozpuszczalnika explicite. Pocigga to jed-
nakze duze naktady obliczeniowe, poniewaz petne lub cho¢by czeSciowe uwodnienie
uktadu istotnie zwieksza liczbe atomow w ukiadzie, np. petne uwodnienie lizozymu
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RYCINA 3. Topologia modeli czasteczki wody w réznych parametryzacjach. Znaczenie symboli
znajdujacych sie na rycinie podano w opisie tabeli 2

(stopien hydratacji h wynosi ok. 4,5) oznacza, ze atomy czasteczek wody stanowig
blisko 90% wszystkich atoméw w uktadzie symulacyjnym.

Potencjalnie duze naktady obliczeniowe nie sg jedynym problemem symulacji
z woda explicite. Parametryzacja trojatomowej czasteczki wody, ktéra pozwolitaby
odtworzy¢ eksperymentalne wtasnosci roztworéw wodnych, jest niezwykle trudna.

Pierwszy model czasteczki wody zostat zaproponowany w latach trzydziestych
ubiegtego wieku przez Bernala i Fowlera (model BF [4]). Jego obecne znaczenie
jest czysto historyczne, poniewaz burzliwy rozwd6j metod modelowania moleku-
larnego, a tym samym rosngce zapotrzebowanie na wiarygodny model czgsteczki
wody, zaowocowat powstaniem szeregu parametryzacji, ktére w lepszym stopniu
oddajg wtasnosci wody w fazie skondensowanej.

Istniejgce modele czasteczki wody réznig sie wielkoScig parametrow van der
Waalsa, tadunkéw punktowych i parametrami wigzacymi definiujagcymi geometrie
czasteczki. W niektorych parametryzacjach wprowadza sie punkty z zerowa masg
i niezerowym tadunkiem, ktérych potozenie ustalane jest wzgledem atoméw tlenu
i wodoru. Na przykfad, w pieciocentrowym modelu Stillingera i Rahmana (ST2
[18]), oprécz 3 atomoéw w czasteczce H-,0 definiuje sie 2 punkty: Ipli Ip~ (por.
ryc. 3), odpowiadajace potozeniom wolnych par elektronowych atomu tlenu. Modele
czterocentrowe (TIP4P [11], BF) majg jeden dodatkowy punkt zlokalizowany na
dwusiecznej kata Z (HOH) w odlegtoéci 0,15 A od atomu tlenu w kierunku atomoéw
wodoru (por. ryc. 3). W tréjcentrowych modelach: SPC [3], SPC/E [2] oraz TIP3P
[11], nie wystepujg dodatkowe tadunki punktowe. W tabeli 2 zestawiono parametry
wymienionych powyzej modeli.

Ocene jakosci modeli wody prowadzi sie¢ zwykle poréwnujac wiasnosci fizy-
kochemiczne (przenikalno$¢ dielektryczna, stata dyfuzji itp.) oraz strukturalne mo-
delu komputerowego i uktadu eksperymentalnego (geometria i energetyka wigzan
wodorowych, funkcja rozktadu radialnego czasteczek wody w roztworze). Wyniki
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TABELA 2. Parametryzacje czasteczki wody: rQHjest dtugo$cig wigzania miedzy atomem tle-
nu i wodoru; Z (HOH) katem miedzy wigzaniami OH; A i C sg parametrami van der Waatsa w
réwnaniu (2); q (O), g (H) ig (M) sg tadunkami punktowymi odpowiednio dla atomu tlenu, wo-
doru i dodatkowego punktu (punktow) w czasteczce (por. ryc. 3), ktérego potozenie dane jest
przez odlegto$¢ od atomu tlenu rOM

sPC SPC/E  TIP3P BF TIP4P ST2
oM [A] 1,0 10 0,9572 0,96 09572 10
Z (HOH) [deg] 109,47 109,47 104,52 1057 104,52 109,47
A x 10 3 [kcal Amol] 629.4 629.4 582.0 560,4 600,0 238,7
C [kcal A&mol] 625.5 625.5 595.0 837,0 610,0 268,9
q (0) [e] -0,82 -0,8472  -0,834
q (H) [e] 0,41 0,4238 0,417 0,49 0,52 0,2375
q (M)#e] -0,98 -1,04 -0,2375
v [A] 0,15 0,15 0,8

poréwnan na podstawie tych kryteribw zestawiono w tabeli 3. Wyb6r okre$lonego
modelu wody, jaki zastosowany bedzie w modelowaniu molekularnym nie opiera
sie jedynie na wynikach poréwnan (w Swietle parametrow zestawionych w tabeli
3, najlepszym modelem jest parametryzacja SPC/E). Nalezy réwniez wzigé pod
uwage szereg innych czynnikow, takich jak: kompatybilno$¢ parametryzacji wody
i reszty uktadu, naktady obliczeniowe zwigzane z danym modelem wody (z reguty
wieksza zgodnos$¢ z eksperymentem oznacza wiekszg czasochtonnos$¢ obliczen).

TABELA 3. Por6wnanie wiasnos$ci fizykochemicznych i strukturalnych wody dla r6znych para-
metryzacji. Jako wiasnosci struktralne podano parametry opisujace radialng funkcje rozktadu dla
wody (potozenie pierwszych dwéch lokalnych maksiméw i miniméw). Parametry radialnej fun-
kcji rozktadu podane sgjako para liczb, z ktérych pierwsza oznacza potozenie ekstremum na wy-
kresie funkcji (r [A]), a druga warto$¢ funkcji w tym punkcie (f (r)). Zakresy eksperymentalnie
wyznaczonych parametrow radialnej funkcji rozktadu zestawiono w ostatniej kolumnie. Dane ze-
brano na podstawie [20, 17]

SPC SPC/E TIP3P TIP4P Exp.
Przenikalno$¢ dielektryczna 65 72 94 44 78,5
Stata dyfuzji [10 nr/s] 5,0 3,3 7,0 4,0 2,3
Gestos¢ [g/lem ] przy 25°C 0,971 0,995 0,982 0,999 0,997
Moment dipolowy [D] 2,27 2,39 2,35 2,18 1,85
RDF pik 1 r [A] 2,77 2,75 2,77 2,76 2,73 - 2,88
Ar) 2,82 3,07 2,69 2,98 2,18 -- 3,09
RDF min 1 r [A] 3,49 3,31 3,63 3,36 3,33 - 3,49
Ar). 0,91 0,80 0,94 0,82 0,73 -- 0,83
RDF pik 2 r [A] 4,53 4,49 4,63 4,40 4,44 -- 450
Ar) 1,04 111 1,00 1,09 1,13 - 1,15
RDF min 2 r [A] 5,70 5,65 5,77 5,60 5,51 -- 5,68

Ar) 0,93 0,90 0,96 0,91 0,86 - 0,89



100 K. MURZYN

Jesli decydujemy sie na kompromis miedzy naktadami obliczeniowymi a jakoscig
modelu, mozna wtedy wybraé parametryzacje, kt6ra lepiej oddaje wybrane wtasnosci
lub bardziej odpowiada specyfice badanego ukiadu. Na przykiad, niepowodzenie
symulacji btony lipidowej zbudowanej z ujemnie natadowanych lipidéw [6] byto
zapewne spowodowane stabymi zdolnosciami ekranujgcymi modelu SPC oraz nie-
dostatecznym stopniem uwodnienia btony. Jednocze$nie uzycie modelu TIP3P chara-
kteryzujacego sie nieco zawyzong wielkos$cig statej dielektrycznej byto jednym z
czynnikdw, ktéry zdecydowat o powodzeniu innej symulacji blony zawierajgcej
ujemnie natadowane czgsteczki fosfatydyloglicerolu [14].
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SYSTEMY REGULATOROWE agr I sar
U STAPHYLOCOCCUS AUREUS*

REGULATORY ELEMENTS agr AND sar
IN STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Dorota CHMIEL, Barbara MICKOW SKA

Zaktad Biochemii Analitycznej, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Krakéw

Streszczenie: Staphylococcus aureus jest oportunistycznym patogenem wywotujagcym liczne grozne
choroby ludzi i zwierzat. Infekcja zwigzanajest zekspresjg czynnikdw wirulencji, kontrolowana gtéwnie
przezdwa systemy regulatorowe: agrisar. Locus agr sktada sie zdwoch transkryptow: RNAIII bedacego
czasteczka regulatorowg i RNAII kodujacego cztery biatka niezbedne do stymulacji transkrypcji RNAII
i RNAIII. Locus sar, kodujacy biatko SarA bedace aktywatorem agr i wigzace sie do DNA, ztozony jest
z trzech nachodzacych na siebie ramek odczytu. Rezultatem wspotdziatania agr i sar jest redukcja
ekspresji biatek powierzchniowych i wzrost sekrecji biatek zewnatrzkomérkowych. System agr oparty
jest na mechanizmie quorum sensing, czyli na komunikowaniu sie komérek bakterii polegajacym na
produkowaniu i wydzielaniu czgsteczek sygnatowych - autoinduktoréw. Wykorzystujac autoinduktor
bakterie w spos6b skoordynowany reguluja ekspresje czynnikéw wirulencji w zaleznos$ci od gestosci
populacji. Doktadne poznanie mechanizmu quorum sensing by¢é moze przyczyni sie do opracowania
nowej klasy antybiotykéw opartych na blokowaniu komunikacji miedzykomérkowej. Homologi opisa-
nych systemow regulacyjnych wykryto u gronkowcéw koagulazo-ujemnych, a ponadto u S. aureus
zidentyfikowano geny homologiczne do sar.

(Postepy Biologii Komérki 2002; 29: 105-120)

Stowa kluczowe: agr, sar, czynniki wirulencji, quorum sensing, S. aureus

Summary. Staphylococcus aureus is a human pathogen, capable of causing a wide range of diseases,
including life-threatening. The expression of virulence factors is controlled mainly by two global
regulatory systems called agr and sar. The agr locus is composed of two transcripts: RNA 111 (effector
molecule) and RNA Il. The last encodes four proteins involved in stimulation of transcription of RNA
Il and RNA 1Il. The locus sar is composed of three overlapping open reading frames, all encoding
DNA-binding protein SarA, an agr activator. The result of interactions between agr and sar is reduction
of expression of surface proteins and increasing secretion of exoproteins. The agr operon is a part of
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cell-to-cell communication mechanism called ,,quorum sensing”, based on self generated signal mole-
cules (autoinducers). Owing to the usage of autoinducers bacteria can collectively regulate the expression
of wide spectrum of virulence factors dependently on population density. Quorum sensing seems to be
an attractive new target for the development of novel antibiotics-blocking the intercellular signalling
mechanism will help to fight drug-resistant bacteria. Regulatory elements homologous to described above
were discovered in coagulase-negative staphylococci and additional Mr-homologous genes in S. aureus.
(Advances in Cell Biology 2002; 29: 105-120)

Key words: agr, sar, virulence factors, quorum sensing, S. aureus

WSTEP

Przez dlugi czas sgdzono, ze bakterie egzystujg jako indywidualne komorki,
ktére odzywiaja sie i rozmnazajg. Odkrycie miedzykomorkowej komunikacji po-
miedzy bakteriami doprowadzito do zrozumienia, ze sg one zdolne do skoordy-
nowanej aktywnos$ci, ktéra byta przypisywana tylko organizmom wieloko-
morkowym. Umiejetno$é funkcjonowania jako grupa ma oczywiste zalety, np. pod-
czas migrowania do Srodowiska bogatszego w pozywienie. Jezyk tej komunikacji
oparty jest na matych czgsteczkach sygnatowych bedacych autoinduktorami. Bakterie
~Wyczuwaja” gestos¢ populacji i reaguja na zmieniajace sie warunki wzrostu. Ten
fenomen jest powszechnie nazywany systemem quorum sensing, czyli komunikacji
miedzy bakteriami. Opiera sie on na zasadzie, ze kiedy pojedyncza komérka wydziela
autoinduktor (Ais), jego stezenie w $rodowisku jest zbyt niskie, aby mogta ona
na niego odpowiedzieé. Jezeli jednak jest duzo bakterii produkujacych ten czynnik,
osigga on stezenie progowe, ktore pozwala bakterii na ,,wyczucie” gestosci populacji
i na aktywacje lub hamowanie genéw docelowych [16].

Regulacja ekspresji gendéw oparta na systemie quorum sensing opisana zostala
u wielu bakterii zar6wno gram dodatnich, jak i u gramujemnych. Rola systemu
quorum sensing w regulowaniu produkcji czynnikéw wirulencji i patogennosci jest
najlepiej poznana u Pseudomonas aeruginosa [16]. U Streptococcus mitis i Strep-
tococcus anginosus (operon com) peptyd sygnatowy nagromadza sie podczas eks-
ponencjalnej fazy wzrostu i indukuje procesy regulatorowe. Pokazano, ze peptyd
jednego szczepu moze hamowa¢ odpowiedZ u podtypéw tego samego Szczepu.
U Streptococcus pyogenes opisano dwusktadnikowy system regulacyjny zalezny
od fazy wzrostu, regulujacy ekspresje genéw dla czynnikéw wirulencji. Operon
ten nazwany csrR/csrS (ang. capsule synthesis regulator Regulator/Sensor) hamuje
ekspresje gendéw kodujacych otoczki bakteryjne i bierze udziat w regulacji ekspresji
streptolizyny S i proteinazy cysteinowej. Regulator ten dziata réwniez w sposéb
serotypowo specyficzny. U bakterii Streptococcus poznano réwniez regulon Mga,
ktory pozytywnie kontroluje geny regulonu mga, wliczajgc w to biatko M. U tych
bakterii wykryto ponadto operon zawierajgcy dwie kinazy i jeden regulator od-
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powiedzi. ,,W dot’ sekwencji tego operonu nazwanego fas (ang. fibronectin/fi-
brinogen blnding/hciemolytic activity/streptokinase regulator) znajduje sie gen ko-
dujacy krotka czasteczke RNA, ktorej obecnos¢ jest wymagana do funkcjonowania
genu regulatorowego fasA [24].

Scharakteryzowany w tej pracy system regulacyjny agr jest rowniez systemem
quorum sensing, ktory kontroluje ekspresje biatek zewnatrzkomoérkowych i powie-
rzchniowych w zaleznosci od fazy wzrostu u Staphylococcus aureus [23, 35, 41].

Staphylococcus aureus jest oportunistycznym patogenem wywotujgcym liczne,
grozne choroby zaréwno u ludzi (zapalenie wsierdzia, reumatoidalne zapalenie sta-
wow i szok toksyczny), jak i u zwierzat [23]. Poczatkowym etapem infekcji jest
adhezja do komorek gospodarza i kolonizacja powierzchnijego tkanek [44]. Bakterie
te produkujg i wydzielajg do Srodowiska toksyny, ktére uszkadzaja lub wywotuja
lize komorek gospodarza; enzymy degradujgce komponenty tkanek oraz zwigzane
z blong biatka zaangazowane w adhezje do komdrek gospodarza, jak i w ochrone
przed atakiem systemu odpornosSciowego [23].

Zauwazono, ze hodowla S. aureus produkuje rézne biatka w zaleznosci od fazy
cyklu wzrostu. Wiekszos$¢ biatek koniecznych do wzrostu i podziatu komarek bakterii
(biatko A i koagulaza) syntetyzowanych jest we wczesnej fazie wzrostu, podczas
gdy w fazie posteksponencjalnej i stacjonarnej produkowane sg w wigkszos$ci biatka
sekrecyjne (a-toksyna, (3-hemolizyna, 8-lizyna, TSST-1 (toksyna 1 syndromu szoku
toksycznego), enterotoksyna B, epidermolityczne toksyny A i B, leukocydyna, sta-
fylokinaza, nukleaza, proteinaza serynowa i metaloproteinaza, kwasna fosfataza)
[8, 20, 38]. W zwigzku z tym konieczny jest mechanizm, ktory ,,przetagczy” komorke
na synteze odpowiednich bialek na danym etapie wzrostu. Odpowiedzialne sg za
to miedzy innymi dwa systemy regulacyjne: agr (ang. accessory gene regulator)
i sar (ang. staphylococcal accesory regulator). Sktadniki tych loci tworzg czesc
ztozonej Sciezki, ktéra prowadzi do represji transkrypcji biatek powierzchniowych
i stymulacji transkrypcji biatek i toksyn sekrecyjnych. Rola systemu agr-sar polega
na skoordynowanej regulacji aktywnosci genoéw, ktérych produkty sa niezbedne
w odpowiedniej fazie infekcji.

SYSTEM agr

agr jest aktywnym elementem regulatorowym koniecznym do wysokiego po-
ziomu ekspresji biatek sekrecyjnych w posteksponencjalnej fazie wzrostu [41]. Po
sklonowaniu i zsekwencjonowaniu locus agr [19, 38] okazato sie, ze zawiera on
dwa operony transkrybowane z dwoch r6znych promotoréw (P2 iP3) w przeciwnych
kierunkach (ryc. 1). Promotory te oddzielone sg od siebie odcinkiem o diugosci
okoto 120 bp i sg stabo aktywne w eksponencjalnej fazie wzrostu, a silnie w post-
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eksponencjalnej. W obrebie agr znajduje sie ponadto trzeci staby promotor PI
0 niewyjasnionej jeszcze roli w systemie, zlokalizowany tuz przy koncu 5’ agrA
[38].

Spod silniejszego promotora P2 transkrybowany jest odcinek mRNA wielkosci
3,0 kb nazwany RNAII [32, 34, 38], zawierajacy cztery ramki odczytu (w kolejnosci
od promotora) agrB, agrD, agrC i agrA [34]. Operon P3 koduje odcinek o dtugosci
0,5 kb nazwany RNAIIIl zawierajagcy gen hld kodujacy 5-lizyne oraz matg ramke
odczytu z 21 kodonami [20, 21]. Transkrypt ten, a nie jego biatkowy produkt,
jest czasteczkg uaktywniajgcg lub hamujgcg geny bedgce pod kontrolg systemu
agr [20]. Dziata on przede wszystkim na poziomie inicjacji transkrypcji, aw pewnych
przypadkach rdwniez na poziomie translacji poprzez bezposrednig interakcje z trans-
kryptami genow docelowych [34].

Wykazano, ze RNAIII jest transkryptem o dtugim czasie poéttrwania, a optymalne
funkcjonowanie systemu agr wymaga wysokiego stezenia tej czagsteczki [33]. Jego
transkrypcja zachodzi w potowie eksponencjalnej fazy wzrostu, translacja do 5-lizyny
opo6zniona jest o jedng godzine, podczas gdy jego geny docelowe aktywowane
sg jeszcze godzine pdzniej, w posteksponencjalnej fazie wzrostu. Sugeruje to, ze
pewne modyfikacje potranslacyjne czgsteczki RNAIIl sg konieczne do regulacji
ekspresji genéw docelowych [3].

Na podstawie sekwencji gendéw agrA i agrC wysunieto przypuszczenie, ze ich
produkty odpowiadajg biatku regulatorowemu i przenos$nikowi sygnatu w bakte-
ryjnym dwusktadnikowym systemie transdukcji sygnatu. W takim uktadzie, pierwszy
sktadnik - receptor odbierajacy sygnat jest biatkiem transbtonowym, ktérego czesé
zewnatrzkomaérkowa lub peryplazmatyczna odpowiada na sygnat ze Srodowiska
przez allosteryczng zmiane. Zmiana ta jest przekazywana na fragment C-koricowy.
Wynikiem tego jest aktywacja fosfokinazy (HPK - kinaza histydynowa), ktéra
autofosforylujespecyficznghistydyne. Grupafosforanowajest nastepnie przenoszona
na reszte aspartylowg na N-koricu drugiego sktadnika bedgcego biatkiem wewnatrz-
komorkowym. Dochodzi do allosterycznej zmiany, ktdra czyni C-koniec aktywa-
torem transkrypcji genéw docelowych [20, 33].

Istotnie okazato sie, ze gen agrC koduje biatko o wielkosci 46 kDa, ktoére jest
prawdopodobnie z pomocg chaperondw kotranslacyjnie transportowane do btony.
Region N-koricowy zawiera 5 transbtonowych helis. Miejsce wigzania ligandu jest
zlokalizowane miedzy 16-18 resztg aminokwasowa na trzeciej zewnatrzkomorkowej
petli. Fragment cytoplazmatyczny AgrC ma aktywno$¢ kinazy histydynowej. Zwia-
zanie zewnatrzkomoérkowego sygnatu prowadzi do dimeryzacji receptora i trans-
fosforylacji na resztach histydyny. Grupa fosforanowajest nastepnie przenoszona
na biatko regulatorowe - AgrA, ktdre aktywuje transkrypcje RNAII i RNAIII w
nieznany jeszcze sposdéb [26, 30].

Co jest ligandem dla AgrC? S. aureus produkuje i wydziela co najmniej jeden
zwigzek, ktory odpowiedzialny jest za aktywacje systemu agr. Delecja agrB i agrD
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eliminuje powstawanie tego czynnika i powoduje utrate transkryptow agrA i agrC.
Wyniki te dowodzg, ze aktywator jest albo kodowany przez agrB i agrD, albo
tez geny te ,napedzaja” powstawanie tej czasteczki [33]. Wczedniejsze badania
sugerowaty, ze czynnik aktywujacy jest biatkiem wielkosci 38 kDa [2]. Ostatecznie
okazato sie, ze aktywator jest zmodyfikowanym oktapeptydem, w ktérego powsta-
wanie zaangazowane sg dwa geny agrB i agrD [23].

Obecnie wiadomo, ze produktem genu agrD jest propeptyd, ktdry jest wytwarzany
i wydzielany przy udziale AgrB [22], integralnego biatka btony komérkowej. Po-
wstaje dojrzaty peptyd AIP (ang. autoinducing peptide), ktéry wigze sie do trans-
btonowego receptora kodowanego przez agrC [30]. Autokatalityczny peptyd moze
mie¢ dtugosé 7-9 aminokwaséw u réznych szczepéw S. aureus, ale zawsze w
pozycji pigtej od C-korica ma konserwatywng cysteine. W natywnym peptydzie
bierze ona udziat w tworzeniu wewnatrzczasteczkowej, tiolaktanowej petli, w ktérej
grupa sulfhydrylowa pofgczona jest z grupg karboksylowg C-koricowego amino-
kwasu. AgrB jest konieczny do wytworzenia tego cyklicznego wiazania, jak rdwniez
do sekrecji peptydu AgrD [22]. AIP jest feromonem, poniewaz aktywowanie przez
niego systemu agr zalezy od gestosci komérek [37].

Wykazano, ze peptyd wydzielany przez pewien szczep S. aureus, bedacy dla
niego autoaktywatorem, moze by¢ inhibitorem dla innych szczepéw (ryc. 1). Na
tej podstawie rozrdézniono kilka typow S. aureus (m.in. typ | i Il). Sugeruje sie,
ze peptyd powstaty z AgrD wigze sie do swojego wiasnego receptora (tzn. do
receptora tego samego typu S. aureus) w inny spos6b niz do receptora AgrC innego
typu S. aureus lub innego rodzaju bakterii. Moze to wynika¢ z dwoch réznych
orientacji peptydu wewnatrz miejsca wigzania [30]. Réwniez inne gatunki bakterii
np. Stahpylococcus epidennidis generalnie hamujg odpowiedZz agr u S. aureus.
Takie krzyzowe hamowanie ekspresji genéw moze wynika¢ z walki bakterii o
kolonizacje miejsc i ich zainfekowanie [22, 35, 36, 48].

AIP i AgrC wykazujg wysoki stopien zréznicowania pod wzgledem sekwencji
u réznych gatunkéw i szczep6w bakterii [28]. AgrC ma zmienng sekwencje ami-
nokwasowg w czesci N-terminalnej, ktéra przechodzi przez btone cytoplazmatyczng
i odpowiada za zwigzanie ligandu, czyli oktapeptydu powstatego z AgrD. Natomiast
cze$¢ C-koncowa zawierajaca reszte histydyny i odpowiedzialna za przekazywanie
ufosforylowanej grupy na biatko regulatorowe jest konserwatywna [22].

