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W tym Zeszycie PBK

Hipotezy opisujgce zasady funkcjonowania uktadu sygnatowego aktywacji mitozy oraz
punktéw kontrolnych cyklu komérkowego opisano na stronie 631 i dalszych. Po-
dobne problemy byty dyskutowane wczesniej w “Postepach” w zwigzku z Na-
groda Nobla 2001 dla L.Hartwella, P. Nurse’a i T.Hunta (PBK 2002; 29, 157-
175).

Tréjniciowy DNA moze powsta¢ w wyniku swoistych oddziatywan jednoniciowych
oligonukleotydéw z sekwencjami dwuniciowego DNA. Istnieje wiele potencjal-
nych zastosowan strategii indukcji struktur trojniciowych przez te czasteczki. Wiecej
na ten temat jest na stronie 647.

ALCAMY/166 jest adhezyjng czasteczkag wystepujaca na powierzchni komorek pra-
widtowych i nowotworowych. W trakcie rozwoju raka prostaty, czerniaka ztosli-
wego czy raka piersi komorki poczatkowo majg wiekszg ekspresje CD 166, a
potem jg tracg. Opis tych zachowan komorek jest na stronie 663.

Opis niektérych mechanizméw molekularnych zwiazanych z réznicowaniem sie ko-
morek paczka ogonowego jest na stronie 681.

W ostatnich latach zwraca sie wiekszg uwage na mozliwo$¢ uzycia roélin do usuwa-
nia lub inaktywacji zanieczyszczen gleby i wod powierzchniowych. Rosliny moga
chelatowac jony metali, ktore przedostajasie do ich cytoplazmy. Te kompleksy sg
potem transportowane do wakuoli (patrz strona 717).
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KOMORKOWE SYSTEMY REGULACYJNE.
MECHANIZMY SPRZEZEN ZWROTNYCH
| ZALEZNOSC SUBSTRAT-PRODUKT
W CYKLU KOMORKOWYM

CELLULAR REGULATORY SYSTEMS. MECHANISMS OF FEEDBACK
LOOPS AND SUBSTRATE-PRODUCT DEPENDENCY
IN THE CELL CYCLE

Dorota RYBACZEK i Janusz MASZEWSKI

Katedra Cytofizjologii, Uniwersytet t.édzki

Streszczenie: Prawidtowa kolejno$é zdarzen w przebiegu cyklu komérkowego nadzorowana jest przez
skomplikowany mechanizm molekularny, w ktérym punkty kontrolne petnig funkcje szlakéw transduk-
cji sygnatu uruchamianych zaréwno po wykryciu zaburzen w montazu struktur komérkowych, jak i w
prawidtowym przebiegu kolejnych etapéw interfazy i mitozy. System tych punktéow we wiasciwym
czasie wiacza i wylacza kluczowe enzymy sterujace cyklem komoérkowym, a wszelkie sygnaty o zakié-
ceniach czynnosci lub strukturalnych uszkodzeniach zamienia w reakcje blokujace synteze DNA lub
hamujace inicjacje podziatu komorki. Ten wihasnie fakt jest powodem zdominowania eksperymental-
nych prac nad mechanizmami kontrolujgcymi przebieg cyklu komérkowego przez biologie zwigzang z
medycyna. Szlaki sygnatowe i ich wzajemne potaczenia tworzg sie¢ przenoszaca informacje ze $rodo-
wiska zewnetrznego do wnetrza komorki wzbudzajac odpowiedzZ na poziomie biochemicznym lub fizjo-
logicznym. W artykule przedstawiono najnowsze hipotezy opisujace zasady funkcjonowania: (!) syste-
mu sygnatowego aktywacji mitozy, w ktérym posredniczy fosfataza Cdc25 oraz (2) punktéw kontrol-
nych cyklu komdérkowego. Sugeruja one, ze inicjacja mitozy jest procesem wykazujagcym cechy uktadu
bistabilnego, podczas gdy punkty kontrolne funkcjonuja, prawdopodobnie, dzieki mechanizmom pozy-
tywnych i podwdjnie-negatywnych petli sprzezeh zwrotnych, a takze systemowi zaleznosci typu
substrat-produkt.

Stowa kluczowe: cykl komoérkowy, punkty kontrolne, sprzezenia zwrotne, zalezno$¢ substrat-produkt.

Summary: Temporal ordering of events in the celi cycle is directed by a highly sophisticated control
system. Their checkpoints arc signal-transduction pathways spécifie for either abnormaly or incomple-
tely assembled cellular structures. Since the main role of all thcsc checkpoints is to make a decision,
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whether or not the cell division cycle has to be continued, particular elements ofthese control mechanisms
deserve special attention as promising targets for pharmacological treatment of cancer. Signalling path-
ways are interconnected and form a complex network that carries information from the outside to the
inside of the cell and, then, execute biochemical or physiological responses. Here we review recent
advances in our understanding of the higher-order biological functions of (1) the natural, well-known
signaling system responsible for the Cdc25-mediatcd activation of mitosis, and (2) the basic properties of
the cell cycle checkpoints. Initiation of mitosis has been shown to exhibit bistable responses, while cell
cycle checkpoints have been shown to function as an oscillator with positive, double-negative feedback
loops and substrate-product dependencies.

Key words: cell cycle, cell cycle checkpoints, feedback loops, substrate-product dependency.

WSTEP

WSsrod tysiecy réznych typOw czasteczek, ktorych kompleksy budujg komorki
zywych organizmoéw, skladnikiem uprzywilejowanym jest podstawowy no$nik
informacji genetycznej - podwdjna helisa kwasu dcoksyrybonukleinowego. Czasteczki
DNA wchodzace w sktad genomu stanowig podstawe piramidy ztozonej z wszystkich
pozioméw struktury komérki; decydujg o jej wihasciwosciach, a zarazem o wiasci-
wosciach catego organizmu. Warunkuja jego zdolno$¢ do odtwarzania elementéw
zuzytych i uszkodzonych, a takze wilasne powielanie sig, utrzymujac zarazem
pokoleniowg ciggtos¢ gatunku. Chociaz inne sktadniki komorki peinig jedynie role
czynnikéw wykonawczych, genom jadrowy - bez otaczajacej go cytoplazmy - nie
jest zdolny do przejawiania jakiejkolwiek ze swych licznych funkcji. Komorka jest
zatem elementarng jednostka zycia, jako nosnik zdolnoSci przyswajania i przet-
warzania materii, wzrostu i reprodukcji. Chociaz ostatecznym kresem analizy gene-
tycznej jest gen, nie cechuje go jednak autonomia; najczesciej wyraza sie on w
sposéb zalezny od ekspresji wiasnej i biatkowych produktéw innych gendw. Rozwoyj,
forme i wiasciwosci organizmu wyznacza wiec cato$¢ materialu genetycznego -
urzeczywistniona w komorce i organizmie szczegélna kombinacja genéw, systemow
regulacji ich transkrypcji i sekwencji niekodujacych.

Zrozumienie fizjologii zywych komérek poprzez opracowanie metod funkcjonalnej
interpretacji tresci zakodowanych w genomie jest najwazniejszym lub wrecz
ostatecznym celem biologii molekularnej. Rozmiary tego przedsiewziecia sa ogromne,
a jego realizacja wigze sie z podjeciem badan nad procesem wieloetapowym, ktérego
pierwszym poziomem jest ttumaczenie sekwencji nukleotydowych na jezyk sekwencji
aminokwasow. Dopiero woéwczas, liniowo zestawione grupy aminokwasowe
rozpocza¢ moga proces formowania trojwymiarowych czasteczek biatkowych. Wias-
ciwosci biatka i mozliwo$¢ przenoszenia funkcji na ztozone sieci wzajemnie na siebie
oddziatujgcych makroczasteczek okreslone sg przez ostateczny ksztatt tych molekut.
Ich skoordynowane funkcjonowanie determinuje - z kolei - fizjologiczne witasciwosci
komorek zywych [34],
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1. KOMORKOWE SYSTEMY REGULACYJNE

W artykule opublikowanym w Nature w 1999 roku [15] Hartwell i wsp.
opowiedzieli sie za celowoscig podejmowania préb identyfikacji ,,modutéw” w obrebie
krytycznych pozioméw organizacji biologicznej - funkcjonalnych jednostek zbudo-
wanych z wielu typéw czasteczek, ksztattujagcych interaktywne zwigzki miedzy takimi
komponentami komorki, jak: DNA, RNA i biatka. Dowodami realnosci istnienia
takich modutéw sg zrekonstruowane in vitro wielosktadnikowe systemy obdarzone
zdolnoscig do syntezy bialek, replikacji DNA, glikolizy, a nawet formowania struktur
wrzeciona podziatowego [20].

Wiekszos$¢ reakcji biochemicznych zachodzacych w komérce ma charakter od-
wracalny. Biatka ulegaja procesom fosforylacji i defosforylacji, biatka G oscyluja
miedzy forma zwiazang z GTP lub stanem zaleznym od GDP, wtérne przekazniki
sg syntetyzowane i degradowane lub uwalniane i sekwestrowane, biatka importowane
sg do jadra komdrkowego lub eksportowane poza jego obszar. Nawet proteoliza jest
- W pewnym sensie — procesem odwracalnym, poniewaz ubytki biatek zdegra-
dowanych mogg by¢ kompensowane syntezg ich czasteczek de novo. Nie oznacza
to, oczywiscie, ze istniejg wytgcznie transformacje odwracalne. Okresem wzglednej
stabilnosci komorki jest jej stan zrdznicowania; trwa on lata lub dekady, az do
momentu pojawienia sie bodZca przetgczajacego systemy regulacyjne komérki w taki
sposob, ze inicjuje ona droge ,,powr6t” do stanu odréznicowanego, fizjologicznie
bliskiego jej macierzystym formom pierwotnym [7].

Wsrod czterech faz, jakie tradycyjnie wyrdznia sie w cyklu komérkowym, dwie
majg znaczenie szczegolne. Jest to faza S - okres replikacji DNA oraz faza M
mitoza - okres rozdziatu podwojonego materiatu genetycznego do jader komdrek
potomnych w taki spos6b, aby pod wzgledem zawartosci i jakosci materiatu
genetycznego byly one identyczne z jadrem komorki macierzystej. Przykladem na
nieodwracalno$¢ transformacji w przebiegu cyklu komorkowego jest przejscie z fazy
Gn do mitozy (fazy M). Po zainicjowaniu podzialu mitotycznego, komdrki nie sg
juz w stanie powrdci¢ do fazy G, (do nielicznych wyjatkow nalezg jadra komorkowe
ulegajace endomitozic [12] oraz profazowe komérki PtK™ salamandry hodowane w
warunkach in vitro, w ktérych odwracalnie indukowano powr6t do antefazy na
skutek schitodzenia do temperatury 20°C [28]). Jak zatem wyjasni¢ fakt, ze procesy
odwracalne, aktywujgce szlaki sygnatowe komérek, prowadzg do zmian determi-
nujacych ich losy w sposdb nieodwracalny? Pytanie to staje sie szczegdlnie trudne,
gdy uswiadomimy sobie, ze procesy fosforylacji i defosforylacji mierzone sg w skali
minut, istnienie biatek zas - w skali godzin [7], Wyjasnienie kryje sie prawdopodobnie
gdzie$ w teorii Monoda i Jacoba - w specyficznych obwodach transdukcji sygnatu,
zdolnych ,,zapamieta¢” chocby przejsciowo tylko funkcjonujacy bodziec ,,r6znico-
wania” jeszcze dtugo po ustgpieniu jego dziatania. Kazdy z tych obwodéw, zbudowany
w komodrkach prokariotycznych z dobrze poznanych elementéw regulacyjnych,
stanowi odmiane petli podwadjnie-ujemnych sprzezen zwrotnych (ryc. la). Petle takie
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RYCINA 1. Dwustabilno$¢ systeméw transdukcji sygnatu, (a) Petla podwdjnie-ujcmncgo sprzezenia
zwrotnego. Biatko A blokuje biatko B, natomiast biatko B blokuje biatko A. Stan stabilny osiggany jest
wtedy, gdy biatko A ulega ekspresji, a biatka B nie ma lub jest nieaktywne, a takze wowczas gdy biatko
B ulega ekspresji, a nie ma biatka A lub jest, ale nieaktywne. Stan stabilny nic moze by¢ osiggniety, jesli
obydwa biatka sg aktywne lub obydwa sg nieaktywne. W tego typu petli wahania miedzy stanem
aktywnym biatka A lub stanem aktywnym biatka B wynika¢ moga z bodZcowego dziatania czynnikéw
modyfikujacych stan elementéw w uktadzie sprzezen zwrotnych, (b) Petla pozytywnego sprzezenia
zwrotnego. W tym przypadku, biatko A aktywuje biatko B, a biatko B aktywuje biatko A. Powstajacy
wowczas stan stabilny charakteryzowac sie moze aktywnoscig lub brakiem aktywnosci obu biatek (A i
B), jednak nie moze by¢ skutkiem aktywnos$ci wylacznie jednego z nich. Obydwa rodzaje sprzezen
zwrotnych stanowi¢ moga przyczyne samonapedzajacych sie odpowiedzi komérkowych, utrzymujacych
sie dlugo po zaprzestaniu dziatania bodzca (rysunek na podstawie [7], zmodyfikowany)

umozliwiaja pojawienie sie fazy stabilizacji jednego z dwdéch standéw alternatywnych
(albo A, albo B), trwajacej do chwili zadziatania bodZca wymuszajagcego zmiane
stanu. Powstajacy wowczas system regulacyjny formuje uktad dwustabilny. Tego
typu obwody, ztozone z petli podwojnie ujemnych sprzezeh zwrotnych, stanowity
podstawe hipotezy ttumaczacej istote samoutrzymujacych sie (self-sustaining)
wzordw ekspresji gendw. Obecnie, dzieki znajomosci licznych modyfikacji potrans-
lacyjnych, z réwnym powodzeniem moga one wyjasnia¢ formowanie sie analo-
gicznych uktadéw sterujacych aktywnoscig biatek. Samoutrzymujace sie wzory
ekspresji genéw lub aktywnosci biatek ksztattowa¢ moga takze dodatnie sprzezenia
zwrotne (ryc. Ib). W takim przypadku, system oscyluje miedzy stanem, w ktérym
dziatajg obydwa jego elementy (i A, i B) albo nie dziata zaden (ani A, ani B).
Powstanie uktadu dwustabilnego wigze sie z formowaniem dwoéch rodzajow
sprzezen zwrotnych: dodatniego (ryc. la), podwdjnie ujemnego (ryc. Ib), a takze z
wystgpieniem reakcji o charakterze autokatalitycznym. Istnienie samych tylko petli
sprzezen zwrotnych nie gwarantuje osiggniecia dwustabilnosci [9]. W systemie petli
sprzezen zwrotnych musi pojawié sie nieliniowos¢, wynikajaca z kooperacyjnej,
»ultrawrazliwej” reakcji enzyméw na oddziatywania regulatorow nadrzednych. Sita
kazdego z obu elementow formujacych petle sprzezenia zwrotnego musi by¢ zrow-
nowazona; jesli bedzie zbyt mocna lub zbyt staba, doprowadzi jedynie do powstania
uktadu jednostabilnego. Osiggniecie dwustabilnosci nie gwarantuje jednak
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nieodwracalnosci proceséw komérkowych. Uktad taki wykazuje zawsze pewien
stopien histerezy, co oznacza, ze jego przelgczenie z jednego stanu w drugi jest
trudniejsze niz utrzymanie go w stanie juz zmienionym.

Analiza modularna, obejmujaca rdzne poziomy organizacji biologicznej, poczawszy
od zbiorowisk czgsteczek poprzez systemy komorkowe az do poziomu calego
organizmu, a nawet populacji wielogatunkowych - wkrétce sta¢ sie moze niezbednym
narzedziem w poszukiwaniach wyjasnien funkcjonalnych. Obecnie jest nowym
wyzwaniem intelektualnym, pomaga w formutowaniu hipotez i ich weryfikacji. Prace
eksperymentalne nad konstrukcjg prostych, sztucznych systeméw dwustabilnych
prowadzone sg w laboratoriach wykorzystujacych transgeneze komérek bakterii (E.
coli [11]) i drozdzy (5. cerevisiae [2]) o zsekwencjonowanych genomach. Najlepiej
poznanym, naturalnym systemem biatkowym, funkcjonujacym w procesie transdukcji
sygnatu jako przetacznik dwustabilny, jest kaskada reakcji aktywowanych kinazg
MAP (kaskada MAPK; mitogen-activated protein kinase) w oocytach Xenopus laevis
stymulowanych progesteronem. Kaskada ta uruchamiana jest z chwilg indukcji
procesu dojrzewania oocytow. Wychodza one wowczas z dtugotrwatego stanu bloku
w fazie G,, konczg pierwszy podziat mejotyczny i ponownie zatrzymujg sie w
metafazie Il podzialu mejotycznego, wyposazone w aktywng forme kinazy Cdkl i
aktywng kinaze p42 MAPK [24], Dojrzewanie oocytow ma charakter nieodwracalny,
a jego indukcja przebiega zgodnie z zasadg ,,wszystko, albo nic” [25]. Komorki
poddane stymulacji hormonalnej albo dojrzewaja, pozbawione odtagd mozliwosci
rewersji do stanu poprzedniego, albo trwajg w stanie niezmienionym. Tak wiec, jeden
z wielu poziomow regulacyjnych, funkcjonujgcych w kaskadzie MAPK, przeksztatca¢
musi stopniowo nasilajace sie dziatanie bodzcowe progesteronu w reakcje o skutku
nieodwracalnym, determinujacym ostatecznie los komérki.

1.1. System regulacyjny inicjacji mitozy

Rozwazania na temat systemdw sprzezen zwrotnych, przeniesione na ptaszczyzne
funkcjonalnej organizacji komoérek wyzszych Eukaryota, nieuchronnie prowadzic¢
muszg do jednego z najbardziej skomplikowanych uktadéw regulacyjnych, juz od
dawna uznawanego za potencjalnie dwustabilny. Potencjalnie, poniewaz kwestii tej
nie rozstrzygnely jeszcze ostatecznie dowody eksperymentalne [7], Chodzi o proces
formowania i aktywacji MPF (M-phase Promoting Factor lub Maturation Promoting
Factor) - kompleksu cyklinozalezncj kinazy Cdkl (cyclin-dependent kinase /, znanej
takze jako Cdc2 oraz p34ct-) z cykling B, indukujacego przejscie z interfazy do
mitozy. Wydaje sie rzecza niemal bezsporna, ze sprzezenia zwrotne w biochemicznym
systemie aktywacji MPF tworzg molekularny aparat przelgcznikowy, natomiast
nieodwracalnos$¢ przejscia G,—»M jest prawdopodobnie konsekwencjg mechanizmu
jego dziatania.

Aktywacja MPF to do$¢ dobrze poznany, wieloetapowy proces, rozpoczynajacy
sie w chwili potgczenia enzymatycznie nieaktywnego monomeru kinazy Cdkl z jej
podjednostka regulatorowsg - cykling B (m.in. [18, 33]). Przed rozpoczeciem mitozy,
w wyniku fosforylacji katalitycznej czeSci Cdkl na treoninie 14 (TI4) i tyrozynie 15



636 D. RYBACZEK. J. MASZEWSK1

(Y15), kompleks Cdkl-cyklina B utrzymywany jest w stanie nieaktywnym. Inhibicyjne
fosforylacje Cdkl katalizowane sg przez biatkowa kinaze Weel (fosforylujaca Y15)
oraz Mytl (fosforylujagcg zarbwno T4, jak i Y15 [18]). W trzeciej, aktywujacej
fosforylacji uczestniczy kinaza CAK (Cdk activating kinase; kompleks kinazy Cdk7
i cykliny H) [31]. Przenosi ona grupg fosforanowa na treonine 161 (TI161), zmieniajac
zarazem konformacje kinazy Cdkl w obrabie tzw. petli T. Odstonieta zostaje wéwczas
kieszeh wigzaca ATP, co umozliwia przeniesienie pojedynczej grupy fosforanowej na
jedna z hydroksylowych grup w biatkowym substracie kompleksu MPF. Przejawienie
sie jego wiasciwosci enzymatycznych, bezposrednio zwigzane z inicjacjg mitozy,
nastgpi¢ moze jednak dopiero po defosforylacji kinazy Cdkl przez fosfataze o
podwdjnej specyficznosci - Cdc25C (cyt. za [4]).

Podstawowe wiasciwosci petli sprzezen zwrotnych opisanego tu systemu
regulacyjnego, ujawnione zostaty w serii doswiadczen przeprowadzonych na modelu
cytoplazmatycznych ekstraktéw komorek jajowych Xenopus [32], Badania te wykazaty,
ze w ekstraktach ,,interfazowych”, zawierajgcych nieaktywne kompleksy Cdkl-cyklina
B, szybkos¢ inhibicyjnej fosforylacji Y15 jest wysoka, a tempo defosforylacji -
stosunkowo niskie. W ekstraktach ,,mitotycznych”, wyposazonych w aktywne
kompleksy kinazy Cdkl-cyklina B, tempo inaktywujacej fosforylacji tyrozyny 15 w
czasteczkach kinazy jest niskie, natomiast szybkos$¢ defosforylacji - wysoka. Tak wiec,
w sposob posredni lub bezposredni, kompleks MPF pobudza katalityczne wiasciwosci
swojego aktywatora, formujac petle dodatniego sprzezenia zwrotnego. Réwnoczesnie
blokuje dziatanie wiasnego supresora, tworzac - tym razem - petle sprzezenia
zwrotnego o charakterze podwdjnie-ujemnym. Wyrazajac to samo w symbolach
enzymow katalizujgcych poszczegoélne reakcje: aktywacja Cdkl na poczatku mitozy
jest efektem jednoczesnego blokowania Weel i Mytl oraz stymulacji Cdc25C.

Aktywacja fosfatazy Cdc25C wigze sie z fosforylacjg kilku jej reszt amino-
kwasowych w N-koncowym odcinku czasteczki. W procesie tym uczestniczg co
najmniej dwie kinazy. Jedng z nich jest kompleks Cdkl-cyklina Bl (tworzgc wraz z
Cdc25C opisane juz dodatnie sprzezenie zwrotne), drugg - Piki (Polo-1_ike kinase
/). Homolog Ptk u Xenopus - PIxI - fosforyluje i aktywuje Cdc25C in vitro i jest
niezbednym czynnikiem aktywacji Cdc25C zaréwno w komorkach jajowych, jak i
w bezkomérkowych ekstraktach cytoplazmatycznych [21, 29]. Wszelkie cechy
prawdopodobienstwa wydaje sie wiec mie¢ nastepujacy tafncuch zdarzen: poczatkowa,
by¢ moze czesciowa aktywacja Cdc25C, dokonujgca sie prawdopodobnie przy udziale
Piki, prowadzi do catkowitego zaktywowania kompleksow Cdkl-cyklina B. Pierwsza
petla dodatniego sprzezenia zwrotnego moze by¢ dodatkowo wzmocniona zdolnoscig
MPF do inaktywujgcej fosforylacji kinaz Weel [22] i Mytl [23].

Aktywacja Cdkl w ekstraktach komorek jajowych Xenopus, a takze inicjacja
mitozy w licznych liniach komoérek zwierzecych prowadzg do kolejnych podwdjnie-
ujemnych sprzezen zwrotnych, wynikajacych z pobudzenia katalitycznych funkcji
kinazy p42 MAPK. Efektem jej aktywacji jest zwolnienie tempa destrukcji cyklin
[35] i zablokowanie inhibicyjnej wobec Cdkl aktywnosci kinazy Mytl [26].
Przyktadem dodatniego sprzezenia zwrotnego jest réwniez stymulacja procesu



SYSTEMY REGULACYJNE W CYKLU KOMORKOWYM 637

translacji cyklin pod wptywem aktywacji Cdkl w oocytach Xenopus. Istniejg takze
dowody wskazujgce na stymulujace oddziatywanie Cdkl wobec Piki, co tworzy
kolejny mechanizm potencjalnego sprzezenia zwrotnego [1].

Uktad regulacyjny, funkcjonujacy przy pomocy systemu petli sprzezen zwrotnych,
prowadzi¢ moze do dwustabilnosci procesu aktywacji kinazy Cdkl [7]. Poziom
cykliny B stopniowo zwigksza sie w trakcie fazy G,, osiggajac maksimum w mitozie.
Synteza coraz wiekszej liczby czasteczek cykliny B (lub innego bodzca wyzwa-
lajagcego mitoze) i stopniowy wzrost ich stezenia moze ,,przetgcza¢” komorke ze
stabilnego stanu interfazowego (z ufosforylowang na T14 i Y15, nieaktywna kinazg
Cdkl, z wytgczong pod wzgledem czynnosciowym kinaza PIx! i fosfatazg Cdc25C,
natomiast aktywnymi kinazami Weel i Mytl), w catkowicie odmienny stan
mitotyczny (z aktywnymi czasteczkami: Cdkl, PIxl i Cdc25C, a nieaktywnymi
kinazami Weel i Mytl). Osiagniety tg drogg status ,,mitotyczny” utrzymywac sie
moze do chwili, zaleznej od kompleksu Cdkl-cyklina B, aktywacji APC/C (gna-
phase promoting cpmplex/eyclosome) - kompleksu promujacego anafaze, ktory
wymusi ponowne ,,przetaczenie” fizjologii komorki, doprowadzajac ostatecznie do
osiggniecia stanu interfazowego. Dwustabilnos¢ aktywacji Cdc2 stanowitaby jedno-
czesnie gwarancje rozdzielnosci fazy G, i mitozy (pozbawionej elementu continuum
stanéw) i nieodwracalnosci przejscia Cf—>M.

Podczas interfazy kompleksy Cdkl-cyklina Bl wystepujg wylacznie w cytoplazmie
badz to w postaci wolnej, badZ w postaci zasocjowanej z siecig mikrotubul i
centrosomami [3, 17]. W pdznej profazie wiekszo$¢ z nich ulega gwattownej
translokacji do jadra komoérkowego, co jest skorelowane w czasie z rozpadem otoczki
jadrowej [14]. Cze$¢ kompleksow Cdkl-cyklina Bl pozostaje, w profazie, na terenie
cytoplazmy w formie zwigzanej z dzielagcymi sie centrosomami [3].

Czy istnieje zwigzek miedzy translokacjg komplekséw Cdkl-cyklina Bl do jadra
komadrkowego, a procesem ich gwattownej aktywacji, na poczatku mitozy? Mozliwe
sg dwie, alternatywne odpowiedzi:

(1) aktywacja Cdk! nastepuje w cytoplazmie i jest zjawiskiem catkowicie niezaleznym
od jadrowego importu tej kinazy;

(2) aktywacja Cdk ! jest écisle uzalezniona od importu komplekséw Cdk ! -cyklina B!
oraz Cdc25C do jadra komorkowego.

Woyjasnienie tej kwestii wydaje sie bardziej ztozone: aktywacja Cdkl jest
prawdopodobnie niezalezna od importu, ale import moze wptywa¢ na Kinetyke
procesu aktywacji Cdkl [33].

Odlegte juz w czasie badania nad komoérkami zarodkéw jezowcéw i ptazéw
wykazaty, ze naturalne oscylacje aktywnosci MPF (przejawiajace sie zmiennoscig sity
oddziatywania czynnika promujgcego mitoze) nie ulegajg zaburzeniom po enukleacji.
Fizjologiczne wahania aktywnosci Cdkl obserwuje sie takze w cytoplazmatycznych,
bezjagdrowych ,,ekstraktach Xenopus" [13]. W jajowych komérkach rozgwiazd
aktywacja kinazy Cdkl poprzedza jej import do jadra. Niektére zjawiska cytoplaz-
matyczne zwigzane z mitozg (np. podziat centrosoméw), a uzaleznione od
katalitycznych funkcji komplekséw Cdkl-cyklina Bl, nastepujajeszcze przed migracja
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cykliny Bl do profazowego jadra komérki. Wydaje sie wiec, ze — co najmniej w
niektérych komérkach - jadrowy import Cdkl nie jest warunkiem jej aktywacji [10].

Istniejg jednak mocne argumenty teoretyczne sugerujace, ze skoordynowany import
cykliny Bl i Cdc25C do jadra powinien wspomagaé i nasilaé proces aktywacji Cdkl.
Wiekszosci z nich dostarczyty matematyczne analizy Ferrella [6, 7], poswiecone
»ultraczutym”, ,.bramkujacym” przetgcznikom molekularnym, ktérych organizacja
funkcjonalna wykazuje tendencje do preferowania zréznicowanych reakcji: stabych - w
odpowiedzi na dziatanie stabych stymulatoréw, natomiast silnych - w odpowiedzi na
stymulatory efektywne, ktdrych sita przekracza okreslony poziom progowy. Takie wiasnie
cechy mechanizmu przetgcznikowego wykazuje system aktywacji Cdkl, ktory poprzez
whbudowane wen petle sprzezen zwrotnych, eliminuje wpltyw stabych induktoréw, chronigc
komorke przed zbyt wczesng inicjacjg mitozy. Dziatanie tego mechanizmu wydaje sie
jednak szczegoOlnie istotne w obszarze profazowej, kondensujacej chromatyny; aktywacja
CdKkl jest tam silnigjsza, a osiggniety poziom zaktywowania Cdkl bardziej stabilny. Uktad
regulacyjny, sterujacy transportem cykliny Bl i Cdc25C do jgdra komoérkowego, stwarzaé
wiec moze warunki zwiekszajgce efektywnos$¢ systemu przetacznikowego, ktérego
podstawowym zadaniem jest gwaltowna aktywacja kinazy mitotycznej. Po pierwsze,
import komplekséw Cdkl-cyklina Bl oraz czasteczek fosfatazy Cdc25C eliminowa¢ moze
calg wewnatrzjagdrowa aktywnos$¢ kinazy Weel, obnizajac jej skutecznos¢ jako inhibitora.
Efekt ten wzmocniony jest zapewne dodatkowo dominujgca w profazie translokacjg Weel
do cytoplazmy. Po drugie, migracja Cdkl - w kierunku przeciwnym - usuwa te kinaze
z obszaru dziatania jej inhibitora cytoplazmatycznego, Mytl [8], Dziatanie to wigze sie
nie tylko z blokujacg aktywnos$¢ Cdkl fosforylacjg T14 i Y15, ale takze z bezposrednig
interakcjg C-koncowej domeny Mytl, hamujaca takze inne funkcje Cdkl, niezbedne w
trakcie przejscia komorki z interfazy do mitozy [25].