Przedstawione powyzej fakty dowodza, ze operon P2 jest podwdjnie autokata-
lizowany. Po pierwsze koduje swéj wiasny aktywator w formie zmodyfikowanego
oktapeptydu, ktéry jest ligandem dlareceptoraréwniez kodowanego przez ten operon.
Po drugie aktywuje on swoj wiasny promotor (jak réwniez promotor P3), ktéry
napedza produkcje aktywatora, jak rowniez biatek transdukcji sygnatu. Wynikiem
tej podwdjnej aktywacji jest szybka ekspresja RNAIII na wysokim poziomie. Uwaza
sie, ze czgsteczka RNAIII jest mato reaktywna, dlatego wymagane jest jej wysokie
stezenie [23, 33].
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RYCINA 1 Model funkcjonowania systemu agr/sar oraz krzyzowej inhibicji r6znych typéw S. aureus
(wg [2, 28, 31] zmienione) PI, P2 i P3 - promotory, P - reszta fosforanowa, (+) dziatanie stymulujace,
gen ijego produkt translacyjny majg identyczny kolor

Na ekspresje RNAIIlI ma wplyw nie tylko biatko AgrA, ale réwniez miedzy
innymi SarA bedace produktem genu sarA nalezacego do locus sar, o ktérym
bedzie mowa w dalszej czesci niniejszego artykutu. SarA aktywuje promotor P2
i przez to inicjuje zalezng od agr produkcje RNAIIIl [32].

Analiza sekwencji odcinka DNA oddzielajgcego promotory P2 i P3 ujawnia
istotng homologie tych regionéw. Nad kazdym z nich znajdujg sie przerywane
powtdrzenia sekwencji 5’-AGTTAAG-3’ zlokalizowane w takiej samej odlegtosci
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od siebie. Poniewaz operony P2 i P3 sg rozbieznie transkrybowane, powtdrzenia
te sg takze odwrdcone, co pozwala na wigzanie sie do nich czgsteczki regulatorowej
o dwukierunkowej aktywnosci [32]. Okazato sig, ze odcinek zawierajacy powtérzone
sekwencje jest konieczny do transkrypcji P3 zaleznej od agr. Z kolei obecnos$é
takich powtorzonych sekwencji przed promotorem P2 jest konieczna do transkrypcji
tego operonu. Te regiony przed promotorem wspoOtzawodniczg o biatko wigzace
DNA zidentyfikowane jako SarA [32]. Nie stwierdzono interakcji zadnego z pro-
duktéw agr z sekwencjg regulatorowg DNA. Sugeruje to, ze P2 i P3 kontrolowane
sg przez mechanizm wymagajacy wigzania biatka SarA do regionu regulatorowego
pomiedzy obydwoma promotorami [14, 32].

Na ekspresje agr - okreSlong poziomem RNAIIl - wptywa pH pozywki ho-
dowlanej. Szczep rosngcy w pH 6,5 i 7,0 miat od 16 do 32 razy wyzszy poziom
RNAIII niz rosnagcy w pH 8,0. W 6,5-godzinnej hodowli w niekontrolowanym
pH, ktére wéwczas wynosito 8,0, nie wykryto RNAIII, podczas gdy kultura z
kontrolowanym pH utrzymywanym na poziomie 6,5 miata ciggle wysoki poziom
tej czgsteczki. Jednak ilos¢ RNAIIl malata z czasem w kulturze o pH 6,5, co
sugeruje, ze drugi czynnik oprécz pH moduluje expresje agr. Wykazano réwniez,
ze hodowla o pH 6,5 produkuje cztery razy wiecej enterotoksyny C. Mechanizm
regulowania agr przez pH nie jest zrozumiaty [42].

Dodanie glukozy lub galaktozy do pozywki wzrostowej S. aureus prowadzi do
drastycznego obnizenia poziomu RNAII i RNAIII, jezeli pH hodowli nie jest utrzy-
mywane na statym poziomie, ale samoistnie maleje. Efekt ten spowodowany jest
prawdopodobnie obecnos$cigweglowodanéw lub tez wynika ze zmian w metabolizmie
komorki w $rodowisku spowodowanym utylizacjg weglowodanow [43].

SYSTEM sar

Locus sar sktada sie z otwartej ramki odczytu (ORF) nazwanej sarA o diugosci
372 bp poprzedzonej regionem zawierajgcym trzy promotory, poprzeplatane mniej-
szymi otwartymi ramkami odczytu (ORF3 i ORF4). CzeSciowo pokrywajgce sie
transkrypty locus sar nazwane sarA (0,56 kb), sarC (0,8 kb) i sarB (1,2 kb) majg
wspolne 3’ kofice, ale rozpoczynajg sie z trzech réznych promotoréw [4]. Biatko
SarA poczatkowo zostato scharakteryzowane jako aktywator locus agr, poprzez
jego interakcje z 7-nukleotydowymi powtdérzeniami (AGTTAAG) wewnatrz ob-
szardbw promotorowych agr, wykazujagc zdecydowanie wyzsze powinowactwo do
promotora agr?2 niz do promotora agrP3 [12]. POzZniejsze badania wykazaly, ze
biatko SarA wigze sie z tatwoscig do bogatych w pary A+T fragmentow DNA
o zmiennej diugosci. Aby ekspresja RNAII i RNAIIlI byta maksymalna, oprécz
gtéwnego biatka regulatorowego SarA niezbedne sgjeszcze dwa mniejsze peptydy:
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RYCINA 2. Struktura krystaliczna SarA: a- monomer biatka SarA; b, ¢, d - model wigzania DNA przez
dimer SarA widziany w réznych ptaszczyznach (ilustracje wykonano przy pomocy programu WebLab
Viewer Lite 3.7 na podstawie wspo6trzednych z Protein Data Bank - kod 1FZN, 1FZP)

jeden o diugosci 39 aminokwasdéw nazwany ORF3 oraz drugi majacy mniejsze
znaczenie, 19 aminokwasowy peptyd ORF4. Prawdopodobnie ORF3 i ORF4 moga
wptywac na poziom ekspresji agr poprzez modulacje ekspresji biatka sarA. Poziom
ekspresji  systemu agr jest skorelowany z poziomem biatka SarA, ktérego ilos¢
jest maksymalna podczas fazy eksponencjalnego wzrostu i obniza sie w trakcie
fazy posteksponencjalnej, z kolei transkrypcja RNAII i RNAIIl wzrasta w fazie
posteksponencjalnej [7,13].

Locus sarA reguluje transkrypcje gendéw roéwniez poprzez mechanizm niezalezny
od agr. Biatko SarA wigze sie do sekwencji genéw, homologicznych do promotoréw
agrwigzacych SarA, modulujac transkrypcje zaréwno hiatek zewnatrzkomérkowych,
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jak i Sciany komorkowej, takich jak: hla (a-hemolizyna), spa (biatko A - biatko
powierzchniowe S. aureus, stanowigce ok. 7% S$ciany komorkowej), fnbA (biatko
wigzgce fibronektyne) czy sec (enterotoksyna C) [6, 8, 13].

Fizjologicznie aktywna czgsteczka SarA wystepuje w postaci dimeru [46]. Wedtug
danych otrzymanych metodg dichroizmu kotowego udziat a-helis wynosi 55%,
arkuszy [3 6%, struktur zwrotnych 15% [40]. Wedtug danych krystalograficznych
monomer SarA sktada sie z pieciu a-helis, krotkiej spinki do wtosow @ w S$rodku
taricucha polipeptydowego oraz diugiej C-terminalnej petli ztozonej z 17 amino-
kwaséw. Spinka (3i fragment C-terminalny usytuowane sg naprzeciwlegtych koncach
monomeru (ryc. 2) [451.

DODATKOWE SYSTEMY REGULACJI HOMOLOGICZNE
DO SYSTEMU sar U STAPHYLOCOCCUS AUREUS

U Stciphylococcus aureus wykryto rowniez inne geny bedace dodatkowymi regu-
latorami genéw wirulencji - nazwano je sarHI, sarR oraz sarS.

Gen sarH|I zlokalizowany jest miedzy genami sir A, B i C (ang. staphylococcal
iron-regulated genes) i genem spa (biatka A). Zidentyfikowano trzy transkrypty
genu sarH|I, o réznych rozmiarach (952, 1549 i ok. 3000 nukleotyddw). Zasadowe
biatko wigzagce DNA kodowane przez gen sarH| ma mase czasteczkowg 29,9 kDa
i teoretyczny punkt izoelektryczny 9,6. Ponadto wykazuje ponad 32% homologii
w sekwencji aminokwaséw do biatka SarA, a jego struktura jest prawdopodobnie
zblizona do dimeru SarA. Ekspresja sarHI jest silnie hamowana przez sarA oraz
agr. Stwierdzono powinowactwo SarHI do czterech promotoréw: hla (a-toksyna),
hld (RNAIII), spa (biatko A), ssp (proteinaza serynowa). Pozytywny lub negatywny
wplyw SarHI na poziom transkrypcji tych biatek zalezy od agr i sarA, a wtasciwie
od stosunku stezen produktow tych gendw, wskazujagc na to, ze wspdidziatanie
wszystkich trzech regulatoréw ostatecznie ustala poziom ekspresji genéw wirulencji.
Alternatywna teoria sugeruje, iz SarHI reguluje ekspresje innych biatek regula-
torowych, by¢ moze sg to trzy inne homologi Sar; SarH2, SarH3, SarH4 [46].

sarR jest genem o dtugosci 345 par zasad, kodujacym biatko regulatorowe SarR
0 masie czasteczkowej 13,7 kDa, teoretycznym punkcie izoelektrycznym 9,8 oraz
dominujagcym udziale aminokwaséw obdarzonych tadunkiem (34%). Biatko SarR
ma sekwencje homologiczne do SarA (51% podobienstw, 28% identycznosci) [29].
Monomer biatka SarR sktada sie z pieciu a-helis (stanowigcych 75% struktur dru-
gorzedowych), trzech kroétkich nici Bformujgcych arkusz antyrownolegty oraz kilku
petli taczacych. Helisy a3 i a4 tworzg motyw strukturalny HTH, czyli helisa-skret-
helisa (reszty aminokwasowe od 51 do 75). Dzieki miedzyczgsteczkowym oddzia-
tywaniom hydrofobowym tworzone sg dimery. W dimerze SarR pomiedzy
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monomerami tworzy sie gieboki ,kanion”, ktérego dno stanowig helisy aj i a9,
natomiast krawedzie helisy ct4. Z przeciwnej strony czgsteczki zgrupowane sg wszy-
stkie cztery konce tancuchow polipeptydowych, tworzace strukture ptaska, zblizong
do platformy (ryc. 3.). Biatko SarR ma nie tylko klasyczng domene HTH (ang.
helix-turn-helix) wigzacg sie z DNA w duzym rowku, ale takze dodatkowga petle
oddziatujacg z matym rowkiem DNA. Wigzanie DNA przebiega poprzez interakcje
helisy ot4, ktéra wpasowuje sie do duzego rowka DNA. Dodatkowe oddziatywania
z DNA tworzone sa przez strukture spinki do wtoséw, utworzonej przez nici (3,
i (B ktéra dopasowana jest do waskiego rowka DNA. Powstaly w ten sposob
kompleks SarR-DNA ma cztery miejsca zaczepienia dimeru biatka do nici DNA
[27]. Wykazano wigzanie sie biatka SarR do wszystkich trzech regionéw promo-
torowych znajdujacych sie w locus sar. Gtownym efektem wigzania do promotorow
sar jest obnizenie transkrypcji sarPl, a w konsekwencji ekspresji biatka SarA.
Maksymalna ekspresja SarR wystepuje w fazie stacjonarnej, co prowadzi do obnizenia
ekspresji biatka SarA, zwiaszcza w po6znej fazie eksponencjalnego wzrostu i w
fazie stacjonarnej [29].

SarS jest biatkiem zbudowanym z 250 aminokwaséw, o masie czasteczkowej
29,9 kDa, teoretycznym punkcie izoelektrycznym 9,36 i 33,2% zawartosci ami-
nokwaséw obdarzonych tadunkiem. StopieA homologii SarS do SarA wynosi okoto
30%. Cata czasteczke mozna podzieli¢ na dwie domeny homologiczne do SarA,
kazda o dtugosci 125 aminokwaséw: fragment C-terminalny o indentycznosci 34,5%
oraz N-terminalny o 28,3% identycznosci z SarA. SarS jest aktywatorem syntezy
biatka A, poprzez specyficzne wigzanie sie do promotora spa. SarS jest repre-
sjonowany przez sarA i agr [11].

HOMOLOGI SYSTEMOW agr | sar
WSROD GRONKOWCOW KOAGULAZO-UJEMNYCH

Locus agr jest obecny nie tylko u Staphylococcus aureus. Czagsteczke RNAIII
homologiczng do wystepujacej u S. aureus wykryto u kilku gronkowcéw koagu-
lazo-ujemnych: Staphylococcus lugdunensis [5, 50], Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus warneri, Staphylococcus simulans. Homologi RNAIII tych trzech
ostatnich gatunkéw sa podobne do RNAIII S. aureus, zwtaszcza w 50 pierwszych
i 150 ostatnich nukleotydach oraz obecnoscia otwartej ramki odczytu [47]. Natomiast
czasteczka RNAIII S. lugdunensis nie ma genu dla 5-hemolizyny [5]. RNAIII z
réznych szczepdw gronkowcow koagulazo-ujemnych mazdolno$é catkowitej represji
transkrypcji biatka A i stymulowania genéw dla a-toksyny i proteinaz serynowych
u S. aureus [47].
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RYCINA 3. Struktura krystaliczna dimeru SarR widziana w r6znych ptaszczyznach (rysunki wykonano
przy pomocy programu WebLab Viewer Lite 3.7 na podstawie wspétrzednych z Protein Data Bank - kod
1HSJ)
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Homolog locus agr u S. epidennidis jest podobnie zorganizowany: zawiera
agrABCD oraz RNAIII [49]. Ta ostatnia zawiera otwartg ramke odczytu kodujaca
26-aminokwasowy polipeptyd, ktéry rozni sie trzema aminokwasami od RNAIII
kodujgcego 5-hemolizyne u S. aureus. Poziom transkryptu RNAIII jest najwiekszy
w posteksponencjalnej fazie wzrostu [49]. Mutant S. epidermidis pozbawiony locus
agr wykazuje produkcje biatek powierzchniowych na wysokim poziomie, a we-
wnatrzkomdrkowych na niskim [51]. Peptyd autoaktywujgcy u S. epidermidis jest
oktapeptydem zawierajgcym tiolestrowy mostek pomiedzy cysteing a C-koricowg
grupg karboksylowg. U 15 szczepéw S. epidermidis znaleziono tylko jeden typ
feromonu [37].

U Staphylococcus epidermidis stwierdzono ponadto obecno$¢ homologu sar, w
84% identycznego z biatkiem SarA S. aureus. Obliczona masa czgsteczkowa tego
biatka wynosi 14,7 kDa, a teoretyczny punkt izoelektryczny 8,5. Produktami genu
sar S.epidermidis sg rowniez trzy naktadajgce sie transkrypty, rozpoczynajace sie
z trzech oddzielnych promotoréw, lecz krotsze niz u S. aureus. W przeciwieAstwie
do S. aureus, transkrypcja promotora Pl osigga maksimum w fazie postekspo-
nencjalnej. Byé moze produkt genu sar S. epidermidis oddziatuje z promotorem
homologu genu agr réwniez odkrytego u S. epidermidis [17].

ROLA agr PODCZAS ZAKAZEN GRONKOWCOWYCH

Myszy zainfekowane dzikim szczepem S. aureus czeSciej chorujg na zapalenie
stawow niz myszy zainfekowane mutantem pozbawionym systemu agr. Bakterie
po dostaniu sie do krwiobiegu migrujg z krwig i przedostajg sie do ptynu stawowego.
Komorki S. aureus z nieaktywnym agr majg problemy z ,zakotwiczeniem sig”
w stawie. Nadprodukcja biatek powierzchniowych (np. biatka A) u mutanta podnosi
interakcje bakterii z biatkami osocza. Mutanty wigzg wiecej niz dziki szczep sktad-
nikéw osocza, takich jak: vitronektyna i fibronektyna. Konsekwencjg tego jest fa-
gocytoza takich bakterii. Niewiele wiadomo o mechanizmie penetracji naczyn
krwionosnych przez S. aureus. W procesie tym bierze udziat z pewnoscig czynnik
martwicy nowotworu (TNF) oraz interleukina 1 (IL-1), ktérych produkcja indu-
kowana jest przez a-toksyne wydzielang przez szczep dziki, ale nie przez mutanta
agr. W procesie wywotujgcym zapalenie stawow istotna jest rowniez zdolno$¢ wig-
zania sjaloprotein przez bakterie. Mutanty wigzg je o wiele stabiej. Wiele proteinaz
wydzielanych przez dziki szczep S. aureus uszkadza budujgce staw kolagen i pro-
teoglikany [1].

Sprawnie dziatajace systemy agr i sar sg rowniez niezbedne do wywotania za-
palenia wsierdzia przez S. aureus u krélika. Podwéjny mutant agr/sar ma mniejszg
zdolno$¢ do wywotania tej choroby w poréwnaniu ze szczepem dzikim. Powodem
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jest obnizona produkcja czynnikow wirulencji. Gesto$¢ bakterii zawierajacych mu-
tacje jest znacznie obnizona, co jest byé moze zwiazane z obnizong produkcja
a-hemolizyny, cytotoksyny zdolnej do tworzenia poréw w btonie i niszczenia ptytek
krwi i komérek $rédbtonka naczyn [9].

Zaobserwowano rowniez, ze mutacja wytgczajgca agr powoduje znaczaca re-
dukcje w powstawaniu i w rozwoju rozmiekczenia kosci [18].

agr jest zaangazowany w ekspresje bakteryjnego polisacharydu otoczkowego
typu 5 (CP5), ktory jest produkowany przez ponad 90% gatunkéw S. aureus.
Jego rola polega prawdopodobnie na zwiekszaniu opornosci bakterii na fagocytoze,
atym samym nazwiekszaniu ich wirulencji [15]. Przywieranie S. aureus do komérek
$rodbtonkowych jest prawdopodobnie najwazniejszym etapem prowadzacym do wy-
wotania infekcji. Mutacje i warunki wzrostu, ktére eliminuja powstawanie poli-
sacharydoéw otoczkowych, podwyzszajg zdolno$¢ do adherencji u tych bakterii.
Wowczas najwyzszy poziom wigzania do komorek epitelialnych osiggany jest w
posteksponencjalnej fazie wzrostu i nie zalezy od agr. CP5 hamuje adherencje
do bakterii prawdopodobnie przez maskowanie gtéwnych adhezyn. Uwaza sie, ze
agr jest inhibitorem ekspresji adhezyn [39].

Ekspresja koagulazy u S. aureus jest pozytywnie i negatywnie regulowana przez
agr. Stafylokoagulaza jest biatkiem, ktore przyczynia sie do tworzenia fibryny w
osoczu ludzkim poprzez nieenzymatyczng aktywacje protrombiny.Jest ona, podobnie
jak biatko A, produkowana gtéwnie podczas eksponencjalnej fazy wzrostu. Poziom
transkryptéw genu coa kodujgcego koagulaze jest najwyzszy w posteksponencjalnej
fazie wzrostu i z czasem maleje. Dowodzi to, ze ekspresja koagulazy jest pozytywnie
i negatywnie regulowana przez agr, podczas gdy ekspresja genu spa dla biatka
A jest hamowana przez RNAIII [25].

Zdolno$¢ S. aureus do wigzania fibrynogenu jest wazna w przywieraniu bakterii
do tkanek gospodarza podczas infekcji. Odpowiedzialne za to sg miedzy innymi
koagulaza (coa) oraz clumpingfactor (cifA). Koagulaza S. aureus jest odpowiedzialna
za zdolno$¢ wywotywania krzepniecia krwi, podczas gdy clumping factor A po-
Sredniczy w przemieszczaniu sie (,kroczeniu”) komérek w obecnosci fibrynogenu.
Regulacja biatek wigzacych fibrynogen u S. aureus jest tylko czeSciowo zrozumiata.
Transkrypcjacoajest negatywnie modulowana przez agr i wystepuje gtéwnie podczas
eksponencjalnej fazy wzrostu. W przeciwienstwie do tego transkrypcja clfA jest
niezalezna od agr i jest najsilniejsza w posteksponencjalnej fazie wzrostu [52].

Ekspresja biatek wigzacych fibronektyne (FnBPs) jest negatywnie regulowana
przez agr, jak roOwniez przez mechanizm niezalezny od agr (prawdopodobnie me-
tabolizm komorki), ktére hamujg synteze mRNA dlafnb we wczesnej eksponencjalnej
fazie wzrostu [44].



116 D. CHMIEL, B. MICKOWSKA

PODSUMOWANIE

Zdolnos$¢ bakterii z rodzaju Staphylococcus do wywotywania réznorodnych sta-
noéw chorobowych przypisywana jest imponujgcej iloSci zewngtrzkomorkowych,
jak i powierzchniowych czynnikéw wirulencji produkowanych przez te mikroorga-
nizmy. Ekspresja wielu biatek zaangazowanych w patogeneze jest kontrolowana
przez systemy regulacyjne, w ktorych wspdlny regulator kontroluje transkrypcje
wielu gendéw. Ekspresja wielu czynnikéw wirulencji jest wysoce skoordynowana
i kontrolowana przez dwa gtéwne wspoipracujace ze sobg systemy regulacji -
agr i sar. Czasteczki autoregulatorowe wptywaja na ekspresje biatek powierzch-
niowych, ktérych synteza jest redukowana w miare wzrostu gestosci komérek ba-
kteryjnych, a réwnoczes$nie wzrasta produkcja biatek zewngtrzkomérkowych [10].
Taka zalezno$¢ zachowania komorek bakteryjnych od fazy wzrostu wskazuje na
kompleksowe interakcje miedzy systemami regulacji. Skoordynowane dziatanie ko-
morek bakterii mozliwe jest dzieki wyksztatconemu systemowi komunikacji mie-
dzykomorkowej quorum sensing, opartej na reagowaniu na uwalniane do $rodowiska
czasteczki sygnatowe - autoinduktory. Po przekroczeniu masy krytycznej komorek
bakteryjnych stezenie autoinduktora osigga wykrywalny poziom, a odpowiedzig
jest aktywacja lub represja odpowiednich genéw. Funkcjonowanie mechanizmu quo-
rum sensing zidentyfikowano u bakterii zwigzanych relacjami pasozytniczymi lub
symbiotycznymi z organizmami zwierzecymi lub ro$linnymi. Niejednokrotnie rozne
gatunki bakterii patogennych wspoétdziatajg podczas infekcji. W tej sytuacji byé
moze dzieki komunikacji miedzykomoérkowej nastepuje wzajemne wzmocnienie
patogennos$ci wspotpracujacych gatunkéw [16].

Uzywajac mechanizmu quorum sensing bakterie uzyskuja przewage nad zaata-
kowanym organizmem, gdyz mogga osiagna¢ duza gestos¢ komorek, zanim nastapi
ekspresja determinant wirulencji wywotujagcych odpowiedZ odpornosciowa gospo-
darza. W ten sposob bakterie moga nierozpoznane przygotowaé zmasowany atak
polegajacy na wyprodukowaniu czynnikow wirulencji, niszczagcych mechanizmy
obronne gospodarza.

Odkrycie, ze szeroka grupa patogennych mikroorganizméw uzywa mechanizmu
quorum sensing do kontroli syntezy czynnikdw wirulencji, czyni go atrakcyjnym
celem terapii antybiotykowej. Wytypowano kilka mozliwosci zablokowania sygnatu
miedzykomoérkowego, np. poprzez uzycie nieaktywnych biologicznie analogéw auto-
induktora blokujgcych receptory lub przerwanie szlaku biosyntezy autoinduktora
[16].

Trwajacy wzrost opornosci mikroorganizmoéw na konwencjonalne antybiotyki
skiania do poszukiwarn nowych strategii zwalczania infekcji bakteryjnych. Zrozu-
mienie genetycznych systeméw regulacji ekspresji czynnikéw wirulencji moze wska-
za¢ nowe docelowe miejsca dziatania dla nowych grup antybiotykdéw.
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BREAST CANCER: ALTERATIONS OF METHYLATION
AND EXPRESSION GENES OF NUCLEAR RECEPTORS:
a ESTROGEN (ERa) AND (2 RETINOIC ACID (RAR(32)

Krystyna FABIANOW SKA-MAJEW SKA

Zaktad Amin Biogennych PAN w Lodzi oraz Zaktad Chemii Medycznej IFiB
Akademii Medycznej w todzi

Streszczenie: We wczesnej fazie raka piersi waznym elementem transformacji komoérek sagepigenetyczne
zmiany genéw kodujacych biatka, ktore uczestniczg w regulacji proliferacji i réznicowania komérek. Do
biatek petnigcych taka role nalezg receptory jadrowe: estrogenowy a (ERa) i kwasu retinowego (32
(RAR(32). Na podstawie badan genetycznych komérek raka piersi, niewrazliwych na dziatanie prepara-
téw przeciwestrogennych i niewrazliwych na pochodne kwasu retinowego, stwierdzono, ze opornos$é
komorek natego typu leki moze wynika¢ z zahamowanej ekspresji, na poziomie transkrypcyjnym, genéw
wymienionych receptoréw. Wyciszenie transkrypcji genow ERa i RAR$2 czesto jest zwigzane ze
zmianami (hipermetylacjg) wzoru metylacji regionéw promotorowych tych genéw. Zmiany te sg
podstawowym elementem ztozonego procesu inaktywacji chromatyny, jaki towarzyszy transformacji
nowotworowej komoérek. Ocena zmian wzoru metylacji regionéw promotorowych genéw ERa i RAR$2,
jak i ocena mozliwosci reaktywacji genéw powinny mie¢ wazne farmakologiczne znaczenie dla doboru
skutecznej skojarzonej terapii w celu zahamowania rozrostu komérek raka piersi.

(Postepy Biologii Komorki 2002; 29: 121-139)

Stowa kluczowe: metylacja DNA, rak piersi, receptor estrogenowy a, receptor kwasu retinowego (32.

Summary: Epigenetic alterations of genes coding proteins which contribute to regulation of cell
proliferation and differentiation, are a significant element of early development of breast cancer. Two
nuclear proteins (i.e. estrogen receptor a, ERa, and retinoic acid receptor (32, RAR(32) play an important
role in the regulation of cells function. Clinical and genetic studies of breast cancer cells resistant to
antiestrogen and retinoid therapy, reveal that cell resistance results from the lack of ERa and RAR$2



122 K. FABIANOWSKA-MAJEWSKA

genes expression on transcriptional level. The transcriptional silence of genes, including also ERa and
RARS$2, is frequently associated with hypermethylation of promoter regions of these genes. Alterations
of promoter méthylation are the most significant element of acomplex process which leads to chromatin
inactivation. Estimation of méthylation pattern changes of ERa and RAR$2 genes, and possibilities of
gene reactivation should be important for the selection of effective therapy to inhibit development and
invasion of breast cancer cells.

(Advances in Cell Biology 2002; 29: 121-139)

Key words: DNA méthylation, breast cancer, estrogen receptor a, retinoic acid receptor (32

WSTEP

W okresie ostatniego dziesieciolecia nastgpit gwattowny rozwdj badan obej-
mujacych biologiczne i metaboliczne zmiany w komérkach nowotworowych. Jednak
inicjacja transformacji nowotworowej nadal pozostaje najtrudniejszym do wyjas-
nienia etapem. Do szeroko badanych proceséw towarzyszacych kancerogenezie na-
lezg zmiany epigenetyczne wielu gendw, ktére uniemozliwiajg prawidtowa ekspresje
genoéw przy zachowaniu niezmienionej sekwencji nukleotydowej DNA [5,6,26].
Do najwazniejszych epigenetycznych zmian, zakidcajacych prawidtowgq ekspresje
genéw, nalezy zaliczy¢ zmiane wzoru metylacji DNA [6,7,24,26,33,38,45,54]. W
wiekszosci przypadkéw zmiany te obejmujg geny, ktdre koduja: biatka uczestniczace
w kontroli regulacji cyklu komérkowego, biatka o funkcji czynnikéw transkry-
pcyjnych ireceptoréw, biatka przekazu sygnatu komaérka-komaorka i sygnatu apoptozy
[5].

Komorki nowotworowe, w tym takze komorki raka piersi, czesto charakteryzujg
sie podwyzszong zawartoscig metylowanych cytozyn w sekwencjach dinukleoty-
dowych CpG zlokalizowanych w regionach promotorowych genéw. Zdaniem nie-
ktérych badaczy, zwiekszona metylacja regiondw promotorowych i ich sgsiedztwa
jest procesem dominujgcym w mechanizmie deaktywacji chromatyny, obejmujacej,
poza metylacja, modyfikacje histonéw oraz zmiane struktury chromatyny w forme
skondensowang, niedostepng dla biatek kompleksu transkrypcyjnego [26,58,68].

Na podstawie badan zmian metylacji DNA, obserwowanych w komorkach krwi
u pacjentdw z ostrg biataczka szpikowag (AML), sugeruje sie, ze w kazdym typie
nowotworu wzrost metylacji sekwencji dinukleotydowych CpG zlokalizowanych
w regionach regulatorowych gendw nie odnosi sie do pojedynczego genu, lecz
obejmuje specyficzny zbiér réwnoczesnie metylowanych genéw, kodujacych biatka
zwigzane wzajemng zaleznos$cig [52]. Wydaje sie, ze te sugestie sg stuszne takze
w przypadku komaérek raka piersi. W komorkach tych zmiany metylacji obserwowano
m.in. w genach supresorowych, kodujgcych biatka uczestniczace w regulacji cyklu
komérkowego m.in. BRCA1[21,34,49,67], pl6 [37,72], p53 [43] i cykliny D2 [25].
Zwiekszony poziom metylacji w komdérkach raka piersi obserwowano takze w genie
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kodujagcym biatko adhezyjne kadheryne E, biatko odpowiedzialne za regulacje in-
wazyjnosci komoérek nowotworowych [22,57].

Ostatnia dekada to takze okres intensyfikacji badan zmian ekspresji genoéw jga-
drowych receptoréw: estrogenowego a (ERa) i kwasu retinowego (32 (RAR(32).
Receptory te w kompleksie hormon-receptor stymulujg transkrypcje wielu genéw.
Przyczyng szczeg6lnego zainteresowania receptorami ERa i RAR(32 byto stwier-
dzenie opornosci pewnych typow raka piersi na leczenie przeciwestrogenne i opor-
nosci na dziatanie metabolitow witaminy A. Poniewaz rak piersi jest typowym
nowotworem hormono-zaleznym, to zarbwno w leczeniu paliatywnym, jak i w
leczeniu jego przerzutéw stosuje sie czesto terapie przeciwestrogenng. Stosowane
leki to syntetyczne niesteroidowe zwigzki, takie jak: tamoksyfen ijego pochodne
oraz inne zwiazki przeciwestrogenne o symbolach: ICI 182,780 i ICI 164,384 [39,
55]. Dla 50-60% pacjentek leczenie wymienionymi preparatami jest skuteczne lub
efektywne tylko w poczatkowym okresie, poniewaz dtuzsze stosowanie moze pro-
wadzi¢ do nabycia odpornosci [39]. Jednak dla prawie 40% pacjentek, u ktérych
obserwuje sie nizszy stopief zréznicowania histologicznego guza i niekorzystne
efekty rokownicze, terapia przeciwestrogenng jest nieskuteczna. W terapii raka
piersi w celu zahamowania rozrostu tkanki nowotworowej stosuje sie takze naturalne
metabolity witaminy A. Sg to gtdwnie: catkowicie trans kwas retinowy (ATRA,
ang. Ali Trans Retinoic Acid) i 9-ds-kwas retinowy (9-cis-RA) lub ich syntetyczne
analogi, np. femetynid. Jednak wyniki klinicznych badan wskazuja, ze w zaawan-
sowanym raku piersi efektywnos¢ retinoidéw jako lekow hamujacych proliferacje
komorek jest czesto znikoma [92]. Badania biochemiczne pozwolity ustali¢, ze
ta niepodatno$¢ na terapie przeciwestrogenng, jak iretinoidowg moze by¢ zwigzana
z zablokowaniem transkrypcji genoéw kodujacych receptory: ERa [39,40,69,90]
i/lub RAR(32 [16,73,78,86,87,94]. Jedng z najczestszych przyczyn wyciszenia trans-
krypcji tych gendw jest zwiekszona metylacja regionéw promotorowych ERa
[18,28,29,35,57,61,90] i RAR(32 [1,10,56,79].

W niniejszej pracy zajmuje sie postepami w wyjasnianiu roli zmian metylacji
DNA w inaktywacji genow jadrowych receptorow hormondéw lipofilnych: ERa
i RAR(32 w komdrkach raka piersi.

METYLACJA DNA A DEAKTYWACJA GENOW

Metylacja DNA nastepuje po replikacji DNA zarowno w komérkach prawid-
towych [71],jak iw komorkach ze zmianami patologicznymi, zwigzanymi z procesem
starzenia [38] lub nowotworzenia [5,6,7,26,33,45,54,68]. Procesy te zwigzane sg
zwyciszeniem transkrypcji genéw. W komaérkach ssaczych metylowanajest cytozyna
i to gtéwnie w dinukleotydowych sekwencjach CpG, kt6re stanowig 1-2% catego
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DNMT1 [15,68,95]. Koniec N biatka DNMT1 zawiera tez domene oddziatujgcg
z jadrowym antygenem komdrki proliferacyjnej, PCNA (ang. Proliferating Cell
Nuclear Antigen)[94]. Brak obu tych domen odnotowano w pozostatych izoformach
metylotransferazy DNA. Aktywno$¢ katalityczna, zlokalizowana na koncu C, re-
gulowana jest przez oddziatywania z innymi biatkami. Jednym z nich jest biatko
p23, wchodzace w skiad biatek kompleksu wspdtpracujacego z receptorem pro-
gesteronowym [93]. Na podstawie badan in vitro wiadomo natomiast, ze aktywnos¢
DNMT1 moze by¢ zahamowana przez 5-aza-2’-deoksycytydyne (5-aza-dCyt, de-
citabina), silny kompetycyjny inaktywator metylotransferazy DNA [10,11,19,59].
W ielokrotnie w badaniach komorek raka piersi réznych fenotypow wykazano, ze
lek ten nie tylko hamuje aktywno$¢ enzymu, ale prowadzi do reaktywacji genow,
np. genu receptora ERa [29] czy genu supresorowego pl6(ink4A) [75]. Takze
wyniki naszych badan regulacji aktywnosci metylotransferazy DNA w komorkach
L1210 i K562, potwierdzajg wtasciwosci inhibitorowe tego analogu deoksycytydyny
[27]. Ponadto wyniki naszych badan wskazujg, ze aktywnos¢ DNMT1 moze byé
posrednio hamowana przez analogi adenozyny stosowane w leczeniu biataczek,
kladrybine i fludarabine, w mechanizmie obejmujgcym cykl aktywnego metylu
[81,82].

W mechanizmie inaktywacji genéw wazng role przypisywano takze procesowi
deacetylacji histonow [14,24,62,66,77,88]. Badania genéw p15 \pl60o zwiekszonym
poziomie metylacji izolowanych zkomorek, ktére byty poddane dziataniu inhibitoréw
obu reakcji, metylacji DNA ideacetylacji histonéw (tj. 5-aza-dCyt, inhibitora aktyw-
nosci DNMTL1 itrichostatyny A ,TSA, inhibitora aktywnosci deacetylazy), wykazaty
jednak, ze geny te byly reaktywowane w komorkach wystawionych na dziatanie
tylko 5-aza-dCyt lub obu zwigzkéw razem 5-aza-dCyt i TSA. Zastosowanie obu
zwigzkéw pozwolito na znaczne obnizenie stezenia obu inhibitoréw [14]. W do-
Swiadczeniach z wymienionymi genami dziatanie samego inhibitora deacetylazy
nie prowadzito do ich reaktywacji. Wyniki tych badan potwierdzaja, ze w me-
chanizmie inaktywacji genéw, metylacja region6w promotorowych jest procesem
dominujgcym lub synergicznym do deacetylazy histonéw [6,14].

Molekularny mechanizm odpowiedzialny za nadekspresje genu DNMT1 w ko-
morkach nowotworowych nie jest jeszcze dobrze poznany. Prawdopodobnie re-
gulacja ekspresji na poziomie transkrypcji jest wielokierunkowa i obejmuje tak
hormonalng regulacje, jak i aktywacje promotora przez biatka kompleksu AP-1,
kontrolowane przez podstawowy komérkowy przekaz sygnatu RAS-MAPK (ang.
Mitogen-Activated Protein Kinase) [20]. W regionie regulatorowym genu DNMT1,
zawierajgcym okoto 2000 zasad, wyodrebniono cztery miejsca wazne dla inicjacji
transkrypcji, P1-P4. Trzy z nich (P2-P4) podlegaja aktywacji przez biatko JUN;
ta aktywacja moze by¢ zahamowana przez receptor glikokortykosteroidowy w sposob
zalezny od ligandu [9,70]. Z kolei, w nadekspresje biatek onkogennych szlaku
sygnatowego RAS-c-JUN, w hormono-zaleznych komoérkach raka piersi, zaanga-
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zowany jest aktywowany estrogenem receptor ERa, ktdry reguluje transkrypcje
onkogendédw c-Ha-RAS i ¢c-JUN [31]. Natomiast miejsce inicjacji transkrypcji (PI)
genu DNMT1 znajduje sie w obszarze bogatym w sekwencje CpG, podobnie jak
w przypadku typowych genow metabolizmu podstawowego [9]. Poniewaz w ko-
moérkach nowotworowych z nadekspresjg genu DNMT1 obserwowano takze zmniej-
szony poziom metylacji, to fakt ten sugeruje mozliwo$¢ dodatkowej modulacji
transkrypcji poprzez hipometylacje promotora [13].

Obecny stan wiedzy nie pozwala wyznaczy¢ miejsca dla reakcji metylacji re-
gionéw promotorowych w hierarchii waznosci proceséw uczestniczacych w trans-
formacji nowotworowej. Dzigki zastosowaniu nowych technik analizy DNA [60]
w okresie ostatnich 10 lat wykazano zmiany wzoru metylacji DNA, jak i wzrost
aktywnosci DNMT1 w komérkach wielu typéw nowotworéw. Waznos$¢ procesu
metylacji w kancerogenezie podkreslajg wyniki doswiadczen, w ktérych komoérki
linii mysich fibroblastéw NIH 3T3 ulegaty transformacji nowotworowej po podaniu
egzogennej mysiej metylotransferazy DNA [80]. Inaktywacja Dnmtl w mysich
komérkach raka okreznicy, dokonana w drodze rekombinacji genetycznej i dziatania
farmakologicznego, korelowata z hamowaniem procesu nowotworzenia [44, 70].
Poniewaz nieznany jest komérkowy mechanizm inicjujagcy zmiany epigenetyczne
w procesach kancerogenezy lub starzenia, to wyjasnienie, czy zmiany metylacji
DNA sg nastepstwem kancerogenezy, czy sgjednym z elementéw ztozonego procesu
inicjacji nowotworowej transformacji komadrek prawidtowych, jest nadal trudne [36].
Jest mozliwe, ze epigenetyczne zmiany sg dziedziczong informacjg genetyczna,
gdyz i taka hipoteza zostata wysunieta [64].

Ponadto nalezy podkresli¢, ze metylacja DNA moze byé przyczyng wzrostu
genetycznych zmian jako efekt mutacyjnych spontanicznych tranzycji metylocy-
tozyny w tymine. Fakt ten potwierdzajg czesto wystepujgce mutacyjne tranzycje
C—T w sekwencjach CpG genu p53 w komérkach wielu typéw nowotworow [43].

METYLACJA GENOW RECEPTOROW JADROWYCH:
ERa i RAR(32

Receptor estrogenowy a (ERa) i receptor kwasu retinowego (32 (RAR(32) nalezg
do nadrodziny receptoréw jadrowych dla lipofilnych hormonéw, liczacej obecnie
ponad 150 biatek receptorowych. Wszystkie one po aktywacji swoistymi ligandami
sa silnymi regulatorami rozwoju i ré6znicowania komdrek oraz regulatorami funkcji
specyficznych biatek. Zgodnie z modelem dziatania, zaproponowanym w 1985 roku
przez Yamamoto [89], zwigzanie hormonu (H) z receptorem (R) indukuje allo-
steryczne zmiany umozliwiajace kompleksowi hormon-receptor (HR) rozpoznaé
wiasciwgdladanego kompleksu sekwencje DNA, warunkujgcg odpowiedZ nahormon
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(HRE, ang. Hormon Response Element) ijako czynnik transkrypcyjny modulowac
transkrypcje odpowiedniego genu. Aby kompleks ujawnit swoje wiasciwosci w
komoérce, muszg by¢ obecne: hormon i biatko receptorowe; brak biatka recep-
torowego jest czesto stwierdzany w komorkach raka piersi. | tak, brak receptora
ERa obserwowano w komoérkach raka piersi, ktdre sg niewrazliwe na dziatanie
preparatow przeciwestrogennych. Natomiast, oporno$¢ na przeciwproliferacyjne
dziatanie retinoiddw moze by¢ wynikiem braku receptora RAR(32. W obu przy-
padkach brak biatek receptorowych moze wynikaé z zahamowania, na poziomie
transkrypcji, ekspresji genow kodujacych te biatka. Jedng z przyczyn tego zjawiska,
czesto podawana, byt zwiekszony poziom metylacji regionéw regulatorowych genu
ERa [35,57,90] i RAR$2 [1,10,56,79].

Receptor estrogenowy a (ERa). Receptor ERa nalezy do rodziny receptoréw
hormonoéw steroidowych i w prawidtowych komoérkach moze by¢ aktywowany przez
naturalne estrogeny: 17(3-estradiol, estron i estriol. Do rodziny tej ponadto nalezg
receptory: progesteronowy (PR), androgenowy (AR), glikokortykosteroidowy (GR)
i mineralokortykosteroidowy (MR) [50]. Wedtug innej klasyfikacji uwzgledniajgcej
strukture kompleksu z aktywujgcym receptor ligandem oraz uwzgledniajgcej budowe
sekwencji DNA, warunkujacg odpowiedZz na hormon (HRE), receptory ER nalezg
do | klasy. Receptor tej klasy tworzy z ligandem homodimeryczny kompleks, roz-
poznajacy palindromowa sekwencje AGGTCANNNTGACCT [50]. Zainteresowa-
nych charakterystyka budowy receptoréw estrogenowych podrodziny a i (Jodsytam
do artykutu przeglagdowego [76].

W kancerogenezie i leczeniu raka piersi wazna role odgrywa oddziatywanie
pomiedzy 17(3-estradiolem (E2) a receptorem ERa [34]. Powszechnie wiadomo,
ze estrogen stymuluje rozw6j pewnych typow nowotwordw piersi i wynika to m.in.
z faktu, ze estrogen wraz z receptorem ERa uczestniczy w regulacji transkrypcji
takich onkogendw, jak: c-Ha-RAS i c-JUN [31]. Geny te kodujg biatka uczestniczace
w regulacji ekspresji genéw, m.in. w regulacji ekspresji genu DNMT1, poprzez
przekaz sygnalu RAS-AP-1[70]. Kompleks E2-ERa reguluje takze transkrypcje
genu kadheryny E, biatka adhezyjnego. Brak aktywnos$ci tego genu stwierdza sie
czesto wraz z nieaktywnym transkrypcyjnie genem ERa w komorkach raka piersi
[57]. W badaniach in vitro wykazano, Ze estrogen aktywuje dwa geny supresorowe,
wazne dla kancerogenezy komoérek sutka: BRCAL ip53. Biatko BRCAL uczestniczy
w naprawie oksydacyjnych uszkodzert DNA i aktywuje transkrypcje genéw zalezng
od biatka p53 [34,41,92]. W komorkach raka piersi stwierdzono wzajemna zaleznos$¢
pomiedzy ekspresjag genu ERa i metylacjag genu BRCALl. Zwigkszona metylacja
regionu promotorowego genu BRCAL1 koreluje z brakiem ekspresji zarowno genu
ERa, jak i genu receptora progesteronowego (PR)[34]. Najnowsze doniesienia
wskazujg, ze w komadrkach raka piersi MCF-7 estrogen indukuje takze transkrypcje
genéw kodujacych biata enzymatyczne, wazne dla metabolizmu puryn, pirymidyn
i syntezy DNA, deaminazy adenozynowej (ADA)[ 84,85] i syntetazy tymidylanowej
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(TS) [83]. W wymienionej aktywacji transkrypcji wazng role peini interakcja po-
miedzy E2-ERa i czynnikiem transkrypcyjnym Spl [63,83,84]. Jak wspomniatam
w poprzednim rozdziale, czynnik Sp 1zaliczany jest do elementdw zabezpieczajgcych
strukture chromatyny przed metylacjg de novo [12]. Ten kompleks E2-ERa/Spl
dziata w regionach promotorowych (bogatych w sekwencje CpG) obu genéw ADA
i TS; w obrebie tych region6w znajduje sie sekwencja ERE (ang. Estrogen Response
Element). Mechanizm indukowania transkrypcji przez kompleks E2-ERot/Sp l/wyspy
CpG/ERE stwierdzono dla wielu genéw kodujacych biatka: c-FOS, p27, RARal,
receptordla progesteronu, katepsyne D, BCL-2 ibiatko wigzgce IGF (ang. Insulin-like
Growth Factor) [83].

W leczeniu raka piersi, aby zahamowaé stymulujgce transkrypcje dziatanie estro-
genu, stosowana jest terapia majaca na celu obnizenie poziomu estrogenu przez
podawanie lekow przeciwestrogennych [34,55], czesto wspomaganych naturalnymi
lipofilnymi witaminami lub ich metabolitami, np. witaming D3 lub 9-cis RA [48].
Jednak dla wielu pacjentek terapia antagonistami estrogenéw jest nieskuteczna i
opornos$¢ ta, jak wykazaty kliniczne i genetyczne obserwacje, moze wynikaé z
braku biatka receptorowego ERa. Brak ten, ujawniajacy sie wraz zrozwojem choroby,
najczesciej jest wynikiem wyciszenia genu na poziomie transkrypcji [35,39,40,90].
W Swietle tych faktow, oznaczenie obecnos$ci receptora ERa w komorkach raka
piersi staje sie waznym wskaznikiem dla klasyfikacji nowotworu na podatny, ERa(+)
lub niepodatny ERa(-), na terapie przeciwestrogenng [48]. Poczatkowo przypu-
szczano, ze brak aktywnoS$ci transkrypcyjnej genu ERa, zwigzany z opornoscig
na preparaty przeciwestrogenne, jest wynikiem mutacyjnych zmian genu w ko-
morkach raka piersi. Jednak badania genetyczne komoérek izolowanych z guzéw
nie wykazaly znaczacych zmian mutacyjnych genu ERa typu insercje, delecje,
rearanzacje czy punktowe mutacje [39,69,90]. Zahamowanie ekspresji genu ERa
nastepuje gtéwnie na skutek zmian epigenetycznych, wsrod ktérych dominuje zwie-
kszony poziom metylacji regionéw regulatorowych genu ERa [18,28,29,-
46,57,61,90].

Gen ERa jest zlokalizowany na chromosomie 625 [39]. Ma dwa regiony pro-
motorowe rozdzielone intronem o dtugosci okoto 2000 par zasad. Promotory te:
dalszy B (PO, o dtugosci 292 pary zasad) i blizszy A (P1, 294 pary zasad), r6znig
sie aktywnos$cig w poszczeg6lnych fenotypach komérek raka piersi [40]. Na pod-
stawie analizy gestos$ci sekwencji CpG i miejsc restrykcyjnych genu wrazliwych
na metylacje ustalono wazne dla aktywacji obu promotoréw obszary z wyspami
CpG, ktére decydujag o wiaczeniu lub wytgczeniu danego promotora w proces trans-
krypcji. Dla promotora B, dalszego, obszar ten umiejscowiony jest w eksonie I*
w poblizu -2085 zasady. Natomiast region regulatorowy blizszego promotora A
zawiera w obszarze od +400 do +500 duze zageszczenie sekwencji CpG i metylacja
tego regionu ma zasadnicze znaczenie dla inicjacji ekspresji genu ERa [40,46].
(W obu przypadkach lokalizacje miejsc wrazliwych na metylacje liczono od startu
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transkrypcji inicjowanej przez promotor blizszy A). Oba promotory A i B indukuja
transkrypcje genu dajac, w drodze alternatywnego sktadania, produkty rézniace
sig jedynie fragmentem na koricu 5°. Promotor B daje transkrypt o 44 zasady dtuzszy
i fragment ten nie podlega translacji, a jedynie petni wazng role w mechanizmie
nadekspresji biatka ERa w komorkach raka piersi ERa(+). W prawidtowych ko-
morkach gruczotu mlecznego i komoérkach raka piersi linii MCF-7 i T-47-D, ktore
sg komdrkami ERa(+)), oba promotory sg aktywne. W komoérkach linii BT-20
i ZR-75-1 tylko promotor blizszy A inicjuje transkrypcje, natomiast w komdrkach
linii MDA-MB-231 aktywny jest jedynie promotor B [32]. Badania komérek raka
piersi wskazujg, ze brak receptora ERa, zwigzany ze zwiekszonym poziomem me-
tylacji obu promotoréw lub tylko promotora blizszego A, czesto charakteryzuje
niepodatno$¢ na leczenie przeciwestrogenne; te grupe pacjentek okresla sie jako
ERa(-) [39,40, 46]. Na uwage zastuguje fakt, ze metylacja obu promotoréw A
i B takze jest negatywnie skorelowana z ekspresjg genu receptora progesteronowego
(PR) [39]. Znaczaca role metylacji regionébw promotorowych w epigenetycznej
inaktywacji genu ERa potwierdzajg badania in vitro, ktére wskazujg, ze gen ten
moze by¢ reaktywowany przez podanie 5-aza-dCyt, inhibitor metylotransferazy
DNMT1 [28,29].