2. PUNKTY KONTROLNE CYKLU KOMORKOWEGO

Miedzy jednym pokoleniem komérek a drugim, podobnie jak miedzy pokoleniami
organizmow, istnieje ciggtos¢. Jej podstawg jest niezwykta wierno$¢ przekazu gene-
tycznego - precyzyjne powielanie informacji za sprawa aparatu replikacji DNA oraz
rozdzielanie dokfadnych, kompletnych replik genomu, dzieki sprawnosci mechanizmow
mitozy. W jakim$ sensie, obie te aktywnosci realizujg wiec zadania catkowicie przeciwne.
Faza S podwaja zawartos¢ DNA, a mitoza dzieli to, co zostalo podwojone, miedzy jadra
potomne. By¢ moze, pierwotne komorki taczyly oba te procesy w jednym stadium swego
zycia, zachowujac archetypowy $lad tej pradawnej synchronii w zasadach reprodukcji
prostych organizméw bakteryjnych. Wzrastajgca ztozono$é genoméw stopniowo
wymuszata przemienno$¢ faz, a silna presja selekcyjna w toku ewolucji, przeksztatcata
zmiany o charakterze oscylacji w mechanizm wykluczajacy jednoczesno$¢ obu stanow.
Dlatego tez, z reguty, fazowa organizacja cyklu komoérkowego u wyzszych Eukaryota
rozdziela replikacje jadrowego DNA i mitoze, doskonale synchronizujac je zarazem z
procesami objetosciowego wzrostu cytoplazmy [5].
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RYCINA 2. Lokalizacja wybranych punktéw kontrolnych w przebiegu cyklu komérkowego

Funkcje nadzorczg nad integralnoscig genomu petnig punkty kontrolne cyklu
komdrkowego {celi cycle checkpoints) (ryc. 2). Ich rola polega na nieustannym
monitorowaniu przebiegu proceséw metabolicznych, na ksztattowaniu miedzy nimi
silnych i rygorystycznych zaleznosci. Dziatanie punktow kontrolnych sprawia, ze
rozpoczecie mitozy staje sie mozliwe dopiero po ukonczeniu replikacji i naprawy
DNA. U stosunkowo prostych organizméw, takich jak haploidalne drozdze, funk-
cjonalna sprawnos$¢ punktoéw kontrolnych warunkuje przezycie catego organizmu.
W organizmach wielokomorkowych, diploidalnych, w tym takze u ludzi, nadzér nad
integralno$cig genomu jest strategig obrony przed rozwojem nowotworow i przekazem
choréb o podtozu genetycznym [30].
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2.1. Hartwell i Weinert: Zalezno$ci przyczynowo-skutkowe

Szczegodlnie istotny wkiad w poznanie mechanizméw rzadzacych przebiegiem cyklu
komorkowego i organizacja jego punktéw kontrolnych wniosty badania genetyczne
prowadzone na dwoch modelach doswiadczalnych: drozdzach rozszczepkowych
(Schizosaccharomyces pombe) i drozdzach paczkujacych (Saccharomyces cerevisiae).
Pod wieloma wzgledami gatunki te sg bardzo podobne, a ich mechanizmy
sensoryczne, wykrywajgce zaburzenia funkcjonalne, uszkodzenia DNA lub defekty
replikacyjne, angazujg najczesciej biatka o znacznej homologii. Jednak szlaki
biochemiczne komérek S. pombe i 5. cerevisiae roznig sie czesto wrecz zasadniczo.
Niektore biatka drozdzy rozszczepkowych, niezbedne dla sprawnego dziatania
punktow kontrolnych, nie majg swoich odpowiednikéw ws$réd biatek drozdzy
paczkujacych. Co wiecej, mechanizmy blokujace inicjacje mitozy u obu gatunkéw
sg catkowicie odmienne, poniewaz rozne sg sposoby podziatu ich komérek [30].

Badania mechanizmoéw genetycznych, sterujgcych dynamikg proliferacji obu
gatunkéw drozdzy, a takze analizy biochemiczne, w ktorych obiektem badan sg
oocyty Xenopus lub ich cytoplazmatyczne ekstrakty, dostarczajg coraz wiecej
argumentéw wskazujacych na sekwencyjng, a zarazem hierarchiczng organizacje
uktadéw kontrolnych cyklu komérkowego. Organizacja ta sytuuje sie wiec na dwoch
ptaszczyznach analizy: poziomej i pionowej, ktére rozigczy¢é mozna tylko dla
uproszczenia wyjasnien. Po pierwsze, postrzegana jest jako nastepstwo uporzad-
kowanych, wzajemnie warunkujacych sie zdarzen, gdzie kazdy z kolejnych etapéw
uzalezniony jest od pomysinej realizacji stadium poprzedzajacego [16]. Zapewne
najprostszym przyktadem jest nastepstwo S-zM: podziat jadra (faza M) nie moze
nastgpi¢ przed zakonczeniem replikacji (fazy S) i poreplikacyjnej naprawy DNA [30],
Zazwyczaj jednak, istnienie takich ,,systemdw zaleznosci” (dependent relationships)
nie jest tatwe do wykazania, nie jest tez faktem oczywistym. Ujawniajg sie one w
cyklu komoérkowym waéweczas, gdy zaktdcone zostajg procesy lub zjawiska o szczego6-
Inie specyficznym charakterze, gdy mutacja przejawi sie zablokowaniem $cisle
okreslonego zdarzenia, gdy komorki poddane zostang dziataniu czynnikow chemi-
cznych, zabiegom mikrochirurgicznym lub eksperymentalnie wymuszonemu ztgczeniu
(fuzji). | znéw, powr6ci¢é mozna do znanego nastepstwa S—>M: zablokowanie
replikacji DNA pod wptywem chemicznych inhibitoréw (np. hydroksymocznika lub
afidikoliny) w komérkach bakterii, grzybéw, bezkregowcéw, kregowcow i roslin,
blokuje zarazem podziat jadra, a w konsekwencji takze cytokineze [16].

Pamieta¢ nalezy, ze punkt kontrolny cyklu komorkowego jest jednoczesnie
okreslonym szlakiem biochemicznym, wyposazonym w elementy sensoryczne -
wykrywajace zaburzenia strukturalne, elementy przekaznikowe - transmitujace sygnat
0 uszkodzeniu lub nieprawidtowej funkcji oraz elementy efektorowe [19]. Pomiedzy
odrebnymi procesami punkty kontrolne ustanawiajg zaleznosci przyczynowo-skutkowe
[16, 27] oraz zwiazki o charakterze sprzezen zwrotnych [5]. Ich efektywno$¢
przejawia sie gtéwnie w spowolnieniu lub catkowitym zablokowaniu cyklu komor-
kowego do momentu pojawienia sie sygnatéw informujacych o zrealizowaniu
proceséw metabolicznych umozliwiajacych dalszy, prawidtowy juz przebieg kolejnych
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etapow interfazy lub mitozy. Koncowymi elementami w tafcuchu zdarzen induko-
wanych przez te sygnaly sa zjawiska wyzwalane aktywnoscig kompleksow Cdk-
cyklina, ktére sa zaréwno czynnikami wykonawczymi - ,.efektorami” punktéw
kontrolnych, jak i kluczowymi regulatorami zjawisk zachodzacych w przejsciowych
stadiach cyklu komoérkowego [5], Modele opisujace funkcje punktéw kontrolnych
nie sa wiec - w zasadzie - niczym innym, jak tylko prébg wyjasnienia wzajemnych,
molekularno-biochemicznych uwarunkowan, sterujagcych nastepstwem gtéwnych
zjawisk obserwowanych w przebiegu interfazy i mitozy.

Jakie zasady decydujg w komorce o uksztattowaniu sie takiej, a nie innej
sekwencji zdarzen? Czy uporzadkowanie to wynika - po prostu - z istnienia
mechanizmoéw kontrolnych, ,,wymuszajacych” okreslong kolejno$¢ proceséw? Nie
ulega watpliwosci, ze znaczna cze$¢ tych proceséw wigze sie z konstrukcja
olbrzymich komplekséw makroczasteczek, a ich montaz jest swoistym przejawem
morfogenezy molekularnej. Uporzadkowanie nawet bardzo skomplikowanych serii
takich zdarzen wynikaé moze z charakterystyki elementéw tworzacych wiekszg
catos¢, z ich cech wihasnych (immanentnych), ,,wewnetrznych” {intrinsic), a nie z
»Zzewnetrznych” {extrinsic) oddziatywan, w ktérych posrednicza mechanizmy
kontrolne. Hartwell i Weinert [16] okreSlaja takie uporzadkowanie jako zaleznos¢
typu ,,substrat-produkt” (ryc. 3).

RYCINA 3. Hipotetyczne oddziatywania wewnetrzne (Z/jZiviwzc; szlak A—>B—>C—>D) oraz zewnetrzne
(extrinsic; elementy sktadowe: E, F, G, H, 1, J, K, L, M) w regulacji przejscia S—>M. Oddziatywania
wewnetrzne tworzg uporzadkowanie typu ,,substrat-produkt™; zaleznosci takie moga by¢ takze elementami
szlakéw kontrolnych zewnetrznych wobec gtéwnego ciggu zdarzen A-D (na podstawie tekstu [16],
rysunek oryginalny)
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Sekwencje zdarzen w cyklu komoérkowym mogg by¢ nie tylko efektem podpo-
rzagdkowania regule ,,substrat-produkt™. Jej dziatanie przejawia sie na przykfad wtedy,
gdy zreplikowane chromosomy petnig role ,,substratéw” mitozy (ryc. 3 A-B-C-D).
Procesy kondensacji i separacji chromosoméw stajg sie wéweczas ,,produktami”
wczesniejszej replikacji DNA. Jesli jednak zalezno$¢ S—»M jest odpowiedzig na
obecnos¢ inhibitora mitozy (aktywowanego w komorkach zawierajgcych chromosomy
niezreplikowane; ryc. 3 A-E-F-B), to uwarunkowanie nabiera cech typowych dla
mechanizmu kontrolnego. Réwnie skutecznie zalezno$¢ tego typu wyzwoli¢ moze
aktywator, pojawiajacy sie w odpowiedzi na sygnat o zakonczonej biosyntezie DNA
(ryc. 3 A-G-H-1-C). W takim przypadku jednak, odréznienie przyczynowo-skut-
kowego zwigzku ,,substrat-produkt” od reakcji na dziatanie aktywatora jest szcze-
goblnie trudne [16].

2.2. Elledge: Systemy sprzezen zwrotnych

Analizujac organizacje ztozonych uktadéw regulacyjnych dazy sie do poznania
ich skladnikéw, probujac zarazem uzasadnia¢ istniejagce miedzy nimi relacje. W
analizach funkcjonalnej organizacji punktow kontrolnych cyklu komdrkowego
perspektywe wyznacza nastepstwo zdarzen. To sekwencyjno$¢ powigzan sprawia,
ze kazda zmiana w tancuchu procesow metabolicznych ,,stawia pod znakiem
zapytania” powodzenie catosci programu. Wedtug Elledge’a [5] punkty kontrolne to
- w istocie - biochemiczne systemy, konserwatywne szlaki regulacyjne sterujace
kolejnoscig zdarzen i nadzorujgce czas ich trwania. Dzieki nim replikacja DNA |
mitotyczna segregacja chromosomoOw realizowane sg z zachowaniem niezbednej
dokfadnosci.

Semantycznie, termin ,,punkt kontrolny” - ,,checkpoint”, kieruje uwage zaréwno
na miejsce - granice, jak i funkcje - badanie sprawdzajace. Dualizm taki moze jednak
myli¢, sugerowac, ze punkt kontrolny nie jest niczym wiecej niz tylko okreslonym
momentem cyklu komdérkowego, lub przejsciem z jednej fazy do drugiej. Znacznie
blizsza rzeczywistym funkcjom punktu kontrolnego jest definicja odwotujaca sie do
organizacji szlaku biochemicznego o scisle okreslonej roli - ustanawianiu zaleznosci.
Punkt kontroli uszkodzern DNA jest wiec mechanizmem wykrywajagcym defekty w
czasteczkach DNA, ale takze generujagcym sygnaty blokujace cykl komoérkowy w
fazie Gp ograniczajgcym dynamike przebiegu fazy S lub zatrzymujacym komorki
w fazie G2 Punkt kontrolny indukuje ponadto transkrypcje genéw odpowiedzialnych
za naprawe DNA, jesli za$ skala uszkodzen jest zbyt duza - inicjuje szlak progra-
mowanej $mierci komorki lub apoptozy. Tak wiec, pozycja punktu kontrolnego zalezy
w tym przypadku od fazy, w ktorej wystapit defekt struktury, natomiast utrata jego
funkcji moze, lecz nie musi, przejawic sie bezposrednimi konsekwencjami na poziomie
organizmu [5].

Sekwencja zdarzen w cyklu komdrkowym jest tancuchem jednokierunkowych
przejs¢ - zmian miedzy jednym stanem a drugim. Zakoriczenie procesow zwigzanych
z aktywnoscig stanu ,,a” zmienia sie w nowa aktywno$¢ stanu ,,b”, dostosowang
do zadan tworzacych warunki, ktére umozliwig - z kolei - przejscie w kolejny stan
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RYCINA 4. Modelowy szlak genetyczny ukazujacy mechanizmy wewnetrzne (intrinsic) i zewnetrzne
(extrinsic) punktu kontrolnego wg Elledge'a [5] (schemat zmodyfikowany). Litery oznaczaja procesy
zachodzace w cyklu komoérkowym. Strzatki wskazujg na kolejne reakcje aktywujace. Wewnetrzny
mechanizm punktu kontrolnego sprawia, ze zjawisko ,,c” realizowane jest przed wydarzeniem ,,e”. Po
zakonczeniu procesu ,,c” wysytany jest sygnat wytaczajacy inhibicyjne oddziatywanie zwigzane ze
zdarzeniem ,,b”, co umozliwia - z kolei - ukonczenie procesu ,,e”. Dziatanie mechanizmu zewnetrznego
jest aktywowane po wykryciu uszkodzenn DNA lub btedéw w strukturze wrzeciona podziatowego;
symbole obrazujace jego funkcjonowanie umiejscowiono arbitralnie podczas przejscia z ,,d” do ,,e”, ale
moga funkcjonowac takze blokujac np. przejscie z ,,b” do ,,c”. Mechanizm zewnetrzny korzystatby
woéwczas z funkcji mechanizmu wewnetrznego, blokujac cykl komérkowy. Mutacje w obrebie ktére-
gokolwiek ze szlakéw - zewnetrznego lub wewnetrznego - prowadzg do defektu punktu kontrolnego

,»C”. To typowa zaleznos¢ ,,substrat-produkt” z koncepcji Hatwella i Weinerta [16].
Jak wierny, systemy zaleznosci wynika¢ moga takze z funkcji dodatnich i ujemnych
sprzezen zwrotnych. Wydaje sie tez, ze whasnie sprzezenia zwrotne ksztattujg typowe
uktady regulacyjne, a ich rola nadzorcza w cyklu komérkowym polega przede
wszystkim na kontroli stanu metabolicznego, zanim rozpocznie sie kolejne stadium
przejéciowe (ryc. 4).

Istniejg dwie klasy uktadow regulacyjnych. Uklady wewnetrzne (intrinsic), o
charakterze konstytutywnym, porzadkujg zdarzenia immanentnie zwigzane z prze-
biegiem cyklu komérkowego. Dziatanie uktadéw zewnetrznych (extrinsic) ujawnia
sie pod wptywem czynnikéw indukujacych; sg one angazowane tylko wowczas, gdy
zostang wykryte uszkodzenia [5], Uklady nalezace do kazdej z tych klas korzysta¢
moga, po czesci, z tych samych szlakéw biochemicznych. Poznanie ich funkcji jest
szczegOlnie wazne, monitorujg bowiem zar6éwno przebieg procesu replikacji DNA,
jak i segregacji chromosomoéw. Zaburzenia w organizacji tych uktadéw regulacyjnych
obnizaja potencjat reprodukcyjny organizmow jednokomoérkowych, a u wieloko-
mérkowych prowadzi¢ moga do niekontrolowanej proliferacji i rozwoju raka.

Uzycie terminu ,,punkt kontrolny” jest odniesieniem do okre$lonego podzbioru
wewnetrznych i zewnetrznych mechanizméw regulacyjnych, tworzacych zwigzki
uzalezniajace procesy poOzniejsze od realizacji wczesniejszych. Zwiazki te nie sg
wynikiem ,,pokrewienstwa” biochemicznego. Chociaz tak sformutowana definicja
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moze mie¢ szersze zastosowanie (np. przy opisie procesOw rozwoju organizmow
wielokomdrkowych), jej pierwotne, najbardziej uzyteczne znaczenie nieodtgcznie wigze
kontrole zdarzen przejsciowych w cyklu komérkowym z ,,molekularng logika
przewidywania” oraz promocji kolejnych stadiéw interfazy i mitozy [5],
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TRIPLE-STRANDED DNA AND ITS APPLICATIONS
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Streszczenie: Tréjniciowy DNA moze powstawaé w wyniku specyficznych sekwencyjnie oddziatywan
dwuniciowego DNA z jednoniciowymi oligonukleotydami nazywanymi TFO. Istnieje wiele potencjal-
nych zastosowan strategii indukcji struktur tréjniciowych przez te czasteczki. Umozliwiajg one specy-
ficzne blokowanie sekwencyjnie replikacji oraz regulacje ekspresji genéw przez hamowanie transkryp-
cji. Szczegolnie obiecujaca, ze wzgledu na potencjalne mozliwosci zastosowania w terapii genowej,
jest zdolno$¢ TFO do wprowadzania mutacji do genomowego DNA oraz indukcji homologicznej re-
kombinacji. Nim jednak bedzie mozna wykorzysta¢ TFO i ich analogi w praktyce, konieczne jest prze-
prowadzenie szeregu badan.

Stowa kluczowe: tréjniciowy DNA, oligonukleotydy tworzace struktury tréjniciowe, peptydowe kwasy
nukleinowe.

Summary: Triple-stranded DNA structures can be formed as a result of sequence-specific interactions
between double-stranded DNA and single-stranded oligonucleotides called TFOs (triplex forming oli-
gonucleotides). There are many potential uses of DNA triplexes induced by TFOs. They may interfere
with transcription and replication. They may also induce mutations and homologous recombination,
being a potential tool in gene therapy. There is a need of further research to develop a strategy of using
TFOs.

Key words: triple-stranded DNA, triplex forming oligonucleotides, peptide nucleic acids.

1. CHARAKTERYSTYKA TROJNICIOWEGO DNA

Trojniciowy DNA zostat opisany zaledwie cztery lata po ogtoszeniu struktury
podwadjnej helisy DNA [23]. Trojniciowy DNA moze powstawac¢ w obrebie traktow
purynowo-pirymidynowych i skfada sie z dwuniciowego DNA oraz potozonej w jego
wiekszym rowku trzeciej nici [25]. Zasady azotowe wchodzgce w jej skiad tworza
po dwa wigzania Hoogsteena z nicig purynowa podwadjnej helisy. Poniewaz

*Niniejsza praca zostata wykonana w ramach bada wiasnych 505/450 Uniwersytetu +.6dzkiego.
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pirymidyny moga, oprocz klasycznych wigzan Watsona-Cricka, tworzy¢ tylko jedno
wigzanie Hoogsteena, nie biorg udziatu w wigzaniu trzeciej nici [66]. Trzecia ni¢
moze sie sktada¢ albo z pirymidyn, albo z puryn, gdyz purynowa ni¢ podwdjnej
helisy wiaze sie zarébwno z jednym, jak i z drugim rodzajem zasad azotowych. Na
te] podstawie mozna podzieli¢ struktury trojniciowe DNA na typy: Pir ¢ Pur ¢ Pir,
gdzie trzecia ni¢ zawiera pirymidyny i Pir ¢« Pur ¢ Pur, w ktorej sktada sie ona z
puryn [66]. W pierwszym przypadku ni¢ pirymidynowa ukfada sie w wiekszym rowku
dupleksu réwnolegle do nici purynowej, a jej zasady azotowe tworzg z nig wigzania
Hoogsteena. Powstajace trojki zasad to T.A:T i C.G:C, a pojedyncza kropka oznacza
wigzanie Hoogsteena, dwukropek - wigzanie Watsona-Cricka. W drugim, ni¢
purynowa tworzy odwrotne wigzania Hoogsteena antyréwnolegle z nicig purynowa
dupleksu, a trgjki zasad to A.A:T i G.G:C [24, 44], Poniewaz kombinacje
nukleotyddéw w strukturach trdjniciowych nie sg dowolne, trzecia ni¢ wigze sie z
traktem purynowo-pirymidynowym w sposob specyficzny sekwencyjnie [25].
Tréjniciowy DNA mozna klasyfikowa¢ rowniez na podstawie pochodzenia trzeciej
nici. Moze ona stanowi¢ odrebng czasteczke (wdwczas tworzg sie tripleksy miedzy-
czasteczkowe) lub fragment tej samej czasteczki (tripleksy wewnatrzczasteczkowe).
Zwykle tripleksy wewnatrzczasteczkowe powstajg w obrebie sekwencji zawierajacych
trakty pirymidynowo-purynowe z symetrig zwierciadlana, czyli taka, ktéra odczyty-
wana w kierunku zarowno 5’°, jak i 3’ jest taka sama. Sekwencje takie tworzg
tripleksy w wyniku zagiecia DNA w potowie sekwencji zwierciadlanej, jego
rozplecenia i wnikniecia jednej z nici (petnigcej funkcije trzeciej nici) w wiekszy rowek
podwdjnej helisy, ni¢ komplementarna do niej pozostaje niesparowana [40], W
tworzeniu struktury tréjniciowej moze uczestniczy¢ zaréwno purynowa, jak i
pirymidynowa ni¢ traktu. Najpierw odkryto tripleks Pir ¢ Pur ¢ Pir, powstajacy przy
podwyzszonym stezeniu H+ ze wzgledu na koniecznos¢ protonacji cytozyny i z tego
wzgledu nazwany H-DNA [46]. Utworzenie Pir ¢ Pur ¢« Pur nie wymaga kwasnego
srodowiska, lecz obecnosci jondw wielowarto$ciowych, dla odréznienia od H-DNA
forme ta nazwano HDNA [5]. Tripleksy miedzyczasteczkowe natomiast tworzg
sie, gdy jednoniciowy oligonukleotyd o odpowiedniej sekwencji, bedacy odrebng
czasteczka, wigze sie z purynowo-pirymidynowym dupleksem DNA [66].

2. ZASTOSOWANIE TRIPLEKSOW DNA

2.1. Ogéblna charakterystyka TFO i PNA

Tréjniciowy DNA moze powstawa¢ w wyniku oddziatywania dupleksu
z oligonukleotydami nazywanymi TFO (triplex forming oligonucleotide) [39]. Te
10-30-nukleotydowe czasteczki specyficznie wigza sie przez wiekszy rowek z
dwuniciowym DNA w obrebie traktow polipurynowo-polipirymidynowych. Trakty
te sg czesto spotykane w regionach regulacyjnych genéw [44]. Poniewaz TFO tworzg
stabilne struktury trdjniciowe, potencjalnie mozliwe jest opracowanie metod
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wykorzystania ich do specyficznego regulowania aktywnosci wybranych genéw,
umozliwiajac blokowanie ich ekspresji oraz modyfikacje sekwencji przez miejscowo
specyficzng mutageneze lub indukcje rekombinacji [38, 51, 54, 74]. Niestety,
chemiczne wiasciwosci tych czasteczek i warunki panujace w zywych komorkach
znacznie ograniczaja mozliwosci stosowania ich in vivo. TFO majg ujemny tadunek,
wobec czego z trudem wigza sie z ujemnie natadowanym dupleksem DNA przy
fizjologicznym stezeniu Mg+ [7, 60], TFO skladajace sie z pirymidyn wigza sie
z sekwencjami docelowymi gtéwnie przy pH nizszym (< 4,5) niz komérkowe, gdyz
do utworzenia jednego z wigzan Hoogsteena konieczna jest protonacja cytozyny [3].
Z kolei w obrebie nici purynowych bogatych w guanine moga tworzy¢ sie kwartety
przy fizjologicznych stezeniach K+, co wyklucza oddziatywanie z sekwencjg docelowg
i powstawanie struktury tréjniciowej [2], Jesli koniec 3' TFO nie jest odpowiednio
zmodyfikowany, nukleazy rozpoznajace jednoniciowy DNA degraduja czasteczke,
nim dotrze do sekwencji docelowej [1]. Ponadto, wydajnos¢ wigzania TFO z DNA
chromosomowym jest ograniczona ze wzgledu na obecno$¢ nukleosoméw. Sekwencje
DNA zwigzane z histonami nie sg dla TFO dostepne [8]. Stwierdzono réwniez
hamowanie powstawania nukleosoméw w obrebie fragmentéw DNA zwigzanych z
TFO, co Swiadczy o wspétzawodnictwie miedzy nimi a biatkami [17,79]. Struktura
chromatyny zmienia sie w trakcie transkrypcji, wiec tatwiej dostepne dla TFO sa
sekwencje aktywnie transkrybowane [48].

Przynajmniej cze$¢ z trudnosci w specyficznym indukowaniu tréjniciowych
struktur DNA in vivo mozna pokona¢ poprzez stosowanie modyfikowanych
oligonukleotydéw. Bardzo obiecujace jako czynnik umozliwiajgcy specyficzne
sekwencyjnie wigzanie DNA oraz jako leki modyfikujgce ekspresje genéw sa
peptydowe analogi kwaséw nukleinowych (peptide nucleic acid, PNA). Sa one
odpowiednikami oligonukleotydoéw zawierajagcymi zasady azotowe wystepujace w
DNA, jednak zamiast ujemnie natadowanego fosfocukrowego majg neutralny szkielet
poliamidowy (biatkopodobny) [29, 56]. PNA tworza z DNA nietypowe struktury
tréjniciowe - dwie homopirymidynowe czasteczki PNA powodujg dyslokacje nici
pirymidynowej dupleksu DNA i wigza sie z jego nicig purynowa. Tak powstate
struktury cechuja sie duzg stabilnoscia [56]. PNA nie tylko tworza trwalsze struktury
trojniciowe z DNA, sg one rowniez o wiele stabilniejsze in vivo niz zwykte
oligonukleotydy, co zwigksza szanse na ich zastosowanie jako leki [25].

2.2. Zastosowania tripleksow DNA in vivo

Specyficznos¢ sekwencyjng wigzania TFO i ich analogéw z DNA oraz stabilnos¢
powstajacych w ten spos6b struktur tréjniciowych umozliwia ich wykorzystanie na
wiele sposobow. Strategie indukcji triplekséw DNA mozna stosowaé w regulacji
ekspresji wybranych genéw przez przytgczenie TFO do ich sekwencji regulacyjnych,
co blokuje inicjacje transkrypcji, lub do innego odcinka w obrebie danego locus, co
utrudnia elongacje [43], Strategia ta okazata sie skuteczna w hamowaniu replikacji
DNA [14]. Obecnie wydaje sie, ze wydajniejsze metody regulacji ekspresji genow
oparte sag na niedawno opisanym zjawisku wyciszania RNA (RNAi - RNA
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interference) [72], Oligonukleotydy tworzace z DNA struktury tréjniciowe mozna
jednak, w przeciwienstwie do RNAI, wykorzysta¢ do wprowadzania dziedzicznych
zmian w sekwencji zasad azotowych. Mogg one stuzy¢ do miejscowo specyficznej
chemicznej modyfikacji wybranych gendw, a nawet do indukowania homologicznej
rekombinacji DNA [43]. Ta obiecujgca metoda ma wiele potencjalnych zastosowan
wymagajacych dalszych badan.