Wyniki najnowszych badan wskazujg, ze aktywno$é transkrypcyjna genu ERa
regulowana jest nie tylko przez metylacje jego regionéw promotorowych, lecz moze
zaleze¢ od biatek nalezgcych do czynnikéw transkrypcyjnych AP2, ktére aktywujg
promotor [51]. Promotor A jest transaktywowany przez biatko ERT-1, identyfi-
kowane takze jako AP2y [51]. Natomiast aktywacja promotora B wymaga obecnosci
biatka o symbolu ERBF-1[90]. Brak tego ostatniego stwierdzono w fenotypie ko-
morek raka piersi MDA-MB-231, takze charakteryzujacych sie brakiem ekspresji
genu ERa. Komorki linii MDA-MB-231, w ktérych transkrypcje genu ERa inicjuje
promotor B, o matej gestosci sekwencji CpG, sg niewrazliwe nadziatanie 5-aza-dCyt.
Reekspresja genu ERa nastepuje po podaniu TSA, inhibitora deacetylazy histonow
[88]. Fakt ten moze sugerowac, ze w komérkach MDA-MB-231 wystepuje tzw.
przejsciowa represja transkrypcji, w ktérej kompleks biatek na czele z HDACI1
i HDAC?2 tworzg strukture chromatyny niedostepng dla czynnika transakty wujgcego
ERBF-1 [62,66].

Zatem mozna stwierdzi¢, ze w komérkach raka piersi ERa(-) czynnikiem bez-
posrednio regulujacym mechanizm blokowania ekspresji receptora ERa, poprzez
wytaczenie aktywnosci jednego lub obu promotoréw jest zwiekszona metylacja
ich regionéw promotorowych (np. w komérkach BT-20). W komorkach tych re-
aktywacje genu ERa mozna osiggna¢ poprzez zablokowanie procesu metylacji,
tj. ograniczenie ekspresji DNMT1, ograniczenie dostepnosci SAM, dawcy grupy
metylowej, albo inaktywacje enzymu. W komaérkach, w ktérych transkrypcje inicjuje
tylko promotor B (dalszy), czynnikiem deaktywujacym gen jest brak obecnosci
aktywatora dla tego promotora. W badaniach in vitro w celu przywrécenia aktyw-
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nosci promotora B stosowany jest inhibitor deacetylazy histonéw podawany z inhi-
bitorami DNMT1.

Na uwage zastugujg badania z komérkami ERa(+), ktére charakteryzuje na-
dekspresja ERa. Wyniki badan wskazujg, ze ekspresja ERa moze by¢é modulowana
dziataniem melatoniny, hormonu syntetyzowanego w szyszynce. Poniewaz wyniki
tych badan nie dotycza zmian metylacji, zainteresowanych efektem melatoniny na
ekspresje receptora ERa i jego aktywacje estrogenami odsytam do cytowanych
prac [53,65].

Receptor kwasu retinowego RAR(32. Receptor kwasu retinowego RAR(32 nalezy
do rodziny receptoréw jadrowych niesteroidowych, rodziny, w sktad ktérej wchodza
ponadto podrodziny: inne receptory kwasu retinowego typu RAR, jak i typu RXR,
receptor dla witaminy D3 (VDR), receptor dla hormonu tarczycy (TR) i receptory
ejkozanoidow [50]. RAR[32 tojedna z dwbch poznanych izoform podtypu receptora
RAR(3, ktéra moze by¢ aktywowana albo przez catkowicie trans kwas retinowy
(ATRA, albo przez 9-cis-RA. Ten receptor zakwalifikowano do receptoréw klasy
I, ktorg charakteryzuje tworzenie heterodimeréw z receptorami innych podrodzin,
np. RAR/RXR, za$ element DNA odpowiedzi na hormon to powtdrzona sekwencja
AGGTCA N5AGGTCA. Zainteresowanych systematyka, budowg i funkcjg recep-
torow RAR odsytam do prac przeglagdowych [17,30].

Retinoidy wywodzgce sie z witaminy A, tj. ATRA, AT-3-4-didehydro-RA, 9-
cis-RA i4-0x0-RA sg znanymi zwigzkami, ktére biorg udziat w regulacji proliferacji
i r6znicowania komorek wielu typdw. Retinoidy mogg hamowac proliferacje in
vitro zaréwno komorek prawidtowych, jak i komérek linii nowotworowych: MCF-7,
T47D czy ZR-75-1[16]. Dziatanie przeciwproliferacyjne retinoidéw dotyczy gtéwnie
fenotypoéw komoérek ERa(+) [1,17] i obejmuje trzy mechanizmy dziatania. Pierwszy
mechanizm to stymulowanie transkrypcji przez bezpos$rednie zwigzanie heterodimeru
RAR /RXR, aktywowanego RA, z elementem odpowiedzi RARE transkrybowanego
genu. Przyktadem udziatu retinoidow w procesie transkrypcji jest omawiany gen
receptora RAR(32, ktorego promotor jest aktywowany przez kompleks RA-
RARa/RXR. Za$ do genow, ktorych transkrypcja jest regulowana przez RAR(32,
(tzn. ktérych region promotorowy zawiera element odpowiedzi (32RARE), nalezg:
geny biatek wigzgcych kwas retinowy (CRBP | i CRBPII, ang. Cellular Retinoic
acid Binding Proteins), gen dehydrogenazy 3, a takze geny biatek receptorowych
RAR a iY[30]. Drugi mechanizm hamowania proliferacji komérek nowotworowych
obejmuje transrepresje czynnika transkrypcyjnego AP-1 przez receptor RAR(32 w
drodze interakcji biatko - biatko. Trzeci mechanizm to wspo6tzawodnictwo receptora
RAR(32 z innymi receptorami jgdrowymi (np. receptorem witaminy D3 lub hormonu
tarczycy) w tworzeniu heterodimeru z receptorem RXR [30].

W procesie transformacji nowotworowej komarek sutka, jednym z waznych ele-
mentéw zaktdcajgcych przeciwproliferacyjne dziatanie retinoidow jest zahamo-
wanie ekspresji genu receptora RAR(32. Gen RAR[3, zaliczany do genow
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supresorowych transformacji nowotworowej, zlokalizowany jest na chromosomie
3p24 [10]. Transkrypcje genu, majgcego 12 eksondw, inicjujg dwa promotory, Pl
i P2 [74]. Promotor Pl uczestniczy w syntezie transkryptu RAR(3I, skiadanego
zeksonow 1-4i6-12. Promotor P2, ktéry jest zlokalizowany w 4. intronie, uczestniczy
w alternatywnym sktadaniu transkryptu RAR(32 z eksonéw 5-12. Promotor P2 jest
aktywowany przez kompleks RXR/RARa-RA. Dodatkowo, zwigzanie kom-pleksu
RA-RARa/RXR do DNA wymaga obecnosci biatka transaktywujgcego. Tym akty-
watorem jest receptor ,sierota” (okreslenie to odnosi sie do receptorow, ktorych
ligandy nie sg znane), COUP-TF (ang. Chicken Ovalbumin Up-stream Promoter-
Transcription Factor) [47]. Produktem ekspresji jest biatko RAR(32 o masie 50
kDa.

W wiekszosci przypadkéw raka piersi brak biatka receptorowego RAR(32 wy-
kazujg zarowno komoérki izolowane z guzow, jak i komorki przylegajgce do guza
bez zmian morfologicznych [2,78,79,86]. Najcze$ciej towarzyszy temu brak mRNA
dla tego biatka receptorowego [16,86]. Jaka jest lub jaka moze by¢ przyczyna
wyciszenia transkrypcji genu RAR[32? Moze to by¢ defekt w metabolizmie re-
tinoidéw, ktory prowadzi do spadku wewngtrzkomérkowego stezenia retinoiddw.
Podanie retinoiddw, ktére w kompleksie z receptorami RAR i RXR aktywuja pro-
motor P2, czesto prowadzi do reaktywacji genu. Pozytywna odpowiedZ na takg
terapie wyraza sie zahamowaniem rozwoju nowotworu [42]. Badania z ostatniego
roku dokumentujg wysoka efektywno$¢ hamowania wzrostu komérek nowotwo-
rowych MCF-7 przez likopen ijego acyklometabolity [8]. Zwiazki te sg naturalnymi
karotenoidami wystepujgcymi w pomidorach. Wyciszenie transkrypcji genu RARfi2
moze takze by¢ efektem zmian mutacyjnych genu. Jednak badania wielu probek
DNA izolowanych z komorek raka piersi pozwolity ustali¢, ze brak ekspresji RAR(32
nie wynika ze zmian mutacyjnych regionu regulatorowego genu [94]. Aktywnos$¢
genu moze by¢ takze regulowana przez epigenetyczne czynniki trans i cis [87].
Naprzyktadzie komorek raka prostaty wykazano, ze w 80% przypadkow pierwotnego
raka gruczotu krokowego wystepuje hipermetylacja regionu promotorowego P2 genu
/£4/?(3 oraz deacetylacja histonéw H3 i H4 [56]. Takze w komérkach raka piersi
ta cis modyfikacja regionu promotorowego jest gtdwng przyczyng wyciszenia genu
[73,79]. W DNA komorek MCF-7 (komérki ER(+)) zlokalizowano miejsca sekwencji
CpG, ktérych metylacja prowadzi do zmian uniemozliwiajacych transkrypcje genu
RAR$2 [1,10,73]. Regionem tym jest fragment DNA, w obszarze ktérego umiej-
scowiony jest element RARE. Pod dziataniem 5-aza-dCyt i ATRA, w komoérkach
rakowych gruczotu krokowego nastepowato obnizenie poziomu metylacji, wzrost
acetylacji histondw i znaczacy wzrost ekspresji genu RAR$2 [56]. Podobnie, re-
aktywacja genu w komoérkach raka piersi linii T-47D, ZR-75-1 i MCF-7 nastepowata
po podaniu 5-aza-dCyt [10] lub 5-aza-dCyt wraz z ATRA [73] lub 5-aza-dCyt
i TSA [1]. Wyniki te sg dowodem potwierdzajagcym wazno$¢ tak procesu metylacji
regionéw promotorowych, jak i deacetylacji histonéw w wyciszeniu transkrypcji
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genu RAR$2. Cze$¢ badaczy sugeruje jednak, ze zahamowanie ekspresji genu
receptora RAR[32 jest efektem braku czynnika transaktywujgcego COUP-TF. Ist-
nieje bowiem wysoka pozytywna korelacja pomiedzy ekspresjg RAR(32 i COUP-TF,
a takze istniejg dowody, ze przywrocenie ekspresji genu receptora COUP-TF przy-
wraca komorkom zdolno$¢ do ekspresji RAR(32. Takze reaktywacja obu genow
RAR$2 i COUP-TF przywraca komérkom wrazliwo$¢ na retinoidy. Wyraza sie
to jednoczesnym zahamowaniem proliferacji i indukcjg apoptozy [47]. Natomiast
zahamowanie ekspresji genu COUP-TF przez antysensowny RNA eliminuje wra-
zliwo$¢ komorek na dziatanie RA. Autorzy tych obserwacji nie wyjasniajg jednak,
czy ekspresja genu receptora ,,Sieroty” uczestniczgcego w indukowaniu transkrypcji
RARp2 jest wrazliwa na metylacje czy nie. Brak tez wyjasnienia doswiadczalnego,
czy komoérki raka piersi wykazujgce brak biatka COUP-TF, poddane dziataniu 5-
aza-dCyt, bylyby zdolne do reaktywacji zaréwno genu RAR$2, jak i genu jego
aktywatora, COUP-TF. Watpliwosci te poteguje fakt, ze niektére linie komorek
raka piersi, takie jak: T-47D, ZR-75-1 i MCF-7, pomimo obecnosci biatka trans-
aktywujgcego, nie wykazujg ekspresji genu RAR$2. Reaktywacja genu w tych ko-
morkach nastepowata po zahamowaniu aktywnosci DNMT1. Natomiast fragment
DNA zawierajagcy element odpowiedzi RARE okazat sie wazny zaréwno dla zmian
metylacji, jak i dziatania czynnika transkrypcyjnego COUP-TF.

PODSUMOWANIE

Liczne w ostatnich pieciu latach badania zmian metylacji regionéw regulatorowych
szeregu genow, kodujacych biatka uczestniczace w regulacji rownowagi pomiedzy
proliferacja i apoptoza, dostarczyly wielu dowodéw waznosci tego typu zmian epi-
genetycznych w procesie kancerogenezy. Poniewaz receptory jadrowe ERa i RAR(32
sg biatkami regulujgcymi transkrypcje wielu gendéw, to ocena zmian metylacji re-
gionoéw promotorowych gendw tych receptorow i okreslenie aktywnosci genéw
lub okreslenie farmakologicznych mozliwos$ci jej przywrécenia powinno mie¢ duze
znaczenie dla medycyny klinicznej w celu opracowania skutecznej skojarzonej terapii
prowadzacej do zahamowania wzrostu i inwazyjnosci raka piersi.
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UDZIAL CYTOGENETYKI MOLEKULARNEJ
W POSZUKIWANIU KLONALNEJ PROLIFERACJI
KOMOREK BIALACZKOWYCH*

THE ROLE OF MOLECULAR CYTOGENETICS IN B-CLL CELLS
CLONAL PROLIFERATION ANALYSES

Dorota KOCZKODAJ, Danuta ROZYNKOWA
Zaklad Genetyki Medycznej Akademii Medycznej w Lublinie

Streszczenie: Nieprawidtowosci chromosomowe w komérkach biataczkowych powstate w drodze ewo-
lucji klonalnej u blisko potowy przebadanych pacjentéw z przewlekta biataczka limfatyczng sg wykry-
wane przy uzyciu cytogenetycznych metod analizy komérek metafazalnych po stymulacji in vitro
komérek mitogenami lub molekularnych technik typu FISH na metafazalnych lub interfazalnych
komorkach. Najczestsze nieprawidtowosci strukturalne w przewlektej biataczce B limfocytowej dotyczg
czesciowej delecji chromosomu 13 w regionie subcentromerowym 13q 14, cze$ciowej delecji chromo-
somu 11 w regionie 11923, trisomii chromosomul2 oraz mono- lub biallelicznej utraty genu supresoro-
wego TP53 w chromosomie 17pl3. Omoéwiono znaczenie wymienionych markeréw anomalii
chromosomow dla proliferacji klonalnej limfocytéw B i/lub progresji PBL-B.

(Postepy Biologii Komérki 2002; 29:141-156)

Stowa kluczowe: przewleklta biataczka limfocytowa B-komoérkowa, klony cytogenetyczne

Summary: Clonal chromosomal abnormalities are present in leukemic cells of almost half of studied
patients with chronic lymphocytic leukemia. B-CLL lymphocytes are characterized by low mitotic index
in vitro despite mitogen stimulation, which makes conventional cytogenetics difficult. That is why the
molecular techniques like FISH to interphase nuclei are often employed in cytogenetic analyses. The
most frequent structural abnormalities in B-CLL involve the partial deletion of chromosome 13 in
subcentromeric region 13q 14, partial deletion of chromosome 11 in 11923 region, trisomy 12, and mono
orbiallelic loss of tumor suppressor gene TP53 in chromosome 17p 13. The significance of above markers
to clonal proliferation of B-lymphocytes and/or to B-CLL progression was assessed.

(Advances in Cell Biology 2002; 29: 141-156)

Key words: chronic lymphocytic leukemia-B lymphocytes, clone cytogenetics

*Praca wykonana w ramach projektu badaczego KBN nr4P05A04918.
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Wykaz stosowanych skrétow: ACAT1 (ang. acetyl-Co acetyl-transferase 1) - gen kodujacy transferaze
grup acetylowych, APC (ang. adenomatouspoliposis coli) - antyonkogen ulegajacy mutacji w polipo-
watodci jelita grubego, ATM (ang. ataxia teleangiectasia mutated) - gen ulegajacy mutacji w zespole
ataxia teleangiectasia (AT), BCL1 (ang. B-cell leukemiaAymphoma) - gen kodujacy cykline D, BCR
(ang. Break Cluster Region) - region czestych ztaman, BRCA 2 (ang. breast cancer 2) - gen kodujacy
biatko supresorowe BRCA 2, DBM (ang. deleted in B lymphocyte malignancy) - region chromosomu
13 ulegajacy delecji w biataczkach, DDX10 (ang. death/H BOX 10) - sekwencje aminokwasowe zwane
domena $mierci, EST (ang. expressed sequence tags) - mate sekwencje DNA reprezentujace fragmenty
genoéw majace ekspresje, FDX (ang. ferrodoxin) - gen kodujacy ferredoksyne, HMGI-C (ang. high
mobility group protein) - cztonek rodziny genéw kodujacych grupe biatek strukturalnych niehistono-
wych chromatyny, MALT (ang. mucosa associated lymphoid tissue limphoma) - chioniak tkanki
limfatycznej zwiazanej z btonami $luzowymi, MCC (ang. mutated in colon cancer) - gen ulegajacy
mutacji w raku jelita grubego, MDM2 (ang. murine double minutes-2) - gen kodujacy biatko destabili-
zujace P53, NCAM (ang.neural cell adhesion molecule) - gen kodujacy biatko adhezyjne komérek
nerwowych, NF2 (ang. neurofibromatosis-type 2 gene) - gen kodujacy biatko neurofibroming, RD X
(ang. radixin) - gen kodujacy radiksyne, RT-PCR (ang. reverse transcriptase-polymerase chain
reaction) - reakcja odwrotnej transkrypcji z nastepujaca po hiej polimerazowa reakcjg tancuchowa,
SSCP (ang. single-strand conformation polymorphism) - analiza polimorfizmu konformacji jednonicio-
wych DNA, TP53 (ang. tumor suppressor gene) - gen kodujacy biatko P53.

WSTEP

W pracowniach klinicznych i doSwiadczalnych trwajg poszukiwania genéw, ktdre
maja kluczowe, krytyczne znaczenie w ewolucji biataczkowego klonu(6w) z linii
limfocytow B. Sytuacje komplikuje fakt, ze klon nowotworowy moze istnie¢ przez
wiele lat przed ujawnieniem klinicznej progresji, a jego ewolucji moze towarzyszy¢
toksyczny czynnik egzogenny. Na powstawanie i przebieg przewlektej biataczki
limfocytowej moga oddziatywa¢ geny zaangazowane w pierwotng transformacje
nowotworowg limfocytéw, biatkowe produkty sprzyjajagce akumulacji stransformo-
wanych komoérek oraz geny biorgce udziat w procesie ewolucji klonalnej [58,67].
Herman Van den Berghe [66] sktania sie do wniosku, ze wiekszo$¢ obserwowanych
dzisiaj zmian chromosomaéw itowarzyszace im zmiany genomowe moga by¢ istotne
w przebiegu i prognozie biataczki, lecz nie sg zjawiskami inicjujgcymi proliferacje
klonalng i ze do nieodwracalnej proliferacji klonalnej dochodzi, zanim pojawig
sie tzw. pierwotne zmiany chromosoméw.

Nie ma tez dostatecznej odpowiedzi na pytanie, czym sg spowodowane pierwotne
zmiany chromosoméw i dlaczego miatyby by¢ typowe i swoiste. Niewykluczone,
ze decyduje utrata jednego allelu w prawidtowym chromosomie lub amplifikacja
i aktywacja prawidtowego allelu, jak na przyktad HMGI-C w 12ql3 w nowotworach
mezenchymalnych. Przyktadem sg miedzy innymi klonalne zmiany chromosomowe
(nieprzypadkowe) w proliferujgcych biataczkowych limfocytach B. Ten cytogene-
tyczny genotyp monoklonalnosci zdaje sie nie korelowa¢ z analizami rearanzacji
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genu IgH, a takze charakterystyka fenotypu biatkowego taricuchéw lekkich kappa
lub lambda [4,66].

Powstato pytanie, czy klonalne aberracje chromosomow pokrywajg sie z cechami
nowotworowego rozrostu, czy moze stanowig one wyznaczniki prognozy.

ABERRACJE CHROMOSOMOWE

Aberracje chromosomowe towarzyszace ekspansji klonu komérkowego mozna
wykry¢ cytogenetycznymi analizami komérek metafazowych we wzorach prazko-
wych lub molekularnymi technikami typu FISH do chromosoméw metafazowych
lub komérek interfazowych.

Kryteria okreslajagce swoistg aberracje chromosomowa komoérek w metafazie jako
przejaw klonu komérek nowotworowych byly definiowane i modyfikowane przez
Miedzynarodowe Uktady Nazewnictwa Cytogenetycznego w kolejnych latach 1985,
1991, 1995 [34,35,36]. Wedtug nich zmiana chromosomoéw okre$lana jako klonalna
powinna by¢ wykryta w co najmniej 3 komdrkach, jesli dotyczy takiej samej delecji
liczby lub przynajmniej w 2 komérkach z takim samym naddatkiem liczby lub
takg samg aberracja struktury chromosomow. Te wartosci stanowig oczywiscie dolny
prog wykrywalnos$ci klonéw komérkowych metodami cytogenetyki klasycznej chro-
mosomoéw metafazowych. Klon nie musi by¢ jednolity/homogenny, poniewaz pod-
czas rozwoju nowotworu mogg powstawa¢ subklony, tzw. klony z pokrewnymi
kariotypami, gdzie wystepuje podstawowa zmiana klonalna z dodatkowymi aber-
racjami. Zgodnie z powyzszymi kryteriami opisano klony z trisomig chromosomadw
8, 10, 16 i 21 w ostrej biataczce limfoblastycznej, trisomie chromosoméw 3, 8,
9, 11, 13 i 21 w ostrej hiataczce mielodysblastycznej oraz trisomie chromosomoéw
7, 8 1 9 w zespole mielodysplazji [42].

Powszechnie znanym, niemal historycznym przyktadem klonu biataczkowego
z aberracjg struktury jest klon biataczkowy w przewlektej biataczce szpikowej z
translokacjg t(9;22)(q34;q 11). W diagnostyce hematologicznej jest on sygnalizowany
jako ,,maty” chromosom Philadelfia - Ph’ wykryty w 1960 r. przez patologa Petera
Nowella w Filadelfii [54]. Jak wiadomo, w cze$ci terminalnej tej delecji znaleziono
c-ABL, czyli komérkowy homolog transformujgcego komponentu wirusa mysiej
biataczki Abelsona, ktérego prawidtowe miejsce jest w 9934. W miejscu nazwanym
BCR (ang. Break Cluster Region) chromosomu 22 dochodzi do fuzji BCR i ABL,
czyli utworzenia nowego genu fuzyjnego, ktéry koduje nowy produkt o aktywnosci
kinazy tyrozynowej, wiekszy i aktywniejszy niz c-ABL. Dziata on w sygnalizacji
wewnatrzkomoérkowej ijest zdolny do transformacji in vitro macierzystych komoérek
hemopoetycznych [31,32]. Odcinek genomu cztowieka, sktadajacy sie z sekwencji
cDNA BCR-ABL byt pierwszg sondg FISH, uzywang do molekularnego diagno-
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zowania nowotworu [65]. Technika FISH przyczynita sie ponadto do wykrycia
sporadycznych odstepstw od nakreslonej poprzednio powszechnej sytuacji geno-
mowej w chromosomie Ph\ Klasyczna translokacja z chromosomem Ph’ w 99%
przypadkéw powstaje w wyniku rearanzacji w regionie M-BCR (ang. Major Break
Cluster Region), natomiast w komoérkach od chorych z ostrg biataczkg mielomo-
nocytowg (AML) chromosom Ph’ ma punkt ztamania w m-BCR (ang. Minor Break
Cluster Region). Sygnatly genoéw fuzyjnych mozna odrdznia¢ analizg FISH w ko-
mérkach meta- i interfazowych szpiku za pomoca odpowiedniej sondy DNA [69].
Ma to znaczenie prognostyczne w bardzo ztosliwym przebiegu CML o komorkowym
fenotypie myelo-monocytowym. Heterogenne transkrypty genéw fuzyjnych wy-
krytych metodg FISH, moga by¢ nastepnie sprawdzone analizg RT-PCR jako p210
MRNA lub pl90 mRNA, pierwszy dla M-BCR, drugi dla m-BCR. Transkrypt
BCR/ABL byt wykorzystany w probach leczenia biataczki oligonukleotydami anty-
sensownymi [63].

Inng, rzadko spotykang odmiang cytogenetyczng klonu komoérek biataczkowych
CML jest lokalizacja genu fuzyjnego ABL-BCR w chromosomie 9, a nie 22 [30].
Nie znajdujemy typowego matego chromosomu 22 (Ph’), a sygnat przemieszczonego
z chromosomu 22 locus BCR odnajduje sonda hybrydyzacyjna w chromosomie
9 [8].

Uzupetnieniem klasycznej cytogenetyki w badaniach klonalnos$ci jest molekularna
metoda FISH jader interfazowych. Sporadyczne aneusomie przy niskim indeksie
podziatowym komorek biataczkowych in vitro mogg sugerowa¢ obecno$¢ klonu
nowotworowego w mniejszosci komorek lub klon mitotycznie nieaktywny. Za-
stosowanie swoistych sond molekularnych dla DNA wybranych regionéw chro-
mosomow pozwala prze$ledzi¢ interesujace zmiany zar6wno w plytkach
metafazowych, jak i w jadrach interfazowych, gdy klon komérkowy, wykrywany
w niskim procencie metafaz, przy niskim indeksie mitotycznym,jak np. w przewlektej
biataczce limfatycznej B-komérkowej (PBL-B), moze by¢ licznie reprezentowany
w interfazie. Aneusomie (mono- lub tri-) danej pary chromosomoéw sprawdzamy
za pomocg sondy hybrydyzujgcej do alfa satelitarnego DNA centromeru, swoistych
sekwencji powtdrzen nukleotydéw dla kazdego chromosomu [1].

Wraz z obserwacjami molekularnymi zmian cytogenetycznych w interfazie po-
wstato pytanie, jaka liczba sygnatéw pochodzacych od specyficznych sekwencji
DNA w jadrach interfazowych odpowiada definicji klonu.

Obecnos$¢ klonu np. z trisomig w jadrze interfazowym okreslano przy uzyciu
FISH na podstawie warto$ci odsetka komorek z trzema sygnatami, jesli byta ona
wieksza od $redniej £ dwa standardowe odchylenia wynikéw uzyskanych w pre-
paratach kontrolnych (sygnaty z jader interfazowych) [24].

Klonalne aberracje chromosomow w metafazach komorek biataczkowych sg wy-
krywane standardowymi metodami cytogenetycznymi tylko w 40-50% przypadkéw
w poréwnaniu z fluorescencyjng hybrydyzacjg in situ [40]. Badania PBL-B z wy-
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korzystaniem tej metody wykazaty ponadto, ze czesto$¢ i spektrum aberracji chro-
mosoméw wykrytych dzieki FISH réznig sie znacznie od wynikéw uzyskanych
technikami pragzkowymi [13,17,43].

Niezwykle obiecujace staje sie wykorzystanie mikroprocesoré6w DNA (ang. DNA
microarrays). Pozwalajg one w jednym doswiadczeniu na analize tysiecy genow
oraz umozliwiajg ich sekwencjonowanie, okreslenie polimorfizmu, a takze szybkie
badanie aktywnosci [62].

ZMIANY KLONALNE LIMFOCYTOW B
W PRZEWLEKLEJ BIALACZCE B KOMORKOWEJ

W badaniach cytogenetycznych meta- i interfazowych klonalnos$¢ biataczkowych
limfocytdw jest dokumentowana obecnoscig dodatkowej kopii chromosomu 12,
ktora zdaniem niektérych autoréw uczestniczy w prognozie progresji B-komarkowej
biataczki limfocytowej [11]. Trisomia chromosomu 12 jest najcze$ciej spotykang
zmiang liczby chromosoméw we wszystkich badaniach metoda prazkowa w PBL-B.
Czestos¢ wystepowania tej aberracji waha sie od 7 do 25% badanych przypadkéw
[38]. Sugeruje sie, ze patofizjologiczna rola trisomii 12 polega na obecnosci do-
datkowej kopii niezidentyfikowanego dotychczas genu zlokalizowanego w tym chro-
mosomie. Strukturalne nieprawidtowos$ci chromosomu 12 moga by¢ zwigzane ze
zkamaniem w punktach pl 1, q 13, q22 lub dotyczg cze$ciowej trisomii chromosomu
12 przypuszczalnie wskazujgcej na region krytyczny w tej aberracji [15,30]. W
tego typu zmiany przewaznie zaangazowane sg fragmenty diugiego ramienia chro-
mosomu 12, a ich mechanizmem moze by¢ duplikacja, jak i tworzenie markerow
chromosomowych w obecnosci pozostatych dwéch kopii [28,38,39,68]. W badaniach
Gharton [28] oraz Déhnera [15] we wszystkich badanych przypadkach czeSciowej
trisomii zduplikowany segment zawierat prazki 12ql3-q21.2 wskazujace, ze ten
obszar zawiera gen lub geny zaangazowane w patogeneze PBL-B. Opisywana jest
w literaturze amplifikacja, ktéra prowadzita do powstania czterech do pieciu kopii
prazka ql3-q 15 w chromosomie 12, w tym takze genu MDM2 (ang. murine double
minutes-2) [39,51]. Odkryto réwniez, ze w rearanzacji tego regionu uczestniczy
gen HMGI-C (ang. high mobility group protein), cztonek rodziny genéw kodujacych
biatka grupy wysokiej ruchliwosci. Jest to grupa biatek strukturalnych, niehisto-
nowych chromatyny. Funkcja tych biatek jest utrzymanie aktywnego lub nieaktyw-
nego stanu chromatyny w regionach promotorowych gendéw, stagd mozna
przypuszczaé, ze ich mutacje moga w decydujacy sposdb wptywacé na stan zroz-
nicowania komorek i ich zdolno$¢ do proliferacji [67]. Klonalne nieprawidtowosci
chromosomu 12 sg czesto obecne tylko w pewnym procencie komérek biatacz-
kowych, $rednio w 50% [39]. Powyzsze dane czesto uwazano za dowOd na to,
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ze trisomia 12 (zaréwno jak i inne nieprawidtowosci) nalezy do drugorzednych
zmian.

W badaniach naszego zespotu trisomia chromosomu 12 w PBL-B wystepowata
u 18% chorych. Wykonano FISH do jader interfazowych z zastosowaniem sond
telomerowych i centromerowych do chromosomu 12 (fot. 1) [45].

W badaniach Matutes i wsp. wystepowanie dodatkowego chromosomu 12 ogra-
nicza sie w duzej mierze do nietypowych postaci PBL, przebiegajgcych ze zwie-
kszonym odsetkiem prolimfocytéw i aktywna czynnoscig proliferacyjng komérek,
czesto w okresie progresji klinicznej choroby. Czesto$¢ wystepowania tej aberracji
wynosi w tych przypadkach 60%, podczas gdy czesto$¢ trisomii 12 w postaciach
typowych PBL wynosi ok. 4% [50].

Que i wsp. [56] obserwowali w PBL klon z trisomig 12 w zbieznoSci z pewng
atypig morfologiczng typu prolimfocytéw. Ten szczeg6t zostat tez odnotowany w
pracy Cano i wsp. [9] oraz Matutes i wsp. [49]. Autorzy zwracaja przy tym uwage
w dyskusji na witasciwg selekcje pacjentow z PBL z ewentualnym ,odrzuceniem”
niehodgkinowskich chtoniakéw w fazie leukemicznej z trisomig 12. W tym miejscu
nasuwa sie pytanie: czy w ogdle sag jakie$ granice dla klondw cytogenetycznych
w zaleznos$ci od progresji choroby, nalezgcej do szerokiej grupy proliferacji no-
wotworowej limfocytéw B? Jak wynika z licznych prac, aberracje liczby, ale tez
dowody niestabilnosci struktury chromosomu 12 (12p i 12q) zdarzajg sie zaréwno
w chtoniakach, zwtaszcza nieziarniczych B-komorkowych, jak tez i guzach litych
réznego pochodzenia.

Opisywane w minionym 25-leciu zmiany chromosomowe jako pierwotne iswoiste
dla biataczek, chtoniakdw i guzow litych wymagajg obecnie skrupulatnego wy-
jasnienia w badaniach molekularnych wskazanych przez translokacje i zmiany sta-
bilnosci. Do nich nalezy np. delecja TEUETV6 (ets-linked transcription factor)
w t(12;21) chromosomu 12 i aktywacja genu HMGI-C w guzach mezenchymalnych
z udziatem 12q 13 [29].

Innym zjawiskiem klonalnej aberracji struktury chromosomu w biataczce lim-
focytowej przewlektej jest delecja 13ql4.2-ql4.3, regionu zwanego DBM od deleted
in B lymphocyte malignancy. Badania molekularne w miedzynarodowym skfadzie
ekspertow poszukujg w tej okolicy przypuszczalnego genu supresorowego
[12,33,41,53]. Wczes$niej sadzono, ze chodzi o sasiadujacy locus genu RB [14].

W tym samym czasie niekt6re grupy cytogenetykéw/hematologéw badaly, ktéra
zmiana w przewlektej biataczce B-limfocytowej jest klonalna: delecja 13q 14 czy
trisomia 12 [37], biorgc pod uwage pierwotnos$¢ klonu. Oprécz zastosowania kon-
wencjonalnej cytogenetyki metafaz i FISH do ,,oczyszczonej” populacji limfocytéw
B postuzono sie w analizie DNA metodg Southerna. Jednym markerem hybry-
dyzujacym byta sonda D13S25, a kontrolag wewnetrzng - sonda do genu APC
(ang. adenomatous polyposis coli). Uzyskano dowody na wiecej niz 95% delecji
D13S25 u 42 chorych z PBL-B. Za marker DNA chromosomu 12 postuzyt gen
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RBTN3 (rombotyna 3) hybrydyzujgcy do locus genu w 12p 12-13. Ten marker mo-
lekularny wskazat, ze trisomia 12 dotyczyta znamiennie nizszej proporcji limfocytow
w przewlektej biataczce niz delecja 13q 14. Autorzy uznali trisomie 12 za zjawisko
subklonalne, adelecje 13q 14 za zjawisko pierwotne, czyli pierwotny rozrost klonalny.

Miedzynarodowa grupa Kalachikova i wsp. [41] pokryta obszar 600 Kb mapy
fizycznej tego miejsca markerami typu Yac i Pac oraz kosmidowymi kontigami,
co pozwolito zawezi¢ miejsce przypuszczalnego ,,genu PBL” do mniej niz 300
kpz i zaproponowaé 23 transkrypcyjne sekwencje - EST (ang. expressed sequence
tags) jako kandydujgce egzony dla genu supresorowego utraconego w klonie PBL
ze zmiang DBM.

W naszych badaniach regionu 13q14 przy zastosowaniu I-FISH z sondami do
D13S25, DJ3S319 i RB1 delecja ta zostata wykryta u 68% chorych. Byly to delecje
mono- oraz bialleliczne [45]. Udziat delecji genéw RBI i D13S25 w patogenezie
PBL-B jestjeszcze przedmiotem badan i dyskusji. Dotyczy to rdGwniez niestabilnosci
genetycznej innych obszaré6w chromosomu 13. Rozwazano sekwencje LEUL1 i LEU2
uczestniczace w delecji regionu 13q 14.3 jako geny supresorowe. Jednak pdzniejsze
prace Liu [48] i Rondeau [57] wykluczytly te dwa geny jako istotne dla patogenezy
PBL, poniewaz nie wykryto zadnej wewngtrzgenowej mutacji.

Garcia-Marco iwsp. [23] wykorzystujagc metode FISH obserwowali wystepowanie
delecji fragmentu DNA w prazku 13qg12.3, obejmujagcym gen BRCA2 (ang. breast
cancer 2) w jadrach komorek interfazalnych w 80% przypadkéw PBL-B, podczas
gdy opisane wczes$niejsze delecje fragmentdw obejmujace loci dla RBI i D13S25
w prazku 13q 14 wykryto u 63% chorych. Wydaje sie, ze delecje w obszarze 13q 12
i 13q 14 powstajg niezaleznie od siebie, gdyz utrata materialu genetycznego obej-
mujgcego ten obszar chromosomu nie ma charakteru ciggtego [55,64].

Inny utracony gen, prawdopodobnie supresorowy, poszukiwany jest w regionie
rearanzacji w chromosomie 11 z punktami ztamania w g23.

W badaniach naszego zespotu z zastosowaniem I-FISH sonda do regionu 1123
wskazata te delecje u 9% chorych [45]. Jak wynika z europejskiej konferencji
poswieconej 1123 [27], wymienia sie 10 réznych miejsc innych chromosomdw-
partneréow translokowanych do tego regionu. Rok wczes$niej Dohner i wsp. [18]
przy pomocy klonu YAC 755611 z regionu 11g22.3-g23.1 opisali delecje tego
miejsca u 43 z grupy 214 chorych z B-limfocytowg biataczkg przewlekts. Tej
delecji 11qtowarzyszyta szybka progresja choroby u stosunkowo mtodych pacjentéow
(ponizej 55 lat) i szczeg6lna jej posta¢ z zajeciem weztéw chtonnych obwodowych,
brzusznych i $rédpiersiowych. Aberracje te uznano w Centrum Onkologicznym
w Heidelbergu za wazny czynnik prognostyczny dla PBL-B.

Zhu i wsp. sugerujg, ze w tej aberracji/delecji struktury chromosomu 1123
(w ich materiale obejmujgcym 30% chorych z PBL-B) moze zostanie wykryty
nowy gen (supresorowy?) uczestniczacy w patogenezie PBL-B [70]. Od dawna
prowadzone sg badania mogace wyjasni¢ znaczenie wystepowania zaburzen cyto-
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genetycznych w tym regionie. Déhner i wsp. podjeli prébe okreSlenia krytycznego
segmentu DNA, ktory najczesciej ulega delecji w regionie 1lq [18]. Zidentyfikowany
przez nich segment o wielkosci 2 Mb w prazkach 11g22.3-q23.1 ulegajacy delecji
we wszystkich badanych przypadkach PBL z zaburzeniami w obrebie 1lq zawiera
nastepujace geny: NCAM (ang. neural cell adhesion molecule), homologiczny do
genu MCC (ang. mutated in colon cancer), gen ATM (ang. ataxia teleangiectasia
mutated) istotny w procesach naprawczych DNA, a takze gen RDX (radiksyny)
zrodziny genu NF2 (ang. neurofibromatosis-type 2 gene), geny FDX (ferredoksyny),
ACATL1 (ang. acetyl-CoA acetyl-transferasel), NPAT (ang. nuclear protein, ataxia
teleangiectasia locus), DDX10 (ang. death/H BOX 10) [64]. Geny BCL1 (od B-cell
leukemia/lymphoma) (11 9g13) oraz MLL (ang. myeloid lymphoid leukemia)
(g23.3) potozone sg poza powyzszym Kkrytycznym regionem.

Dohner zwrocit uwage, ze w niektérych przypadkach PBL z delecjg w llg
dodatkowo zmutowany jest gen ATM [7,17]. Produkt tego genu jest glikoproteing
0 aktywnosci kinazy biatkowej oraz regulatorem genu TP53. Jego rola polega pra-
wdopodobnie na przekazywaniu sygnatu uszkodzonego DNA do TP53. Komoérki
ze zmutowanymi allelami ATM cechujg sie zredukowang i opdzniong reakcjg na
uszkodzenia. Fosforylacja P53 przez zahamowanie jego wigzania z onkogenem
MDM?2 zapobiega degradacji tego biatka. W komorkach eksponowanych na pro-
mieniowanie jonizujace biatko ATM zwieksza wigzanie P53 z DNA itransaktywacje
gendéw. Biatko ATM petni kluczowa role w odpowiedzi komérki na promieniowanie
jonizujace przez rozpoznawania ztamania podwojnej nici DNA, jak réwniez role
kontrolng w cyklu komérkowym [59].

Odnotowano réwniez liczne translokacje chromosomu 11. Jedng z nich jest trans-
lokacja t(l 1;22)(gq23;q 12), gdzie w poblizu miejsc peknie¢ obu par chromosoméw
znajduja sie rézne sekwencje o patologicznym znaczeniu miedzy innymi w chtoniaku
Burkitta, przewlektej biataczce szpikowej oraz ostrej biataczce limfoblastycznej
1 ostrej biataczce nielimfocytowej [52]. Nosicielki zréwnowazonej translokacji t
(11; 22)(g23;9 11) stanowig grupe wysokiego ryzyka wystapienia raka piersi [6,47].

Chromosom 11 bywa uwiktany w czesto spotykang w chtoniaku B-komdrkowym
typu MALT translokacje t(l 1;18)(q21;q21), z udziatem zlokalizowanego w 18q21
protoonkogenu BCL-2 (od B-cell leukemiaAymphoma) [5]. Zidentyfikowanie genu
zaangazowanego w patogeneze PBL, przebiegajaca z delecjg Ilg mogtoby mieé
duze znaczenie praktyczne, gdyz postacie PBL z delecjg llg wystepujg zwykle
w miodszym wieku, a przebieg choroby cechuje znaczna ekspansywnos$é procesu
nowotworowego [18].

Aberracje struktury chromosomu 14 wystepujace w PBL-B najczesciej dotyczg
prazka q32, gdzie znajduja sie geny kodujace ciezki taricuch immunoglobulin (IgH),
w ktérych zachodzg liczne rearanzacje podczas wczesnego réznicowania sie wszy-
stkich komorek linii B. Nieprawidtowe rearanzacje mogg powodowac translokacje
chromosomowe, w ktére zaangazowany jest prazek 14932. Prawie kazdy chromosom
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moze by¢ ,,donorem” materiatu ulegajacego translokacji do 14g+. Naddatek dtu-
giego ramienia chromosomu 14 (14q+) wystepuje u ok. 15% chorych na przewlektg
biataczke B-limfocytowg i najczesciej wynika z translokacji t(l 1;14)(q 13;932) pro-
wadzacej do aktywacji onkogen BCL-1 (CCND-1, PRAD-1), pod wptywem sekwencji
wzmacniajgcej IgH. Translokacja tego typu jest specyficzna i powszechna dla chto-
niakow B-komorkowych z tzw. komorek ptaszcza grudek chtonnych (MCL - mantle
cell lymphoma). Inne nieprawidtowosci chromosomu 14 spotykane w PBL-B to
delecje diugiego ramienia z punktami ztaman w g21 i g24 [16,39].

W odrdznieniu od uprzednio wymienionych zmian chromosomodw, niezdefinio-
wanych dotychczas jako loci genowe, jedynie zmiany genu TP53 zostaty jedno-
znacznie zidentyfikowane w B-biataczkowych limfocytach (w regionie 17p 13.1).
Produkt genu 7P53-biatko P53 jest jednym z istotnych regulatoréw cyklu komor-
kowego.

W wyniku klinicznych prognostycznych poréwnan przebiegu choroby u ponad
100 pacjentow z trisomig chromosomu 12 w poréwnaniu z delecjg genu supre-
sorowego TP53 (I-FISH) okazato sie, ze nie trisomia chromosomu 12, lecz delecja
TP53 sprawia, ze nowotworowa proliferacja B-limfocytowa ma niekorzystny, grozny
przebieg [61]. Mutacje tego genu wykrywane metodami cytogenetyki interfazowej
lub PCR-SSCP, nie sg rzadkie w (10-15% przypadkéw) PBL-B, w tym przede
wszystkim w okresie transformacji prolimfocytowej biataczki (58%) i rzadziej w
przebiegu zespotu Richtera (28%).

Wedtug nowych badan Amiel i wsp. [3] szczeg6lnie czesto spotyka sie delecje
monoalleliczne genu TP53 (25% przypadkow, delecje w 12-100% komorek).

W naszych badaniach z zastosowaniem sondy do locus TP53 wykryliSmy te
delecje u 10 na 53 chorych z PBL-B (fot. 2) [45].

Gaidano i wsp. [21] wykazali mutacje TP53 w 5 z 40 analizowanych przypadkéw
PBL-B metodg SSCP i sekwencjonowaniem DNA. Kolejne trzy doniesienia, gdzie
zastosowano SSCP w wykrywaniu mutacji TP53 w PBL-B, okre$lity zasieg wy-
stepowaniatej zmiany na9-15% przypadkéw [19,22]. D6hneri wsp. [17] w badaniach
z zastosowaniem techniki FISH w grupie 90 chorych z PBL-B, zaobserwowali
monoalleliczne delecje TP53 u 12% chorych.

Ostatnio ustalonymi miejscami minimalnej delecji w B-limfocytowej biataczce
przewlektej jest region 60921-923 oraz 6925-q27. W$rdd 285 pacjentow delecje
powyzsze znaleziono w 21 przypadkach (7%) przy pomocy 2 klonébw YAC ma-
pujacych do podanych miejsc jako sondy FISH. Te delecje identyfikujg podgrupe
chorych z PBL-B o rozlegtym zajeciu weztéw chtonnych [26]. Genem-kandydatem,
sklonowanym z krytycznego regionu 6921 przez Sherratta i wsp. jest TLX, ludzki
homolog genu Drosophila tailless, sktadnika nadrodziny jagdrowego receptora ste-
rydowego [60].

Badania Amiel i wsp. [2] potwierdzity czeste wystepowanie delecji 6927 w
przewlektej biataczce limfatycznej i szpiczaku mnogim (Multiple Myeloma). Po
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FOTOGRAFIA 1 FISH do chromosoméw metafazowych z sondg dla sekwencji satelitarnych centro-
merowych chromosomu 12 (sygnat czerwony) i sondami unikatowymi: 142H1 i 27E12 dla HMGIC
(sygnat zielony)

FOTOGRAFIA 2. FISH do chromosoméw metafazowych z sondg dla sekwencji satelitarnych centro-
merowych chromosomu 8 (sygnat zielony) i sondg unikatowg dla genu TP53 (sygnat czerwony)
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zastosowaniu sondy specyficznej dla tego regionu wykryto te delecje u21 % pacjentéw
z PBL i 28% pacjentéow z MM.

UWAGI KONCOWE

Opisane aberracje nalezg do grupy czynnikéw uznanych obecnie za istotne pro-
gnostycznie. Wprawdzie zte rokowania dla pacjentéw biataczkowych z 17p- albo
z mutacjg TP53 opisano w niewielu pracach [25], jednak El Rouby i wsp. [19]
stwierdzili, ze bardzo istotna prognostycznie jest mutacja TP53. U niektérych chorych
z biataczkg wykryto klony z trisomig chromosomu 12 i delecjg TP53, jest to dos¢
rzadkie zjawisko. Inne jest znaczenie prognostyczne wystgpienia obu aberracji: cho-
rzy z trisomig chromosomu 12 zyjg dtuzej od chorych z mutacjg TP53, a najkrotszy
czas przezycia majg chorzy z podwdjna aberracjg (trisomig 12 i delecjg TP53)
[46].

Znaczenie prognostyczne trisomii 12 jest kontrowersyjne [20,39]. Wyniki grupy
Do6hnera $wiadczg o krétszym czasie przezycia pacjentéw z trisomig 12 niz pacjentow
tylko z delecjg 13q jako pojedynczg zmiang [17]. Podobne wnioski przedstawit
Juliusson [40]. Postacie PBL z delecjg 11q wystepujg zwykle w mtodszym wieku,
a przebieg ich cechuje znaczna ekspansywnos$¢ procesu nowotworowego. Chorzy
wymagajg szybszego rozpoczecia leczenia, a czas przezycia jest krotszy niz w
typowych postaciach choroby [18,52].

Mata skuteczno$¢ leczenia PBL przebiegajaca z delecjg llq dotyczy gtéwnie
0s6b mitodszych, ponizej 55 roku zycia. Doniesienia grupy kierowanej przez Ca-
tovskiego wskazuja, ze agresywny przebieg PBL z delecjg Ilg moze zaleze¢ od
pierwotnej opornosci klonu biataczkowego na cytostatyki [10].

Klonalne aberracje genomowe w PBL-B sg niezaleznymi, waznymi wyzna-
cznikami progresji choroby i czasu przezycia.
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PUNKTY KONTROLNE CYKLU KOMORKOWEGO
CZY ZNAMY ICH MOLEKULARNE PODLOZE?

CELL CYCLE CHECKPOINTS
DO WE KNOW THEIR MOLECULAR BACKGROUND?