2.2.1. Modyfikacje chemiczne DNA

Specyficznos¢ sekwencyjna TFO i PNA umozliwia ich wykorzystanie w ukie-
runkowanej mutagenezie. Wybrane fragmenty DNA w wyniku ich dziatania ulegajg
nieodwracalnym zmianom, wobec czego TFO uznawane sg za potencjalne leki,
réwniez antywirusowe [4]. Istniejg szanse wykorzystania ich w terapii genowej
niektérych choréb. Do wprowadzania modyfikacji sekwencji DNA stosuje sie
najczesciej TFO z przylgczonymi czasteczkami mutagennymi, TFO zapewniajg
specyficzno$é sekwencyjna dziatania mutagenéw. Jedna z czesciej stosowanych
czasteczek mutagennych jest psoralen, fotouczulacz, ktéry po naswietleniu UV o
dtugosci fali 365 nm wprowadza kowalencyjne wigzania krzyzowe do sekwencji
docelowej, wysoce mutagenne w komérkach eukariontéw [32, 37, 67, 74],

Skuteczno$¢ metody wykorzystujagcej TFO potgczone z psoralenem stwierdzono
w doswiadczeniach in vitro, gdzie wprowadzano przy ich pomocy mutacje w obrebie
genu reporterowego supF w wektorze SV40 [37]. Potwierdzono réwniez jej
skutecznos¢ in vivo [74]. Do komorek ssaczych wprowadzano wektor SV40
zawierajacy zmodyfikowany gen supF (supFGl, z dotgczong sekwencjg polipu-
rynowg), po czym transfekowano je specyficznymi TFO potgczonymi z psoralenem.
Stwierdzone mutacje niewatpliwie zwigzane byly z tworzeniem sie trgjniciowych
struktur DNA, gdyz modyfikacje sekwencji docelowej znosity ich powstawanie [4,
74], Ponadto obserwowane zmiany w DNA odpowiadaty spektrum mutacyjnemu
psoralenu [4]. Mutacje powstawatly z czestoscig 1-2%, nizszg niz obserwowana in
vitro (6-7%), przy czym byly to gtéwnie transwersje A—>T i T—>A [74], Podobne
doswiadczenia wykonano na komérkach drozdzowych, gdzie modyfikacja genu
reporterowego zachodzita z jeszcze mniejszg wydajnoscig [4]. Nizsza czestos¢ mutacji
in vivo zwigzana jest z faktem koniecznosci pokonania przez TFO szeregu barier,
miedzy innymi muszg one zosta¢ pobrane przez komdrki i przetransportowane do
jadra komoérkowego, ponadto warunki tam panujgce nie sg optymalne dla ich wigzania
z sekwencjg docelowa.

Niska czestos¢ mutacji indukowanych przez TFO potaczone z psoralenem jest
zwigzana réwniez z dziataniem komodrkowych systeméw naprawy DNA. W
komorkach ssakéw addukty psoralenu sg usuwane przez wycinanie nukleotydoéw
(NER) [64]. Zmiany wprowadzane do DNA przez krétkie TFO zwigzane
z psoralenem sa stosunkowo efektywnie naprawiane, natomiast TFO powyzej 30
nukleotydow przekraczajg dtugoscig rozmiar fragmentu DNA wycinanego przez NER,
blokujac naprawe uszkodzer wprowadzanych przez psoralen [73].
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Mimo ze stwierdzono skuteczno$¢ miejscowo specyficznej mutagenezy z udziatem
TFO zwigzanych z psoralenem, jej wykorzystanie u organizméw wielokomérkowych
wydaje sie mato prawdopodobne. Trakty homopurynowo-homopirymidynowe o
dtugosci powyzej 30 nukleotyddéw nie sg tak powszechne jak krotsze odcinki, co
zmniejsza ilos¢ potencjalnych sekwencji docelowych. Ponadto, metoda ta wymaga
aktywacji psoralenu $wiattem UV, co nie jest mozliwe in vivo u wielokomoérkowcow.

By zwiekszy¢ czestos¢ mutacji i ograniczy¢ efektywnos$¢ naprawy przy zasto-
sowaniu krétszych czasteczek TFO, nalezatoby wprowadzi¢ do sekwencji docelowej
okreslone uszkodzenia, takie jak pekniecia obydwu nici DNA, bedace jednym ze
skutkdw ekspozycji na promieniowanie jonizujace [78]. Peknieciom tym towarzysza
modyfikacje i/lub utrata zasad azotowych w sasiedztwie kohcow przerwanych nici.
Efekt dziatania promieniowania jonizujgcego mozna uzyskac stosujac radionuklidy
0 odpowiednim typie rozpadu umieszczone w poblizu DNA. TFO znakowane
radionuklidem 1251 powodujg in vitro powstawanie dwuniciowych peknie¢ DNA w
obrebie sekwencji docelowej z duzg efektywnoscig [53, 58]. Pekniecia te okazaty
sie wysoce mutagenne w ludzkich fibroblastach, przy czym czesto$§¢ mutacji byta
wielokrotnie wieksza niz uzyskana dla TFO zwigzanych z psoralenem. Niestety, mimo
tak obiecujacych wynikéw diugi czas potowicznego rozpadu 1251 oraz odbiegajace
od fizjologicznych warunki doswiadczer wykluczajg zastosowanie tej metody in vivo.
Opracowanie zmodyfikowanych oligonukleotydéw stabilizujacych strukture tripleksu
in vivo w potaczeniu z zastosowaniem radionuklidow o krotszym czasie poitrwania
by¢ moze umozliwi wykorzystanie jej w przysztosci.

Miejscowo specyficzna mutageneza jest mozliwa takze, gdy TFO nie sa zwigzane
z czasteczkg mutagenu. Same oligonukleotydy réwniez przyczyniajg sie do wzrostu
czestosci mutacji w sekwencji docelowej. Prawdopodobnie przyczyng tego zjawiska
jest fakt rozpoznawania przez system naprawy NER struktur tréjniciowych i
uznawania ich za uszkodzenia DNA [65]. Wazng role odgrywa w NER biatko RPA
(replication protein A), biorgce udziat w naprawie, replikacji i rekombinacji DNA
[81]. Rozpoznaje ono struktury trdjniciowe jako znieksztatcenia helisy i wigze sie z
nimi. Razem z XPA {xeroderma pigmentosum complementation group A) tworzg
kompleks rozpoznajacy uszkodzenia DNA w szlaku naprawy NER. XPA-RPA
prawdopodobnie pomaga w rekrutacji innych elementéw tego szlaku, co prowadzi
do usuniecia tripleksu i w przypadku btedéw naprawy do powstania mutacji [70].

Wozrost czestosci mutacji wybranej sekwencji po wprowadzeniu niepotgczonych
z mutagenem TFO zaobserwowano miedzy innymi w trakcie badan na komorkach
ssakow. Wykorzystano w nich wektor SV40 zawierajacy gen reporterowy supFGl,
ktéry wprowadzono do tych komorek [75]. Zwiazek indukcji mutacji i systemu
naprawy NER podkresla fakt braku wzrostu ich czestosci w komorkach linii
defektywnych pod wzgledem XPA badZz CSB, biatka biorgcego udziat w naprawie
DNA sprzezonej z transkrypcja [75].

Skutecznos¢ stosowania TFO niezwigzanych z innymi czgsteczkami w muta-
genezie stwierdzono w komorkach somatycznych dorostych myszy. Zwierzeta miaty
w chromosomach zintegrowang kopie genu reporterowego supFGl, zawierajaca
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sekwencje docelowa dla TFO. TFO natomiast sktadaty sie z 30 nukleotydow (czyli
byty na tyle dilugie, by utrudnia¢é NER) oraz zawieralty modyfikacje (grupe
propanolaminowg po stronie 3’) chronigcg je przed degradacjg przez egzonukleazy.
Oligonukleotydy te wstrzykiwano myszom dootrzewnowo przez 5 dni, po czym po
uptywie kolejnych 10 dni zbadano ich tkanki na obecno$¢ mutacji [71]. Wykryto
pieciokrotny wzrost czestosci mutacji w genie reporterowym w tkankach myszy.
Poniewaz udato sie w sposob specyficzny wprowadzi¢ zmiany w sekwencji DNA
w komoérkach dorostych zwierzat, istnieje nadzieja na wykorzystanie tej metody w
terapii genowej u ludzi.

2.2.2. Hamowanie transkrypcji i replikacji

TFO i ich analogi nie tylko stymulujg systemy naprawy, mogg réwniez zaburzac
transkrypcje i replikacje. Hamowanie transkrypcji jest skuteczniejsze wowczas, gdy
sekwencje docelowe znajdujg sie w regionach regulatorowych danego genu [43]. Jest
to zwigzane z zablokowaniem wigzania biatek transkrypcyjnych do sekwencji
wchodzacych w skiad struktury tréjniciowej [50, 52, 57]. TFO moga zapobiegac
tworzeniu sie aktywnego kompleksu inicjacyjnego, co stwierdzono w trakcie badan
z wykorzystaniem promotora ludzkiego genu c-myc oraz promotora genu kodujgcego
metalotioneine, w obrebie ktérego oligonukleotyd homopirymidynowy, po zwigzaniu
sie ze swa sekwencjg docelowa, blokowat przytgczenie sie czynnika transkrypcyjnego
Spl, znacznie zmniejszajac efektywnos¢ inicjacji transkrypcji [6, 9, 49, 50], Badania
in vivo potwierdzity te wyniki [33, 42],

Zatrzymanie kompleksu elongacyjnego poprzez zastosowanie TFO, dla ktérych
sekwencja docelowa lezataby poza obrebem promotora, jest o wiele trudniejsze niz
blokowanie inicjacji transkrypcji. Naturalne oligonukleotydy prawdopodobnie nie
tworzg na tyle stabilnych triplekséw, by uniemozliwié dalszg elongacje transkryptu
[19]. Zahamowanie elongacji jest jednak mozliwe dzieki wykorzystaniu analogow
oligonukleotydéw majacych szkielet zawierajacy potagczenia N3’-P5' fosforamidowe,
uznanych za najskuteczniejsze inhibitory syntezy RNA in vitro, badz PNA [26].
Skuteczno$¢ ich dziatania stwierdzono zaréwno in vitro, jak i in vivo [16, 19, 20,
27]. Transkrypcyjna elongacja ulega zahamowaniu poprzez mechaniczne zatrzymanie
polimerazy, dla ktdrej struktura tréjniciowa stanowi zawade przestrzenng. Zmody-
fikowane oligonukleotydy moga w ten sposéb hamowac polimeraze RNA 11 i Il
[13, 30, 47, 82],

TFO i PNA moga przyczynia¢ sie nie tylko do hamowania transkrypcji, ale
réwniez do zwigkszania ekspresji genéw. Mogg one wspétzawodniczy¢ z biatkami
represorowymi transkrypcji o zwigzanie z sekwencjg docelowg. Przylgczenie do niej
TFO lub PNA blokuje wigzanie sie represora i umozliwia ekspresje genu [55].
Ponadto, transkrypcje stymulowaé moze przytgczenie PNA w obrebie sekwencji
promotorowej genu, gdyz tworzac z DNA strukture trdjniciowag powoduje on
dyslokacje jednej z nici, udostepniajac jg biatkom transkrypcyjnym. Jesli nicig tg
jest ni¢ matrycowa, to nastepuje stymulacja ekspresji genu [76].
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Niektére mechanizmy hamowania transkrypcji poprzez tworzenie struktur
tréjniciowych sg przedstawione na rycinie 1

Strategia uzycia tripleksow DNA, dos¢ skuteczna w przypadku hamowania
transkrypcji, moze by¢ zastosowana réwniez w miejscowo specyficznym blokowaniu
replikacji [14]. TFO po zwigzaniu z sekwencjami docelowymi zatrzymujg nie tylko
polimerazy RNA, lecz réwniez kilka polimeraz DNA (in vitro) [28, 35, 63].
Replikacja ulega zahamowaniu woéweczas, gdy polimeraza DNA napotka strukture
trojniciowa, stanowigca dla niej zawade przestrzenna, a takze wowczas, gdy w skiad
tripleksu wchodzi starter syntezy DNA [34], Mozliwe mechanizmy hamowania
replikacji przez TFO zostaty przedstawione na rycinie 2. Tréjniciowy DNA nie jest
ponadto rozplatany przez uczestniczace w replikacji helikazy [59]. Skuteczne w
blokowaniu replikacji in vivo okazaty sie TFO zwiazane z psoralenem oraz PNA,
natomiast analogi TFO, N3’-P5' oligofosforamidy, ktére efektywnie hamowaty
transkrypcje, nie wptywaty na replikacje [14].

Stosowanie TFO i PNA do regulacji ekspresji genéw i hamowania replikacji
napotyka te same trudnosci, co w przypadku miejscowo specyficznej mutagenezy.
Skuteczniejszymi narzedziami specyficznego wyciszania gendw sa krotkie interferujace
RNA (siRNA, short interfering RNAS) (przeglad [41]). Ich sekwencje docelowe moga
mie¢ dowolny skiad, w przeciwienstwie do TFO, ktére tgczq sie jedynie z traktami
homopurynowo-homopirymidynowymi DNA, ponadto uzyskana dzieki nim wydajno$é
thumienia ekspresji gendw jest duzo wieksza niz w przypadku TFO.

2.2.3. Indukcja rekombinacji

Szczegolnie obiecujgce, miedzy innymi dla celéw terapeutycznych, jest wyko-
rzystanie strategii tripleksow do indukowania miejscowo specyficznej rekombinacji
[21], Mimo ze opracowano skuteczne metody dostarczania wybranych genéw do
komérek ssakdw, czesto$¢ spontanicznej rekombinacji homologicznej z wpro-
wadzonymi fragmentami DNA jest niska [36], NajczeSciej ulegaja one integracji z
DNA chromosomowym w sposéb niehomologiczny, przez co trudno regulowac
ekspresje znajdujacych sie w ich obrebie genéw. Czesto$¢ rekombinacji mozna
zwiekszyé wykorzystujac promieniowanie UV, niektore czynniki rakotwdrcze oraz
zwigzki fotoreaktywne, takie jak psoralen [62, 69, 77]. Metody te nie zapewniaja
jednak specyficznosci sekwencyjnej koniecznej w terapii genowej, a wiekszos$¢ z nich
nie moze by¢ stosowana w organizmach. Aby umozliwi¢ stosowanie terapii genowej
oraz innych metod wykorzystujgcych rekombinacje homologiczng w celu wymiany
lub modyfikacji gendéw w praktyce, konieczne jest opracowanie metod zwiekszenia
czestosci i specyficznosci jej zachodzenia.

TFO wigza sie z DNA w spos6b specyficzny sekwencyjnie, stymuluja systemy
naprawy oraz przyczyniajg sie do wzrostu czestosci rekombinacji, stanowig wiec
potencjalne narzedzie jej specyficznej indukcji. Stwierdzono miedzy innymi skute-
czno$¢ TFO polaczonych z czynnikami trawigcymi DNA, ktore poprzez wprowa-
dzanie dwuniciowych peknie¢ stymulowaty rekombinacje [83], TFO, zwigzane z
innymi czasteczkami, przykfadowo psoralenem oraz niezwigzane, réwniez zdolne sg
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RYCINA 1 Hamowanie transkrypcji przez struktury tréjniciowe. Wiazanie TFO w obszarze promo-
torowym moze hamowa¢ wigzanie aktywatora, podstawowych czynnikéw transkrypcyjnych, w tym
polimerazy RNA, lub zaburza¢ elastycznos¢ DNA, prowadzac do zmiany oddziatywania pomiedzy
aktywatorem a pozostatymi sktadnikami kompleksu transkrypcyjnego. Symbole puste oznaczajg miejsca
niezwigzane, symbole wypelnione - miejsca zajete (zwigzane) (na podstawie [84], zmodyfikowano)

do indukcji tego procesu. Utworzona z ich udziatem struktura tréjniciowa moze
powodowaé powstanie struktur zawierajacych pekniete nici sktonne do rekombinaciji,
co potwierdzono doswiadczalnie [21], Wykorzystano w tym celu wektor skonstru-
owany na podstawie genomu wirusa SV40, zawierajacy dwie zmutowane kopie genu
reporterowego supF, pomiedzy ktorymi znajdowata sie sekwencja docelowa dla TFO.
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RYCINA 2. Tworzenie wewnatrzczasteczkowego tripleksu w obszarze DNA podlegajgcym replikacji
moze hamowac ten proces. Widetki replikacyjne mogg osiggac tripleks z dwéch kierunkéw - z jednego
polimeraza DNA napotyka wpierw petle jednoniciowa (d6t) i moze przemiescic trzecig ni¢ ze struktury
tripleksu lub zostanie przez te strukture zatrzymana. Gdy polimeraza DNA zbliza sie do tripleksu z
kierunku przeciwnego (géra), napotyka strukture, w ktorej trzecia ni¢ jest opleciona wokot dupleksu
Watsona-Cricka (na podstawie SINDEN RR, DNA Structure andFunction, Academic Press, San Diego,
1994, zmodyfikowano)

Poniewaz miejsca mutacji w obu kopiach genu bylty rozne, rekombinacja pomiedzy
nimi mogta prowadzi¢ do powstania funkcjonalnego genu reporterowego. Wyko-
rzystanie oligonukleotydéw o wysokim powinowactwie indukuje rekombinacje
homologiczng z czestoscig pieciokrotnie wyzszg niz czesto$¢ zachodzenia procesu
spontanicznie [21]. Podobne wyniki uzyskano réwniez wtedy, gdy sekwencje docelowe
TFO i powtdrzenia genu reporterowego potozone byly w obrebie DNA chromoso-
mowego [45].

TFO i ich pochodne stymulujg rekombinacje nie tylko w obrebie tej samej
czasteczki DNA, lecz réwniez miedzy réznymi czasteczkami [11], TFO potaczone
z krétkimi fragmentami dwuniciowego DNA, homologicznymi do sekwencji docelo-
wej, utatwiaja rekombinacje miedzy nimi a tg sekwencjg, prawdopodobnie przez
stymulacje jej naprawy w wyniku utworzenia struktury trojniciowej. Zjawisko to
obserwowano zaréwno wtedy, gdy TFO i homologiczne krétkie odcinki DNA byty
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ze sobg zwigzane, jak i woéweczas, gdy stanowity odrebne czasteczki. W przypadku
braku TFO rekombinacja miedzy wprowadzonymi odcinkami DNA a homologicznymi
sekwencjami zachodzita z niskg czestoscig. Oligonukleotydy te powodowaty jej
znaczny wzrost, nawet do 0,1-1%, wyraznie zwiekszajac podatnos¢ sekwencji
docelowej na rekombinacje [11]. Rekombinacja intermolekulama z wykorzystaniem
TFO i ich analogéw daje nadzieje na wieksza skutecznos¢ terapii genowe;j.

Rekombinacja indukowana poprzez zwigzanie trzeciej nici zalezna jest od systemu
NER, natomiast spowodowana dziataniem TFO zwigzanych z psoralenem okazata
sie tylko czeSciowo zalezna od tego szlaku naprawy [21]. Dla TFO zwigzanych,
jak iniezwigzanych z psoralenem brak jest natomiast jej zaleznosci od systemu
naprawy btednego sparowania zasad (MMR). Powstate z udziatem TFO struktury
tréjniciowe rozpoznawane sg przez system naprawy NER jako uszkodzenie DNA,
co prowadzi do utworzenia struktur promujacych rekombinacje. Prawdopodobnie
pekniecia nici powodujg odstoniecie fragmentow jednoniciowych, zdolnych do inwazji
odcinkdw DNA wykazujgce homologie. Podobnie dziataé mogg réwniez inne zwigzki
wigzace sie niekowalencyjnie z DNA, takie jak poliamidy i peptydowe kwasy
nukleinowe [15, 22, 80].

PNA potaczone z krétkimi fragmentami dwuniciowego DNA wprowadzajg w
wyniku rekombinacji modyfikacje sekwencji docelowych ze skutecznos$cig wieksza
niz TFO, nawet te 0 wysokim powinowactwie. Stymulujg rekombinacje miedzy
homologicznymi fragmentami DNA a sekwencjg docelowg réwniez wtedy, gdy nie
sg z nimi kowalencyjnie potaczone [61]. Peptydowe kwasy nukleinowe nie tylko
fatwiej wigzg sie z dwuniciowym DNA niz oligonukleotydy, sa réwniez oporne na
nukleazy i proteazy, co daje im wiekszg stabilnos¢ w komdrkach [12]. Powaznym
utrudnieniem wykorzystania tych czasteczek jest fakt niskiej wydajnosci ich transportu
do jadra komérkowego [31], Problem ten mozna jednak rozwigza¢ przez potaczenie
PNA z czasteczkyg stanowigcg sygnat lokalizacji jadrowej. Stosujgc te metode
uzyskano obnizenie ekspresji onkogenu c-myc w komérkach linii wykazujacych jego
nadekspresje [10].

3. PODSUMOWANIE

Nim bedzie mozliwe wykorzystanie TFO i PNA w medycynie, konieczne jest
rozwigzanie szeregu problemow, szczegodlnie skutecznego transportu do komorek
w organizmach oraz zwiekszenia ilosci potencjalnych sekwencji docelowych. Jako
leki, TFO i PNA moga stuzyé przede wszystkim w terapii genowej, gtéwnie chorob,
z ktérych wyleczenie umozliwia korekta niewielkiej czesci komérek pacjenta, np.
niektorych chorob metabolicznych, schorzen watroby. Dajg one réwniez nadzieje na
opracowanie skutecznych lekdw antywirusowych. Metody oparte na TFO i PNA,
chociaz bardzo obiecujgce, wymagajg dalszych badan.
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TFO i PNA stanowig obiecujace narzedzie dla miejscowo specyficznej modyfikacji
DNA. Sa one waznym narzedziem poznawczym oraz dajg nadzieje na opracowanie
skutecznych lekéw. Maja jednak wiele powaznych ograniczen, szczegélnie w
stosowaniu in vivo. TFO i PNA wigzg sie wybidrczo z szlakami (traktami)
homopurynowo-homopirymidynowymi, co znacznie ogranicza liczbe potencjalnych
sekwencji docelowych. Ponadto stosowanie ich moze mie¢ nieprzewidziane efekty
uboczne, na przykiad wiadomo, ze jednoniciowe kwasy nukleinowe zdolne sg do
wigzania w sposob specyficzny z biatkami regulujgcymi ekspresje gendw [18].
Kolejnym ograniczeniem jest fakt, ze w warunkach fizjologicznych TFO stabo wigzg
sie z sekwencjg docelowa. Problem ten czeSciowo rozwigzano przez stosowanie
oligonukleotydéw o duzym powinowactwie do sekwencji docelowych oraz PNA.
Ponadto konieczne jest wprowadzenie takich modyfikacji TFO, ktére umozliwityby
zwiekszenie ich pobierania przez komérki i opornosci na dziatanie komdrkowych
nukleaz oraz wzrost stabilnosci powstatej z ich udziatem struktury tréjniciowej.
Stosowanie tripleksbw ograniczone jest réwniez stosunkowo niska efektywnoscia
wprowadzania zmian do badanych sekwencji, szczeg6lnie in vivo, miedzy innymi
ze wzgledu na obecnos¢ nukleosomdw. Problematyczne moze sie okaza¢ dostarczenie
TFO do komoérek docelowych, przy czym najdogodniejszym sposobem transportu
oligonukleotydéw wydaja sie obecnie nosniki liposomowe [68].

Mozna rozwazaé takze szereg innych zastosowan tréjniciowego DNA zar6éwno
podstawowych, jak i majacych znaczenie diagnostyczne i terapeutyczne. Prace
badawcze wykonane w ciggu ostatnich 15 lat doprowadzity do stworzenia wielu TFO
i PNA o specyficznym zastosowaniu (przeglad w [84]). Co wiecej, wprowadza sie
kolejne modyfikacje do struktur juz istniejacych, co pozwala na rozszerzenie spektrum
ich zastosowania. W $wietle ciggtego naptywu informacji w wyniku realizacji projektu
sekwencjonowania genomu cztowieka, nalezy sie liczy¢ ze zwiekszonymi oczeki-
waniami na synteze i zastosowanie zwigzkéw mogacych tworzy¢ struktury tréj-
niciowe.
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ALCAM/CD166 (ACTIVATED LEUKOCYTE CELL
ADHESION MOLECULE) - ADHEZYJNA CZASTECZKA
REGULUJACA WZROST, ROZWOJ, AGREGACJE
ORAZ MIGRACJE KOMOREK ZDROWYCH
| KNOWOTWOROWYCH

ALCAM/CD 166 (ACTIVATED LEUKOCYTE CELL ADHESION
MOLECULE) - ADHESION MOLECULE AFFECTING GROWTH,
DEVELOPMENT, AGGREGATION AND MIGRATION

OF NORMAL AND NEOPLASTIC CELLS

Agnieszka JEZIERSKA, Tomasz MOTYL

Katedra Nauk Fizjologicznych SGGW

Streszczenie'. ALCAM (Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule)/CD 166, jest cztonkiem matej pod-
grupy transbtonowych glikoprotein nalezacych do nadrodziny immunoglobulin. W peini uksztattowane
biatka przypisane do tej grupy charakteryzuja sie wystepowaniem trzech fragmentéw: zewngtrzkomor-
kowego, miedzybtonowego oraz krétkiego regionu cytoplazmatycznego. ALCAM/CD166 uczestniczy
w heterofilnej (ALCAM/CD 166-CD6) oraz homofilnej (ALCAM/CD166-ALCAM/CD166) adhezji komo-
rek w réznorodnych tkankach i liniach komérkowych. Uczestnictwo ALCAM/CD 166 opisano w odnie-
sieniu do proceséw hematopoezy, rozwoju uktadu nerwowego oraz odpowiedzi immunologicznej. AL-
CAM/CD 166 odgrywa réwniez istotna role w procesie nowotworzenia. Odnotowano poczatkowy wzrost
ekspresji tej adhezyjnej czasteczki, a nastepnie utrate tworzonego przez ALCAM/CD 166 kontaktu
komorek w rozwoju guza raka prostaty, czerniaka ztosliwego czy raka piersi. Artykut ten podsumowuje
obecne badania i teorie opisujgce znaczenie ALCAM/CD 166 w adhezji, wzros$cie i rozwoju prawidto-
wych oraz nowotworowych komorek.

Stowa kluczowe: ALCAM/CD 166, adhezja komorkowa, nowotwory, przerzutowanie, MMP2.

Summary: Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule (ALCAM/CD 166) belongs to an immunoglobu-
lin superfamily and is also a member of small subgroup oftransmembrane proteins. The mature proteins
from this group are determined by presence of three structural fragments: extracellular, transmembrane
and short cytoplasmic region. ALCAM/CD 166 mediates heterophilic (ALCAM/CD 166-CD6) and homo-

*Badania witasne zaprezentowane w niniejszej pracy dofinansowane byly z grantu KBN -
SPUB M NR 117/E-385/SP./COST/P-05/DZ 145/2002-2004.
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philic (ALCAM/CD166- ALCAM/CDI66) cells adhesion in wide variety, both tissue and cultured cell
lines. ALCAM/CD166 participation in hematopoesis process, nerve developing and immune response
was described. ALCAM/CD166 plays also important role in cancer development. Early increase of this
adhesion molecule expression and later loss the ALCAM/CD166 mediated cells contact in tumour pro-
gression e.g. prostate cancer, malignant melanoma or breast cancer was noticed. The latest research and
hypothesis describing ALCAM/CD166 involving in normal and neoplastic cells adhesion, growth and
developing are recapitulated in this review.

Keywords: ALCAM/CD166, cells adhesion, cancers, metastasis, MMP2.

1. CHARAKTERYSTYKA CZASTECZKI ALCAM/CD166

MCMAICV)\66-(Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule) nalezy do biatek
adhezyjnych tzw. CAM (Cellular Adhesion Molecules'), ktore petnig istotng role w
utrzymaniu whasciwej komunikacji pomiedzy komorkami. Zaliczamy do tej grupy miedzy
innymi czasteczki: I-CAM 1,1-CAM 2 (Intercellular Adhesion Molecules) - czasteczki
adhezji miedzykomérkowej, VCAM (Vascular Cell Adhesion Molecule) - czasteczka
adhezji komoérkowej naczyn, PECAM/CD31 (Platelet Endothelial Cell Adhesion
Molecule) - czagsteczka adhezji komdrkowej ptytek i Srodbtonka, N-CAM (Neural Cell
Adhesion Molecule) - czasteczka adhezji komoérek nerwowych, Gly-CAM-1
(Glycosylation-dependent Cell Adhesion Molecule-1) - czasteczka adhezji komérkowej
zalezna od glikozylacji, H-CAM (Human Cell Adhesion A/o/ecw/e) — czasteczka adhezji
komorek ludzkich, MAdCAM-1 (Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule) —
czgsteczka adhezji komorkowej bedaca adresyng bton $luzowych czy MECAM-1
(Melanoma-associated Cell Adhesion Molecule) - zwiazana z czerniakiem czastecz-
ka adhezji komorek.

Majace mase 105 kDa ALCAM/CD 166 jest cztonkiem matej podgrupy trans-
btonowych glikoprotein nalezagcych do nadrodziny immunoglobulin. W pekni uksztat-
towane biatka przypisane do tej grupy charakteryzujg sie wystepowaniem trzech
fragmentéw. Pierwszy, zewnatrzkomérkowy jest zbudowany z pieciu elementéw: dwoch
dalszych N-koricowych domen zmiennych - V (variable - zmienny,) oraz trzech,
potozonych blizej btony cytoplazmatycznej domen statych - C (constant - staty).
Centralny odcinek stanowi hydrofobowy transbtonowy region zakoriczony trzecim
fragmentem: krétka cytoplazmatyczng strukturg o réznej dtugosci w zaleznosci od typu
biatka (w przypadku ALCAM/CD 166 liczy on 32 aminokwasy) (rye. 1). Motyw: WCCC
okresla cigg domen immunoglobulinowych i stanowi charakterystyke tej podgrupy
biatek. Poza ALCAM/CD 166 réwniez CD 146/MUC18 (MCAM/Mel-CAM) [35] oraz
B-CAM/Lutheran (Basal Cell Adhesion Molecule/ Lutheran blood group antygen)
[19] maja wymieniony wczes$niej motyw. CD146/MUC18 jest pierwszym receptorem,
u ktérego rozpoznano i opisano w 1989 roku charakterystyczng sekwencje VVCCC
domen immunoglobulinowych. Natomiast klonowanie ALCAM/CD 166 przepro-
wadzono w roku 1995, podczas gdy analogi ALCAM/CD 166 u ptakéw i ryb zostaty
wykryte juz na poczatku lat 90.
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RYCINA. 1. Budowa czasteczki ALCAM/CD166

Odpowiednie dopasowanie sekwencji dostepnych w bazie GENEBANKz sekwencjg
aminokwasowg biatka ALCAM/CD166 ukazuje 26,7% identycznosci oraz 37,4%
podobienstwa z sekwencjg aminokwasowg biatka CD146/MUC18 oraz 26,8%
identycznosci i 34,7% podobienstwa dla B-CAM/Lutheran. ldentyczno$¢ sekwencji
tych dwdch ostatnich biatek wynosi 33,5%, a podobienistwo 42,2%. Homologia
pomiedzy tymi trzema receptorami ograniczona jest do odcinka znajdujacego sie na
zewnatrz i w przedziale miedzybtonowym, a nie spotykamy jej we fragmencie
cytoplazmatycznym.