Barbara GRZELAKOWSKA-SZTABERT

Zaktad Biochemii Komérki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego,
PAN, Warszawa

Streszczenie: Przedstawiono sylwetki naukowe nagrodzonych w 2001 roku nagroda Nobla z dziedziny
fizjologii i medycyny - Lelanda Hartwella, Paula Nurse’a i Timothy Hunta, pionieréw badan moleku-
larnych mechanizméw regulujacych przebieg cyklu komérkowego. Ich badaniom zawdzigcza sig¢ wy-
krycie biatkowych kinaz serynowo-treoninowych, nazywanych kinazami cyklinozaleznymi, ze wzgledu
na regulacje ich aktywnosci przez specyficzne biatka - cykliny. Kinazy te okazaty sie nastepnie by¢
niezbedne dla prawidtowego przebiegu cyklu komérkowego. Klasyczne juz staly sie wprowadzone
przez Hartwella pojecia START i punkty kontrolne cyklu. Wskazujg one na znaczenie w regulacji
proliferacji komérek koniecznosci zintegrowania wewnatrz- i zewnatrzkomérkowych sygnatéw i precy-
zyjnego monitorowania gotowosci komorek do przejscia ich w kolejng faze cyklu po prawidiowym
zakonczeniu fazy poprzedzajacej. W artykule oméwiono podstawowe biatka i regulowane przez nie
procesy w punktach kontrolnych cyklu aktywowanych w wyniku uszkodzern DNA (punkty kontrolne w
fazach GI1/S, S i G2), badz uszkodzen lub nieprawidtowosci w tworzeniu wrzeciona mitotycznego
(punkty kontrolne w mitozie).

(Postepy Biologii Komorki 2002; 29: 157-175)

Stowa kluczowe: cykl komdrkowy, punkty kontrolne cyklu, kinazy cyklinozalezne, kinaza ATM, biatko
supresorowe p53, fosfataza Cdc25.

Summary: Nobel prize laureates in physiology and medicine in 2001 were three researchers - Leland
Hartwell, Paul Nurse and Timothy Hunt, honoured for their pioneering studies on molecular mechanisms
regulating cell cycle progression. They discovered that cell cycle is controlled through cooperation of
some serine-threonine kinases and specific proteins - cyclins. These kinases, later named cyclin-depend-
ent kinases, appeared to be indispensable for progression of cells through every phase of the cell cycle.
The classic nowadays concepts of START and cell cycle checkpoints, introduced by Hartwell, point on
importance in the regulation of cell proliferation of intra- and extracellular signals integration and on
precize monitoring of cell readiness to pass to the next phase of cell cycle, after succesful completion of
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the previous one. In the article the information is given about main proteins and processes in which they
participate in various cell cycle checkpoints, activated by DNA damage (in phases GI/S, S and G2) or
perturbations in the mitotic spindle formation (during mitosis).

(Advances in Cell Biology 2002; 29: 157-175)

Key words: cell cycle, cell cycle checkpoints, cyclin-dependent kinases, ATM kinase, Cdc25 phospha-
tase, suppressor protein p53

Wykaz skrotéw: AT (ataxia-telangiectasia) - choroba dziedziczna, ktérej towarzyszy m.in. promieniow-
razliwo$¢; ATM (ataxia-telangiectasia-mutated) - produkt genu ATM, zmutowanego w wiekszosci
przypadkéw syndromu Ataxia telangiectasia, kinaza biatkowa; ATR (ataxia and rad 3 related protein)
- kinaza biatkowa; BRCT - domena aminokwasowa wystepujaca w C-koncu biatka BRC; BUB1,2,3
(budding uninhibited by benzimidazole) - biatka kodowane przez geny z rodziny BUB i dzialajace w
punkcie kontrolnym wrzeciona; Chfr (checkpoint with FHA and RING finger) - biatko dziatajace w
punkcie kontrolnym w profazie; CENP (centromere protein) - biatko centromerowe; Cutl (celi
untimelytorn)- separynazS. pombe\ Cut2 (cell untimelytorn) - sekuryna, inhibitor rozdziatu chromatyd
w S. pombe; FHA (forkhead associated) - domena aminokwasowa w czynnikach transkrypcyjnych;
GADD45 (growth arrest DNA damage inducible) - biatko indukowane przez uszkodzenia DNA,
uczestniczy w bloku komérek w fazie G 1, tworzy kompleksy z PCNA; Espl - separyna z S.cerevisiae;
Kinazy cdk - kinazy cyklinozalezne; MAD1,2,3 (mitotic arrest deficient) - biatka kodowane przez
biatka z rodziny MAD i dziatajace w punkcie kontrolnym wrzeciona; MPS1 (monopolar spindle) -
kinaza serynowo-treoninowa w S. cerevisiae, fosforyluje biatko MAD1;NBS1 - nibryna, produkt genu
NBS1 w chorobie dziedzicznej Nijmegen breakage syndrom; PCNA (proliferating cell nuclear antigen)
- antygen jadrowy proliferujagcych komoérek; Pdsl (precocious dissociation of sister chromatids) -
sekuryna, inhibitor rozdziatu chromatyd w komérkach S.cerevisiae; Pimple - sekuryna w komoérkach
Drosophila; PTTG - sekuryna w komoérkach kregowcéw; RFC (replication factor C) - czynnik
replikacyjny C; RPA (replicationprotein A) - biatko replikacyjne A; SPB (spindlepole body) -ciatko
biegunowe wrzeciona w komoérkach drozdzy.

1. WPROWADZENIE - BADACZE CYKLU KOMORKOWE-
GO UHONOROWANI NAGRODA NOBLA

W 2001 roku nagrode Nobla z dziedziny fizjologii i medycyny przyznano trzem
uczonym, ktérym zawdziecza sie wykrycie i poznanie podstawowych molekularnych
mechanizméw regulujacych przebieg cyklu komérkowego. Laureaci nagrody Nobla
- Amerykanin Leland Hartwell oraz Brytyjczycy Paul Nurse i Timothy Hunt -
sg pionierami badan w tej dziedzinie. Przyznanie im tej nagrody byto wiec od
dawna oczekiwane i nie zaskoczyto biologéw, gdyz ich dokonania byty juz takze
wielokrotnie wcze$niej wyrozniane przyznaniem im wielu prestizowych nagrod,
w tym cztonkostwem Akademii Nauk USA.

Stosujagc w swych badaniach podejécie genetyczne, metody hiochemiczne ibiologii
molekularnej z uzyciem prostych komorek eukariotycznych, jakimi sg drozdze czy
tez jaja morskich jezowcow, badacze ci wykryli szczegétowe mechanizmy sterujace
cyklem komoérkowym, ktérych uniwersalno$¢ zostata nastepnie potwierdzona w
komorkach wyzszych organizmdw eukariotycznych, takze w komaérkach ludzkich.
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Poznanie tych mechanizmdw przyczyni sie z pewnoscig do zrozumienia ich zaburzen
w nowotworach.

Leland Hartwell (ur. w 1939 r.) po studiach w California Institute of Technology,
kontynuowanych nastepnie w Massachusetts Institute ofTechnology, uzyskat doktorat
w 1964 roku. W latach 1964-1968 przebywal na Uniwersytecie Kalifornijskim,
a od 1968 roku zwigzany jest, jako profesor, z Uniwersytetem Waszyngtorskim
i z Centrum Badan Nowotworéw - Fred Hutchison Cancer Research Center w
Seatle i jest tam dyrektorem jest od 1997 roku. Jego badania cyklu podziatowego
drozdzy Saccharomyces cerevisiae, zapoczatkowane juz w latach szesédziesigtych,
zaowocowatly otrzymaniem bardzo licznych mutantéw o okre$lonych zaburzeniach
w przebiegu cyklu. Pozwolito to wykry¢ ponad 100 gendéw niezbednych dla pra-
widlowego przebiegu poszczeg6lnych faz cyklu (geny cdc - cell division cycle).
Kluczowym osiggnieciem Hartwella byta identyfikacja genu CDC28, kodujgcego
w S. cerevisiae kinaze biatkowa, ktérej dziatanie jest niezbedne, aby komaorki mogty
przekroczy¢ w okreslonym momencie cyklu tzw. punkt START. W tym punkcie,
zachodzg w komérce procesy umozliwiajace integracje zewnatrz- i wewngatrzkomor-
kowych sygnatéw i zezwalajace na rozpoczecie syntezy DNA i przejScie w dalsze
etapy cyklu. Odpowiednikiem punktu START jest w komdérkach wyzszych eukariota
tzw. punkt progowy R (restrictionpoint). Inne pojecie wprowadzone przez Hartwella,
to tak zwane punkty kontrolne cyklu, wskazujace na wspétzaleznosci ,,wydarzen”
w komdrce. W punktach kontrolnych cyklu (ich oméwienie stanowi przedmiot
tego opracowania) nastepuje jego zatrzymanie po wykryciu przez bardzo rézne
biatka regulatorowe pojawiajacych sie nieprawidtowosci w procesach komaérkowych.
Wznowienie cyklu podziatowego komarek staje sie mozliwe dopiero po naprawieniu
btedéw. Dziatanie punktow kontrolnych cyklu jest wiec istotne dla utrzymania in-
tegralnosci genomu i zapobiega powielaniu w komdrkach potomnych zaistniatych
btedéw. Hartwell zajmuje sie rowniez badaniem réznych lekéw przeciwnowotwo-
rowych, stosujagc miedzy innymi drozdze jako organizm testowy.

Paul Nurse (ur. w 1949 r.) uzyskat doktorat w 1973 roku na University of
East Anglia w Norwitch, za$ staze podoktorskie odbywat miedzy innymi na Uni-
wersytetach w Bernie i w Edynburgu. W latach 1984-1987 pracowat w Imperial
Cancer Research Found (ICRF) w Londynie, a potem, jako profesor, na Uni-
wersytecie w Oksfordzie (1987-1993). Od 1993 roku Nurse jest kierownikiem
Laboratorium Cyklu Komérkowego w ICRF, a od 1996 takze kierownikiem tej
placéwki. Badania Nurse’a doprowadzity do wykrycia w komorkach Schizosac-
charomyces pombe genu cdc2, a w komoérkach wyzszych eukariota takze i innych
genéw homologicznych z genem CDC28 zidentyfikowanym przez Hartwella. Geny
te kodujg kinazy serynowo-treoninowe (nazwane pozniej kinazami cyklinozalez-
nymi, cdk), o aktywnosci ktorych decyduje w duzym stopniu, jak wykazat to Nurse,
ufosforylowanie okreslonych reszt aminokwasowych. Zainteresowania badawcze
jego zespotu to réwniez mechanizmy odpowiedzialne za inicjacje replikacji DNA,
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mechanizmy dziatajace w réznych punktach kontrolnych cyklu, kontrola podziatu
mejotycznego i morfogenezy komorek.

Tim Hunt (ur. w 1943 r.) doktoryzowat sie w 1968 roku na uniwersytecie
w Cambridge, a staze podoktorskie odbyt w Albert Einstein College of Medicine
w Nowym Jorku oraz na uniwersytecie w Cambridge. Od 1991 pracuje w Imperial
Cancer Reserch Found w Londynie i jest kierownikiem Laboratorium Kontroli
Cyklu Komérkowego. Badajac wptyw zaptodnieniajaj morskich jezowcéw na uru-
chamianie w nich syntezy biatek wykazat, ze okreslone biatka, nazwane przez
niego cyklinami, sg syntetyzowane i degradowane podczas kazdego cyklu komor-
kowego. Cykliny okazaty sie nastepnie niezbednymi podjednostkami regulatorowymi
wszystkich wykrytych przez Hartwella i Nurse’a kinaz cdk. Niektdre zcyklin (cyklina
DI i E) moga takze regulowaé dziatanie biatek nieenzymatycznych, takich jak
np. receptory steroidéw. Przedmiotem zainteresowan i badan zespotu Hunta sg
prawidtowosci decydujace o specyficznosci substratowej kinaz cdk, struktura kom-
pleksow kinaz cdk z cyklinami, a takze mechanizmy odpowiedzialne za degradacje
cyklin.

Z powyzszego krotkiego omowienia widac¢, ze wszyscy tegoroczni laureaci na-
grody Nobla sg autorami kariery kinaz cyklinozaleznych i cyklin, a ich badania
sg w duzym stopniu komplementarne. Mozna wiec zartobliwie powiedzie¢ za K.
Nasmyth i J. Ruderman, cytowanymi w komentarzu Science (19.10.2001), ze to
tak naprawde kinaza cdc2/cyklina otrzymata nagrode Nobla.

2. PUNKTY KONTROLNE CYKLU KOMORKOWEGO

Komérki eukariotyczne wypracowaty mechanizmy, nazywane za Hartwellem
punktami kontrolnymi cyklu komdérkowego, ktére monitorujg ich przygotowanie
i gotowos$é do przejscia w kolejng faze cyklu podziatowego po prawidtowym za-
konczeniu fazy poprzedzajgcej [34]. Pojecie ,,punkt kontrolny” wprowadzone w
1989 roku, juz po Kilku latach uzyskato ,poparcie molekularne”. Wykryto bowiem
i opisano liczne procesy komorkowe i uczestniczace w nich biatka, dziatajace w
réznych momentach cyklu, odpowiedzialne za precyzyjng kontrole wiernosci po-
wielania i przekazywania do komorek potomnych materiatu genetycznego, a takze
za prawidtowy podziat komérek. Znakomitg wiekszo$¢ informacji uzyskano badajac
przede wszystkim komorki drozdzy, u ktérych mozliwe byto otrzymanie mutantéw
»uposledzonych” w przebiegu cyklu komdrkowego. Obecnie mamy juz wiele in-
formacji o punktach kontrolnych takze i w komorkach wyzszych organizmoéw euka-
riotycznych. W artykule omoéwie podstawowe procesy dziatajace w tych punktach.



PUNKTY KONTROLNE CYKLU KOMORKOWEGO 161

3. PUNKTY KONTROLNE
WYWOLANE USZKODZENIEM DNA

W komorkach eukariotycznych poddanych dziataniu promieniowania jonizuja-
cego czy tez pewnych zwigzkdw cytotoksycznych pojawiaja sie zaburzenia przebiegu
cyklu manifestujgce sie zatrzymaniem komorek pod koniec fazy G|, przed roz-
poczeciem syntezy DNA w fazie S oraz w fazie G2, przed wkroczeniem komorek
w mitoze.

W efekcie uszkodzenia DNA w komoérkach zostajg uaktywniane specyficzne
biatka, ktore rozpoznaja stopien irodzaj uszkodzenia, a nastepnie uruchamiajg liczne
szlaki sygnalizacyjne prowadzace do zatrzymania komdérek w okre$lonej fazie cyklu
lub skierowania ich na droge $mierci, o ile uszkodzenia sg zbyt duze. Pozwala
to komorkom na podjecie reperacji DNA, a nastepnie wznowienie cyklu. Do biatek
rozpoznajacych uszkodzeniaDNA, zwitaszcza pekniecia nici, zalicza sie w komdrkach
kregowcow polimeraze ADP-rybozy, kinaze DNA-PK oraz kinazy ATM i ATR
[43,64,72,73]. W komorkach drozdzy homologicznymi kinazami ,,sygnatowymi”
sg kinazy Rad3 i Mecl (tab. 1). Kinazy te sg pokrewne kinazie P13 K, ich substratami
nie sagjednakze fosfolipidy, ardzne biatka biorace udziat w tak istotnych dla komédrek
procesach, jak: replikacja DNA, regulacja transkrypcji licznych genéw czy tez
apoptoza [43,88]. Biatka biorace udziat w procesach zachodzacych w punktach
kontrolnych cyklu, monitorujgcych i naprawiajgcych uszkodzenia DNA sg bardzo
liczne. Gtowne geny je kodujace w komorkach drozdzy i kregowcow wymieniono
w tabeli 1. Ze wzgledu na bogactwo informacji o funkcjonowaniu tych biatek,
z koniecznosci skoncentruje sie tylko na przedstawieniu ostatnio publikowanych
danych o udziale kinaz sygnatowych w aktywacji punktéw kontrolnych cyklu, w
petni doceniajac znaczenie innych biatek dla prawidtowej kontroli zachodzacej w
tych punktach.

3.1. Punkt kontrolny GI/S

W regulacji przejscia komérek z fazy G| w faze S, czyli w punkcie kontrolnym
G1/S, szczegolng role przypisuje sie biatku supresorowemu p53 (ryc. 1A), ktérego
wewnatrzkomérkowy poziom wzrasta znaczagco w komérkach napromienionych.
Wynika to, jak juz wiadomo, ze zwiekszonej stabilnosci biatka p53 (znaczacy wzrost
okresu poéttrwania), a nie podwyzszonej transkrypcji genu [46]. O wzroScie sta-
bilnosci wydaja sie decydowac rézne potranslacyjne modyfikacje biatka p53, zwta-
szcza ufosforylowanie kilku reszt serynowych znajdujacych sie w jego N-koricowej
domenie transaktywacyjnej. Modyfikowane sg seryny w pozycji 15 oraz 20, fo-
sforylowane odpowiednio przez kinazy ATM/ATR i niektére z tak zwanych biat-
kowych kinaz efektorowych, (kinaz Chk), aktywowanych przez kinaze ATM (ryc.
1A) badZ kinaze ATR [10,43]). Wysuwano sugestie, ze ufosforylowanie seryn w
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TABELA 1 Gtoéwne geny w komorkach drozdzy i komérkach ludzkich kodujace biatka dziataja-
ce w punktach kontrolnych cyklu po uszkodzeniach DNA (z danych [59,82,88])

1 [ _ .

Klasa/Funkcja S. pombe S. cerevisiae Komorki
ludzkie
Kinazy biatkowe pokrewne kinazie PI3 K Rad3 Tell Mecl Tell ATR ATM

Homolog czynnika replikacyjnego (RFC) Rad17 RFC3 Rad24 RFC2-5 Rad17 RFC2-5
Podjednostka czynnika replikacyjnego C

(RFC)

Biatka pokrewne jadrowemu antygenowi Radl Rad9 Rad 17 Ddcl Rad17 Rad9

proliferujacych komérek (PCNA) Husl Mec3 Husl

IBiatka z motywem BRCT Rhp9 Cut5 RAD9 DPB11 BRCA17,53
BPI1?

Efektorowe kinazy biatkowe Chkl Cdsl Chkl Rad53 Chkl
Cdsl/Chk2

RYCINA 1 Schemat podstawowych mechanizméw odpowiedzialnych za zatrzymanie komorek w
punktach kontrolnych cyklu GI/S (A) i G2 (B) po uszkodzeniu DNA (z danych [24, 43])
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N-koncu czasteczki p53 moze utrudnia¢ jego powigzania z biatkiem MDM2, w
znacznej mierze decydujagcym o aktywnosci p53,jegojadrowej lub cytoplazmatycznej
lokalizacji, a zwtaszcza o proteolitycznej degradacji w proteasomie 26S. Obecnie
wydaje sie raczej, ze fosforylacja ta utatwia dalszg aktywacje p53, tym razem
przez acetylacje, dzieki promowaniu jego powigzan z aktywatorem transkrypcji,
biatkiem CPB/300 o aktywnosci acetylotransferazy [10]. Podnosi sie takze znaczenie
w aktywacji p53 defosforylacji seryny w pozycji 376, (obecnej w C-koficu czasteczki),
w ktérej posredniczy kinaza ATM, dzieki ktérej dochodzi do powigzan p53 z biatkiem
14-3-3 i efektywnego taczenia sie takiego kompleksu z DNA [80]. Kinaza ATM
fosforyluje réwniez wspomniane biatko MDM2, co utrudnia jego kompleksowanie
z biatkiem p53 i tym samym przeciwdziata jego degradacji [43].

Dziatanie p53 w przekazaniu sygnatu do zatrzymania cyklu w konicu fazy Gl
wigze sie zjego rolg aktywatora transkrypcji wielu genéw kodujacych biatka biorgce
udziat w regulacji cyklu komorkowego. Sg nimi: biatko p21, ,,uniwersalny” inhibitor
kinaz cyklino-zaleznych, dziatajacych we wszystkich fazach cyklu komérkowego
[22,30], biatko GADD45, wiazace sie zPCNA, niezbednym sktadnikiem kompleksu
replikacyjnego czy tez biatka 14-3-3, rozpoznajace i wigzace biatka z ufosfory-
lowanymi resztami serynowymi [56]. Rezultatem dziatania wymienionych biatek
jest zahamowanie aktywnosci cyklinozaleznych kinaz cdk, ktérych podjednostkami
regulatorowymi sg cykliny z rodziny D oraz cyklina E. Nie dochodzi wéwczas
do fosforylacji, a wiec inaktywacji biatka supresorowego Rb, uruchomienia trans-
krypcji gendw, ktérych produkty sg konieczne do rozpoczecia syntezy DNA w
fazie S i w efekcie komérki pozostajg w fazie GI [33].

Mozliwe jest takze zatrzymanie komorek w fazie Gl w wyniku dziatania i
innych niz transkrypcyjne mechanizmoéw. Szczegdlne zainteresowanie wzbudza pro-
teolityczna inaktywacja cykliny DI, obserwowana w komdrkach MCF-7 szybko,
bo po okoto 2 godzinach, po uszkodzeniach w nich DNA w wyniku napromienienia
lub po podaniu cisplatyny [2]. Z powodu braku cykliny DI spada aktywno$¢ re-
gulowanych przez nig kinaz cdk, nastepuje takze uwolnienie z kompleksu z kinazami
cdk4/6 icykling D linhibitora p21. Uwolniony inhibitor hamuje nastepnie aktywno$¢
kinazy cdk2 aktywowanej przez cykline E inie dochodzi w komdrkach do rozpoczecia
fazy S i zatrzymania cyklu. Zdaniem autoréw powyzszych badan, degradacje cykliny
DIl mozna traktowac jako pierwszg odpowiedZz komorek na promieniowanie i ini-
cjujacg blok G, jako pdzniejszg za$ ,,odpowiedZ transkrypcyjng” biatka p53, od-
powiedzialng za utrzymanie komérek w fazie GlI.

3.2. Punkt kontrolny replikacji DNA

Kolejny punkt kontrolny cyklu wystepuje w fazie S i nazywany jest jej we-
wnetrznym punktem kontrolnym (intra-S phase checkpoint [27]), punktem kon-
trolnym replikacji DNA {DNA replication checkpoint [52]), punktem kontrolnym
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integralnosci genomu (genome integrity checkpoint [10,25]) czy tez punktem kon-
trolnym Mecl/Rad53 ( Mecl/Rad53 checkpoint [76]). W wyniku uszkodzen DNA
wywotanych réznymi czynnikami chemicznymi, jak tez promieniowaniem joni-
zujgcym, dochodzi do spowolnienia jego syntezy (na skutek zahamowania inicjacji
replikacji i wydtuzania syntetyzowanego taincucha), ale takze do uruchomienia me-
chanizméw naprawczych. W tej fazie cyklu niezmiernie istotne jest utrzymanie
odpowiedniej struktury replikujgcego DNA, zwitaszcza struktury widetek replika-
cyjnych. Prawdopodobnie sygnat o uszkodzeniu DNA jest podobnie jak w fazie
G|, generowany przy udziale kinaz typu ATM/ATR [64], a by¢ moze takze przy
udziale nibryny, biatka kodowanego przez gen NBS1, ktéry bywa zmutowany lub
nieobecny w komérkach osobnikéw z zespotem Nijmengen breakage [40]. Nibryna
tworzy kompleksy z kilkoma biatkami obecnymi w punkcie kontrolnym S (Mrell
i Rad50), a co wiecej obecne sg w niej domeny aminokwasowe, FHA i BRCT,
0 ktérych wiadomo, ze moga uczestniczy¢ w detekcji i przekazywaniu sygnatéw
0 uszkodzeniach DNA [46].

W odpowiedzi komorek eukariotycznych na uszkodzenia DNA bierze udziat
wiele biatkowych sktadnikdw punktu kontrolnego S. W uszkodzonych komdrkach
dziatajg one zapewne podobnie jak biatko PCNA [11] i czynnik replikacyjny C.
Tak na przyktad w komdrkach S. pombe w tej odpowiedzi uczestniczy sze$¢ biatek
Rad i kinaza efektorowa Cdsl zaktywowana (ufosforylowana przez kinaze ATM)
w wyniku uszkodzenia DNA [51], w komérkach S. cerevisiae za$ kinaza efektorowa
Rad53 [52]. Postuluje sie, ze utrzymujg one witasciwg konformacje widetek re-
plikacyjnych w warunkach chwilowego zaprzestania replikacji. W komdérkach HelLa
podobne dziatanie wywiera kinaza Chkl [27].

W punkcie kontrolnym w fazie S dochodzi réwniez do inaktywacji fosfatazy
Cdc25A [24], enzymu odpowiedzialnego za defosforylacje tyrozyny w pozycji 15
we wszystkich kinazach cdk itym samym aktywacje tych enzyméw. Przypuszczalne
mechanizmy inaktywacji fosfatazy Cdc25A, w ktorych biorg udziat kinaza ATM
1kinazy Chk, zostang przedstawione ponizej przy omawianiu bloku komérek w
fazie G2.

Kinaza ATM fosforyluje réwniez podjednostki kompleksu biatka RPA, niezbed-
nego w procesach replikacji, rekombinacji i naprawy DNA. Nie matojednak wptywu,
jak sie sadzi, na regulacyjne funkcje RPA [46].

3.3. Punkt kontrolny w fazie G2

Zatrzymanie komorek po uszkodzeniu DNA w fazie G2 cyklu (G2 damage
checkpoint) nie wymaga bezwzglednej obecnosci biatka supresorowego p53. Moze
sie ono jednak przyczynia¢ do zatrzymywania komdrek w tym punkcie kontrolnym,
dzieki indukowaniu przez nie transkrypcji genéw kodujgcych inhibitor kinaz cdk,
biatko p21, biatka GADDA45 i rézne izoformy biatka 14-3-3 [8, 14,15,20,84], tak
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jak ma to miejsce w komdrkach zatrzymanych w fazie GI. Podstawowe znaczenie
dla zablokowania komdrek w tym punkcie kontrolnym majg jednak gtdwnie po-
translacyjne modyfikacje ( zachodzace bez udziatu p53) wspomnianej juz fosfatazy
Cdc25, jednego z gtéwnych regulatorow cyklu komérkowego (ryc. IB). Jej rozne
izoformy (A, B i C) dziatajg w okreslonych fazach cyklu komorkowego i aktywuja:
w fazach GI i S kinaze cdk2/cyklinakE (fosfataza Cdc25A), w fazie G2 przede
wszystkim kinazy cdk2 i cdkl, ktorych aktywnos¢ regulujg cykliny mitotyczne
A i B (fosfataza Cdc25B i fosfataza Cdc25C [28,41]).

Fosforylacje fosfatazy Cdc25 - nastepujacg pod wptywem uszkodzen DNA i
poprzedzajacg spadek jej wewngtrzkomorkowego poziomu [54] - wykrywa sie we
wszystkich komoérkach eukariotycznych [66]. Czynne w tym procesie sa kinazy
efektorowe Chk/Cks (tab. 1), aktywowane przez kinazy ATM/ATR [7,55,86,87].
Kinazy Chk/Csk sg strukturalnie réznymi kinazami serynowo-treoninowymi, fo-
sforylujgcymi podobne substraty, mianowicie biatka regulatorowe cyklu - fosfataze
Cdc25 i przynajmniej w komorkach drozdzy, kinaze weel [61]. W tym ostatnim
przypadku ufosforylowanie kinazy weel aktywuje ja, a to z kolei powoduje za-
hamowanie aktywnosci kinazy cdk.

Nie jest jeszcze wiadomo, na czym polega aktywacja kinaz Chk pod wptywem
uszkodzen DNA. Ich fosforylacja przez kinazy ATM/ATR nie zmienia bowiem
znaczgco ich aktywnosci enzymatycznej [59]. Sadzi sie natomiast, ze moze to mie¢
wptyw na tworzenie komplekséw tych kinaz z biatkami 14-3-3, ktérych znaczenie
w regulacji cyklu jest coraz bardziej doceniane [14,53]. Ufosforylowana przez kinazy
Chk fosfataza cdc25 szybko ulega proteolizie w proteasomie 26S, a ponadto w
wyniku skompleksowania z biatkami 14-3-3, pozostaje w cytoplazmie (sekwestracja)
w odizolowaniu od swoich biatek docelowych - kinaz cdk rezydujacych w jadrze
komorkowym. W rezultacie utrzymujaca sie niska aktywnos$¢ kinaz cdk nie zezwala
na rozpoczecie podziatu mitotycznego.

4. PUNKTY KONTROLNE W MITOZIE

Podczas mitozy wystepuje kilka punktéw kontrolnych: w péznej profazie, kiedy
rozpoczyna sie tworzenie wrzeciona mitotycznego, na granicy metafazy anafazy
oraz, przynajmniej w komorkach drozdzy, pomiedzy anafazg i telofazg [19]. We
wszystkich tych punktach konieczne jest prawidtowe uformowanie i funkcjonowanie
wrzeciona mitotycznego, struktury komérkowej odpowiedzialnej za wszelkie ruchy
chromosoméw w komdrce. Wyczerpujgce informacje o powstawaniu bardzo ztozonej
struktury wrzeciona i dziataniu podczas mitozy zwigzanych z nim licznych biatek
motorycznych, niekiedy zwanych ,motorami molekularnymi”, zawarte sg w pub-
likowanych w ostatnich latach artykutach [5,42,45,69].
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4.1 Punkt kontrolny profaza/metafaza

Na poczatku mitozy, w péznej profazie, obecny jest Chfr punkt kontrolny
opisany w 2000 roku w ludzkich komoérkach prawidtowych i nowotworowych tra-
ktowanych nokodazolem, zwigzkiem wywotujgcym depolimeryzacje mikrotubul
[67]. Procesy zachodzace w tym punkcie kontrolnym, takie jak ruch centrosoméw
ku biegunom komérki oraz kondensacje chromosoméw, monitoruje biatko kodowane
przez gen Chfr, zawierajgce domeny FHA (Forkhead- Associated) i RING- finger,
stad jego nazwa punkt kontrolny Chfr (checkpoint with FHA and Ring finger).
Gen Chfr wystepuje praktycznie w komdrkach wszystkich przebadanych tkanek
ludzkich, brak natomiast jego ekspresji lub obecno$¢ zmutowanych form, wykryto
w komérkach niektérych linii nowotworowych (np. DLD1, HCT 116, IMRS [67]).
Komérki bez genu i biatka Chfr sg bardziej wrazliwe na dziatanie zwigzkéw wpty-
wajagcych na integralno$¢ mikrotubul, cechuje je tez zmieniona morfologia jader
(wynikajgca prawdopodobnie z opo6znionej kondensacji chromosomdw) i przed-
wczesne rozpoczynanie metafazy, nawet przy nie w petni uformowanym wrzecionie.
Sposob dziatania biatka Chfr nie jest jeszcze poznany i nie wiadomo, jak zaburzenia
polimeryzacji mikrotubul wptywajg na kondensacje chromosomdw, a takze czy
brak punktu kontrolnego Chfr moze mie¢ zwigzek z transformacjg nowotworowag.
Niewatpliwie jednak obecno$¢ biatka Chfr opdéznia rozpoczecie metafazy w ko-
mérkach ,,wystawionych” na stres mitotyczny.

4.2. Punkt kontrolny wrzeciona mitotycznego

Drugi punkt kontrolny w mitozie wystepuje miedzy metafazg a anafazg i na-
zywany jest punktem kontrolnym powstawania wrzeciona (spindle assembly check-
point, [65,83]), mitotycznym punktem kontrolnym (mitotic checkpoint [48]), czy
tez punktem kontrolnym wrzeciona (spindle checkpoint [29,36,37,81]), ktdrg to
nazwe bede stosowa¢ w artykule. Kontrola przebiegu cyklu w tym punkcie unie-
mozliwia rozpoczecie anafazy irozdzielenie chromatyd w efekcie wykrycia btedéw
w strukturze i orientacji wrzeciona w komérce lub takze w utozeniu chromosomow
i ich powigzaniu z mikrotubulami wrzeciona czy wreszcie w biatkach motorycznych
odpowiedzialnych za przemieszczenia chromatyd do biegunéw komorki. Przyktady
czynnikow i ,defektéw genetycznych”, ktére uaktywniajg okre$lone biatka i kata-
lizowane przez nie procesy zachodzgce w punkcie kontrolnym wrzeciona zestawiono
w tabeli 2.

Szczego6lny udziat w dziataniu punktu kontrolnego wrzeciona majg kinetochory
- dynamiczne, wielobiatkowe kompleksy uformowane na centromerowym DNA
chromosoméw [62]. Sg one miejscami tgczenia chromatyd z mikrotubulami (jedng
w komorkach drozdzy, wieloma w komdrkach wyzszych eukariota), co umozliwia
nastepnie ruch chromatyd do przeciwlegtych biegunéw komérki. Co wiecej, ki-
netochory, o ile nie sg wszystkie potgczone z mikrotubulami lub gdy wrzeciono
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TABELA 2. Przyktady czynnikéw i efektdw genetycznych, ktére aktywuja punkt kontrolny
wrzeciona (z danych [65,78,83])

Czynnik/Defekt genetyczny Organizm Efekt
Zwiazki depolimeryzujace mikrotubule S. cerevisiae, owady, zahamowanie mitozy
(kolcemid, nokodazol, benzimidazol) kregowce
Taksol ssaki (komorki in vitro) stabilizacja mikrotubul,
op6znienie rozpoczecia
anafazy
Mutacje genéw kodujgcych tubuliny S. cerevisiae zahamowanie mitozy
Mutacje genéw kodujacych biatka S. cerevisiae, embriony opéZnienie rozpoczecia
z rodziny kinezyn morskich jezowcow, mitozy
ssaki (komérki in vitro)
Mutacje w centromerowym DNA S. cerevisiae op6znienie rozpoczecia
metafazy
Obecnos$¢ pojedynczego kinetochoru, ssaki (komorki in vitro), opéznienie rozpoczecia
niezwigzanego z mikrotubulami anafazy
Iniekcja przeciwciat skierowanych ssaki (komorki in vitro), op6znienie rozpoczecia
przeciwko biatkom strukturalnym - anafazy

sktadnikom kinetochoru (np. CENP-C)

Nadekspresja biatka Cdc34 (koniugujacego ssaki (komérki in vitro), opéznienie metafazy
ubikwityne) na skutek hamowania
powigzan biatka centro-
merowego CENP-E
z kinetochorem

jest uszkodzone, generujg sygnat uniemozliwiajacy rozdziat chromatyd i wdwczas
komorki zostajag zatrzymane w metafazie [62,68].

Czym, pod wzgledem biochemicznym, jest sygnat uniemozliwiajgcy rozpoczecie
anafazy, jeszcze nie wiadomo, chociaz w wyniku analizy genetycznej mutantow
drozdzy S. cerevisiae [33,38,50] zidentyfikowano liczne biatka dziatajgce w tym
punkcie kontrolnym. Wykrywajg one potozenie chromosomoéw w komorce i ich
powiazanie z mikrotubulami, a nastepnie przekazuja te informacje do basie celi
cycle machinery. Homologi tych biatek wykryto takze w komérkach innych eukariota
[16,17,48,74,75]. Sgone niezbedne do precyzyjnego nastepowania po sobie kolejnych
etapow podczas prawidtowej mitozy. Komorki, w ktérych geny kodujace te biatka
sg zmutowane, nie odpowiadajg zatrzymaniem cyklu po uszkodzeniach wrzeciona
mitotycznego. Gtowne biatka przekazujace sygnaty z punktu kontrolnego wrzeciona
wystepujace i w S. cerevisiae i w komorkach kregowcéw wymieniono w tabeli
3. W komérkach kregowcow biatka homologiczne z biatkami MAD2, BUB1 i
BUB3 drozdzy sg potaczone z kinetochorami jeszcze przed utozeniem chromosomow
w ptytce metafazalnej. Nie wykrywa sie ich natomiast w tej strukturze po utworzeniu
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TABELA 3. Podstawowe biatka dziatajagce w punkcie kontrolnym wrzeciona (z danych
[4,29,32] pogrubiong czcionkg zaznaczono biatka o aktywnosci kinazy serynowo-treoninowej

S. cerevisiae Komorki Wiasciwosci i funkcje
kregowcow
MAD1 ? biatko hiperfosforylowane przez kinaze MPS1 po aktywacji

punktu kontrolnego; tworzy kompleksy z biatkiem MAD2

i biatkiem Cdc20, regulatorem dziatania ligazy APC/C
MAD?2 hMad2 xMad2 tworzy kompleksy z biatkiem MAD1, a takze z biatkiem

Cdc20 i ligaza APC/C.; powoduje zahamowanie dziatania

ligazy APC/C; w komérkach kregowcéw wystepuje

w kompleksie z wolnymi kinetochorami

MAD3 ? tworzy kompleksy z biatkami MAD1 i MAD2
BUB1 hBUBI kinaza serynowo-treoninowa fosforylujgca biatko BUB3 (po
hBUBRI utworzeniu kompleksu); w komorkach kregowcow
potaczona z wolnymi kinetochorami
BUB2 ? biatko aktywujace GTPaze i uczestniczace w regulacji

aktywnos$ci TEM1, biatka wigzacego GTP i bedacego
inhibitorem jaderkowej fosfatazy Cdcl4

BUB3 HBUB3 tworzy kompleks z fosforylujaca go kinazag BUB1; w ko-
morkach kregowcéw potaczone z wolnymi kinetochorami

MPS1 7 kinaza serynowo-treoninowa fosforylujgca biatko MAD1,;
w komérkach drozdzy niezbedna przy duplikacji ciatka
biegunowego (SPB)

potgczen kinetochoréw z mikrotubulami wrzeciona i prawidtowym utozeniu chro-
mosomow w ptaszczyznie réwnikowej komorki [16,17,48,75].

Biatka z rodzin MAD i BUB sg zdolne do tworzenia przejsciowych wielosktad-
nikowych komplekséw, przy czym niektére z nich przejawiajg aktywno$é enzy-
matyczng (BUB1 i MPS1 sg kinazami serynowo-treoninowymi [1,13]) lub
regulatorowg (BUB2 jest aktywatorem GTPazy). Co wiecej, wydaje sie mie¢ miejsce
pewna ,hierarchiczno$¢” ich dziatania [65,83], i tak np. biatka BUB1, BUB3 i
MPS1 dziatajg na tylko na biatka MAD1 i MAD2 (ryc. 2). Ich podstawowe (ale
by¢ moze nie jedyne dziatanie) wydaje sie polega¢ na regulacji funkcjonowania
kompleksu ligazy ubikwitynowej APC/C. Przeprowadza ona ubikwitynacje i do-
prowadza do proteolizy w proteasomie 26S biatek z rodziny sekuryn - Pdsl/Cut2
w komérkach drozdzy, biatka Pimple w komdrkach Drosophila, biatka PTTG w
komoérkach kregowcéw. W okresie przed rozdziatem chromatyd sekuryny tworzg
kompleks z separynami (biatka Espl w S. cerevisiae i Cutl w S. pombe). Degradacja
sekuryny Pdsl uwalnia separyny z kompleksu, a one powodujg oddysocjowanie
od chromatyd spajajgcych je biatek - kohezyn [57,58,79], co sprawia, ze moze
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RYCINA 2. Schemat udziatu biatek z rodzin BUB | MAD, po aktywacji punktu kontrolnego wrzeciona,
w regulacji przejscia komoérek z metafazy w anafaze i zakonczenia podziatu mitotycznego (z danych [3,
29, 37))

nastgpi¢ ich rozdzielenie. Doktadniej om6éwiono to zagadnienie w artykutach prze-
gladowych [31,85].

Powyzszy proces rozdzielenia chromatyd jest nieodwracalny i jest precyzyjnie
monitorowany przez biatka punktu kontrolnego wrzeciona. Po jego uaktywnieniu
(patrz tab. 2 i ryc. 2) dochodzi do utworzenia przejSciowego kompleksu biatek
MAD?2 i MAD3 z biatkiem Cdc20, regulatorem aktywnosci ligazy ubikwitynowej
APC/C [26,32,39,49]. Mozliwy jest takze udziat w tworzeniu takiego kompleksu
biatek BUB3 i BUBR1 [71], co znaleziono w komoérkach HelLa. Natomiast w ko-
mérkach S. pombe MAD?2 taczy sie z biatkiem Cdc20 prawdopodobnie za po-
Srednictwem biatka Slpl, ktére takze jest aktywatorem ligazy APC/C [23,44].
Kompleks Cdc20-APC-MAD2 jest nieaktywny i nie przeprowadza ubikwitynacji
sekuryny Pdsl, w efekcie w komorkach nagromadza sie Pdsl, co powoduje ich
zatrzymanie w metafazie [4,35]. Blok taki nie wystepuje w komérkach ze zmu-
towanym biatkiem Cdc20, niezdolnym do wigzania MAD2 [39].

Wywotane aktywacja punktu kontrolnego wrzeciona hamujace dziatanie MAD?2
(i towarzyszacych mu biatek) na funkcjonowanie ligazy ubikwitynowej APC/C
jest juz dosy¢ dobrze poznane. O jego istotnosci dla prawidtowego rozwoju or-
ganizmow S$wiadczy fakt, ze myszy bez genu kodujagcego MAD2 ging podczas
rozwoju embrionalnego [21]. Nie wiemy jednak, jak dziata MAD2 w nieuszkodzonej
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komérce i na czym polegaja sygnaty powodujace jego aktywacje i dynamiczne
taczenie sie z kinetochorami. Nie wykryto, jak dotad, potranslacyjnych modyfikacji
MAD2, ktére mogtyby wskazywa¢ na udziat okre$lonych szlakéw metabolicznych
w jego aktywacji. Nie potwierdzono réwniez in vivo obserwacji uzyskanych in
vitro o silniejszym hamowaniu ligazy APC/C przez tetramer niz monomer MAD?2
[39]. Sugeruje sie raczej udziat w aktywacji MAD?2 innych biatek, prawdopodobnie
z rodziny dynein lub kinezyn, uczestniczagcych w specyficznym dotgczaniu go lub
odtgczaniu od kinetochoru [np.1,13]. Ostatnio doniesiono, ze dziatajgca w punkcie
kontrolnym wrzeciona kinaza serynowo-treoninowa BUB1/BUBR1 wydaje sie by¢
biatkiem ,wyczuwajacym” utrate naprezen mikrotubul w poblizu kinetochorow,
wywotang dziataniem na komorki HelLa winblastyny w stezeniach nanomolamych
[70]. Biatko MAD2 zostaje uaktywnione dopiero po przerwaniu potgczehn mikrotubul
z kinetochorami.

Niezdegradowana sekuryna Pdsl, poza unieczynnianiem separyn i blokowaniem
w ten spos6b anafazy, jak to juz omoéwiono powyzej, okazata sie by¢, przynajmniej
w S. cerevisiae, rowniez inhibitorem degradacji cyklin mitotycznych, ubikwity-
nowanych przez ligaze APC/C [18,29]. Wydaje sie, ze rowniez w tym etapie Pdsl
dziata posrednio (ryc. 2), hamujac w nieznany jeszcze sposéb, aktywacje drugiego
biatka regulujagcego ligaze APC/C, a mianowicie biatka Cdhl [18,77]. Biatko Cdhl
rozpoznaje i wiaze cykliny mitotyczne tylko wowczas, gdy wystepuje w formie
aktywnej, tzn. zdefosforylowanej w wyniku dziatania jgderkowej fosfatazy Cdcl4.
Na aktywnos$¢ tej fosfatazy i jej uwolnienie z jagderka wywiera wptyw jedno z
biatek punktu kontrolnego wrzeciona, a mianowicie biatko BUB2 [3,29]. Dzialajgc
jako aktywator GTPazy, hamuje ono funkcjonowanie niektérych biatek obecnych
w tzw. sieci MEN (mitotic exit network) i odpowiedzialnych, miedzy innymi, za
aktywacje fosfatazy Cdcl4 i zakonczenie mitozy [12,37]. Ten ztozony problem
jest w artykule tylko zasygnalizowany. Postuluje sie takze, ze fosfataza Cdcl4,
przynajmniej w komérkach drozdzy [3], ryc. 2) moze uaktywnia¢ czynnik trans-
krypcyjny Swi5 i indukowac posrednio synteze biatka Siei, inhibitora kinaz cdk.
Tak wiec widaé, jak biatka z jednego tylko punktu kontrolnego mogg wpiywaé
na przebieg kilku szlakdw metabolicznych i decydowaé zardwno o rozdziale chro-
matyd, jak i koricu mitozy.

5. GDY PUNKTY KONTROLNE ZAWODZA...........

Tak zatytutowane sg rozwazania Hartwella i wspétpracownikéw [60] o kon-
sekwencjach dla komoérek zaburzehA proceséw zachodzacych w réznych punktach
kontrolnych cyklu. Konsekwencje te sa bardzo istotne, gdyz w wyniku zaktdcen
prawidtowosci procesdw transkrypcji, reperacji i replikacji DNA, jak réwniez re-
gulacji podziatu mitotycznego, moze dochodzi¢ do powaznych uszkodzerh materiatu
genetycznego, pojawiania si¢ mutacji, a nawet utraty czesci chromosomdw i nie-
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prawidtowego ich przekazywania komdérkom potomnym. Dalszym efektem moze
by¢ skierowywanie komérek na droge apoptozy lub tez przyspieszenie selekcji
klonéw komoérek nowotworowych.

Obecnie coraz wiecej wiadomo o mechanizmach molekularnych dziatajgcych
wréznych punktach kontrolnych cyklu i uczestniczagcych w nich biatkach. Poznawane
sgq tez przyczyny lezace u podstaw zaburzen dziatania punktow kontrolnych. Tak
na przyktad w punkcie GI/S wynikaja one przede wszystkim z mutacji w genie
supresorowym p53 [47] powodujacych zaktocenia transkrypcji genéw kodujacych
rézne biatka regulatorowe cyklu komdérkowego. Zmutowane biatko p53 nie jest
réwniez zdolne do tworzenia komplekséw z jedng z aktywujgcych go kinaz, kinazg
Chk2 [25]. Nieprawidtowosci w punkcie kontrolnym GI/S i wynikajagca z nich
zwiegkszona promieniowrazliwo$¢ komorek i tatwosé ulegania transformacji no-
wotworowej, moze tez wynika¢ z mutacji gendw kodujacych kinazy ATM Ilub
Chk2, tak jak wykrywane to jest w komoérkach pacjentéw z zespotami Ataxia-
Telangiectasia i Li-Fraumeni [6,25].

Pojawiajg sie tez doniesienia o wystepowaniu w komérkach réznych nowotworéw
zmutowanych genow kodujacych takie biatka dziatajace w punktach kontrolnych
podczas mitozy jak Chfr [67] czy tez BUBR1 [9]. Opisano rowniez komarki no-
wotworu piersi charakteryzujgce sie obnizong ekspresjg genu kodujgcego biatko
MAD?2 [48]. Mozna wiec przypuszczaé, ze wylaczenie dziatania biatek istotnych
dla przebiegu proceséw w punktach kontrolnych cyklu moze mie¢ zwigzek z roz-
wojem procesu nowotworowego.

PISMIENNICTWO

[1] ABRIEU A, MAGNAGH1-JAULIN L, KAHANA JA, PETER M, CASTRO A, VIGNERON
S, LORCA T, CLEVELAND DW, LABBE JC. Mpsl is a kinetochore-associated kinase
essential for the vertebrate mitotic checkpoint. Cell 2001; 106: 83-93.

[2] AGAMI R, BERNARDS R. Distinct initiation and maintenance mechanisms cooperate to
induce G1 cell cycle arrest in response to DNA damage. Cell 2000; 102: 55-56.

[3] ALEXANDRU G, ZACHARIAE W, SCHLEIFFER A, NASMYTH K. Sister chromatid
separation and chromosome re-duplication are regulated by different mechanisms in response
to spindle damage. EMBOJ. 1999; 18: 2707-2721.

[4] AMON A. The spindle checkpoint. Curr Opin Gen Dev 2000; 9: 69-75.

[5] ANDERSEN SSL. Spindle assembly and the art of regulating microtubule dynamics by MAPs
and Stathmin/Opls. Trends Cell Biol 2000; 10: 261-267.

[e] BELL DW, VARLEY JM, SZYDLO TE, KANG DH, WAHRER DCR, SHANNON KE,
LUBRATOVICH M, VERSELIS SJ, ISSELBACHER KJ, FRAUMENI JF, BIRCH JM, LI FP,
GARBER JE, HABER DA. Heterozygous germ line hCHK2 mutations in Li-Fraumeni syndro-
me. Science 1999, 286: 2528-2531.

[7] BLASINA A, de WEYERIV, LAUS MC, LUYTEN WH, PARKER AE, McGOWAN CH. A
human homologue of the checkpoint kinase Cdsl directly inhibits Cdc25 phosphatase. Curr
Biol 1999; 9: 1-10.