Ludzkie receptory kodowane sg przez pojedyncze kopie genéw umiejscowionych na
chromosomie 3ql3.1-2 (ALCAM/CD166), 11g23.3 (CD146/MUC18) oraz 19ql3.2
(B-CAM/Lutheran).

Alternatywne fgczenie fragmentéw RNA podczas transkrypcji generuje dwa lub
trzy rozne dojrzate transkrypty CD146/MUC18. U ptakéw takie transkrypty biatka
CD146/MUC18 kodujg dwie btonowe izoformy z odmiennym: dtugim lub krétkim
ogonem cytoplazmatycznym i jedng rozpuszczalng izoforme, ktéra jest wydzielana
przez komorke. Nazwa B-CAM odnosi sie do formy skroconej, dominujacej gliko-
proteiny Lutheran, ktéra zostata skrécona o 40 aminokwaséw pochodzacych z ogona
cytoplazmatycznego [54].

Sekwencja aminokwasowa (583 aminokwasy) biatka ALCAM/CD166 u kregow-
cow jest konserwatywna na prawie catej dtugosci (w okoto 95%). Poréwnywalny ciag
sekwencji aminokwasowej biatek B-CAM/Lutheran i CD146/MUC18 jest zacznie
bardziej zréznicowany, gdyz konserwatyzm zamyka sie w przedziale 75-80% w
odniesieniu do sekwencji mysiej, szczurzej oraz ludzkiej. W przypadku wyzszych
kregowcow sekwencja innego biatka adhezyjnego, E-kadheryny, jest znacznie mniej
konserwatywna niz sekwencja ALCAM/CD166. Jezeli jednak poréwnamy sekwencije
aminokwasowe powyzszych biatek wystepujace u ewolucyjnie bardziej odlegtej
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pregowanej ryby akwariowej Brachydania verio, to nizszym stopniem konserwa-
tywnosci odznaczat bedzie sie ALCAM/CD166 [54].

Jak wspomniano wczesniej, ALCAM/CD166 uczestniczy w tworzeniu potaczen
miedzy komorkami. Sgto zaleznosci homotypowe ALCAM/CD166-ALCAM/CD166
lub heterotypowe ALCAM/CD 166-CD6. Jak wykazano, zr6znicowana potranslacyjna
glikolizylacja tego biatka nie wptywa na zdolno$é homofilnego aczenia sie komorek.

Mapowanie funkcjonalnych domen wykazato, ze obecno$é N-terminalnego odcinka
domeny immunoglobulinowej V1 jest wymagane dla obu zaréwno homotypowych, jak
i heterotypowych potaczer miedzykomaorkowych.

W przeciwienstwie do ALCAM/CD 166, CD146/MUC18 uczestniczy w tworzeniu
potaczen komérka-komoarka tylko poprzez interakcje z wciaz nieznanym heterofilowym
ligandem na sasiadujacych komoérkach. Transfekowanie leukocytéw genem kodujacym
ptasi CD 146/MUC18 wskazuje, ze jakkolwiek jest ono zaangazowane w reakcje homofilne
komorka-komarka, to podtrzymuje interakcje komdrka-macierz zewngtrzkomérkowa
poprzez wigzanie czynnika wzrostu neurytéw (ang. NOF- neurite outgrowth factor),
zewnatrzkomérkowej glikoproteiny z rodziny laminin o masie 700 kDa. Réwniez biatko
B-CAM/Lutheran posredniczy w interakcjach komorka-macierz zewnatrzkomoérkowa,
poprzez wigzanie laminin (biatek charakterystycznych dla bton podstawnych), ale nie
zanotowano zaangazowania tego biatka w bezposrednie potaczenia komorka-komorka.
Dwa niezalezne zespoty badawcze odkryly charakterystyczne miejsca wigzania laminin
do trzech btonowo-dystalnych (\VVI1-CI) domen biatka B-CAM/Lutheran i przypisaty
immunoglobulinowej domenie D3 decydujacarole w tym procesie [19,45]. Trzecia grupa
naukowcdw przypisata miejsce wigzania laminin do bfonowo-proksymalnej domeny C3
[58], Pomimo ze niezgodnos¢ ta jest zaskakujgca, to nie mozna wykluczy¢, ze B-CAM/
Lutheran ma dwa oddzielne i niezalezne miejsca wigzania laminin.

ALCAM/CD 166jest homologiczny w 90% z kurzym biatkiem adhezyjnym BEN/SC!/
DM-GRASP [10,47,55]. Ponadto sekwencja biatka ALCAMjest homologiczna w 93% z
lipoproteinowym receptorem HB2, kt6ry jest lipoproteingo wysokiej gestosci [38].

2. WYSTEPOWANIE ALCAM/CD166

Pomimo ze ekspresja ALCAM/CD 166 dotyczy wielu réznych tkanek, to z reguty
powigzana jest z dynamicznym wzrostem oraz migracjg komorek np. w czasie
hematopoezy [43], angiogenezy [3], rozwoju grasicy [46], odpowiedzi ukiadu
immunologicznego [37], wzrostu neuronéw [21, 49], rozwoju uktadu kostnego [8],
rozwoju ukiadu miesniowego. ALCAM/CD 166 wystepuje takze w komérkach
nowotworowych: wiokniako-miesaka, raka prostaty [32], czerniaka ztosliwego [54]
oraz raka piersi [24, 25]. Opr6cz obecnosci omawianego biatka w tkance guza
stwierdzono wystepowanie biatka CD 166 w wielu nowotworowych liniach komér-
kowych: czerniaka (linii 530 czy BLM), raka ptuc, okreznicy, gruczotu krokowego [32]
oraz piersi (MCF7, MDA MB 231) [24, 25]. Co ciekawe, badajagc komérki nienowo-
tworowej linii HBL100 ludzkiego gruczotu sutkowego nie odnotowano ekspresji tego
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biatka [24]. Zawartos¢ ALCAM/CD 166 odkryto takze podczas innych patolo-gicznych
procesow jak w przypadku reumatoidalnego zapalenia stawéw, gdzie ALCAM/CD 166
zlokalizowano na makrofagach ptynu maziowego [54],

Ekspresja ALCAM/CD 166 zachodzi na aktywowanych limfocytach T, monocytach,
keratynocytach, tymocytach, fibroblastach, hepatocytach, komérkach trzustki:
gronowych oraz wyspach Langerhansa, neuronach, komoérkach nabtonkowych oraz
hematopoetycznych komdrkach progenitorowych [6,43,46,47],

Szeroki profil ekspresji ALCAM/CD 166 obserwowany jest podczas rozwoju
ludz-kiego zarodka. Udokumentowano, ze ekspresja ALCAM/CD 166 dotyczy
subpopulacji komoérek pnia w miejscu pierwotnej hematopoezy np. mezodermy
okotoaortalnej, watroby, grasicy oraz szpiku kostnego [54], Co interesujace,
czasteczka ALCAM/CD 166 zwykle wystepowata w specyficznej subpopulacji
komérek. W wiekszosci przypadkéw ekspresja ALCAM/CD 166 byta przejsciowa,
co sugeruje, ze podlega ona Scistej kontroli. U wszystkich badanych zwierzat (ryby,
ptaki, szczur, mysz, bydto) ALCAM/CD 166 zaangazowany jest we wzrost, rozwoj
i utrzymanie centralnego i obwodowego uktadu nerwowego. U ptakéw ALCAM/
CD 166 uczestniczy w unerwianiu miesni poprzez zaangazowanie w proces wzrostu
zakonczen nerwowych. Jego przej-$ciowa ekspresja w migsniach obserwowana
jest tuz przed momentem wrastania nerw6w, mniej wigcej na tym samym poziomie,
co po transsekcji nerwéw.

Arai i wsp.[3] badali wptyw ALCAM/CD 166 na proces formowania kosci i szpiku
kostnego. Analizowano komérki pochodzace z ochrzestnej, wykazujgce wiasciwosci
pierwotnych komorek mezenchymalnych, ktore kierowane byty na okreslone szlaki
réznicowania, np. osteogenezy, tworzenia tkanki ttuszczowej, chrzestnej czy
podscieliska. Utrzymanie réwnowagi w niezr6znicowanej tkance mezenchymalnej
oraz wstgpienie na droge roznicowania uwarunkowane jest konfluencjg oraz poprzez
interakcje komérka-komorka. Ze wzgledu na wymienione wcze$niej wasciwosci
ALCAM/CD 166, jego ekspresje w hematopoetycznych komodrkach macierzystych
oraz udziat w ekspansji prymitywnych hematopoetycznych komérek progenitorowych
i decydujacej roli we wzroscie prekursorowych komorkach $rédbtonka, ciekawe
wydaje sie rozpoznanie roli, jakg petni ta czasteczka adhezyjna w réznicowaniu
komorek ochrzestnej. Arai i wsp. [3] opisujga ALCAM/CD166 jako biatko niezbedne
w utrzymaniu potencjatu réznicowania sie¢ komoérek ochrzestnej. Co interesujace,
Swiezo izolowane komdrki ALCAM/CD 166-pozytywne wykazywaly wyzszg
aktywnos$¢ proliferacyjnaniz izolowane w ten sam spos6b komérki ALCAM/CD 166-
negatywne. Po dodaniu ludzkiego rekombinowanego biatka ALCAM/CD 166
(ALCAM-Fc) lub mysiego rekombinowanego biatka CD6 (CD6-Fc) proliferacja
izolowanych ALCAMY/CD 166-pozytywnych komoérek zostata czeSciowo
zahamowana. Jest to dowodd na wptyw ALCAM/CD 166 na proliferacje komérek
ochrzestnej. Dodatkowo zablokowanie homotypowych wigzan (ALCAM/CD166-
ALCAM/CD166) przez dodanie ALCAM-Fc lub CD6-Fc stymulowato komorki o
wysokiej ekspresji ALCAM/CD 166 do formowania osteoblastéw, migracje komorek
progenitorowych osteoblastow w wewnetrzng warstwe okostnej oraz przyspieszenia
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ekspresji alkalicznej fosfatazy i osadzanie sie mineratdw w procesie osteogenezy.
Co istotne, rola czasteczki ALCAM/CD166 nie ograniczata sie tylko do tych proceséw,
ale wspomagata formowanie sie sieci naczyn wiosowatych przy udziale osteoklastow.
Osteoklasty, z uwagi na funkcje absorpcji kosci umozliwiajg naczyniom krwionosnym
penetracje chrzastki, a tym samym pomagajg w tworzeniu przestrzeni szpikowej.
Homotypowa adhezja komérkowa ALCAM/CD 166-ALCAM/CD166 miedzy
komdrkami ochrzestnej i Srédbtonka moze wiec stymulowaé przyleganie naczyn
krwiono$nych do chrzastki.

3. ALCAM/CD166 TWORZY WIAZANIA HOMOTYPOWE
| HETEROTYPOWE

Poczatkowo ALCAM/CD 166 zidentyfikowano jako ligand biatka CD6, ktory
zaangazowany jest w tworzenie potgczenia pomiedzy nabtonkowymi komérkami grasicy
a tymocytami [32]. Ludzkie biatko CD6 (huCD6), wystepujace w dwdch izoformach o
masie 100 kDa i 130 kDa, jest glikoproteing prezentowana na powierzchni tymocytdw,
dojrzatych limfocytéw T oraz podrodzinie limfocytéw B tak zwanych komérek B-I
[31], CD6 sktada sie podobnie jak ALCAM/CD166 z trzech gtdwnych fragmentdw:
ogona cytoplazmatycznego, transbtonowego odcinka oraz czesci zewnatrzkomérkowej.
Ostatni wymieniony fragment zbudowany jest z trzech domen bogatych w cysteine,
tworzacych receptor ,,zmiatacz” {scavenger receptor cysteine rich). Wzajemne wigzanie
obu biatek odbywa sie pomiedzy domeng pierwszg V1, z pewnym udziatem domeny
drugiej V2 biatka ALCAM/CD 166 oraz trzecig, najblizszg btonie komdrkowej domeng
czasteczki CD6 [48] (ryc. 2).

Stwierdzono takze fakt wigzania sie ALCAM/CD 166 do NgCAM {Neuron-
glial Cell Adhesion Molecule) - czasteczki adhezji komérek neurogleju oraz
lipoprotein o wysokiej gestosci [14, 38, 46]. Zidentyfikowany przez chromatografie
powinowactwa NgCAM jest ptasim odpowiednikiem ssaczego biatka LI-CAM.
Stabilizacja wigzania komérka-komorka uwarunkowana jest w tym przypadku nie
tylko przez zewnatrz-komoérkowy fragment ALCAM, ale zalezy réwniez od
wewnatrzkomorkowego wspétdziatania z fragmentem cytoptazmatycznym |
transbtonowym biatka ALCAM/CD 166, a-kateniny, cytoszkieletu aktynowego, a
takze kinazy biatkowej C [41,56].

Jak opisano powyzej, glikoproteing ALCAM/CD 166 tworzy potaczenia miedzy-
komorkowe o charakterze homofilnym {ALCAM/CD 166-ALCAM/CD 166) oraz
heterofilnym (ALCAM/CD 166-CD6). Aby wyjasni¢ model dziatania ALCAM/CD 166,
wykorzystano monoklonalne przeciwciata anty-ALCAM/CD166 oraz serie N-
terminalnych, delecyjnych mutantow ALCAMY/CD 166. Uzyskane wyniki wskazujg na
krytyczna role najbardziej dystalnej wzgledem btony, V-typowej domeny V! w adhezji
komérkowej. Natomiast btonowo-proksymalne, immunoglobulinowe domeny typu -C,
C2-C3, kontrolowaty tworzenie ,,zlepéw” na powierzchni komérki. Wzrost tworzenia
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RYCINA 2. Schemat interakcji pomiedzy czasteczkami ALCAM/CD166 i CD6

potaczer miedzykomorkowych mozliwy byt przez wigczanie ALCAM/CD166 w miejsca
kontaktu komdrka-komorka oraz poprzez oligomeryzacje receptora przy udziale domen
immunoglobulinowych typu C [27].

Réwnoczesna ekspresja transbtonowego delecyjnego mutanta ALCAM/CD 166
(DN-ALCAM/C1-C3), ktory nie ma wigzacych ligand domen V1 i V2, oraz dzikiego
endogennego typu ALCAM/CD 166 majacego wszystkie pie¢ zewnatrzkomaérkowych
domen V1V2C1C2C3, wstrzymuje tworzenie homotypowych (ALCAM/CD 166-
ALCAM/CD166) potaczen komérka-komorka. Do tworzenia stabilnego wigzania
miedzy-komérkowego niezbedne sg wiec dwa moduly: pierwszym jest stworzenie
na btonie komérkowej oligomeru zawierajgcego dwie czasteczki ALCAM/CD 166
potaczone domenami typu -C-, C1-C3, drugim zwiazanie do wolnej domeny typu -V-
V1 takiej samej domeny znajdujacej sie w uktadzie oligomeru na sasiadujacej komaérce.
Ta funkcjonalna zgodnos¢ obu modutdéw jest wymagana dla tworzenia stabilnej sieci
adhezji homotypowej komérka-komorka (ALCAM/CD 166-ALCAM/CD166) [27]
(ryc. 3).

Jednak sama zewnatrzkomdrkowa adhezja nie jest wystarczajaca do stabilizacji
potaczen komdrkowych. ROwnie istotne sg takie stabilizatory cytoplazmatyczne, jak:
cc-katenina, aktyna cytoszkieletu czy kinaza biatkowa C, pomagajace w usieciowaniu
grupy komorek [41,56]. Sugestia, ze funkcja ALCAM/CD 166 w adhezji komoérkowej
jest kontrolowana przez zakotwiczenie go na cytoszkielecie aktynowym, wymaga
poznania wcigz zagadkowego molekularnego mechanizmu tego procesu, podobnie jak
sktadnikow biorgcych w nim udziat.
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RYCINA 3. Schemat homotypowej adhezji komérek ALCAM/CD166 - ALCAM/CD166

Zastosowanie monoklonalnych przeciwciat blokujacych, np. moAb J4-81, zgodnych
z VV-typowa, wigzacgligand domeng V1 -2 umozliwiato tworzenie adhezji homotypowej
komoérka-komorka {ALCAM/CD 166-ALCAM/CD166), ale catkowicie hamowato
tworzenie polaczen heterofilnych (ALCAM/CD166-CD6). Monoklonalne przeciwciato
J4-81 indukowato zmiany konformacyjne biatka ALCAM/CD 166, co zwiekszato
komérkowa adhezje i agregacje. Komorki szpiczaka KG1 (CD6-negatywne) wykazujace
wysoka, powierzchniowa ekspresje ALCAM/CD 166 formowaty homotypowe ,,zlepy”
komorkowe, wihasnie po aktywacji wyzej wymienionym przeciwcialem. Natomiast
zastosowanie moAbJ4-81 w przypadku komorek linii K562 (choroba di Gugliemo),
ktére formowaty spontaniczne potaczenia homotypowe pomiedzy ektotopowymi czgs-
teczkami ALCAM/CD 166, nie wptyneto na zwiekszenie procesu sieciowania. Sku-
teczno$¢ dziatania tej zaprojektowanej immunoglobuliny zalezata réwniez od jej stezenia
i temperatury. Tak, wiec rozny wptyw monoklonalnego przeciwciata J4-8! poczawszy
od hamowania heterotypowych interakcji ALCAM/CD 166-CD6, przez brak wptywu
na interakcje ALCAM/CD 166-ALCAM/CD 166 w komdrkach K562 do wzrostu agregacji
w komorkach KG 1, sugeruje r6zny mechanizm sieciowania komaérek w zaleznosci od
typu interakcji.

Inne przeciwciato monoklonalne moAb AZN-L50 wigzgce dwie immunoglobulinowe
btonowo-proksymalne (C2-C3) domeny typu C hamowato homotypowe interakcje
(ALCAM/CD 166-CD166), gtdwnie przez zablokowanie oligomeryzacji czasteczek
ALCAM/CD 166 [27, 29].
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Wiekszos¢ opublikowanych prac na temat ALCAM/CD166 dotyczy jego roli w
homotypowych interakcjach (ALCAM/CD166-ALCAM/CD 166) miedzy komorkami.
Wiadomo, ze te homofilne interakcje sg wymagane, a wrecz niezbedne w miejscach
zwigzanych ze wzrostem i jego kontrolg, podobnie mato miejsce podczas migracji komorek.

Uzyskane dane na temat ko-lokalizacji kadheryn i ALCAM/CD166 wskazuja, ze
funkcja tego ostatniego biatkajest wyciszana na korzy$¢ homofilnych interakcji pomiedzy
kadherynami. Zaburzenia w homotypowej siatce potgczen kadherynowych miedzy
komdrkami nowotworowymi prowadzg do utraty adhezji i tym samym zwigzane sg z
progresja nowotworu oraz utatwieniem inwazyjnosci komorek guza [34], Jednak
przedstawione wyniki dla ALCAM/CD166 pokazuja, ze analogiczne homotypowe
potaczenia miedzykomérkowe (ALCAM/CD166-ALCAM/CD166) sg powszechne lub
indukowane de novo w niektérych ztosliwych guzach i liniach komdrkowych o r6znym
stopniu progresji nowotworowej [27,28].

Jak wykazano, specyficzne wigzanie poddanego nadekspresji, pozbawionego N-korica
delecyjnego mutanta ALCAM/CD166 (DN-ALCAM/D3-5) nie tylko hamowato
homotypowe wiagzanie komérek, ale takze znosito ograniczenia dla migracji komérek
guza. W nastepstwie tego procesu mozliwe stato sie przejsécie ze stadium wzrostu guza
pierwotnego do stadium tkanki inwazyjnej, z ktérej uwolnione z homotypowych
(ALCAM/CD 166-ALCAM/CD 166) wiezéw komoérki majg zdolno$¢ do zasiedlania
wtérnych miejsc [27, 29],

Tak jak stabilizacja wigzania ALCAM/CD166-ALCAM/CD 166 przez inne niz
ALCAM/CD166 biatka, rowniez destabilizacja tych interakcji wymaga zaangazowania
molekut zidentyfikowanych wstepnie jako proteazy [27, 29]. Nadekspresja proteaz i
ich form prekursorowych jest czesto obserwowana w wielu rodzajach zto$liwych guzéw
[7, 50, 53]. Hipoteza o wspotdziataniu proteaz i ALCAM/CD 166 poparta zostata
badaniami nad wspétzalezno$cig pomiedzy biatkami proteolitycznymi a innymi czas-
teczkami adhezyjnymi: E-kadheryng oraz LI-CAM. Usuwanie przez proteazy
zewnatrzkomérkowych domen E-kadheryny czy LI-CAM hamuje adhezje sasiadujacych
komorek, umozliwiajac tym samym ich przemieszczanie [39,42],

4. INTERAKCJA ALCAM/CD166-ALCAM/CD166
W Zt OSLIWYM CZERNIAKU

Obecnos¢ potaczen heterotypowych (ALCAM/CD 166-CD6) oraz homo-
typowych (ALCAM/CD166-ALCAM/CD166) miedzy komdrkami [27, 28] zostata
potwierdzona w badaniach zaréwno in vitro, jak i in vivo, np. w komdrkach
CD6-negatywnych ludzkiego czerniaka obserwowano interakcje homofilne
ALCAM/CD 166-ALCAM/CD 166 skorelowane ze zdolnoscig do tworzenia
charakterystycznych ,,zlepéw” komérkowych [15], ALCAM/CD 166 wykryto w
przerzutujagcej ludzkiej linii komorkowej czerniaka skory, podczas gdy komorki
linii nieprzerzutujacej nie wyka-zywaly ekspresji tego biatka.
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Van Kempen i wsp. [29] po raz pierwszy zaprezentowali dane dotyczace ekspresji
ALCAM/CD 166 oraz homotypowych zaleznosci ALCAM/CD 166-ALCAM/CD166
podczas progresji melanocytowego guza. Do badan przeznaczono wycinki z guzéw
zaréwno tagodnych, jak i ztosliwych. Ekspresja ALCAM/CD 166 jednoznacznie
obserwowana byta w pionowej fazie wzrostu czerniaka ztos$liwego - VGP (Vertical
Growth Phase) odpowiadajacej Illo, Vo, Vo Clarka. Wzrost iloSci omawianego biatka
skorelowany byt ze wzrostem stopnia zaawansowania wg skali Clarka oraz grubosci
guza. Co istotne, w fagodnych zmianach ekspresja ALCAM/CD 166 wystepowata bardzo
rzadko. Jedynie tagodna zmiana sinicowa (cellular blue nevi) pokazata btonowa
ekspresje ALCAM/CD 166. Przejscie z fazy RGP (Radial Growth Phase) czerniaka
szerzacego sie promieniscie na powierzchni skéry (loi lo Clarka) w faze VGP (Vertical
Growth Phase)decydujgcym momentem dla progresji guza. Czerniak sklasy-
fikowany jako guz rozwijajacy sie wertykalnie ma zdolnos¢ do inwazji w skorze
wiasciwej, a w nastepstwie tego procesu do przerzutowania. Guzy rozwijajgce sie
powierzchniowo nie majg stycznosci z naczyniami krwiono$nymi, co znacznie utrudnia,
a wrecz uniemozliwia komérkom nowotworowym przerzuty. Ekspresja biatka
ALCAM/CD 166 ma miejsce prawie wytacznie w guzach etapu VGP i nie dotyczy
gornej, powierzchniowej warstwy czerniaka ztosliwego (RGP). Ta ekspresja de novo
W czasie rozwoju guza sugeruje wptyw ALCAM/CD 166 na proces inwazji i progresji
komdrek czerniaka ztosliwego. Najwyzsze ilosci omawianego biatka w przebiegu
czerniaka zaobserwowano w zaawansowanym guzie pierwotnym. Nato-miast w
przerzutujagcym czerniaku poziom ALCAM/CD 166 znacznie sie zmniejszat. Byé moze
ALCAMY/CD 166 jako czasteczka adhezyjna umozliwia lokalng penetracje warstwy
skory, aby uzyska¢ dostep do wrét przerzutu, jakimi sg naczynia limfa-tyczne i
krwiono$ne. Po osiggnieciu tego poziomu rozwoju nowotworu ALCAM/CD 166 staje
sie zbedny.

Opisany dla ALCAM/CD 166 profil selektywnej ekspresji oraz zalezno$¢ tej ekspresji
od grubosci guza w ztosliwym czerniaku ludzkiej skory nie jest wyjatkowy. Przyktadem
moga by¢ integryny, ktore opisane zostaty jako biatka odgrywajace role w inwazyjnosci
réznych nowotworow [13, 26], Integryny tacza dwa elementy szkieletu tkanek: biatka
macierzy pozakomoérkowej oraz cytoszkielet poprzez biatka adaptorowe, np. taline czy
a-aktyne [23]. W badaniach dotyczacych czerniaka stwierdzono, ze podjednostka [33
heterodimeru, jakim jest integryna, zwigzanajest z gruboscig guza oraz ze zdolnoscia
do inwazji i przerzutowania. W analogii do ALCAM/CD 166 ekspresja podjednostki
[33, receptora vitronektyny (aJ33), w ztosliwym czerniaku jest ograniczona wytgcznie
do komérek nowotworowych znajdujacych sie na etapie wzrostu pionowego VGP oraz
komdrek wykazujagcych cechy metastatyczne [1], Profile ekspresji CD146/MUC18 oraz
ICAM! réwniez wskazujg na zwigzek tych biatek z wertykalnym wzrostem guza [40].

Ekspresja de novo ALCAM/CD 166 w fazie wzrostu pionowego nie jest niepodwazalnym
dogmatem i nie byta obserwowana we wszystkich neoplastycznych komérkach etapu VGP
[28, 29], co mogto wynikaé z heterogennosci guzéw czerniaka ztosliwego. Ekspresja
ALCAM/CD 166 nie wystepowata w liniach komérkowych ludzkiego czerniaka oraz
wywodzacych sie z nich heteroprzeszczepdw, cojest dowodem na istnienie in vivo zjawiska
przejsciowej ekspresji zwigzanej ze stopniem aktywnosci omawianego biatka.
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Systematyczny wzrost ekspresji ALCAM/CD 166 podczas rozwoju guza pierwotnego,
a nastepnie utrata tej ekspresji podczas przerzutowania ztosliwego czerniaka ttumaczy
koncepcje regulacji ekspresji tej adhezyjnej molekuty. Jednak natura bodzca aktywu-
jacego nadal pozostaje nieznana. Jedyne przestanki na temat sygnatu aktywujgcego
sugeruja, ze dotyczy on pojedynczych komérek nowotworowych, poniewaz sasiadujace
z nimi komorki pozostaja ALCAM/CD 166-negatywne. Przedstawione przez van
Kempena i wsp. [29] badania nad rolg ALCAM/CD 166 dostarczajg mocnych dowodéw,
ze to adhezyjne biatko jest statym inwazyjnym sktadnikiem komérek czerniaka zto$liwego
i moze by¢ traktowane jako nowy marker progresji tego nowotworu.

5. EKSPRESJA ALCAM/CD166 W RAKU PROSTATY

Réwnie interesujaca jest rola, jaka petni ALCAM/CD 166 w raku prostaty. Ekspresje
ALCAM/CD 166 opisano w pieciu liniach komérkowych raka prostaty: DU 145, LNCAP,
ALVA-31, PC3 oraz PPC-! [56]. Nadekspresje omawianego biatka odnotowano takze
w stopniu 4 i 5 raka prostaty wg skali Gleasona w poréwnaniu z ekspresja ALCAM/
CD 166 w tagodnej hiperplazji gruczotu krokowego [52],

Przeprowadzona przy uzyciu GeneChipdow, przez zespdt Kristiansena [33] analiza
transkryptéw ALCAMY/CD 166 izolowanego ze skrawkéw mikroskopowych oraz
hybrydyzacja par odcinkbw RNA pochodzacych z komorek tkanek zdrowych i
nowotworowych gruczotu krokowego wykazata, ze ALCAM/CD 166 ulegat
ekspresji 0 réznym natezeniu w przyblizeniu w 22% badanych przypadkéw. Ekspresje
tg potwierdzono immunohistochemicznie przy uzyciu specyficznego przeciwciata
monoklonalnego (uzywanego juz wczedniej przez van Kempena i wsp. [29]) na
poziomie biatkowym. Az 71% badanych skrawkéw mikroskopowych z miejsc
chorobowo zmienionych wykazato wzrost stezenia biatka ALCAM/CD 166.
Btonowa ekspresja ALCAM/CD 166 w nabtonkowych komérkach stercza sugeruje
uczestnictwo tego biatka w fizjologicznych interakcjach komoérka-komorka.
Homotypowe potgczenia komérkowe (ALCAM/CD166-ALCAM/CD166) wydaja
sie najbardziej prawdopodobnym mecha-nizmem w tym procesie, poniewaz nie
wykryto zadnej ekspresji CD6 w nabtonku prostaty. Tomita i wsp. [56] w liniach
komoérkowych raka prostaty zaobserwowali zalezno$¢ miedzykomaorkowej
lokalizacji ALCAM/CD 166 od oc-kateniny. W przypadku komérek z normalng
ekspresjg a-kateniny i funkcjg E-kadheryny ALCAM/CD 166 ulegat ekspresji
podczas kontaktu komérka-komoérka, natomiast w komorkach z utrata funkcji
E-kadheryny, barwienie ALCAM/CD 166 ujawnito jego obecnos¢ tylko w cyto-
plazmie. Przeciwciata uzyte przez Kristiansena i wsp. [32] wykryty zr6znicowang
cytoplazmatyczng ekspresje ALCAM/CD 166 w atypowych oraz inwazyjnych
neoplastycznych strukturach nabtonkowych. W badaniach tych 81% guzow
wykazato zwiekszenie poziomu ogniskowej ekspresji ALCAM/CD 166. W 19%
analizowanych guzéw prostaty nie odnotowano wzrostu stezenia biatka ALCAM/
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CD 166, a wrecz utrate tej ekspresji preferencyjnie w guzach z wyzszym stopniem
w skali Gleasona w poréwnaniu z tagodnymi zmianami przerostowymi opisywanego
gruczotu. Ta dwufazowa, zréznicowana ekspresja ALCAM/CD 166: wzrastajgca
w guzach z niskim stopniem w skali Gleasona i zanikajaca w zmianach chorobowych
ze stopniem wysokim jest trudna do interpretacji. W przeciwienstwie do dos¢
jednoznacznych wynikéw dotyczacych ztosliwego czerniaka, gdzie ekspresja
ALCAM/CD 166 zwigzana byta z etapem VGP i tym samym z bardziej agresywnym
fenotypem nowotworu, nic znaleziono zadnej prostej korelacji pomiedzy ekspresja
ALCAMI/CD 166 a histologicznie okreslonym potencjatem ztosliwosci raka prostaty.
Stwierdzono natomiast wpltyw tej adhezyjnej molekuty na progresje metastatyczna
po chemioterapii w liniach komdérkowych wtékniako-miesaka [12].

Przedstawione tu rozbieznosci mozemy ttumaczy¢ rézngbiologicznie funkcja, jaka
petni ALCAM/CD 166 w adhezji komorkowej réznych guzéw. Mozemy tylko spe-
kulowaé na temat mechanizméw lezacych u podstawy tych dwufazowych szlakéw
ekspresji w raku prostaty. Pomocne w analizie moze by¢ odkrycie ALCAM/CD 166
Zaangazowanego w proces angiogenezy, co pozwala domniemywac o roli wyzej
wymienionego biatka w formowaniu przewodowych struktur organizmu, niezaleznie
od ich nabtonkowego czy $rédbtonkowego pochodzenia.

Mechanizm ten pozwala przypuszczaé, ze niska, podstawowa ekspresja
ALCAM/CD 166 obserwowana w zdrowym gruczole prostaty jest zalezna od
stabej proliferacji komoérek. Wraz z pojawieniem sig niskiego stopnia nowotworu
gruczotu krokowego wzrasta stezenie ALCAM/CD 166, co by¢ moze odzwierciedla
proces tworzenia i rozprzestrzeniania sie sieci przewodéw. Natomiast stopniowy
spadek ekspresji ALCAM/CD 166 w przypadku guzoéw z wyzszym stopniem w
skali Gleasona jest najpraw-dopodobniej wynikiem porzucenia formowania
przewodoéw na korzysé sitowatego, migzszowego lub pojedynczokomorkowego
modelu inwazji.

6. INTERAKCJE ALCAM/CD 166-ALCAM/CD166
W RAKU PIERSI

Z uwagi na wykrycie zwigzku pomiedzy ekspresja ALCAM/CD 166 ii progresja
czerniaka ztoSliwego czy raka prostaty istotne wydaje sie poznanie wplywu, jaki
ALCAM/CD 166 wywiera na inne zmiany neoplastyczne. Pierwsze badania nad
nowotworowymi liniami komoérkowymi wykazaty ekspresje ALCAM/CD 166 takze w
liniach: widkniako-miesaka (HT-1080), kostniako-miesaka (143B, PML, BK, TK) oraz
raka piersi (MCF-7) [29], U kobiet rak piersi jest najczestszym nowotworem ztosliwym.
Pomimo rozpoznania choroby i rozpoczecia leczenia radykalnego, a takze zabiegéw
chemioterapii oraz hormonoterapii, niektore przypadki raka sutka zakorczone sg zgonem
pacjentek. Najczestszg przyczyna zgonéw kobiet poddanych zabiegom chirurgicznym,
np. zmodyfikowanej amputacji piersi sposobem Pateya (wyciecie gruczotu piersiowego
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RYCINA 4. Ekspresja biatka ALCAM/CD 166 w liniach komérkowych gruczotu sutkowego (HBL100),
raka piersi (MCF7) i tych samych liniach stransfekowanych plazmidem zawierajacym ludzki gen bcl2-
gtéwny inhibitor apoptozy oraz linii MCF7 traktowanej przez 6 dni: 17-(3-estradiolem (1 niM) i
tamoksifenem (1 mM) (antyestrogencm). Zdjecia uzyskano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego:
fluorescencja czerwona (7-aminoaktynomycyna D) uwidacznia DNA, natomiast fluorescencja zielona
(wtérne przeciwciato sprezone z AlexaFluor~488) odzwierciedla obecnos¢ biatka ALCAM/CD 166

X Position

OBRAZ Z MIKROSKOPU

CYTOGRAM MAPA SKRAWKA
KONFOKALNEGO

RYC1NA 5. Ekspresja biatka ALCAM/CD 166 w skrawku guza raka piersi. Na cytogramie przedstawiono
procent komorek o najwyzszej (kolor czerwony), Sredniej (kolor zielony), i niskiej (kolor czarny),
ekspresji ALCAM/CD 166. Mapa skrawka guza raka piersi odzwierciedla lokalizacje wczesniej
wymienionych komérek. Cytogram i mape skrawka wykonano przy uzyciu laserowej cytometrii
skaningowej. Na zdjeciu uzyskanym przy uzyciu mikroskopu konfokalnego: fluorescencja czerwona
odpowiada DNA wybarwionemu 7-aminoaktynomycyng D, natomiast fluorescencja zielona (wtérne
przeciwciato sprezone z AlexaFluor-»488) odzwierciedla obecnos$¢ biatka ALCAM/CD 166
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wraz z weztami chtonnymi pachy, bez usuwania miesni piersiowych) pozostaje progresja
nowotworu. Istnieje ryzyko, ze w momencie podejmowania leczenia radykalnego u
chorych na raka sutka wystepuje zjawisko mikroprzerzutéw do weztéw chtonnych, a
co za tym idzie innych narzaddw: ptuc czy kosci. Istotne jest poznanie czynnikow
prognostycznych, pozwalajacych okresli¢ rokowanie niezaleznie od rozpoczecia leczenia
i predykeyjnych, ktére okre$lajg prawdopodobienstwo uzyskania remisji w przypadku
zastosowania okre$lonej metody leczenia. Zasadnicze znaczenie maja tu czynniki, takie
jak zaawansowanie wg klasyfikacji TNM: stan regionalnych weztow chtonnych i wielkos$¢
guza, obecnos$¢ receptoréw estrogenowych [2, 4, 22, 44] i progesteronowych [11,20],
typ histologiczny, stopierh ztosliwosci histologicznej wg skali Richardsona-Blooma,
protoonkogeny, onkogeny, geny supresorowe oraz ich produkty: EGFR (receptor dla
naskérkowego czynnika wzrostu) [33], c-erbB-2/HER 2 (receptor dla komdrkowego
czynnika wzrostu), c-myc [57], ps2, p53 [5], MDR-1, BRCA-1, BRCA-2 [22], markery
aktywnosci proliferacyjnej guza: indeks mitotyczny (M), indeks znakowanej tymidyny
(TLI), frakcja komdrek w fazie S (SPF), PCNA, K.i-67; ploidia DNA, markery
angiogenezy; czynniki regulujgce apoptoze zaréwno promotory, jak i inhibitory, np. biatka
z rodziny BCL2 czy markery wysokiego ryzyka przerzutowania: katepsyna-D, nm-23,
aktywator plazminogenu (UPA) [30],

Ocena ekspresji biatka zaangazowanego zaréwno w adhezje, jak i przerzuty, jakim
jest ALCAMY/CD 166, umozliwi by¢ moze poznanie roli ALCAM/CD 166 w procesie
przerzutowania w przypadku raka piersi. Dotychczasowe wiasne obserwacije na liniach
komodrkowych raka piersi: MCF-7 [9] oraz MDA MB 231 i linii referencyjnej HBL100
(nienowotworowej - gdzie jedynie unieSmiertelniono komorki przez ich transfekcje
wirusem SV40), wykazaty catkowity brak ekspresji ALCAM/CD 166 w linii HBL100,
a wysoka ekspresje tego biatka w estrogenozaleznej linii MCF-7 i MDA MB 231 (ryc.
4). Stosujac laserowacytometrie skaningowg i mikroskopie konfokalngstwierdzilismy
duze zréznicowanie subpopulacji komorek w skrawkach tkanki guza raka piersi pod
wzgledem ekspresji ALCAM/CD 166 (ryc. 5). W przypadkach gdy odnotowano
przerzuty do weztéw chtonnych, poziom ALCAM/CD 166 byt nizszy niz w guzach
niemetastatycznych. Zawartos¢ ALCAM/CD 166 wydaje sie rowniez zaleze¢ od
stymulacji przez streoidy ptciowe oraz od poziomu receptorow estrogenowych (ER-a,
ER-P) oraz progcsta-genowych (PgR), co odnotowali$my zaréwno w odniesieniu do
tkanki guza, jak i linii komorkowych MCF-7 i MDA MB 231(ryc. 4). Jest to o tyle
istotne, ze receptory dla tych hormonéw sg powszechnie stosowanym markerem
uzyskania remisji po zastosowaniu hormonoterapii, ktéra w przypadku obecnosci obu
receptoréw siega nawet 80% [51]. Uzyskanie komorek z nadekspresjg biatka BCL-2,
gtownego inhibitora apoptozy poprzez stransfekowanie wyzej wymienionych linii
komarkowych raka piersi plazmidem zawierajacym ludzki gen bcl2, ujawnito dodatni
wplyw tego biatka na ekspresje ALCAM/CD 166, ktéra pojawita sie nawet w
nienowotworowej linii HBL 100 (ryc. 4).

Inne uzyskane wyniki sugeruja, ze w przypadku nowotwordw piersi, ALCAM/CD 166,
w zaleznos$ci od rodzaju biatka, z jakim oddziatuje, ma w prognozowaniu choroby
znaczenie pozytywne (utrzymanie sieciowania komdérek w miejscu guza pierwotnego
dzieki interakcji z kateninami) lub negatywne (degradujagce ALCAM/CD 166 dziatanie



ALCAM/CD166 - BIALKO ADHEZYJNE NOWOTWOROW 677

MMP2 - metaloproteinaza Il macierzy miedzykomérkowej umozliwiajace metastaze)
[16, 17, 18]. Zasygnalizowane w artykule badania wyjasniajg tylko cze$¢ odgrywanej
przez ALCAM/CD 166 roli w progresji raka piersi. Petniejsze zrozumienie mechanizmu
dziatania ALCAM/CD 166 wymaga dalszych badan.

7. PODSUMOWANIE

Dystrybucje ALCAM/CD 166 badano w odniesieniu do réznych fizjologicznych
stadiow rozwojowych: ptodowego, noworodkowego i organizmu dojrzatego oraz standw
patologicznych. W warunkach fizjologicznych ALCAM/CD 166 poprzez tworzenie
potaczer miedzykomdérkowych jestjednym z biatek utrzymujacych prawidtowa strukture
tkanki. Ten pozytywny efekt dziatania ALCAM/CD 166 ulega zmianie w tkance
nowotworowej. Spadek ekspresji adhezyjnej czasteczki ALCAM/CD166 ulatwia
przerzutowanie wskutek utraty kontaktu komoérka-komérka.

Uwaza sie, ze w przypadku niektérych nowotwordw, np. czerniaka zto$liwego,
wzrost poziomu ALCAMY/CD 166 jest wskaZnikiem metastatycznym. Mamy tu do
czynienia ze swoistym ,,paradoksem ALCAM?”, gdyz jako biatko adhezyjne powinno
ono zapewniac $cisty kontakt pomiedzy komaorkami i powinno utrudnia¢ ich uwalnianie
z ogniska pierwotnego. Jest to jednakze tylko pozorny paradoks. Wzrost ekspresji
ALCAM/CD 166 w komorkach ogniska pierwotnego prowadzi do znaczacej przewagi
homofilnych interakcji ALCAM/CD 166-ALCAM/CD 166 pomiedzy stykajacymi sie
komorkami. Bezposrednim nastepstwem wzrostu ekspresji ALCAM/CD 166 jest
wzrost ekspresji MMP2, ktéra proteolitycznie odcina zewnatrzkomorkowa domene
ALCAMY/CD 166, umozliwiajgc uwolnienie komorki z ogniska pierwotnego. Co wiecej
odciete przez MMP2 wolne N-terminalne domeny zewngtrzkomérkowe poprzez
interakcje homofilne z domenami zwigzanymi z btong komoérkowa blokujg mozliwosé
adhezji, potegujac przez to proces uwalniania komorek z ogniska pierwotnego.
Ekspresja ALCAMY/CD 166 przez komorki migrujace utatwia ich adhezje do komorek
srodbtonka naczyniowego i tkanek docelowych. Jest bardzo prawdopodobne, iz wzrost
ekspresji ALCAM/CD166 jest jednym z pierwszych zwiastundw przerzutowania.
Jest to jednak stan przejsciowy, gdyz wzrost aktywnosci MMP2 prowadzi do
degradacji ALCAM/CD 166. W przypadku raka piersi stwierdza sie dodatnig korelacje
pomiedzy ekspresjg ALCAM/CD 166 a MMP2 i generalnie poziom obydwu biatek
jest wyzszy w komérkach guzéw nieinwazyjnych. Niski poziom ALCAM/CD 166 w
metastatycznych guzach raka piersi prawdopodobnie umozliwia uwalnianie komoérek
nowotworowych z ogniska pierwotnego i tworzenie przerzutéw w innych tkankach.
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PACZEK OGONOWY W ROZWOJU ZARODKOW
KREGOWCOW

TAIL BUD IN DEVELOPMENT OF VERTEBRATE EMBRYOS

Zofia BIELANSKA-OSUCHOWSKA

Zaktad Histologii i Embriologii
Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Szkota Gtdwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Streszczenie. U kregowcow po zakonczonej gastrulacji tylny koniec zarodka, zwany paczkiem ogono-
wym, stanowi masa niezréznicowanych komoérek mezenchymatycznych, z ktérych tworza sie Icdzwio-
wo-krzyzowe i ogonowe odcinki ciata. Komoérki mezenchyinatyczne majg potencje do réznicowania sie
w szereg roznych tkanek, w tym wtérnej cewy nerwowej, jelita ogonowego, soinitéw i ich pochodnych.
Opisano niektére mechanizmy molekularne zwigzane z r6znicowaniem sie paczka ogonowego i omowio-
no role paczka ogonowego jako organizatora tylnej czesci ciata kregowca.

Stowa kluczowe: paczek ogonowy, organizator ogonowy, wtérna neurulacja, somitogeneza.

Summary: After gastrulation the caudal part of vertebrate embryo, designated tail bud, forms a mass of
undifferentiated mezenchymal cells, from which the lumbosacral and caudal parts of the body develop.
The mesenchymal cells have the potential to give rise to a variety of different tissues including the
posterior or ,,secondary” neural tube, tail gut, and somites and their derivatives. Some molecular me-
chanisms involved in the tail bud differentiation were described and the role of tail bud as organizer of
caudal part of the veterbrate body is discussed.

Key words: tail bud, caudal organizer, secondary neurulation, somitogenesis.

WSTEP

Paczek ogonowy wystepuje w rozwoju wszystkich kregowcow, z cztowiekiem
wigcznie, po zakonczonej gastrulacji jako cebulkowate zgrubienie na tylnym [ogonowym]
koncu cewy nerwowej zarodka. Jest to skupisko komorek o charakterze mezenchy-
matycznym, morfologicznie jednolitych, pokryte od zewnatrz nabtonkiem ektoder-
malnym, przechodzace bez widocznych granic w struktury osiowe utworzone wczesniej
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w czasie gastrulacji. Czesto ten etap rozwoju zarodka jest okreslany jako stadium
paczka ogonowego. Z pgczka ogonowego rozwijajg sie tylne narzady osiowe zarodka
zwane niekiedy narzadami ogonowymi. Sg to rdzen kregowy i kregi poczawszy od
tylnych kregéw ledzwiowych, przez krzyzowe do ostatniego kregu ogonowego,
odpowiadajgce im miesénie osiowe oraz ogonowa czes¢ jelita. W miare dotgczania sie
coraz to nowych komdrek do zawigzkéw tych narzaddw paczek ogonowy przemieszcza
sie ku tytowi, pozostajac jako tylna szczytowa czapeczka na koniuszku ogona.

Do niedawna paczek ogonowy nie budzit zainteresowania, o0 czym $wiadczy¢ moze
fakt, ze niektérzy autorzy znanych wspétczesnych podrecznikéw embriologii nawet o
tej strukturze nie wspominaja [np. 6,12,26], Na podstawie obserwacji morfologicznych
uwazano paczek ogonowy za niezréznicowang blasteme, z ktorej bezposrednio bez
przejSciaw listki zarodkowe rozwijaja sie narzady ogonowe. Pierwszy Pasteels, belgijski
embriolog, w 1939 r. [59] zakwestionowat ten poglad sugerujac, ze paczek ogonowy
moze by¢ organizatorem tylnej czesci zarodka i ze zachodza w nim przedtuzone procesy
gastrulacji. W ostatnich 10-15 lat przeprowadzono szereg badar eksperymentalnych,
ktéiych wyniki potwierdzity te przypuszczenia i rozszerzyty nasze wiadomosci 0 rozwoju
i roli paczka ogonowego w rozwoju zarodkéw kregowcow.

MORFOLOGIA PACZKA OGONOWEGO

Rozwdj paczka ogonowego najdoktadniej przesledzono w rozwoju zarodkow ptazow
bezogonowych, kury i myszy. U ptazéw paczek ogonowy uwidacznia sie po zakonczonej
gastrulacji na tylnym koricu zarodka w momencie, kiedy ptytka nerwowa najej tylnym
koncu jestjeszcze niezwinigta w cewe nerwowa i taczy sie ze strung grzbietowa poprzez
grupe komarek zwana przegubem chordoneuralnym (ang. chordoneural hinge) (ryc. !
i 2). Pod koniec gastrulacji tylny odcinek ptytki nerwowej wraz z przegubem zostajg
okryte od zewnatrz przez zro$niete wargi boczne blastoporu. Wargi te stopniowo
powiekszajq sie i zawezajg Swiatto blastoporu, ktéry staje sie waska szpara i nastepnie
zarasta. Pomiedzy zro$nietymi wargami bocznymi a przegubem chordoneuralnym
pozostaje waski kanat nerwowo-jelitowy. Kanat ten zostaje otoczony podnoszgcymi
sie fakdami nerwowymi na koricu ptytki nerwowej i zjednej strony tgczy sie z kanatem
cewy nerwowej, a z drugiej strony z jelitem po cofnieciu sie czopa zéttkowego. W
wyniku tych zmian wypuklony na zewnatrz paczek ogonowy sktada sie z tylnej czesci
cewy nerwowej (N), przylegtej do niej grupy komérek pozostatosci ptytki nerwowej
(M) i przegubu chordoneuralnego (C) oraz koniuszka pochodzacego z bocznych i
brzusznej warg blastoporu. Na zewnatrz paczek ogonowy pokryty jest ektoderma
powierzchniows [27] (ryc. 2B).

Rozwdj paczka ogonowego u Xenopus przesledzono dzieki znalezieniu markeréw
dla poszczegolnych czesci warg blastoporu, W wardze grzbietowej i jej pochodnych
obszarach N i M ulega ekspresji gen czynnika transkrypcyjnego Xnot, podczas gdy w
wargach bocznych i brzusznej i w powstatym z nich koniuszku zachodzi ekspresja
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RYCINA 1. Tworzenie sie paczka ogonowego u ptazéw; A - schematyczny przekréj gastruli w
ptaszczyznie grzbietowo-brzusznej; B — schemat warg blastoporu, widok od strony brzusznej; C - warga
grzbietowa, wycinek z ryc. A, zaznaczone domeny: N - przeznaczona na cewe nerwowag, M -
przeznaczona na mezenchyme oraz C - przegub chordo-neuralny

genu innego czynnika transkrypcyjnegoABra. W przegubie chordoneuralnym C ulegaja
ekspresji obydwa te geny Xnot i Xbra [71].

U owodniowcOw paczek ogonowy tworzy sie, kiedy smuga pierwotna ulega
skréceniu, wezet pierwotny przesuwa doogonowo, a tylny neuropor zostaje zamknigty.
Uformowany juz paczek przemieszcza sie w kierunku doogonowym, réwnoczesnie
dogtowowo od niego pozostajg nowo zorganizowane struktury ogonowe. W rezultacie
tych przemian paczek ogonowy zajmuje maty obszar na koricu wytworzonego ogona
zarodka (ryc. 3). W dalszym rozwoju zarodka pgczek ogonowy zanika.

U ptakdw paczek ogonowy rozpoczyna sie tworzy¢ w stadium 13 somitéw, w stadium
24—28 somitow jest w petni rozwiniety [42], po czym stopniowo zanika [53,61]. U myszy
paczek ogonowy staje sie widoczny u zarodka w stadium okoto 20 somitéw (8,5-9 dpcl),
zanika w stadium okoto 60 somitéw (13,5 dpc) [45,69,74]. U zarodka cztowieka paczek
ogonowy widoczny jest po 3,5 tygodnia, zanika okoto 8. tygodnia rozwoju.

Paczek ogonowy owodniowcOw przylega $cisle do ogonowego konca cewy
nerwowej i struny grzbietowej oraz do $lepo zakonczonego kohcowego odcinkajelita
pierwotnego (ryc. 3B). Trzon jego stanowia wieloboczne komdérki, powszechnie
nazywane mezenchymatycznymi, nier6znigce sie morfologicznie miedzy sobg. Paczek

'‘dpc - (ang. day post coitum) - dzied po zaptodnieniu, skrét przyjety dla oznaczenia wieku
zarodkéw ssakow.
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RYCINA 2. Paczek zarodkowy ptaza: A - zarodek ptaza w stadium paczka ogonowego, A’ - schematyczny
przekrdj zarodka A w ptaszczyznie grzbietowo-brzusznej, B - schemat paczka ogonowego ptaza, N -
ptytka nerwowa, M - mezenchyma, C - przegub chordo-neuralny; ryc. C - schemat rozmieszczenia
biatek Delta/Notch, Lunatic fringe, XWnt3a. Xhox3a w paczku ogonowym ptaza

ogonowy od zewnatrz pokryty jest ektoderma, ktora po stronie brzusznej wzdtuz osi
diugiej jest grubsza i tworzy przylegajaca do mezenchymy listwe zwang brzusznym
grzebieniem ektodermalnym - VER (ang. ventral ectodermal ridge). Grzebien ten w
miare przesuwania sie pgczka ogonowego ku tytowi zanika [25], Mimo iz nie ma réznic
morfologicznych miedzy komérkami mezenchymatycznymi, w paczku ogonowym
zarodkOw kury i myszy wyrézni¢ mozna rejony o odmiennym pochodzeniu i odmiennym
przeznaczeniu, podobnie jak u Xenopus. Przedtuzenie tylnego brzegu ptytki nerwowej
stanowi sznur rdzenny, z ktérego powstaje ogonowa (wtérna) cewa nerwowa. Pod nim
znajduje sie przedni rejon paczka, nazywany takze przegubem chordoneuralnym, ktory
pochodzi z tylnej czesci wezta pierwotnego i zawiera komorki przeznaczone na
wytworzenie ogonowej struny grzbietowej i ptytki podtogowej w ogonowej czesci cewy
nerwowej. W czesci tylnej paczka ogonowego, pochodzacej ze smugi pierwotnej
zlokalizowane sg komorki progenitorowe somitéw krzyzowych i ogonowych [13,14,15].
Cze$¢ ta przez niektdrych autorOw jest okreslana jako mezenchyma koncowa lub
koniuszkowa. U zarodka myszy ma ona nieco luzniejsze utozenie komérek mezen-
chymatycznych niz w przegubie chordoneuralnym [13].

Do mezenchymy paczka ogonowego przylega jelito ogonowe. U zarodka szczura
tworzy sie ono z komérek mezenchymatycznych w linii $Srodkowej paczka ogonowego.
Komoérki uktadajg sie tu w sznur, stajg sie polarne, wydtuzone i tworzg rozetkowate
struktury ze Swiattem w Srodku, ktore daje poczatek jednemu kanatowi [43].
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RYCINA 3. A — zarodek myszy w stadium paczka ogonowego; B - schemat pgczka ogonowego myszy,
wyroznione poszczegélne domeny
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W paczku ogonowym zachodzgruchy inwaginacyjne i rozbiezne, ktore sg kontynuacja
ruchéw gastrulacyjnych, stad materiat przeznaczony na somity rozchodzi sie na boki i
uczestniczy przez apozycje we wzroscie tutowiowo-ogonowej czesci ciata [45].

Po wytworzeniu sie odpowiedniej liczby somitéw w paczku ogonowym obserwuje
sie apoptoze niektérych komérek. Najwiecej komorek w apoptozie obserwuje sie w
pasmie linii srodkowej degenerujgcego jelita ogonowego i po stronie brzusznej w
mezenchymie pgczka ogonowego. Brak natomiast oznak apoptozy w komorkach cewy
nerwowej, struny grzbietowej i somitéw [52,53], U zarodka cztowieka apoptoza w
paczku ogonowym zachodzi w 4-6 tygodniu rozwoju. Wedtug niektérych autoréw jest
to nekroza obejmujgca masowa i niewybidrczg Smier¢ komoérek, czym rézni sie od
zachodzgcej w tym samym czasie apoptozy w przedniej czesci cewy nerwowej [54],

NEURULACJA WTORNA

Neurulacja pierwotna zachodzi wzdtuz catej osi A/P- zarodka az do okolicy
ledzwiowej. Jak powszechnie wiadomo, polega ona na wytwarzaniu sie cewy nerwowej
przez fatldowanie ptyty nerwowej i fuzje faldéw. Trwa ona do czasu zamkniecia sie
tylnego neuroporu. Krzyzowa i ogonowa czesS¢ cewy nerwowej powstaje z paczka
ogonowego w drodze wtoérnej neurulacji. Neurulacja wtérna rozpoczyna sie od
wytworzenia po grzbietowej stronie zawiasu chordoneuralnego zwartego pasma komaorek
mezenchymatycznych tzw. sznura rdzennego (ryc. 4B). Powstaje on na skutek
proliferacji komorek na tylnym koncu ptytki nerwowej i zagtebiania sie ich do wezta
pierwotnego. Proces ten zachodzi przed zamknieciem tylnego neuroporu. Nazwano go
internalizacjg komorek neuroektodermy [45]. Kiedy sznur rdzenny zostanie otoczony
btong podstawna, pojawia sie w nim szereg matych jamek, kt6re nastepnie zlewaja sie
razem w wiekszgjame (ryc. 4C). Tworzenie siejamek w sznurze rdzennym i zlewanie
sie ich w jedng jame nazwano kawitacjag [60]. W ten spos6b powstaje wtérna cewa
nerwowa, ktora tgczy sie z pierwotng cewg nerwowg wytworzong uprzednio w czasie
neurulacji.

Na poczatku neurulacji wtérnej ptytka nerwowa naktada sie na sznur rdzenny i
zachodzi neurulacja zaréwno pierwotna, jak i wtorna i w tym okresie tworzy sie
grzbietowa czes¢ cewy nerwowej z ptytki nerwowej, a brzuszna - ze sznura rdzennego.
Po zamknigciu sie neuroporu tylnego, gdy nie ma juz ptytki nerwowej stykajacej sie z
paczkiem ogonowym, sznur rdzenny wydtuza sie w kierunku tylnym i zachodzi wytacznie
neurulacja wtérna [14,15,63,64], Ze sznura rdzennego réznicujg sie wtedy boczne i
grzbietowe czesci wtérnej cewy nerwowej, podczas gdy ptytka podtogowa wsuwa sie
do niej z przegubu chordoneuralnego. Réwnolegle z tworzeniem sie sznura rdzennego
przegub chordoneuralny przesuwa sie ku tytowi, na skutek proliferacji jego komarek,
ktore przytaczaja sie grzbietowo do istniejgcej juz ptytki podtogowej cewy nerwowej, a

2 A/P (ang. anterior- posterior) - 0$ przednio-tylna zarodka.
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RYCINA 4. Schemat neurulacji u zarodka owodniowca: A - nerulacja pierwotna przez podnoszenie sie
fatdéw nerwowych i tworzenie rynienki nerwowej w ptytce nerwowej; B - poczatek neurulacji wtérnej,
tworzenie sie sznura rdzennego przez wysuwanie sie komdrek z ptytki nerwowej i transformacje
nabtonkowo-mezenchymatyczng; C - kawitacja, tj. tworzenie sie jamek w sznurze rdzennym oraz
transformacja mezenchymatyczno-nabtonkowa komarek

brzusznie do struny grzbietowej. Obydwie te struktury wydtuzaja sie popychajac paczek
ogonowy ku tytowi.