172 B. GRZELAKOWSKA-SZTABERT

8] BUNZ F, DUTR1AUX A, LENGAUER C, WALDMAN T, ZHOU S, BROWN JP, SEDIVY
JM, KINZLER KW, VOGELSTEIN B. Requirement for p53 and p21 to sustain G2 arrest after
DNA damage. Science 1998; 282: 1497-1501.

9] CAHILL DP, LENGAUER C, Yu J, RIGGINS GJ, WILLSON JKV, MARKOWITZ SD,
KINZLER KW, VOGELSTEIN B. Mutations of mitotic checkpoint genes in human cancers.
Nature 1998; 392: 300-303.

10] CASPARIT. Checkpoints: How to activate p53. Curr Biol 2000; 10: 315-317.

11] CASPARI T, DAHLEN M, KANTER-SMOLER G, LINDSAY HD, HOFMANN K, PAPA-
DIMITRIOU K, SUNNERHAGEN P, CARR AM. Characterization of Schizosaccharomyces
pombe Husl: a PCNA-related protein that associates with Radi and Rad9. Mol Cell Biol 2000;
20:1254-1262.

12] CERUTTIL, SIMANIS V. Controlling the end of the cell cycle. Curr Opin Gen Dev 2000; 9:
65-69.

13] CHAN GKT, JABLONSKI SA, SUDAKIN V, HITTLE JC, YEN TJ. Human BUBRL1 is a
mitotic checkpoint kinase that monitors CENP-E functions at kinetochores and binds the
cyclosome/APC. J Cell Biol 1999; 146: 941-954.

14] CHAN TA, HERMEKING H, LENGAUER C, KINZLER KW, VOGELSTEIN B. 14-3-3Sig-
ma is required to prevent mitotic catastrophe after DNA damage. Nature 1999; 401: 616-620.

15] CHAN TA, HWANG PM, HERMEKING H, KINZLER KW, VOGELSTEIN B. Cooperative
effects of genes controlling the G2/M checkpoint. Genes Dev 2000; 14: 1584-1588.

16] CHEN R-H, WATERS JC, SALMON ED, MURRAY AW. Association of spindle assembly
checkpoint component XMAD?2 with unattached kinetochores. Science 1996; 274: 242-246.
17] CHEN R-H, SHEVCHENKO A, MANN M, MURRAY AW. Spindle checkpoint protein

Xmadl recruits Xmad2 to unattached kinetochores. J Cell Biol 1998; 143: 283-295.

18] COHEN-FIX O, KOSHLAND D. Pds 1pofbudding yeast has dual roles: inhibition of anaphase
initiation and regulation of mitotic exit. Genes Dev 1999; 13: 1950-1959.

19] CORTEZ D, ELLEDGE SJ. Conducting the mitotic symphony. Nature 2000; 406: 354-356.

20] CRAWFORD DF, PIWNICA-WORMS H. The G2 DNA damage checkpoint delays expres-
sion of genes encoding mitotic regulators. J Biol Chem 2001; 276: 37166-37177.

21] DOBLES M, LIBERAL V, SCOTT ML, BENEZRA R, SORGER PK. Chromosome misse-
gregation and apoptosis in mice lacking the mitotic checkpoint protein Mad2. Cell 2000; 101:
635-645.

22] DOTTO GP. P21WAFLCipl; more than a break to the cell cycle? Biochim Biophys Acta 2000;
1471: M43-M56.

23] ELLEDGE SJ. Mitotic arrest: Mad2 prevents sleepy from waking up the APC. Science 1998;
279:999-1000.

24] FALCKJ, MAILAND N, SYLJUASEN RG, BARTEK J,LUKAS J. The ATM-Chk2-Cdc25A
checkpoint pathway guards against radioresistant DNA synthesis. Nature 2001; 410: 842-847.

25] FALCK J, LUKAS C, PROTOPOPOVA M, LUKAS J, SELIVANOVA G, BARTEK J.
Functional impact of concomitant versus alternative defects in the Chk2-p53 tumour suppressor
pathway. Oncogene 2001; 20: 5503-5510.

26] FANG G, YU H, KIRSCHNER MW. The checkpoint protein MAD2 and the mitotic regulator
CDC20 form a ternary complex with the anaphase-promoting complex to control anaphase
initiation. Genes Dev 1998; 12: 1871-1883.

27] FEIJOO C, HALL-JACKSON C, WU R, JENKINS D, LEITCH J, GILBERT DM, SMYTHE
C. Activation of mammalian Chkl during DNA replication arrest: a role for Chkl in the intra-S
phase checkpoint monitoring replication origin Firing. J Biol Chem 2001; 154: 913-923.

28] FORREST ARR, McCORMACK AK., DeSOUZA CPC, SINNAMON JM, TONKS 1D,
HAYWARD NK, ELLEM KAO, GABRIELLI BG. Multiple splicing variants of cdc 25B
regulate G2/M progression. Biochim Biophys Res Commun 1999; 260: 510-5150.



PUNKTY KONTROLNE CYKLU KOMORKOWEGO 173

[29] GARDNER RD, BURKE DJ. The spindle checkpoint: two transitions, two pathways. Trends
Cell Biol 2000; 10: 154-158.

[30] GRZELAKOWSKA-SZTABERT B. Regulacja cyklu komérkowego - udziat biatkowych
inhibitoréw kinaz cyklinozaleznych. Post Biochem 1995; 41: 80-93.

[31] GRZELAKOWSKA-SZTABERT B. Proteoliza biatek regulatorowych cyklu komérkowego.
Post Biochem 2002; w druku.

[32] HARDWICK K, JOHNSTON RC, SMITH DL, MURRAY AW. MAD3 encodes a novel
component of the spindle checkpoint which interacts with Bub3p, Cdc20p, and Mad2p. J Cell
Biol 2000; 148: 871-882.

[33] HARRINGTON EA, BRUCE JL, HARLOW E, DYSON N. pRB plays an essential role in
cell cycle arrest induced by DNA damage. Proc Natl Acad Sci USA 1998; 95: 11945-11950.
[34] HARTWELL LH, WEINERT TA. Checkpoints: controls that ensure the order of cell cycle

events. Science 1989; 246: 629-634.

[35] HOWELL BJ, HOFFMAN DB, FANG G, MURRAY AW, SALMON ED. Visualisation of
Mad2 dynamics at kinetochores, along spindle fibers, and at spindle poles in living cells. J Cell
Biol 2000; 150: 1233-1249.

[36] HOYT MA. A new view of the spindle checkpoint. J Cell Biol 2001; 154: 909-911.

[371 HOYT MA. Exit from mitosis: Spindle pole power. Cell 2000; 102: 267-270.

[38] HOYT M A, TOTIS L, ROBERTS BT. S.cerevisiae genes required for cell cycle arrest in
response to loss of microtubule function. Cell 1991; 66: 507-517.

[399 HWANG LH, LAU LF,SMITHDL, MISTROT CA, HARDWICK .G,HWANG ES, AMAON
A, MURRAY AW. Budding yeast Cdc20: A target of the spindle checkpoint. Science 1998;
279:1041-1044.

[40] JONGMANS W, VUILLAUME M, CHRZANOWSKA K, SMEETS D, SPERLING K, HALL
J. Nijmegen breakage syndrome cells fail to induce the p53-mediated DNA damage response
following exposure to ionizing radiation. Mol Cell Biol 1997; 17: 5016-5022.

[41] KARLSSON C, KATICH S, HAGTING A, HOFFMANN I, PINES J. Cdc25B and Cdc25C
differ markedly in their properties as initiators of mitosis. J Cell Biol 1999; 146: 573-584.
[42] KARSENTI E, VERNOS I. The mitotic spindle: A self-made machine. Science 2001; 294:

543-547.

[43] KHANNA KK, LAVIN MF, JACKSON SP, MULHERN TD. ATM, a central controller of
cellular responses to DNA damage. Cell Death Diff200\\8: 1052[1065.

[44] KIM SH, LIN DP, MATSUMOTO S, KITAZONO A, MATSUMOTO T. Fission yeast Slpl:
An effector of the Mad2-dependent spindle checkpoint. Science 1999; 279: 1045[1047.

[45] KRAUZE K, MAKUCH R. Rola biatek motorycznych w mitozie. Monografie Biochemiczne
1998; 42: 1[48.

[46] LAKIN ND, JACKSON SP. Regulation of p53 in response to DNA damage. Oncogene 1999;
18:7644-7655.

[47] LEVINE AJ. p53, the cellular gatekeeper for growth and division. Cell 1997; g8 : 323-331.

[48] LI Y, BENEZRA R. Identification of a human mitotic checkpoint gene: hsMAD2. Science
1996; 274: 246-248.

[49] LI Y, GORBEA C, MAHAFFEY D, RECHSTEINER M, BENEZRA R. MAD2 associates
with the cyclosome/anaphase-promoting complex and inhibits its activity. J Cell Biol 1997; 94:
12431-12436.

[50] LI R, MURRAY AW. Feedback control of mitosis in budding yeast. Cell 1991; 66:519-531.

[51] LINDSAY HD, GRYFFITHS DJ, EDWARDS RJ, CHRISTENSEN PU, MURRAY J.M,
OSMAN F, WALWORTH N, CARR AM. S-phase-specific activation of Cdsl kinase defines
asubpathway of the checkpoint response in Schizosaccharomycespombe. Genes Dev 1998; 12:
382-395.



174 B. GRZELAKOWSKA-SZTABERT

52] LOPES M, COTTA-RAMUSINO C, PELLICIOLI A, LIBERI G, PLEVANIP, MUZI-FAL-
CONI M, NEWLON CS, FOIANI M. The DNA replication checkpoint response stabilizes
stalled replication forks. Nature 2001; 412: 557-561.

53] LOPEZ-GIRONA A, FURNARI B, MONDESERT O, RUSSEL P. Nuclear localization of
Cdc25 is regulated by DNA damage and a 14-3-3 protein. Nature 1999; 397: 172-175.

54] MAILAND N, FALCKJ, LUKAS C, SYLJUASEN RG, WELCKER M, BARTEK J, LUKAS
J. Rapid destruction of human Cdc25A in response to DNA damage. Science 2000; 388:
1425-1429.

55] MATSUOKA S, ROTMAN G, OGAWA A, SHILOH Y, TAMAI K, ELLEDGE SJ. Ataxia
telangiectasia-mutated phosphorylates Chk2 in vivo and in vitro. Proc Natl Acad Sei USA 2000;
97:10389-10394.

56] MUSLIN AJ, TANNER JW, ALLEN PM, SHAW AS. Interaction of 14-3-3 with signaling
proteins is mediated by the recognition of phosphoserine. Cell 1996; 84: 889-897.

57] NASMYTH K. Separating sister chromatids. Trends Biochem 1999; 24: 98-104.

58] NASMYTH K, PETERS J-M,UHLMANN F. Splitting the chromosome: Cutting the ties that
bind sister chromatids. Science 2000; 288: 1379-1384.

59] OCONNELL M, WALWORTH NC, CARR A.M. The G2-phase DNA-damage checkpoint.
Trends Cell Biol 2000; 10: 296-303.

60] PAULOVICH AG, TOCZYSKI DP, HARTWELL LH. When checkpoints fail. Cell 1997; g s :
315-321.

61] RALEIGH JM, OCONNELL MJ. The G2 Dna damage checkpoint targets both Weel and
Cdc25. J Cell Sei 2000; 113: 1727-1736.

62] RIEDER CL, COLE RW, KHODJAKOW A, SLUDER G. The checkpoint delaying anaphase
in response to chromosome monoorientatin is mediated by an inhibitory signal produced by
unattached kinetochores. J Cell Biol 1995; 130: 941-948.

63] RIEDER CL, SALMON ED. The vertebrate cell kinetochore and its roles during mitosis.
Trends Cell Biol 1998; 8 : 310-318.

64] ROTMAN G, SHILOH Y. ATM,; a mediator of multiple responses to genotoxic stress.
Oncogene 1999; 18: 6135-6144.

65] RUDNER AD, MURRAY AW. The spindle assembly checkpoint. Curr Opin Gen Dev 1996;
8:773-780.

66] RUSSELL P. Checkpoints on the road to mitosis. Trends Biochem Sei 1998; 23: 399-402.

67] SCOLNICK DM, HALAZONETIS TD. Chfr defines a mitotic stress checkpoint thet delays
entry into metaphase. Nature 2000; 406: 430-435.

68] SHAH JV, CLEVELAND DW. Waiting for anaphase: Mad2 and the spindle assembly
checkpoint. Cell 2000; 103: 997-1000.

69] SHARP DJ, ROGERS GC, SCHOLEY JM. Microtubule motors in mitosis. Nature 2000; 407:
41-47.

70] SKOUFIAS DA, ANDREASSEN PR, LACROIX FB, WILSON L, MARGOLIS RL. Mam-
malian mad2 and bubl/bubRI recognize distinct spindle-attachment and kinetochore tension
checkpoints. Proc Natl Acad Sei USA 2001; 98: 4492-4497.

71] SUDAKIN V, CHAN GKT, YEN TJ. Checkpoint inhibition of the APC/C in HelLa cells is
mediated by acomplex ofBUBR1, BUB3, CDC20, and MAD2. J Cell Biol 2001; 154:925-936.

72] SZUMIEL 1. Monitoring and signaling of radiation-induced damage in mammalian cells.
Radiaton Res 1998; 150: 92-101.

73] SZUMIEL 1. The importance of the nuclear and cytoplasmic signaling in the cellular response
to ionizing radiation. Nukleonika 2000; 45: 215-220.

74 TAYLOR SS, HA E, MCKEON F. The human homologue of Bub3 is required for kinetochore
localization of Bubl and a Mad3/Bubl-related protein kinase. J Cell Biol 1998; 142: 1-11.
75] TAYLOR SS, HA E, MCKEON F. Kinetochore localization of murine Bubl is required for
normal mitotic timing and checkpoint response to spindle damage. Cell 1997; 89: 727-735.



PUNKTY KONTROLNE CYKLU KOMORKOWEGO 175

[76] TERCERO JA, DIFFLEY FX. Regulation of DNA replication fork progression through
damaged DNA by the Mecl/Rad53 checkpoint. Nature 2001; 412: 553-557.

[77] TINKER-KULBERG RL, MORGAN DO. Pdsl and Espl control both anaphase and mitotic
exit in normal cells and after DNA damage. Genes Dev 1999; 13: 1936-1949.

[78] TOPPER LM, BAST1IANS H, RUDERMAN JV, GORBSKY GJ. Elevating the level of
Cdc34/Ubc3 ubiquitin-conjugating enzyme in mitosis inhibits association of CENP-E with
kinetochores and blocks the metaphase alignment of chromosomes. J Cell Biol 2001; 154;
707-717.

[79] UHLMANN F, LOTTSPEICH F, NASMYTH K. Sister-chromatoid separation at anaphase
onset is promoted by cleavage of the cohesin subunit Sccl. Nature 1999; 400: 37-42.

[80] WATERMAN MJF, STAVRIDI ES, WATERMAN JLF, HALAZONETIS TD. ATM-de-
pendent activation of p53 involves dephosphorylation and association with 14-3-3 proteins.
Nature Genetics 1998; 19: 175-178.

[81] WATERS JC, CHEN R-H, MURRAY AW, SALMON ED. Localization of Mad2 to kineto-
chores depends on microtubule attachment, not tension. J Cell Biol 1998; 141; 1181-1191.
[82] WEINERT T. DNA damage and checkpoint pathways: molecular anathomy and interactions

with repair. Cell 1998; 94: 555-558.

[83] WELLS WAE. The spindle-assembly checkpoint: aiming for a perfect mitosis, every time.
Trends Cell Biol 1996; 6: 228-234.

[84] WIDELAK P. Wptyw uszkodzen DNA naregulacje cyklu komérkowego. Post Bioch 1997; 43:
85-90

[85] ZACHARIAE W, NASMYTH K. Whose end is destruction: cell division and the anaphase-
promoting complex. Genes Dev 1999; 13: 2039-2058.

[86] ZENG Y, FORBES KC, WU Z, MORENO S, PIWNICA-WORMS H, ENOCH T. Replication
checkpoint requires phosphorylation of the phosphatase Cdc25 by Cdsl or Chkl. Nature 1998;
395: 507-510.

[87] ZHAO H, PIWNICA-WORMS H. ATR-mediated checkpoint pathways regulate phosphory-
lation and activation of human Chkl. Mol Cell Biol 2001; 21: 4129-4139.

[88] ZHOU BS, ELLEDGE SJ. The DNA damage response: putting checkpoints in perspective.
Nature 2000; 408: 433-439.

Redaktor prowadzgcy - Jerzy Kawiak

Otrzymano: 13.12.2001 r.
Przyjeto:13.12.2001 r.
Adres autora: Pasteura 3, 02-093 Warszawa



http://rcin.org.pl



177

KOMUNIKATY

Uprzejmie informujemy, ze w dniach 4-7 wrze$nia 2002 roku w Miedzy-
zdrojach odbedg sie:
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na temat:
Fizjologia ipatologia rozrodu wtechnikach biologii komérkowej i molekularnej
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e Zagrozenia sSrodowiskowe procesu rozrodu

» Endokrynologia rozrodu: podwzgo6rze, przysadka, szyszynka, jajnik, jadro

* Indukcjajajeczkowania

» Zaptodnienie pozaustrojowe, hodowla pecherzykéw jajnikowych i zarodkow

e Zamrazanie komoérek jajowych i nasienia

» Biotechnologia rozrodu

* Zmiany genetyczne jako przyczyna nieptodnosci

» Techniki biologii molekularnej w ocenie morfologii i funkcji komorek zenskiego i
meskiego uktadu piciowego

* Varia

Organizatorami wsp6lnego dla obu towarzystw spotkania sa: Oddziat Szczecifski
Polskiego Towarzystwa Histochemikéw i Cytochemikoéw oraz Oddziat Szczecinski
Towarzystwa Biologii Rozrodu

Informacje:

Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii PAM,
al. Powstancéw WIkp. 72, 70-111 Szczecin
Tel/fax: Oprefiks91466 16 77
e-maii:tbrpth@ sci.pam.szczecin.pl
WWW:www.pam.szczecin.pl/tbr2002

W imieniu Komitetu Organizacyjnego
Prof dr hab. n. med. Lidia Wenda-Rézewicka
Prof dr hab. n. roi. Jan Udata
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Dostarczane na dyskietkach teksty powinny by¢ napisane w Wordzie, wersja 6,0 lub wczes$niejsa.
Jesli w tekst zostaty wstawione rysunki, powinny one zosta¢ umieszczone osobno na dyskietce. Powimy
to by¢ albo mapy bitowe (.TIF, ,PCX), albo pliki z Corela, wersja 5,0 lub wczeéniejsza. Kazda wena
Worda lub Corela pozwala na zachowanie pracy w formacie wersji wczesniejszej. Rysunki, schemay
zdjecia i wykresy w podpisach i w powotaniach w teksécie powinny nosi¢ nazwe rycina (Ryc.)i b;¢
numerowane kolejno.

Streszczenie ma mie¢ nastepujaca strukture:

j. polski j. angielski
Podstawy zagadnienia: jedno zdanie Background:
Podtytuty: do kazdego podtytutu 3-5 zdan Subtitles:
Whioski: 2 zdania Conclusions:
Stowa kluczowe: do 8 stow Key words:

Takie streszczenia standardowe moga by¢ wazne, gdyz obecnie czyta sie je komputerowo. Treé
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 2002 r.
Liczba odbitek 50 100 200 400
Cena zt 40,00 60,00 80,00 100,00
Zamoéwienie na odbitki musi by¢ ztozone wraz z przestang korekta pracy.
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IV O/Warszawa 12401053-40006576-2700-401112-001. Cena prenumeraty rocznika na rok 2002
dla instytucji (bibliotek) wynosi 90 zi, a dla odbiorcéw indywidualnych 30 zi.
Subscription orders for POSTEPY BIOLOGII KOMORKI for 2002 should be placed at locd
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.
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INFORMACJE DLA AUTOROW

POST EPY BIOLOGII KOMORKI drukujg artykuty przegladowe z zakresu najnowszych osiggnie¢ biologii
komorki, niepublikowane dotad w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadajg za $cisto$¢ podawanych informacji.
Obowiazuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym, anatomicznym i
embriojogicznym. Artykuty drukowane w POSTEPACH BIOLOGII KOMORKI nie moga by¢ 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, ktore nie odpowiadajg zadnej z
wymienionych specjalnosci.

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczaja:

1) artykuty przegladowe nie przekraczajace 15 stron maszynopisu i do 100 pozycji bibliograficznych koniecznie z ostatnich 5 lat
(natomiast wczesniejsze prace moga by¢ pracami przegladowymi);

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

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

Tekst pracy i zatagczniki nalezy przesyta¢ w dwdch egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ pisany jednostron-
nie na papierze formatu A4 w uktadzie normalnym 1800 znakéw na stronie. Ostateczna wersja tekstu i rysunki
(wskazowki 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 i adresy: w
pracy, domowy wraz z telefonem i e-mail, tytut pracy wjezyku 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 zaktadu naukowego, nazwisko i adres autora
prowadzacego korespondencje, informacje o dofinansowaniu pracy oraz skrét tytutu (do 40 znakdw). Nastepna strona
powinna zawiera¢ wjezyku polskim iangielskim streszczenie (do 1str.) oraz stowa kluczowe - 3 do 10 stéw zgodnych
z terminami w Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile sg tam zawarte. W tytule i streszczeniu mozna
stosowacjedynie powszechnie przyjete skroty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy rozpocza¢ od nowej strony. W tekscie
nie zamieszcza¢ tabel, schematéw lub rycin, ajedynie zaznaczy¢ otéwkiem na marginesie ich lokalizacje (np. tab. 1,
ryc. 1itp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane i numerowane rozdziaty oraz podrozdziaty. Od
nowej strony nalezy podac spis literatury. Skroty nazw czasopism podawac nalezy wedtug Index Medicus (listy
czasopism publikowane sa 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 zestawi¢
alfabetycznie wedtug nastepujacego wzoru:

111 HN1LICA LS, McLURE ME, SPELTZBERGTC. Histone biosynthesis and the cell cycle. |w| Philips MP, Schwartz E [red.]
Histone and Nucleohistones. London, New York: Philips, Plenum Press 1977: 60-64.

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

Tabele, opisy schematéw i rycin powinny by¢ zatagczone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki musza by¢
wykonane w postaci nadajacej sie do reprodukcji. Fotografie powinny by¢ kontrastowe i wykonane na btyszczacym
papierze. Barwne ryciny i zdjecia sa ptatne.Wymiary poszczegdinych rycin, schematow i fotografii nie moga
przekracza¢ 125 x 180 mm lub ich potowy. Jezeli zalaczniki sg zapozyczone z innych Zrédet, nalezy poda¢, skad
zostaty zaczerpniete i dotagczy¢ 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 i dotu ilustracji. Jednostki miar muszg by¢ zgodne z uktadem St.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrétow uzgodnionych z autorem. Autor zobowigzany jest do wykonania korekty
autorskiej i zwrécenia jej w ciggu doby. Koszty, spowodowane wiekszymi zmianami tekstu wprowadzanymi w korekcie poza
poprawkami btedéw drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymuja bezptatnie 1egz. zeszytu PBK z opublikowang pracg oraz moga
zamoéwi¢ odbitki odptatnie odsytajac korekte. Redakcja prosi o propozycje do 5 oséb (nazwisko, imig, adres, fax), ktére bytyby
odpowiednimi recenzentami maszynopisu, nie powinny jednak by¢ pracownikami instytucji, w ktdérej pracuje autor, ani jego
wspotpracownikami.Poprawionapo recenzji wersje pracy nalezy zwrdécic¢ 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 dotgczenie do maszynopisu tytutu artykutu i podpisanej odpowiedzi na nastepujace 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 znajg i akceptujg prace. tak nie Dotgczono kopie pracy wraz z rycinami na dyskietce

Jest zgoda o0séb, ktérych informacje niepubli- z podaniem nazwy pliku i uzytego programu edycyjnego

kowane sg zamieszczone w teks$cie artykutu tak nie z komputera IBM tak nie
Odpowiadam za cato$¢ pracy opisanej w zat. maszyn. tak nie

Wyrazam zgode na to, ze artykut po przyjeciu do druku w "Postgpach Biologii Komoérki" przechodzi na wtasno$¢ Fundacji Biologii Komorki i
Biologii Molekularnej i jego reprodukcja wymaga zgody redakcii. podpisy wszystkich autoréw
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