Przebieg neurulacji wtérnej u zarodkow kury przesledzono w mikroskopie elektrono-
wym. W sznurze rdzennym nieregularne komorki mezenchymatyczne z wypustkami
przeksztatcajg sie w cylindryczne komérki nabtonkowe. Przemiana ta rozpoczyna sie
od komoérek obwodowych. Na styku komdrek cylindrycznych i srodkowych mezen-
chymatycznych tworzg sie liczne mate jamki, ktére nastepnie zlewajg sie w jedna
podtuzng jame. Srodkowe komorki mezenchymatyczne sa stopniowo wiaczane w
nabtonkowg $ciane (interkalacja) [31,64].

W trakcie wtdrnej neurulacji zachodzi przemiana komoérek nabtonkowych neuro-
ektodermy w komérki mezenchymatyczne, a w sznurze rdzennym z kolei przemiana
komérek mezenchymatycznych w nabtonkowe (ryc. 4B,C). Transformacjom tym
towarzysza zmiany w skfadzie glikoprotein na powierzchni komoérek oraz w macierzy
pozakomorkowej - ECM (ang. extracellular matrix). Wazna role odgrywa w tym
kadheryna N-CAM (ang. neural cell adhesion molecule) i by¢ moze inne glikoproteiny
zawierajgce reszty kwasu sialowego. N-CAM wystepuje na powierzchni komorek sznura
rdzennego, a potem komdrek wtdrnej cewy nerwowej [35]. Kiedy w sznurze rdzennym
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wyodrebniajg sie nablonkowe komorki obwodowe i centralne mezenchymatyczne,
lektyna WGA (ang. wheat germ agglutinin), o duzym powinowactwie do kwasu
sialowego, wigze sie preferencyjnie z komérkami nabtonkowymi i komoérkami struny
grzbietowej, a PNA (ang. pea nut agglutinin), rozpoznajagca D-Gal)o[l-3]-Gal N
Ac, z komérkami mezenchymatycznymi [33]. U zarodkow kury w ECM sznura
rdzennego pojawia sie substancja wigzaca sie z lektyng DSA (ang. Datura stramonium
agglutinin), majaca specyficzne powinowactwo do oligomeréw N-acetylo glukozaminy
[31]. Jak wazne sa glikoproteiny w ECM dla prawidtowego rozwoju pgczka ogonowego,
wskazuja wyniki bezposredniego dziatania na zarodki kury réznych lektyn (WGA, SWGA
- ang. succinilated wheat germ agglutinin, LPL - ang. Limulus polyphemus lectin)
powodujgce powazne zaburzenia w rozwoju paczka ogonowego. Wstrzykniecie WGA
powodowato nienormalny rozwoj wtornej cewy nerwowej i struny grzbietowej, a stopien
i czesto$¢ tych zmian zalezne byly od dawki i czasu jej dziatania. WGA wigzala sie z
komadrkami w tych rejonach, w ktérych wystepowaty anomalie [33, 34, 37].

W transformacji mezenchymatyczno-nabtonkowej w sznurze rdzennym bierze udziat
midkina, czynnik wzrostowy znany jako dzialajacy na centralny system nerwowy [43].
Zahamowanie ekspresji midkiny powoduje powazne zaburzenia we wtérnej neurulacji [37],

W paczku ogonowym kury w czasie wtornej neurulacji wystepuje receptor dla efryny
Cek8, co wskazuje, ze na proces ten moze oddziatywac efryna [40], Szlak sygnalizacyjny
efryny dziata w czasie rozwoju zarodkowego w tych miejscach, gdzie zachodzi zmiana
ksztattu i adhezji komorek, réznicowanie sie tkanek i przestrzennej organizacji zarodka
[39], Efryna by¢ moze dziata jako czynnik odpychajacy komorki od siebie [68],

SOMITOGENEZA W PACZKU OGONOWYM

Paczek ogonowy, jak juz zaznaczono wyzej, jest zrédtem komérek dla wytworzenia
mezodermy przyosiowej, a nastepnie somitow czesci ogonowej zarodka. Somity
ogonowej czesci zarodka podobnie jak somity szyjne i tutowiowe dajg poczatek kregom,
miesniom i skdrze wihasciwej czesci ogonowej zarodka.

Liczba wytworzonych nowych somitéw ogonowych i powstatych z nich kregdw jest
rézna u poszczeg6lnych gatunkéw kregowcéw. Szczegdlnie duzo kregdw ogonowych
jest u gadoéw. U ssakéw liczba kregdéw przedogonowych (szyjnych, piersiowych i
ledZwiowych) jest ustabilizowana, natomiast liczba dalszych kregéw, zwiaszcza
ogonowych jest rozna i wynosi¢ moze od 3 do 47. Niektére delfiny majg ponad 100
kregéw ogonowych. U cztowieka 6 kregéw krzyzowych zrasta sie w jedng kos¢, a
nastepnych 3-4 nie w petni wyksztatconych kregéw ogonowych tworzy ko$¢ ogonowa.
Mysz ma 7 kregbéw szyjnych, 13 piersiowych, 6 ledzwiowych, 4 krzyzowe i okoto 30
ogonowych. U kury jest 5-6 wolnych kregdw ogonowych oraz 4 zrosniete w ko$¢ ogonowa.

Tworzenie sie somitow z pgczka ogonowego przesledzono u zarodkéw myszy |
ptakow (kura i przepiorka). U tych zarodkow réwnolegle z tworzeniem sie wtornej
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cewy nerwowej komorki z grzbietowej czesci paczka ogonowego przemieszczajg sie
ku przodowi i w kierunku brzusznym (ingresja), a nastepnie na boki i ku przodowi3.
Dotaczaja one do ogonowego korica ptytki segmentalnej mezodermy przyosiowej,
utworzonej juz wczesniej w czasie gastrulacji. [45,75], ,,Trasa”, po jakiej te komorki sie
przesuwaja, odpowiada trasie prekursoréw komaérek somitowych w obrebie tutowia [9],
Po dotaczeniu do plytki segmentalnej komdrki te tworza somitomery, a nastepnie somity.

Wyniki wielu doswiadczen ze znakowaniem komdrek wskazuja, ze w rozwoju
zarodkow ptakow i myszy wyodrebnia sie mata populacja komérek macierzystych dla
mezodermy przyosiowej tutowia i ogona [70,73]. W smudze pierwotnej zarodka myszy
w 7,5 dpc wytania sie pula 100-150 komorek, ktéra zatrzymuje sie w smudze pierwotnej
i pozostaje w statej liczbie przez samoodnawianie. Z komoérek tych w wyniku
niesymetrycznych podziatéw powstajgkomorki progenitorowe przyosiowej mezodermy
zdolne do zasiedlenia kazdego odcinka osi A/P [57]. Prawdopodobnie w rozwoju
zarodkowym kregowcéw sg co najmniej dwa mechanizmy kierujgce powstawaniem
komérek macierzystych dla mezodermy przyosiowej. W pierwszym zwigzanym z
pierwotnym tworzeniem sie ciata primary bodyformation, tj. odcinka glowowego
i tutowiowego zarodka) komdrki macierzyste dla mezodermy przyosiowej emigruja z
epiblastu i gromadzg sie w tylnej czesci smugi pierwotnej. Proces ten przebiega
niezaleznie od obecnosci biatka sekrecyjnego Wnt5a (ang. wingless integrated)
zaliczanego do biatek segmentacyjnych. Macierzyste komdrki dla mezodermy
przyosiowej w tym etapie rozwoju zarodka sg stale wzbogacane przez nowe komorki
wpuklajgce sie z epiblastu. We wtdérnym rozwoju ciata (ang. secondary bodyformation
- tworzenie sie odcinka krzyzowo-ogonowego zarodka) komorki macierzyste dla
mezodermy przyosiowe] zlokalizowane saw paczku ogonowym w czesci pochodzacej
ze smugi pierwotnej. Sg wiec bezposrednimi potomkami komorek macierzystych
mezodermalnych smugi pierwotnej. Zachowujg zdolnos¢ do samoodnawiania i
réznicowania sie pod wpltywem Whnt5a [74], Sg one jedynym zrodiem dla komdrek
progenitorowych tworzacych sie somitow czesci ogonowej zarodka, gdyz w tym etapie
rozwoju zarodka nie majuz ingresji komorek z epiblastu. Prawdopodobnie okoto 11,5
dpc w paczku ogonowym zarodka myszy wyczerpuje sie pula komdrek macierzystych
dla mezodermy przyosiowej [69].

Tworzenie somitéw w pgczku ogonowym konczy sie gwattownie, kiedy okreslona
liczba ich par, charakterystyczna dla danego gatunku, uformuje sie wzdtuz osi A/P.
Pozostaje jednak tylna czes¢ mezenchymy paczka ogonowego (ang. terminal paraxial
tailbud mesoderm), ktéra nie rozwija sie w somity.

Nie wiadomo, co powoduje ustanie somitogenezy w pgczku ogonowym. Moze by¢
wiele przyczyn, takich jak: wyczerpanie sie puli komoérek progenitorowych dla
mezodermy przyosiowej, utrata potencji tworzenia somitow przez mezenchyme paczka
ogonowego, zmiany w otoczeniu paczka ogonowego, ktére hamujg ré6znicowanie sie
somitéw, apoptoza komérek mezenchymatycznych. Koniec somitogenezy w paczku
jest zaprogramowany. Paczek ogonowy kury, izolowany w réznych stadiach rozwoju,
wszczepiony do kosmowki omoczniowej kontynuuje tworzenie somitow do liczby

3Ruchy takie obserwowano w rozwoju paczka ogonowego ryby Danio i nazwano je subductio.
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odpowiadajgcej ostatecznej liczbie somitéw normalnego zarodka. Podobnie paczki
ogonowe kury i myszy hodowane in vitro konczg somitogeneze, kiedy uzyskaja
okreslona liczbe somitow [61]. Pozostata po zakonczeniu somitogenezy niezroznicowana
mezenchyma paczkajest zorganizowana w somitomery, co uwidacznia sie w mikroskopie
elektronowym. Somitomery te jednak nie przeksztatcajg sie w somity ani in situ, ani w
hodowli in vitro, ani wtedy gdy wszczepione zostajg w ektotopowe miejsce, np. w
paczku konczyny [8,46]. Wskazuje to ze mezenchyma nie utracita zdolnosci
réznicowania sie w somity i jest zdolna do zapoczatkowania somitogenezy. lecz ze ten
proces réznicowania zostat zatrzymany na etapie somitomeréw. Moze to by¢
spowodowane zmianami w ECM mezenchymy, co prowadzi prawdopodobnie do
nieodpowiedniej interakcji komérek z substancja miedzykomdrkowa. Wykazano bowiem,
ze skiad substratu ma znaczacy wpltyw na zdolnos$¢ réznicowania sie mezenchymy
paczka ogonowego in vitro [69].

Rola $mierci komérek mezenchymatycznych w zatrzymaniu somitogenezy w paczku
ogonowym nie jest jasna. U zarodkéw ptakow piknoze komérek obserwuje sie w
brzusznym grzebieniu ektodermalnym i w jelicie ogonowym. Po zakonczeniu somito-
genezy wysoki poziom $Smierci komorekjest ograniczony do koniuszka pgczka ogonowego
[52], Niektérzy uwazajg, ze zaprogramowana $mier¢ komdrek jest znakiem stop dla
tworzenia osi A/P zarodka na koricu ogonowym [53].

Rozwadj i r6znicowanie sie mezenchymy pgczka ogonowego wg niektdrych zachodzi
pod wptywem brzusznego grzebienia ektodermalnego (VER), ktéry ma odpowiada¢ w
swym dziataniu szczytowemu grzebieniowi ektodermalnemu AER (ang. apical
ectodermal ridge) na czubku paczka kofczyny. W hodowli in vitro mezenchyma paczka
ogonowego kury wymaga obecnosci ektodermy paczka dla przezycia i wzrostu. VER
jest réwniez potrzebne dla ukierunkowania prekursorow komorek chrzestnych biorgcych
udziat pdzniej w prawidtowej chondrogenezie zawigzkéw kregéw ogona [35]. VER
wszczepione w ektotopowe miejsce zarodka kury indukuje wydtuzony wyrostek
zawierajacy mezoderme przyosiowa [49].

POTENCJE ROZWOJOWE KOMOREK PACZKA
OGONOWEGO

Paczek ogonowy myszy wszczepiony w catosci pod torebke nerki wytwarza rézne
tkanki, w tym gtéwnie pochodne somitéw: miesnie, chrzastke, ko$¢ [66]. Podobnie
paczek ogonowy przepidrki wszczepiony do kosmowki omoczniowej zarodka kury
réznicuje sie w r6znego rodzaju komorki [57], W izolowanym paczku ogonowym kury
hodowanym in vitro powstajg zroznicowane komorki, takie jak: neurony, mioblasty,
chondrocyty [32]. Wskazuje to, ze w paczku ogonowym komorki sajuz zdeterminowane
lub co najmniej ukierunkowane w okres$lony typ réznicowania i rozwoju. Jest to zgodne
z wyzej omowionym stwierdzeniem, ze w pgczku ogonowym mozna wyroznic rejony o
odmiennym pochodzeniu i odmiennym przeznaczeniu rozwojowym. Jednak wyniki
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innych doswiadczen wskazuja, ze w paczku ogonowym sa takze komdrki pluripotentne,
zdolne zaleznie od warunkéw, w jakich sie znajda, réznicowaé sie w wiele typow
komorek. Jezeli bowiem mate wycinki paczka ogonowego, wyznakowane, na r6zny sposob
wszczepiono do smugi pierwotnej miodszych zarodkdw, to po 24 godz. hodowli znajdowano
u biorcéw wyznakowane komorki w tworzacych sie narzadach. Komoérki te byty
zroznicowane zgodnie z Kierunkiem rozwoju zasiedlonego narzadu. Wszczepione
znakowane komorki kolonizowaly narzady, ktére powstawaty juz po ich wszczepieniu,
gtdwnie tylng cze$¢ mezodermy przyosiowej (ptytki segmentalnej) i nowopowstate somity,
ale takze mezoderme boczng, strune grzbietowg, cewe nerwowgi endodermejelita tylnego
[70]. W ostatnich latach Cambray i Wilson [13] wykonali podobne, lecz precyzyjniejsze
doswiadczenia, przeszczepiajac pojedyncze wyznakowane komérki oddzielnie z przegubu
chordoneuralnego i koricowej mezenchymy paczka ogonowego. Wykazali oni, ze wiekszo$¢
komorek paczka ogonowego ma ograniczone potencje rozwojowe, nie inkorporuje sie do
struktur osiowych po wszczepieniu do smugi pierwotnej mtodszego zarodka. Jedynie
komérki z grzbietowej czesci przegubu chordoneuralnego sg pluripotentne, inkoiporujg
sie do somitow utworzonych po ich przeszczepieniu do mtodszego zarodka. Nie tracg
potencji rozwojowych po 3-krotnym przeszczepieniu do zarodkéw biorcow. Majg one
réwniez zdolno$¢ samoodnawiania. Sg zatem komorkami macierzystymi dla paczka
ogonowego i struktur z niego rozwijajacych sie. Sg one pochodnymi komérek macie-
rzystych, jakie we wczesniejszej fazie rozwoju zlokalizowane byty w wezle pierwotnym
zarodka myszy i kury [14,15]. Pluripotentne komorki znajdujg sie takze w przegubie
chordoneuralnym zarodka Xenopus [21],

Komorki macierzyste z grzbietowej czesci przegubu chordoneuralnego przesuwajg
sie dojego czesci brzusznej i réznicuja sie w strune grzbietowa, a te, ktére przesuna sie
ku tytowi do mezenchymy koricowej, zostajgukierunkowane w komérki mezodermy i
jej pochodne [13].

MECHANIZMY MOLEKULARNE KIERUJACE ROZWOJEM
| ROZNICOWANIEM SIE PACZKA OGONOWEGO

Badania nad procesami molekularnymi zachodzacymi w paczku ogonowym sa
nieliczne. Informacje o ekspresji genéw w jego obrebie pochodzg gtéwnie z interpretacji
zaburzen rozwoju (malformacji) czesci ogonowych zarodkéw myszy i kury, a niektore
dane z oznaczen ekspresji poszczegélnych genéw w catych zarodkach, przeprowa-
dzonych przy okazji rozwigzywania réznych innych probleméw rozwoju zarodkéw. Z
tych jak narazie dostepnych danych trudno jest wyciggna¢ szersze uogoélniajgce wnioski.

We wczesnym etapie rozwoju paczka ogonowego, morfologicznie jeszcze
niezréznicowanego, czes¢ przednia pochodzaca z wezta pierwotnego i obejmujaca
przegub chordoneuralny zachowuje ekspresje markerow wezta. U zarodkéw kur
markerem sg produkty genu Gnot-14 [45], W przysztych neuralnych komorkach

4 Gen Gnot koduje czynnik transkrypcyjny z homeodomena, homologiczny z Xnot u Xenopus.
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przegubu nadal jest obecne biatko L5, marker komoérek epiblastus kompetentnych
na indukcje nerwowa, a w przysztych komérkach struny grzbietowej wykazuje sie
ekspresje gendw brachyury - Ch-T6 W czesci tylnej paczka ogonowego,
pochodzacej ze smugi pierwotnej, zachodzi ekspresja gendéw Ch-Tbx6, (blisko
zwigzanych z Ch-T) charakterystycznych dla tworzgcej sie mezodermy przyosiowej.
W petni uformowanym paczku ogonowym wykazano ekspresje genéw brachyury
Ch-T i Ch-tbx6 [44], cdx-I7 [3], Ccdx-B [54] evx-18, sna, fgf89 [18] i fgf-4
[65], wnt-3a*® i bmp-11" [56,60], sprouty2? [6] oraz obecnos¢ retinoidéw.
Podobna ekspresja gendw zachodzi w paczku ogonowym myszy. Wykrywa sie w
nim ekspresje fgf8, fgf9, gdfll, wnt3a, wnt5a, wnt5b, hoxbl, hoxdll, hoxal3,
di2'3, dI3, Notch 1, brachyury-T, evxl, tbx6‘4, leftyl- [11], fgfrll6i RARgamma'
[28,55,56,60]. Jak wynika z przytoczonych danych, znamy tylko kilka czynnikéw

5 Zarodki ptakow i ssakéw po zakoniczeniu bruzdkowania, a przed rozpoczeciem gastrulacji majg
postaé tarczek ztozonych z dwoch warstw epiblastu i hypoblastu. Z epiblastu powstaje wtasciwy
zarodek, z hypoblastu tworzg sie btony ptodowe.

6 Gen brachyury - Ch-T koduje czynnik transkrypcyjny u kury, u myszy homologiczny gen to
brachyury T, w 50% homologiczny z Xbra u Xenopus.
1Cztery paralogiczne geny myszy: cdxl, cdx2, cdx3 i cdx sg odpowiednikami genu cad (ang.
caudal) u Drosophila; geny cdx sg zwigzane z regulacjg ekspresji kodu Hox, u kury odpowia-
dajg im geny c-CdxA i c-CdxB nazywany dawniej c-Hox-cad.

§ Gen evex-l (ang. evenskipped -1) homologiczny z genem Xhox-3 u Xenopus, koduje czynnik
transkrypcyjny.

9 Rodzina biatek sekrecyjnych FGF (ang. Fibroblast Growth Factor) kodowanych przez kilkana-
$cie genowfgf; czynniki FGF odgrywajg wazng role w rozwoju zarodkowym, na ogét pobudzajg
proliferacje komorek.

10 Rodzina biatek Wnt (ang. wingless integrated) homologicznych z biatkami segmentacyjny-
mi WG (ang. Wingless) u Drosophila: U kregowcow odkryto 17 odrebnych gendw wnt koduja-
cych te glikoproteiny. Biatka Wnt wystepujg w dwaéch postaciach, jedne sg wolne sekrecyjne
dyfundujace w substancji miedzykomérkowej, drugie zwigzane sg z btong komérkowa.Trans-
dukcja sygnatu Wnt w komorce zachodzi przy udziale kateniny i kinazy GSK.3 (ang. glycogen
synthase kinase) lub przy udziale fosfoinozytolu jak np. Wnt5a. Przypuszczalnym receptorem
dla WNT jest biatko Frizzled - Frz, ktére ma dwie postacie: jedng zwigzang z btong komorkowsg i
drugg wolng rozpuszczalna, ktére moze sie wigza¢ z WNT w przestrzeniach miedzykomorko-
wych i przez to zapobiega jego wiazaniu sie z komdrka docelowa.

Il BMP (ang. bone morphogenetic protein) - morfogenetyczne biatko kosci, sekrecyjne biatko,
czynnik wzrostowy z duzej rodziny biatek TGFb(ang. Transforming Growth FactorBy BMP-11
nazywane takze GDF1! (ang. growth / differentiation factor) czynnikiem réznicujgco-wzrostowym.
12 Biatko sprouty 2 jest modulatorem $rédkomérkowym receptoréw tyrozynowej kinazy dla FGF
i EGF i antagonistg kinazy rass/MAP, w paczku ogonowym zwigzany jest z ekspresjg FGF.

13 Geny Delta - dl kodujg btonowe biatko sygnalizacyjne wigzace sie z btonowym receptorem
Notch. System sygnalizacyjny Delta/Notch odgrywa wazng role w wielu procesach zachodzacych
w czasie roznicowania sie komorek zarodkowych, w tym w tak zwanej inhibicji bocznej powoduja-
cej odmienne zréznicowanie dwoch sasiadujacych ze sobg komorek potomnych, patrz [44].

uThx biatko z rodziny Brachyury -T, wystepujace w wielu izoformach w rozwoju myszy, szcze-
g6lng role odgrywa w rozwoju koriczyn.

15 Biatka lefty | i lefty 2; nalezg do rodziny czynnikdw wzrostowych TGFb, biorg udziat w
determinacji prawej i lewej strony zarodka; Lefty | dziata jako antagonista biatka nodal; ekspre-
sja lefty moze by¢ indukowana przez kwas retinowy.

16 FGFR1 receptor btonowy dla czynnikdw FGF.

Il RAR g receptor jadrowy dla kwasu retinowego.



PACZEK OGONOWY W ROZWOJU ZARODKOW KREGOWCOW 693

sygnalizacyjnych oraz czynnikéw transkrypcyjnych, ktére sg aktywne w czasie
wzrostu i réznicowania sie paczka ogonowego. Na obecnym etapie wiedzy mozna
jedynie przypuszczac jaka petnig role, ale jest jeszcze daleko do ustalania powigzan
miedzy nimi.

Czynniki wzrostowe z rodziny FGF, wigzace sie z receptorami FGFR1, jak sie sadzi,
wptywajg na proliferacje mezenchymatycznych komérek paczka ogonowego. Wskazuje
na to takze obserwacja mutantéw myszyfgf3 nuli, u ktérych nieprawidtowo przebiega
rozw6j pochodnych mezodermy przyosiowej, skutkiem czego majg one krétki skrecony
ogon oraz zmiany w kregostupie [51,55]. W czasie rozwoju zarodka FGF8 jest
syntetyzowany na rosngcym tylnym korncu zarodka i stopniowo degradowany w
nowowytworzonych tkankach, stad uwaza sie, ze czynnik ten jest zwigzany z
réznicowaniem sie tkanek i wydtuzaniem zarodka ku tytowi [23].

GDF1! (zwane takze BMP11) jest czynnikiem sekrecyjnym dziatajgcym w wielu
procesach rozwojowych. Miedzy innymi gra role w ustalaniu formy szkieletu, reguluje
bowiem tozsamos¢ (identyczno$¢) pozycyjna struktur utozonych wzdtuz osi A/P, ij.
nadaje kazdej strukturze cechy wiasciwe dla miejscajej potozenia na tej osi. U myszy
mutantow gdfnuli zachodzi przednia homeotyczna transformacja kregéw. Wykazujg
one cechy kregéw zlokalizowanych bardziej dogtowowo, niz wskazuje na to ich
potozenie. GDF1! prawdopodobnie reguluje wzor ekspresji genéw hox [56,60].

Jak sie wydaje, wazng role w rozwoju paczka ogonowego, a zwilaszcza jego
mezodermy odgrywaja czynniki wzrostowe z rodziny Wnt: Wnt3a i Wnt5a. Biatko
Whnt5a jest produkowane w brzusznym grzebieniu ektodermalnym (VER). Wydzielane
z tej czeSci paczka ogonowego dziata na proliferacje komorek progenitorowych
mezenchymatycznych i podtrzymuje ich przezywanie [74]. Obecnos$¢ i aktywno$¢ Wnt3a
jest niezbedna dla prawidtowego przebiegu somitogenezy w paczku [29], o czym juz
wspomniano wyzej. Myszy mutanty wnt5a nuli majg skrécony ogon na skutek redukcji
liczby kregéw (do 9) i zmniejszenia ich wielkosci [74], a mutanty wnt3a nuli nie majg
kregéw ogonowych [29,41]. U mutantéw tych zaburzona jest somitogeneza, powstaje
znacznie mniej komorek progenitorowych mezodermy przyosiowej w smudze pierwotnej
i mniej ich przechodzi nastepnie do pgczka ogonowego [74]. Wnt3a decyduje o
tozsamosci pozycyjnej kregow [41], Potwierdzeniem waznej roli biatek Wnt w rozwoju
paczka ogonowego jest wynik eksperymentu, w ktérym zahamowano ich dziatanie.
Sr6d-maciczne podanie ciezarnym myszom rozpuszczalnego biatka Frizzled, antagonisty
Wnt, spowodowato u zarodkow wstrzymanie rozwoju somitéw paczka ogonowego.
Prawdopodobnie Frizzled hamuje oddziatywanie Wnt5a na komorki progenitorowe juz
zdeterminowane w kierunku mezodermy przyosiowej [10]. Mutanty wnt nuli, ktore nie
majg wyksztatconych kregéw ogonowych, majg zredukowang ekspresje cdxl w paczku
ogonowym [29,41,74].

Geny cdxl i cdx2 myszy i Ccdxa i Ccdxb kury sg homologiczne z genem caudal
u Drosophila odpowiedzialnym za rozw0j ostatniego segmentu odwtokowego (analia).
U kregowcdw sg one zwigzane z rozwojem somitow i tworzeniem sie kregow. Biorg
udziat w ustalaniu tozsamosci pozycjonalnej poszczegélnych somitow wzdtuz osi A/P.
Reguluja, jak sie sadzi, transkrypcje genow Hox. W czasie gastrulacji u zarodkéw
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myszy ekspresja cdx pojawia sie w przedniej czesci mezodermy przyosiowej i w miare
rozwoju zarodka cofa sie ku tytowi, po czym pozostaje wytgcznie w paczku ogonowym.
W pochodnych paczka geny cdx ulegaja ekspresji tylko w tylnej czesci wtornej cewy
nerwowej i w tylnych sklerotomach. Prawdopodobnie CDX bierze udziat w
ukierunkowywaniu komdrek progenitorowych somitowych i wptywa na ich przezywanie
w paczku ogonowym. Noworodki mutanty cdxl i cdx2 nuli wykazujg brak wyksz-
tatconych struktur ogonowych. Geny cdx przypuszczalnie dziatajg inaczej w czasie
rozwoju przednich i tylnych struktur osiowych zarodka [3]. Podobnie zachowuja sie
geny CcdxA i Ccdxb w rozwoju zarodka kury [54], Przypuszcza sig, ze geny cdx biorg
udziat w regulacji i integracji mechanizmoéw kontrolujgcych wydtuzanie sie zarodka
wzdtuz osi A/P [18].

Zmiany w prawidtowym rozwoju zarodkéw podobne jak u myszy mutantéw cdx
null obserwuje sie u mutantéw z brakiem wnt3a, brachyury T, leftl/tfl orazfgfrl, co
wskazuje, ze wszystkie te czynniki sygnalizacyjne i transkrypcyjne uczestniczg w
wytwarzaniu tylnej czesci zarodka, utrzymujac proliferacje i przezywanie komérek
paczka ogonowego [3].

Biatko Evx-1 gra role w segmentacji ciata i neurogenezie. Jest ono wysoce
konserwatywne, wystepuje u wszystkich przebadanych pod tym katem kregowcow [5].

Czynnik Thx6 potrzebny jest dla ukierunkowania komérek mezodermalnych w
somitowe [7]. Komorki takie, u myszy pozbawionych Tbhx6, po wyjsciu ze smugi
pierwotnej majg specyficzne ograniczenia rozwojowe, rozwijaja sie tylko w przednie
somity, natomiast nie rozwijaja sie w somity ogonowe [17].

Wykrywana w paczku ogonowym myszy ekspresja gendéw Delta'. dI2 i dI3 wskazuje,
Ze wjego rozwoju bierze udziat takze sygnalizacja Delta-Notch. Sygnalizacja ta odgrywa
wazng role w wielu procesach rozwojowych, miedzy innymi w wyodrebnianiu sie
neurondw z niezroznicowanych komdrek neuroektodermy oraz tworzeniu sie somitow.
[patrz 47], Sygnalizacja Delta-Notch bierze udziat w rozwoju pgczka ogonowego
Xenopus. Beck i Slack [7] zapropnowali nastepujacy model jej dziatania u tych zwierzat.
We wczesnym stadium rozwoju paczka w wargach bocznych blastoporu pojawia sie
ekspresja genu Ifng kodujacego biatko sekrecyjne LFNG (ang. lunaticfringe), ktére
wzmacnia odpowiedz komérki na dziatanie Uganda Delta. Nastepnie zaréwno Delta,
jak i Notch ulegajg ekspresji w rejonie koncowym M, ktdry daje poczatek mezenchymie.
Ekspresja ta jest stymulowana przez LFNG, wytwarzany w grzbietowej czesci korca
wtdrnej cewy nerwowej stykajgcej sie z odcinkiem M. RAwnocze$nie w samym
koniuszku pgczka zachodzi ekspresja Xwnt3a i Xhox3 Fhomologiczny z evx) (ryc.
2C). Biatko XWnt3a decyduje o osi grzbietowo-brzusznej, a biatko XHox3 jest potrzebne
do wzrostu paczka i jego pochodnych.

Sygnalizacja Delta-Notch w czasie rozwoju paczka ogonowego moze petni¢ wieloraka
role; moze bra¢ udziat w réznicowaniu sie neuronéw i komoérek we wtdrnej cewie
nerwowej, moze bra¢ udziat w tworzeniu i rozdzielaniu sie somitéw, moze takze
powodowac¢ odmienne réznicowanie sie sgsiednich komorek, co przejawia sie¢ w
mozaikowosci komorek progenitorowych.
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Geny Hox u ssakéw i ptakOw uczestniczg w segmentacji i réznicowaniu sie
kregostupa. Ulegajg ekspresji w cewie nerwowej, w mezodermie przyosiowej i somitach
zgodnie z zasadg kolineamosci przestrzennej i czasowej. Im dalej od glowy, a blizej
ogona, tym wiecej grup paralogowychi$ potozonych blizej korica 5' genéw Hox ulega
ekspresji. Przednia granica ekspresji danej grupy paralogowej wyznacza rownoczesnie
przednig granice danego odcinka osi A/P. U myszy przednia granica ekspresji genow
hoxd-10 siega pierwszych somitéw ledzwiowych, hoxd-Il - krzyzowych, a hoxd-12
- ogonowych. U kury wytwarza sie wiecej somitéw ledzwiowych, ktére w dalszym
rozwoju wraz z somitami krzyzowymi formujg kos¢ ledzwiowo-krzyzowg [os
lumbosacrale], w zwigzku z czym w somitach ledZzwiowych zachodzi juz ekspresja
hoxalO, hoxc-10 i hoxdlO, a somitach krzyzowych hoxa-11, hoxc-11 i hoxd-Il.
W somitach ogonowych ulegajg ekspresji geny box wszystkich grup paralogowych, w
czym pojawia sie ekspresja gendéw hoxd-12, boxa-13 i hoxd-13 [11]. Jaka role petnig
poszczegolne geny Hox w rozwoju paczka ogonowego, niewiadomo. Czy dziataja one
synergicznie, czy tez kazda grupa paralogowa ma odrebng funkcje?

Myszy mutanty hoxbl3 nuli majg przerost wszystkich struktur pochodzacych z
paczka ogonowego, w tym cewy nerwowej, ogonowych zwojow kregowych kregéw
ogonowych, co spowodowane jest wzrostem proliferacji komérek i zatrzymaniem
apoptozy. Stad mozna wnioskowacé, ze hoxbl3 dziatajako inhibitor mitoz i stymulator
apoptozy we wtornej cewie nerwowej i jako represor wzrostu kregéw ogonowych.
Hoxbl3 jest potozony najblizej kohca 5' w swoim zespole [24].

Ekspresja gendw box jest zalezna miedzy innymi od poziomu kwasu retinowego -
RA (ang. retinoic acid) w komérkach i otaczajacych je tkankach. Zarodki kregowcow
juz we weczesnych stadiach rozwoju syntetyzujg RA. Obecno$¢ jego wykazano w
komorkach zaréwno neuroektodermy, jak i mezodermy. U zarodkéw ptakdw i zarodkdw
myszy najwiecej RA zawiera cewa nerwowa, nieco mniej somity i rozwijajace sie oko,
paczek ogonowy i réznicujace sie narzady nosowo-czotowe, jeszcze mniej w paczki
konczyn i tuki skrzelowell.

Poziom RA i retinoidow w komérce zwierzecej jest kontrolowany przez catg serie
zabezpieczen regulacyjnych. W komérce kwas retinowy jest syntetyzowany przy udziale
dehydrogenazy retinalaldehydowej RALDH, a katabolizowany przy udziale cyto-
chroméw P 450 - CYP450 oznaczonych jako CYP26A i CYP26B. Srédkomdrkowe
biatko CRABP (ang. cellular RA binding protein) wigze retinoidy, a w razie
zapotrzebowania uwalniania je i w ten sposéb reguluje ich stezenie w komorce.
Endogenny RA wyprodukowany przy udziale RALDH nie wplywa na synteze CYP26
w danej komorce, natomiast egzogenny RA reguluje poziom tych enzyméw na zasadzie
sprzezenia zwrotnego. Stymuluje synteze CYP26 i hamuje synteze RALDH. W tkankach

18Geny paralogowe: geny 0 bardzo zblizonej sekwencji DNA i kodujace identyczne lub bardzo zblizne
do siebie biatka; powstaty prawdopodobnie przez duplikacje jednego genu w czasie ewolucji.

190d dawna wiadomo, ze kwas retinowy i jego pochodne biologicznie czynne - retinoidy maja
wplyw na rozwdj uktadu nerwowego, zwlaszcza mozgowia i ze zmiany w prawidtowym stezeniu
tych czynnikow powodujg powazne zaburzenia rozwojowe i malformacje zaréwno w rozwoju czto-
wieka, ssakow, jak i ptakow (duza literatura na ten temat, np [19]).
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zarodkowych na og6t CYP26 i RALDH nie wystepujg rowwnoczesnie w tej samej
komorce, lecz w sasiednich komérkach lub odmiennych tkankach [22], RA i retinoidy
sg uwazane za morfogeny, bowiem efekt ich dziatania zalezy od wartosci progowych,
stezenia i czasu dziatania. Uwalniane z komorek zarodka rozchodzg sie w macierzy
substancji miedzykomorkowej (ECM). Dziatajgna komérki, kompetentne na ich odbiér,
poprzez specyficzne receptory jagdrowe RAR i RXR. Przypuszcza sie ponadto, ze
istnieje receptor btonowy utatwiajgcy przenikanie retinoidéw do komoérki. Retinoidy sg
szybko przez te komérki metabolizowane [50]. Scista regulacja rozmieszczenia
retinoidéw w normalnej morfogenezie jest wazna dla prawidtowego rozwoju zarodka.
Cyp26Al i Cyp26BI utrzymujac odpowiedni poziom RA w tkankach i komoérkach i
chronigje przed niewlasciwym dziataniem egzogennych retinoidéw [!].

Komaérki paczka ogonowego zawieraja RA. Syntetyzuja go i wydzielaja tez in vitro
[50]. Mozna sadzi¢, ze w czasie normalnego rozwoju paczka ogonowego poziom RA
w jego komoérkach jest $cisle regulowany. W paczku ogonowym zarodkéw zaréwno
myszy, jak i kury aktywny jest Cyp26A 1, a nie ma aktywnego Cyp26 B! [48], Aktywny
CYP26A1 chroni pgczek ogonowy przed dziataniem RA produkowanego w przylegtej
mezodermie tutowiowej, w ktorej aktywna jest RALDH [2], U letalnych mutantow
myszy z brakiem Cyp26Al paczek ogonowy rozwija sie i réznicuje nieprawidtowo, a
ptody wykazujg powazne zaburzenia tylnych okolic ciata, takie jak: spina bifida czy
zanik ogona (caudal agenesis). U tych mutantéw wykazano w paczku ogonowym
wigzanie ektotopowych retinoidéw przez RARg oraz zanik ekspresji wnt3a ifgf8.
Wyciecie genu RARg przywraca u mutantéw Cyp26Al nuli ekspresje wnt3a i fgf8
oraz rozwoj czesci ogonowych i zywotnos¢ zarodka [1,2].

Od RA zalezna jest ekspresja genu midkiny, wspomnianego wyzej czynnika
wzrostowego biorgcego udziat w przejsciu komérek mezenchymatycznych w
nabtonkowe. Nadmiar RA powoduje zahamowanie tej ekspresji, natomiast niedobér
RA nie ma na nig wptywu [30,37].

Wplyw egzogennych retinoidéw na rozwdj paczka ogonowego wykazano u kury i
myszy. Zarodkom kur wstrzykiwano RA bezposrednio pod tarczke zarodkowsa, a
ciezarnym samicom myszy podawano RA, ktéry jest transportowany przez tozysko do
zarodkéw. W innych doswiadczeniach synteze RA blokowano Citralem. Wykazano,
ze zar6éwno nadmiar, jak i niedob6r RA powoduje zaburzenia w rozwoju wtérnej cewy
nerwowy. Przy nadmiarze RA zamiast jednej cewy nerwowej w pgczku ogonowym
tworza sie liczne cewy nerwowe dodatkowe i dochodzi do potaczenia struny grzbietowej
z cewa herwowa oraz jelitem tylnym. Nasilenie sie tych zmian zalezy od dozy podanego
RA, od czasu jego dziatania i od stadium rozwoju zarodka, w ktérym go podano
[32,54,62], Podanie RA nie miato wptywu na obecnos¢ receptorow RARgw komorkach
mezenchymatycznych [66],

Podobnie, jak pod nadmiarem dziatania RA, ektotopowe, dodatkowe cewy nerwowe
powstaja w paczkach ogonowym zarodkéw myszy, pod wptywem lektyn wigzacych
reszty kwasu sialowego w skladnikach ECM [36] oraz u mutantéw pozbawionych
genéw fgfrl [55], wnt3a [74/, tbx6 [17], left lub Zc/[55]. Dodatkowe cewy nerwowe
tworzg sie z zageszczen mezenchymy rozmieszczonych jak wysepki w pgczku
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ogonowym. W zageszczeniach tych zanika ekspresja genéw wnt3, tbx6 i Notchl [66],
Dodatkowe cewy nerwowe wykazujg takie same cechy molekularne jak pierwotne cewy
nerwowe, to jest ekspresje pax3 w phytce sufitowej i shh w phytce podtogowej. W
dalszym rozwoju rdznicujgsie w nich neurony ruchowe i tworzg zwoje kregowe [55].

Mechanizm powstawania dodatkowych cew nerwowych przynajmniej czesciowo
wyjasnili Nait-Oumesmar i wspoétautorzy [55]. Wyprodukowali oni podwdéjnie
transgeniczne normalnie rozwijajace sie i zywotne myszy, ktérym wprowadzono gen
gcml sprzezony ze wzmacniaczem promotora genu hoxa7. Biatko Gem (ang. Glicil
celi missing) jest czynnikiem transkrypcyjnym, ktéry reguluje réznicowanie sie
progenitoréw neuralnych w komérki nerwowe lub glejowe zaréwno u kregowcow, jak
i u Drosophila. W rozwoju zarodkéw dzikich szczep6w myszy ekspresjagem 1 wystepuje
w centralnym systemie nerwowym oraz w niektérych innych narzadach, nie zachodzi
jednak w paczku ogonowym. U zarodkéw podwdjnie transgenicznych ekspresjagcml
jest ektotopowa i ograniczona do okre$lonego etapu jego rozwoju, jest bowiem zalezna
od wszczepionego elementu promotora hoxa. Wystepuje tylko przez okres$lony czas od
9 do 13 dpc, tj. od okresu poprzedzajgcego wtorna neurulacje do poczatku zaniku
paczka ogonowego i jest ograniczona do cewy nerwowej i mezodermy przyosiowej
tylnej okolicy zarodka. Przednia granica ekspresji gcw7? w 9 dpc siega 32.-34. somitu,
tj. poziomu przysztego 3. kregu krzyzowego. W miare rozwoju zarodka granica ta cofa
sie i w koncu wykrywana jest tylko na samym koniuszku paczka ogonowego. U
wszystkich tych podwaojnych transgendw rozwijaty sie dodatkowe cewy nerwowe, jedne
zwigzane z pierwotng cewg nerwowa najej korcu tylnym i drugie w paczku ogonowym
wolne, niepotgczone z cewg nerwowa. U okoto 25% osobnikdw transgenicznych
wystepowato takze rozdwojenie rdzenia kregowego (spina bifida). Zmiana kierunku
réznicowania sie progenitoréw mezodermy przyosiowej w progenitory komérek
nerwowych u podwdjnych transgenéw nie odbywata sie kosztem komorek mezen-
chymatycznych, gdyz mezoderma przyosiowa i somity ogonowe rozwijaty si¢ normalnie.
Gem ! zmienito kierunek rozwoju tylko niektérych komérek mezenchymatycznych, a
takze stymulowato proliferacje komérek o zmienionym kierunku rozwoju. Potwierdza
to obserwacja, ze paczek ogonowy zarodkéw podwojnych transgendw jest znacznie
wiekszy niz zarodkow dzikich szczepdw.

Mozna wiec za Nait-Oumesmar i wspdtautorami [55] pokusi¢ sie 0 nastepujaca
interpretacje powstawania dodatkowych cew nerwowych w paczku ogonowym. Komorki
mezenchymatyczne paczka ogonowego sg normalnie ukierunkowane na rozwoj w
mezoderme przyosiowa i jej pochodne, w tym ukierunkowaniu biorg udzial Wnt3a,
Thx6, FGF8, kwas retinowy i zapewne i inne czynniki, ktore dziatajg synchronicznie i
kompleksowo. Brak lub nadmiar jednego z tych czynnikébw moze zatrzymac to
ukierunkowanie i skierowa¢ komérki na szlak rozwoju neuralnego. Ukierunkowanie
wiec komérek macierzystych w paczku ogonowym na szlak réznicowania mezoder-
malnego zalezy od dziatania na nie catego zespotu czynnikéw mezodermizujacych,
brak jednego z nich powoduje wejscie komdrek macierzystych na szlak rozwoju
nerwowego. Od niedawna jest wiadomo, ze w czasie gastrulacji u kregowcow
rozpoczecie szlaku rozwoju neuralnego opiera sie na specyficznym sposobie indukcji,
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polegajacym na blokowaniu dziatania czynnika dziatajgcego na ektoderme (indukcja
przez brak, ang. default induction). Komorki ektodermy majg wiasciwosci autono-
micznego réznicowania sie w komorki nerwowe, jednak dzieki obecnosci w nich czynnika
wzrostowego BMP rdznicujg sie one w epiderme. Z organizatora Spemanna u ptazéw
i wezta pierwotnego u owodniowcdw wydzielane sg substancje antagonistyczne do
BMP. Sa to biatka sekrecyjne: chordyna, follistatyna i noggin, ktére w przestrzeniach
miedzykomorkowych wigzg sie z BMP oraz z jego receptorami, nie dopuszczajgc do
dziatania tego biatka. Pozbawione w ten sposéb wptywu BMP komorki ektodermalne
zostajg ukierunkowane w komorki nerwowe i rozpoczynajg dalsze réznicowanie w
tym kierunku pod wptywem wielu réznych czynnikéw [4,67,72].

ORGANIZATOR

Paczek ogonowy wzbudzit zainteresowanie jako centrum organizacyjne tylnej czesci
zarodka. Cechuje sie bowiem wiasciwosciami organizatora gastruli.

Organizator gastruli, czyli organizator pierwotny, jest to zespét komorek mtodego
zarodka kregowca, pod ktérego wptywem w czasie gastrulacji tworzg sie zawiazki
narzadow osiowych cewy nerwowej, struny grzbietowej i mezodermy przyosiowej.
Organizator wyznacza gtéwne osie zarodka przednio-tylng i grzbietowo-brzuszng. U
ptazéw (organizator Spemanna) jest to warga grzbietowa blastoporu, u owodniowcow
wezet pierwotny tarczki zarodkowej. Wiasciwosci organizatora zostaty okreslone
eksperymentalnie. Cechuje sie tym, Zze po przeszczepieniu w ektotopowe miejsce lub
do innego zarodka jest on zdolny do indukowania dodatkowych narzagdéw osiowych, w
ktdrych tworzeniu biorg udziat zaréwno komorki organizatora, jak i zwerbowane przez
niego komarki gospodarza. Juz wedtug pierwotnej koncepcji odkrywcéw organizatora
Spemanna i Mangold [ 1924] wyr6zniono w organizatorze ptazdw trzy rejony: organizator
gltowy, organitaror tutowia i organizator ogona, odpowiedzialne odpowiednio za
wyadzielenie tych trzech czesci ciala zarodka. Obecnie uwaza sie, ze organizator gastruli
jest dynamiczng strukturg o stale zmieniajacej sie funkcji i sktadzie komoérek, co
przejawia sie takze zmiang ekspresji genéw i charakteru komorek progenitorowych.
Tylko niewielka cze$¢ komdrek organizatora to komorki stacjonarne, tzn. stale w nim
przebywajace. Wiekszo$¢ komorek znajdujacych sie w nim w danym momencie rozwoju
jestw trakcie przesuwania sie przez niego. Te przejsciowe komorki sg stale werbowane
(z ektodermy u ptazdw, z epiblastu u owodniowcOw) i tu zostajg ukierunkowywane w
komorki progenitorowe, a przeznaczenie ich zmienia sie w trakcie rozwoju. Stad
organizator kolejno indukuje inne odcinki narzagdow osiowych wzdtuz osi A/P. Wczesny
organizator (ang. early gastrula organizer- EGO) indukuje struktury gtowowe, p6zny
organizator (ang. mid gastrula organizer - MGO) struktury tutowiowe, a paczek
ogonowy struktury tylne [42]. Czes¢ zwerbowanych komérek pozostaje w organizatorze
jako niezréznicowane komérki macierzyste dla narzadéw osiowych. Organizator
stymuluje réwniez ruchy morfogenetyczne ukierunkowanych progenitoréw. U
owodniowcoéw w funkcji organizatora bierze udziat zarowno wezet pierwotny, jak i
przednia cze$¢ smugi pierwotnej (szersze omowienie patrz [6,9,72]).
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Wihasciwosci paczka ogonowego odpowiadajg wymienionym wyzej cechom
organizatora. Zachowuje on wiasciwosci zaréwno wezta pierwotnego, jak i przedniej
czesci smugi pierwotnej. Zachodzi w nim intensywna proliferacja i ruchy morfogene-
tyczne komdrek. Ma mozliwosci tworzenia z samego siebie cewy nerwowej i struny
grzbietowej oraz ,,werbowania” do tych narzadéw komorek jeszcze nieukierunkowanych.
Przeszczepiony dojamy blastuli mtodszego zarodka Xenopus powodowat powstanie nowej
tylnej cewy nerwowej i struny grzbietowej oraz mezenchymatycznego wyrostka, pokrytego
ektoderma przypominajacego ogonek [27]. Paczek ogonowy wszczepiony w ektotopowe
miejsce blastodermy kury indukowat powstanie drugiej wtdrnej cewy nerwowej i struny
grzbietowej otoczonych somitami [45]. Co trzeba podkresli¢ indukcja nowej cewy
nerwowej zachodzita nie tylko w polujasnym, ale takze w polu ciemnym tarczki zarodkowej
przeznaczonym normalnie do wytworzenia pozazarodkowych bton ptodowych.
Zaindukowana ektotopowo cewa nerwowa wykazywata obecnos¢ markeréw neuralnych:
glikoproteiny L5 i ekspresje genow sox-2 oraz genow markerowych dla tylnych czesci
cewy nerwowej Pax-3 (charakterystycznego dla tylomoézgowia i rdzenia kregowego) i
hoxb-8 (charakterystycznego dla tylnej czeSci rdzenia kregowego). Nie wykazano w
niej natomiast ekspresji genéw charakterystycznych dla przedniej czeSci cewy nerwowej
otx-2 i en-1 [45]. Zaindukowane dodatkowe struktury osiowe uXenopous, jak i u ptakow
zawieraty zaréwno komérki gospodarza, jak i dawcy, co wskazuje, ze paczek ogonowy
ma zdolnos$¢ wytwarzania struktur osiowych ze swoich komérek, ale takze zdolnos¢
werbowania do tego procesu komérek gospodarza. Wskazuje jednoczesnie, ze paczek
ogonowy takjak organizator Spemanna i wezet pierwotny stymuluje przemieszczanie sie
komadrek zwigzane z tworzeniem sie narzagdéw osiowych.

Wyniki eksperymentéw Davisa i Kirschnera [21] z izolowanymi wyznakowanymi
pojedynczymi komorkami paczka ogonowego Xenopus wskazuja, ze aktywnos$é
organizatora w paczku ogonowym nie zalezy od zwartej stosunkowo duzej grupy
komorek jak w czasie gastrulacji, lecz moze by¢ funkcja kilku matych grup niezdeter-
minowanych komérek rozsianych w obrebie mezenchymy paczka, wsrdd komarek juz
ukierunkowanych w komorki nerwowe lub somity [21],

Paczek ogonowy stanowi niewatpliwe organizator tylnej i ogonowej czesci zarodka.
Zachowuje bardzo dtugo witasciwosci indukujace i whasciwosé organizowania osi
przednio-tylnej. Jest on ,,magazynem” komérek niezréznicowanych i pluripotentnych.
Moze stuzy¢ jako pozyteczny obiekt do badan eksperymentalnych nad molekularna
interakcjg komérek w czasie gastrulacji i réznicowania sie komdrek, ale moze takze
postuzy¢ jako zrodto komorek niezréznicowanych.
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Streszczenie: Zjawisko opornosci wielolekowej jest czestym powodem niepowodzeri chemoterapii no-
wotwordw. Zbadano wiele mechanizméw komdérkowych wptywajacych na efekty cytotoksycznc lekéw
przeciwnowotworowych. Jedng z najintensywniej badanych form opornosci komérek na terapie jest
oporno$¢ wywotana nadekspresija glikoprotein btonowych. Niektére biatka btonowe odpowiedzialne za
transport btonowy lekdw oraz geny je kodujace zostaty zidentyfikowane i scharakteryzowane. Odgry-
waja one wazng role w redukcji stezenia wewnatrzkomdrkowego lekéw. Ich ekspresja zostata wykaza-
na w wielu ludzkich komoérkach nowotworowych, jak i w prawidlowych tkankach. Stwierdzono, ze
wiele lekéw hamuje funkcje biatek zwigzanych z transportem btonowym. Szereg z nich wykazuje efek-
ty toksyczne. Waznym zagadnieniem jest poszukiwanie nowych zwigzkéw o lepszym indeksie terapeu-
tycznym mogacym znalez¢ zastosowanie w terapii nowotworéw.

Stowa kluczowe: opornos¢ wielolekowa, P-glikoproteina, transport.

Summary: Multidrug resistance is a frequent cause of the failure of chemotherapy in the treatment of
cancer. Many cellular mechanisms, by which tumor cells may evade the cytotoxic effects of anticancer
agents, were investigated. Multidrug resistance strongly linked to the overexpression of membrane-
associated glycoprotein is one of the best understood and most intensively studied forms of mammalian
drug resistance. Some of the membrane protein responsible for drug efflux has been identified and its
structure and function characterized. They appear to play an important role in drug efflux. Expression
of these proteins in many human tumors, as well as in normal tissues has been shown. A large number of
drugs, which inhibit the function oftransported protein, have been identified. Many ofthem have proven
toxic effects, and thus the identification of novel agents for potential clinical use has taken on great
importance.

Key words: multidrug resistance, P-glycoprotein, transport.
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WSTEP

Skutecznos$¢ dziatania chemoterapeutykéw, stosowanych w leczeniu choréb
nowotworowych, w celu zniszczenia komérek nowotworowych przy jak najmniejszym
uszkodzeniu komérek prawidtowych nosiciela nowotworu, ogranicza pojawiajaca sie
opornos¢, czyli brak wrazliwosci na dany lek [25]. Oporno$¢ stwierdzong juz po
pierwszym podaniu leku okresla sie jako oporno$é wrodzong. Czesciej jednak, w wyniku
wielokrotnego podawania leku, pojawia sie tzw. oporno$¢ nabyta. Powszechny problem
stanowi zjawisko opornosci wielolekowej (z ang. multidrug resistance, MDR). O
opornosci wielolekowej mowi sie wowczas, gdy komorki poddawane dziataniu jednego
leku stajg sie oporne na ten lek oraz inne strukturalnie i funkcjonalnie odmienne leki,
czyli wykazuja tzw. opornos¢ krzyzowa. MDR wywotujg chemoterapeutyki nalezace
do réznych grup, np. antybiotyki (daunorubicyna, adriamycyna, aktynomycyna D),
alkaloidy izolowane z roslin z rodziny Vinca (np. winkrystyna, winblastyna), pochodne
podofylotoksyn (np. etopozyd, tenipozyd) oraz taksany (np. taksol).

Fenotyp opornosci lekowej jest zwiazany ze zwigkszonym wyptywem lekéw z komérki.
Jeden z gtéwnych mechanizméw odpowiedzialnych za opornos¢ wielolekowajest oparty na
zmianach w profilu glikoprotein btonowych, komérek opornych wielolekowo. Nadekspresja
szeregu glikoprotein decyduje o niskim stezeniu lekéw w komdrkach spowodowanym
aktywnym transportem na zewnatrz, w wyniku dziatania tzw. energozaleznej (ATP zaleznej)
pompy btonowej. Obnizona akumulacja leku w komérkach opornych jest odwrotnie
proporcjonalna do stopnia wytworzonej opornosci [5, 23, 25, 38],

TABELA 1. Dane z badani in vitro i in vivo zjawiska MDR

Biatko Rodzaj nowotworu Opornos¢ na leki przeciwnowotworowe
PgP biataczka, nerwiak niedojrzaty, chtoniak, winkrystyna, winblastyna, doksorubicyna,
nowotwor piersi, trzustki, okreznicy, watro-  daunorubicyna, etopozyd, tenipozyd,
by, nerek, kory nadnerczy, jajnikow, ptuc paklitaksel, kolchicyna, aktynomycyae D,
mitomycyna C, mitoksantrol
MRP1 biataczka, nerwiak niedojrzaty, chtoniak, winkrystyna, winblastyna, doksorubicyna,
nowotwor ptuc, tarczycy, zotadka, przetyku  daunorubicyna, etopozyd, tenipozyd,
metotreksat
MRP2 biataczka, nowotwor ptuc, nerek, zotadka, winkrystyna, winblastyna, cisplatyna,
okreznicy metotreksat
MRP3 nowotwdr okreznicy, ptuc, nerek, jajnikdw doksorubicyna, winkrystyna, etopozyd,
tenipozyd, metotreksat
MRP4 biataczka tiopuryny, metotreksat
BCRP biataczka, nowotwor piersi, fozyska, ptuc, doksorubicyna, daunorubicyna, epirubicyna,

watroby, jelit

etopozyd, topotekan, mitoksantron
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Badania réznic w btonach komérkowych komérek wrazliwych i opornych pozwolity
zaohserwowac¢ zwiekszong zawartos¢ glikoproteiny o m.cz. 170-190 kDa w btonach
komorek opornych. Stopien wytworzonej opornosci na leki wykazywat duzg zbieznosé
z zawartoscig tej glikoproteiny. Btonowa glikoproteina o masie 170 kDa zostata
wyizolowana i scharakteryzowana jako P-glikoproteina (z ang. P-glycoprotein, Pgp).
Przypisano jej funkcje biatka transportujgcego leki na zewnatrz komorki [5,31], PéZniej
zidentyfikowano inne glikoproteiny, réwniez odpowiedzialne za eliminacje lekéw z
komorki. Naleza do nich m.in. biatka opornosci wielolekowej MRP1, MRP2, MRP3,
MRP4, MRP5, MRP6 (z ang. MDR-associatedprotein), biatko opornosci komoérek
nowotworowych ptuc - LRP (z ang. lung resistance protein), biatko opornosci komérek
nowotworowych piersi - BCRP (z ang. breast cancer resistance protein) oraz biatko
odpowiedzialne za transport soli zétciowych - BSEP (z ang. bile salt export protein).
Nadekspresja tych glikoprotein jest podstawowym mechanizmem wywotujacym
oporno$¢ wielolekowa i zmniejszajacym skutecznos$¢ leczenia choréb nowotworowych
[38]. W tabeli 1 przedstawiono dane z badan in vitro i in vivo zjawiska MDR [11],

STRUKTURA | FUNKCJE P-GLIKOPROTEINY

P-glikoproteina (ABCB1) jest kodowana przez wiele genéw tworzacych grupe
mdr. W komorkach ludzkich wystepuja 2 geny mdr. mdrl i mdr2, znajdujace sie na
chromosomie 7, przy czym tylko gen mdrl zwigzany jest bezposrednio z opornosciag
wielolekowag [27], Ekspresja tego genu jest niezbedna i wystarczajaca do pojawienia
sie opornosci, natomiast stopien opornosci komorek moze byé skutkiem zampli-
fikowania tego genu i jego nadekspresji. P-glikoproteina jest integralnym biatkiem
btonowym zbudowanym z jednego tahcucha polipeptydowego, w ktérego skiad
wchodzi 1280 aminokwaséw, co daje peptyd o masie czasteczkowej 140 kDa. Biatko
to sktada sie z dwdch czesci o podobnej budowie, z ktérych kazda zawiera fragment
hydrofobowy i hydrofitowy [14,27,38], Pomiedzy dwiema potéwkami P-glikoproteiny
istnieje 43-procentowa homologia [23, 30]. Fragment hydrofobowy stanowig trzy
petle przebijajace btone w szeSciu miejscach. Szes¢ transbtonowych fragmentéw
tworzy kanat, przez ktéry substancje przekraczajg btone komérkowa. Fragmenty
te odgrywaja wazna role w okreslaniu specyficznosci substratowej glikoproteiny.
Umiejscowiony po cytoplaz-matycznej stronie btony fragment hydrofitowy zawiera
potencjalne miejsca wigzania nukleotydu ATP, tzw. NBD (z ang. nucleotide
binding domain). C- i N-koniec polipeptydu zlokalizowany jest
wewnatrzkomérkowo. Pierwsza zewnatrzkomorkowa petla jest glikolizowana w
trzech miejscach. Dojrzata Pgp ma mase czasteczkowa 170-180 kDa. Wiele
badan sugeruje, ze glikolizacja nie jest konieczna do transportu substratow przez
P-glikoproteine, natomiast jest wymagana do translokacji P-glikoproteiny do bton
plazmatycznych [14, 38]. Obecnie nie ma watpliwosci, ze P-glikoproteina nalezy
do rodziny biatek transportujacych tzw. ABC (z ang. ATP-binding cassette), ktore
uzywaja energii z hydrolizy ATP do transportu substancji przez btony komérkowe [4, 14,
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15, 17, 19, 23, 27, 30, 32, 38]. Jest ona ATP-azg, ktéra moze ulec inaktywacji w wyniku
mutacji nawet tylko wjednym miejscu wigzania ATP, co wskazuje na fakt, ze oba miejsca
wigzania ATP sg niezbedne do prawidtowego jej funkcjonowania. Badania procesu
wigzania leku przez P-glikoproteine sugeruja, ze hydroliza ATP nie jest konieczna do
wigzania leku, alejest niezbedna do jego transportu. P-glikoproteina oddziatuje z wieloma
strukturalnie i funkcjonalnie réznymi zwigzkami, z ktorych wiekszos¢ jest przez nig
transportowana. Nalezg do nich zwigzki organiczne chemicznie obojetne lub obdarzone
tadunkiem dodatnim [14,38], P-glikoproteina wystepuje w btonach komérkowych wielu
gatunkow. Hetero-gennosé jej masy czasteczkowej i fadunku sugeruje istnienie rodziny
podobnych czgsteczek. Znane sgtrzy izoformy tej glikoproteiny: Pgp I, Pgp 11 i Pgp lll,
przy czym wykazano, ze tylko Pgp | i Pgp Il powodujg opornos¢ wielolekowa. W
komérkach ludzkich wystepuje Pgp | i Pgp 111 [23, 38].

LOKALIZACJA | FUNKCJE FIZJOLOGICZNE
P-GLIKOPROTEINY

P-glikoproteina znajduje sie nie tylko w btonach powierzchniowych komorek
nowotworowych, ale takze w btonach komorek, ktére przylegajg do kompartmentow
wydzielniczych. Jej aktywno$¢ w prawidlowych tkankach sugeruje wazng role w
transporcie btonowym ksenobiotykdw [4, 23], Ze wzgledu na szeroki zakres transpor-
towanych substancji chroni ona komorki przed endogennymi i egzogennymi substancjami
toksycznymi, poprzez tworzenie bariery kontrolujacej ich naptyw do organizmu oraz
tempo ich transferu pomiedzy r6znymi tkankami i kompartmentami [4, 6, 17].

Wyrazng zawartos¢ P-glikoproteiny znaleziono w komaérkach nabtonka przewodu
pokarmowego (jelito grube i cienkie, watroba, trzustka, sledziona), na powierzchni
komorek nabtonkowych kanalikéw nerkowych i zétciowych, w komérkach mézgu,
tozyska ijader, w korze nadnerczy i gruczotach macicy produkujgcych steroidy u kobiet
ciezarnych oraz po wewnetrznej stronie bton aparatu Golgiego. P-glikoproteina bierze
udziat w sekrecji naturalnych metabolitow i toksyn, wptywa na absorpcje ksenobiotykdw
w jelitach, w niektorych przypadkach ogranicza biodostepnos¢ lekéw doustnych oraz
utatwia wydalanie przez btone $luzowa jelita, nerki i z z6kcig, jest zaangazowana w
metabolizm steroidow. Petni wazna role w modulowaniu dystrybucji zwigzkow
hydrofobowych do mézgu, redukujac przepuszczalnos¢ ksenobiotykow do centralnego
uktadu nerwowego oraz limitujgc naptyw lekow, takich jak winkrystyna, morfina itp.
Mozna oczekiwaé, ze zastosowanie jej agonistow moze zmieni¢ przepuszczalnosé
bariery krew/mozg. Posredniczy w usuwaniu ksenobiotykow z tozyska i jader,
kontrolujac ich naptyw do ptodu i gonad [4, 6, 15, 17, 23, 36, 38].
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STRUKTURA 1 FUNKCJE BIALEK MRP

Brak ekspresji Pgp w niektérych komérkach opornych wielolekowo spowodowato,
ze zaczeto poszukiwac innych biatek transportujacych leki. Biatko MRP 1 (ABCC1) zostato
wyizolowane z bton plazmatycznych opornych na doksorubicyne ludzkich komoérek
nowotworu ptuc, w ktoérych nie zaobserwowano ekspresji P-glikoproteiny [23], W
komarkach ludzkich znaleziono jeszcze pie¢ izoform tej glikoproteiny: MRP2, MRP3,
MRP4, MRP5 i MRP6. Nalezg one do rodziny ABC transporteréw [3, 23, 22, 38].

MRP1 zbudowanajestz 1531 aminokwaséw, a sekwencjaaminokwaséw wykazuje tylko
15-procentowe podobienstwo do P-glikoproteiny [18, 23, 29], MRP1 jest polipeptydem o
masie czasteczkowej 170 kDa, ktory ulega post-translacyjnej glikozylacji tworzac glikoproteine
0 masie czasteczkowej 190 kDa. Zwigzek ten ma budowe asymetryczng. Jeden z ostatnich
modeli struktury MRP | zakfada, ze sktada sie ona z 5-, 6- i 4-transbtonowych fragmentéw w
domenie hydrofobowej odpowiednio 1,2 i 3 oraz z dwoch hydrofitowych domen znajdujacych
sie po wewnetrznej stronie btony. N-koniec polipeptydu znajduje sie na zewnatrz komorki.
MRP | jest glikozylowana po zewnetrznej stronie btony przy asparaginianie (z ang. aspartate,
Asn) Asnld, Asn23 i Asnl006. Dwa inne miejsca: Asn3st oraz Asnll nie saglikozylowane [18].

MRP1 transportuje zwigzki organiczne chemicznie obojetne oraz obdarzone
tadunkiem ujemnym. Biatko to wykazuje podobny mechanizm dziatania do P-gliko-
proteiny. Nadekspresja MRP1 jest zwigzana ze wzrostem aktywnosci, zaleznego od
ATP, transportu potaczen z endogennym glutationem, glukuronianem lub siarczanem,
co powoduje zmniejszong wewnatrzkomorkowg akumulacje lekéw, prowadzac do
opornosci na terapie [3, 22, 23, 29, 38]. MRP1 moze powodowaé¢ opornos¢ na
metotreksat (z ang. methotrexate, MXT) oraz arsenin [7,9,26]. Wystepuje gtownie w
btonach komorek opornych wielolekowo, jak rowniez jest obecna po wewnetrznej stronie
bton kompartmentoéw, takich jak: miesnie, ptuca, $ledziona, pecherz moczowy, pecherzyk
zo6kciowy i kora nadnerczy [23]. Glikoproteing ta petni wazng funkcje fizjologiczng w
transporcie btonowym m.in. leukotrienéw [2, 14, 15, 18]. Nadekspresje MRP1
znaleziono prawie w kazdym rodzaju nowotworu [7].

MRP2 (ABCC2) zostata odkryta duzo wcze$niej od MRP1 jako cMAOT (z ang.
canalicular multispecific anion transporter), biatko odpowiedzialne za transport
bilirubiny glukuronianu w btonie hepatocytéw [7, 26]. MRP2 wykazuje podobng
specyficznos¢ substratowg do MRP ! zjednym wyjatkiem - jej nadekspresja powoduje
opornos¢ na cisplatyne [7, 21, 26]. MRP2 wystepuje gtéwnie w nerkach, watrobie,
jelicie kretym, dwunastnicy oraz w centralnym ukiadzie nerwowym [43], a jej
nadekspresje zanotowano w 95% komérek nowotworowych nerek oraz w komoérkach
nowotworowych ptuc, zotadka i okreznicy [7].

MRP3 (ABCC3) podobnie jak MRP1 i MRP2 transportuje anionowe zwigzKi
organiczne, gtdwnie w potaczeniach z glukuronianem [7]. Biatko to zbudowane jest z
1527 aminokwasow i wykazuje 56-procentowe podobiefstwo do MRP 1 i 46-procentowe
do MRP2. MRP3 zlokalizowana jest w btonach hepatocytdw, korze nadnerczy, jelicie
cienkim, nerkach i trzustce [43, 44], Odgrywa wazna role w usuwaniu toksycznych
substancji anionowych z watroby w przypadku niedroznosci drég z6tciowych [7, 26,
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44]. Komorki z nadekspresja MRP3 wykazujg oporno$¢ na etopozyd i tenipozyd,
natomiast nie wykazujg opornosci na inne leki wywotujagce MDR [7, 44]. Biatko to
moze powodowa¢ opornos$¢ na metotreksat [7, 42, 43]. Ostatnie badania kliniczne
wykazaty silny zwigzek pomiedzy ekspresja tego biatka i opornoscig na doksorubicyne
oraz stabg zalezno$¢ miedzy MRP3 i opornosciag ha winkrystyne, etopozyd i cisplatyne
w komérkach nowotworowych ptuc [7].

Dwa strukturalnie podobne biatka MRP4 (ABCC4) i MRP5 (ABCC5) sg
odpowiedzialne za transport zwigzkéw nukleozydowych stosowanych w chemoterapii
nowotworéw, takich jak: 6-merkaptopuryna i tioguanina. Dodatkowo mogg
transportowac analogi nukleozydowe stosowane w terapii antywirusowej, takie jak:
9-(2-fosforylometyloetylo)adenina (z ang. 9-(2-phosphorylmethylethyl)adenine,
PMEA) oraz azydotymidyny monofosforan (z ang. azydothymidine monophosphate,
AZT-MP) [7, 34].

Wysoki poziom MRP4 w komdrkach zainfekowanych wirusem HIV chroni je przed
cytotoksycznymi efektami lekéw antywirusowych, powodujac opornos¢ na te leki, a
jednoczesnie spadek stezenia wewnatrzkomorkowego lekéw antywirusowych prowadzi
do uposledzenia supresji replikacji HIV. Badania Chen i wspotpracownikéw pokazuja,
ze nadekspresja MRP4 w komérkach nowotworowych spowodowata uposledzenie
efektow cytotoksycznych analogdw tiopurynowych stosowanych w leczeniu biataczek
u dzieci [34], Ostatnie badania donoszg, ze MRP4 i MRP5 moga transportowac
monofosforanowe pochodne adenozyny i guanozyny, a wiec moga mie¢ wptyw na
regulacje wewnatrzkomarkowego poziomu cyklicznych nukleotydéw, tacznie zcGMP
i CAMP [9, 34],

Funkcje fizjologiczne i zaangazowanie MRP6 (ABCC6) w opornos¢ lekowg nie
zostaty jeszcze dobrze poznane. Nadekspresja tego genu w opornych komdérkach
nowotworowych prawdopodobnie zwiazanajest zamplifikacjagenu MRP | ze wzgledu
na bliska lokalizacje tych gen6w na chromosomie 16 [7, 21]. Mutacje biatka MRP6
powoduja pseudoxanthoma elasticum, chorobe, ktéra uszkadza elastycznos$é tkanek
skory, oczu i uktadu naczynio-sercowego [9, 26].

Ostatnio do rodziny MRP dodano nowe analogi: MRP7, MRP8 i MRP9, ale ich
funkcje fizjologiczne i aktywno$é biochemiczna nie zostaty jeszcze poznane [38],

INNE BIALKA ZAANGAZOWANE W MDR

Do biatek btonowych transportujacych leki, zaangazowanych w oporno$¢ wielo-
lekowa naleza rdwniez: biatko opornosci komdrek nowotworowych piersi BCRP, biatko
opornosci komérek nowotworowych ptuc - LRP oraz biatko transportujgce sole
z6kciowe BSEP.

BCRP (ABCG2) nalezy do podrodziny G ABC transporterow ijest znane jako gen
opornosci na mitoksantron (MXR) [16,26,28]. Biatko to zidentyfikowano w ludzkich
komorkach nowotworowych piersi MCF-7/AdrVp, w ktorych nie zanotowano ekspresji
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Pgp. Nadekspresja BCRP w tych komérkach spowodowata ATP-zalezna redukcje
stezenia antracyklin [10,11], BCRP jest polipeptydem zbudowanym z 665 aminokwaséw
tworzacych szes¢ transbtonowych fragmentéw. Biatko to ma tylko jedno wigzanie
nukleotydu ATP, co sugeruje, ze jest péttransporterem, ktory funkcjonuje jako homodimer.
Nadekspresja BCRP powoduje oporno$¢ na szerokie spektrum lekow przeciw-
nowotworowych, takich jak: mitoksantron, doksorubicyne, daunorubicyne, etopozyd i
epirubicyne [10, 16]. Nadekspresja ABCG2 zwiazana jest ze stabg skutecznoscig
chemoterapii ostrej biataczki szpikowej oraz nowotwordw statych, takich jak: rak ptuc
i piersi. Poza tym biatko to moze transportowac¢ barwniki fluorescencyjne i toksyny
[16], Wysoka ekspresje BCRP znaleziono w tozysku, mozgu oraz komoérkach
macierzystych, gdzie moze petni¢ wazng funkcje w redukcji penetracji lekéw oraz
limitowac naptyw ksenobiotykow. BCRP wystepuje réwniez w jelitach i w watrobie,
gdzie moze bra¢ udziat w regulacji transportu toksyn i lekéw przeciwnowotworowych
przez nabtonek uktadu pokarmowego [10, 16].

LRP nie nalezy do rodziny ABC transporterdw, alejest zwigzane z MDR. Nadekspresja
LRP zostata po raz pierwszy zaobserwowana w ludzkich komorkach nowotworowych
ptuc, w ktérych nie znaleziono ekspresji Pgp [12]. LRP jest tzw. biatkiem MVP (z ang.
major vaultprotein), o masie czasteczkowej 110 kDa, zlokalizowanym gtéwnie w matych,
subkomarkowych strukturach cytoplazmatycznych oraz w niewielkim procencie w btonie
jadrowej [1, 20]. Biatko to petni wazna role w transporcie ksenobiotykéw z jadra do
cytoplazmy [12, 20], Nadekspresja LRP powoduje stabg odpowiedZ na chemoterapie
nowotwordw ptuc, piersi i jajnikow oraz biataczek [35]. Biatko to wywotuje oporno$é na
leki przeciwnowotworowe, takiejak: doksorubicyna, winkrystyna, cisplatyna, karbo-platyna,
malfalan, etopozyd, paklitaksel, granicydyna D oraz petni wazng role w transporcie
doksorubicyny zjadra do cytoplazmy [ 12,20].

Biatko BSEP (ABCBL11), znane jako ,,sister ofPgp” (Spgp) jest odpowiedzialne za
transport soli zétciowych w watrobie. Nalezy do rodziny ABC transporteréw i jest
zwigzane z MDR. W badaniach in vitro powoduje oporno$¢ na paklitaksel [26]. Mutacja
genu kodujgcego BSEP jest odpowiedzialna za wewnatrzwatrobowg cholestaze (z ang.
Progresive Familial Intrahepatic Cholestasis) [41].

MODELE FUNKCJONOWANIA P-GLIKOPROTEINY

Pierwsza hipoteza dotyczy funkcjonowania P-glikoproteinyjako energozaleznej pompy
btonowej (mechanizm bezposredni). Tworzy ona w btonie komaérkowej kanat, przez ktory
transportuje leki kosztem energii pochodzacej z hydrolizy ATP [5,13,14,15,19,27,33,37,
38]. Przyjmuje sie, ze P-glikoproteina ma wiele miejsc wigzania substratow, ktére
bezposrednio z nia oddziatuja, i ze wigzanie zwiazku transportowanego jest odwracalne
[15]. Ze wzgledu na kinetyke lekéw, ktora sugeruje, ze sg one wykrywane i usuwane,
zanim przedostang sie do cytoplazmy oraz na fakt, ze sg zawracane bezposrednio z blony
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komorkowej, zaproponowano hipoteze, ze do ich efektywnego usuwania z btony dochodzi
w skutek dziatania P-glikoproteinyjako flipazy odpowiedzialnej za przemieszczanie zwigzkow
lipofilnych z zewnetrznej do wewnetrznej warstwy lipidowej btony komoérkowej (model
Higgisa i Gottesmana). Wedtug innego modelu - Gottesmana i Pasty (hydrophobic vaccum
cleaner model), P-glikoproteina oddziatuje bezposrednio z substratami w btonie komdrkowej
i usuwa je na zewnatrz komorki [13,23,32].

Druga hipoteza sugeruje wptyw P-glikoproteiny na redukcje leku w komérkach opornych,
poprzez redukcje gradientu pH btony komorkowej i/lub potencjatu elektrycz-nego (mechanizm
posredni). Wedtug tej hipotezy P-glikoproteina nie transportuje lekow, ale zwieksza
wewnatrzkomorkowe pH i depolaryzuje potencjat elektryczny btony komérkowej poprzez
dziatanie jako pompy protonowej lub kanatu chlorkowego [3,14,15,23,33,385], Mechanizm
alternatywny sugeruje, ze P-glikoproteina dziatajako kanat generujacy elektrochemiczny
gradient ATP, ktdry kieruje leki przez btone komorkowsa [14,38].

Modele opisujgce mechanizmy posrednie nie wymagaja bezposredniego wiazania leku
przez Pgp, ale wyjasniaja matg specyficznosé substratowa tej glikoproteiny. Jakkolwiek
dane eksperymentalne faworyzujabezposredni wptyw P-glikoproteiny na MDR poprzez
wiazanie i transport wielu lekéw. Przemawia za tym fakt, ze poziom ekspresji Pgp koreluje
ze stopniem opornosci lekowej, ze wystepuje ona w btonach komérkowych i sama
bezposrednio wigze wiele lekdw strukturalnie i funkcjonalnie roznych [14],

FARMAKOLOGICZNA KONTROLA OPORNOSCI
WIELOLEKOWEJ

Zjawisko MDR jest jedng z przyczyn niskiej skutecznosci chemoterapii chorob
nowotworowych. Zastanawiano sie nad przywroceniem komorkom nowotworowym
wrazliwosci na dziatanie zwigzkéw, w stosunku do ktérych wykazujg opornoseé.
Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ modulacja funkcji biatek transportujacych
odpowiedzialnych za MDR [38], Wiele zwigzkow powoduje hamowanie funkcjonowania
P-glikoproteiny jako pompy i przywraca komorkom wrazliwo$€. Sa to tzw. uczulacze
(z ang. chemosensitizers) lub modulatory opornosci (z ang. resistance modiftres), ktore
podawane razem z lekami przeciwnowotworowymi zwigkszajg wewnatrzkomorkowa
akumulacje tych lekow przez uposledzenie funkcji P-glikoproteiny [5,23].

MECHANIZMY DZIALANIA MODULATOROW

Bezposredni mechanizm dziatania modulatoréw opornosci wielolekowej polega na
hamowaniu aktywnosci P-glikoproteiny jako pompy eliminujacej leki z komorki, czego
rezultatem jest przywrocenie toksycznosci lekdw w wyniku ich akumulacji w komérce
[13,25]. Modulatory moggdziatacjako ligandy kompetetywne, przez oddziatywanie z miejscami
wigzania leku z P-glikoproteing lub jako ligandy niekompetetywne, przez oddziatywanie z
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innymi miejscami wigzania z P-glikoproteing, powodujac allosteryczne zmiany czasteczki
P-glikoproteiny i prowadzac do zahamowania wigzania leku lubjego transportu [13].

Posredni mechanizm dziatania modulatoréw to post-translacyjne modyfikacje
P-glikoproteiny polegajace najej fosforylacji i defosforylacji. Stan ufosforylowania
Pgp wptywa na aktywno$¢ tej glikoproteiny jako pompy usuwajacej leki, reguluje
transport lekéw przez btone oraz modeluje opornos¢ wielolekows [13, 14, 15, 27,
38], P-glikoproteina ulega cyklom fosforylacji przy udziale kinazy A i kinazy C,
przy czym fosforylowane sa przede wszystkim reszty serynowe obecne w peptydzie
tgczacym obie jej potdwki [13]. Ostatnio zidentyfikowano 3 inne kinazy fosforylujgce
P-glikoproteine, zwigzane z btonami komoérkowymi. Identyfikacja specyficznych
kinaz fosforylujgcych Pgp ma duze znaczenie, gdyz posrednio moga odgrywac one
wazng role w modulacji zjawiska opornosci wielolekowej komérek. Aktywatory
kinaz powodujac wzmocnienie fosforylacji Pgp, redukuja wewnatrzkomorkowg
akumulacje leku i zwiekszajg opornos¢ lekowg komorek opornych, natomiast
inhibitory redukujac fosforylacje Pgp, zwiekszaja wewnatrzkomorkowa akumulacje
leku w komérkach opornych [14], Wiele powszechnie stosowanych modulatoréw MDR,
takich jak: fenotiazyny, tamoksifen, cyklosporyna A, jest stabymi inhibitorami kinazy C.
Wiadomo tez, ze oddziatujg one z P-glikoproteing i hamujg transport lekéw przez
mechanizm niezalezny od fosforylacji tej glikoproteiny. Fakt ten powoduje, ze badania
wptywu zahamowania aktywnosci kinaz specyficznych dla Pgp na regulacje zjawiska
opornosci wielolekowej sg skomplikowane. Obecnie jednak wiadomo, ze istniejg
specyficzne inhibitory kinazy C, ktére mogg modulowac funkcje P-glikoproteiny poprzez
wzrost jej fosforylacji. Przyktadem jest staurosporyna [13],

PODZIAL. MODULATOROW MDR

Modulatory opornosci wielolekowej dzielone sa na trzy generacje. Modulatory
pierwszej generacji zostaty zidentyfikowane w 1980 roku i chwile potem wprowadzone
do leczenia klinicznego [39], Nalezg do nich: inhibitory kanatéw wapniowych (werapa-
mil, nikardypina, nifedypina, diltiazem), analogi kalmoduliny (trifluoroperazyna,
chloropromazyna), analogi indolowe (chinina, chinidyna) oraz cykliczny peptyd
cyklosporyna A. Zastosowanie kliniczne modulatoréw pierwszej generacji zostato jednak
ograniczone ze wzgledu na ich toksycznos$¢ w stosunku do komorek prawidtowych.
Zwigzki te majg swoiste dziatanie terapeutyczne, natomiast opornos¢ lekowg znoszg w
stezeniach wiekszych niz wymagane do ich aktywnosci terapeutycznej [23], Stezenie
werapamilu we krwi, potrzebne do osiggniecia efektu zniesienia MDR, powoduje blok
tetniczo-komorowy [13,23]. Analogi kalmoduliny znoszg oporno$¢ w stezeniu, w ktérym
wykazujg dziatanie antypsychotyczne. Cyklosporyna A efektywnie znosi MDR w wielu
liniach komoérkowych, wykazuje jednak znaczna aktywno$¢ immunosupresyjna.

W celu znalezienia modulatoréw o mniejszej toksycznosci i wiekszej efektywnosci
w znoszeniu MDR zaczeto testowac¢ enancjomery oraz strukturalne analogi zwigzkow
pierwszej generacji. Najszerzej zbadane i najlepiej scharakteryzowane sg: dekswera-
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pamil, PAK-200, valspodar (PSC-833) i biricodar (VX-710). Zwigzki te naleza do
modulatoréw drugiej generacji. R-enancjomer werapamilu - dekswerapamil ma 10
razy silniejsze dziatanie od werapamilu w znoszeniu opornosci i nie wykazuje aktywnosci
antagonistycznej w stosunku do kanatu wapniowego (nie jest kardiotoksyczny).
Wiodacym zwigzkiem, ktory w bardzo matym stopniu blokuje kanaty wapniowe, natomiast
catkowicie odwraca oporno$¢ na winkrystyne w ludzkich komérkach opornych na ten
lek, jest PAK-200. Szeroko badany zwigzek PSC 833, nieimmunosupresyjny analog
cyklosporyny D, jest 10 razy silniejszy i efektywniejszy od niej samej. Jest stosowany
w wielu terapiach klinicznych w potgczeniu z chemoterapeutykami [39], Wykazano, ze
odwraca on oporno$¢ na daunorubicyne, doksorubicyne, winkrystyne, winblastyne i
taksol [13, 23, 36]. Hamuje réwniez biatko BSEP [26]. Zwigzek VX-710, szeroko
stosowany w testach klinicznych, przywraca wrazliwos¢ komérkom z nadekspresjg
Pgp oraz MRP1 [39].

Modulatory drugiej generacji podawane z lekami przeciwnowotworowymi modulujg
MDR poprzez znaczacy wptyw na farmakokinetyke i dystrybucje lekéw w wyniku
inaktywacji P-glikoproteiny. Brak jednak selektywnosci tych zwigzkéw do blokowania
funkcji P-glikoproteiny tylko w tkankach nowotworowych oraz zmiany farmako-
kinetyczne przez nie indukowane powodujg niepomysiny wptyw na terapie.

Modulatory opornosci trzeciej generacji wykazuja efektywne dziatanie w odwracaniu
MDR w bardzo niskich stezeniach, rzedu 20-100 nM, wymagaja wiec matych dawek do
osiggniecia stezenia efektywnego w odwracaniu MDR [23]. Nalezg do nich specyficzne
inhibitory P-glikoproteiny, ktdre nie blokuja innych ABC transporteréw, co minimalizuje
wptyw na biodostepno$¢ i wydalanie lekow przeciwnowotworowych [39]. Obecnie w
badaniach klinicznych znajdujasie: cyklopropylodibenzosuberan (LY 335979) - 10 razy
efektywniejszy od cyklosporyny A, akridonekarboksamina (GF 120918), pochodna
diketopiperazyny (XR 9051), diaryloimidazol (OC 144-093) [23] oraz inhibitor biatka BCRP
- elakridar (GF 120918/GG918) [39]. Modulatory trzeciej generacji opracowano biorac
pod uwage relacje pomiedzy strukturg, aktywnoscig i specyficznoscig mechanizmu
opornosci wielolekowej. Charakteryzujg sie one duzg efektywnoscia, selektywnoscig i
wykazujaminimalne interakcje z lekami przeciwnowotworowymi [23].

Zwiazki, ktore efektywnie blokujg Pgp, maja niskie powinowactwo do MRP1 lub
MRP2. Inhibitorami biatka MRP1 mogaby¢ jego fizjologiczne substraty, np. leukotrieny
C4, S-decyloglutation oraz MK57! - antagonista leukotrienéw D4 lub kwasy organiczne,
np.: sulfinpyrazon, benzbromaron oraz probenecid. Mimo ze MRP1 i 2 majg podobng
specyficznos¢ substratowa, inhibitory MRP1 nie sg dobrymi blokerami biatka MRP2 [7].

INNE METODY ZWALCZANIA MDR

Alternatywa farmakologicznych metod zwalczania MDR sg rozwijajgce sie metody
biologiczne polegajace nawykorzystaniu przeciwciat monoklonalnych oraz terapii genowe;j.

Tsuruo i wspétpracownicy wykorzystujac przeciwciata monoklonalne przeciw Pgp
(MRK-16 i MRK-17) w potaczeniu z inhibitorami tej glikoproteiny, zwalczyli opornosé
komorek nowotworowych wywotang nadekspresjg Pgp [40].
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Terapia genowa wykorzystuje r6zne metody zwalczania opornosci wielolekowej,
takie jak: wyciszanie onkogendw, wzmocnienie odpowiedzi immunologicznej komorek
nowotworowych przez wprowadzenie nowego antygenu lub czasteczki immunosty-
mulujacej, transdukcja tzw. genéw samobéjczych czy zmiana wrazliwosci komérek
prawidtowych na leki w wyniku wprowadzenia do nich genu opornego na dany lek. W
metodach tych wykorzystuje sie wektory wirusowe, ktdre wiaczaja zadany gen do
genomu wirusa, ktory zakaza komérki gospodarza przez wprowadzenie obcego DNA.
Np. transfekcja komorek genem opornosci wielolekowej mdrl powoduje oporno$¢ tych
komorek na chemoterapie. Metode te stosuje sie u pacjentéw leczonych duzymi dawkami
chemoterapeutykéw po transplantacji szpiku kostnego. Chroni ona komorki przed
efektami ubocznymi chemoterapii howotworu [8].

Do regulacji ekspresji genu mdrl wykorzystywane sg réznorodne czynniki, m.in.
sodu maslan, kwas retynowy, hormony, onkogeny i wspétczynniki transkrypcji, tj. faktor
jadrowy kB, NF-IL6 i YB-1 [11],

PODSUMOWANIE

Opornos¢ wielolekowa wywotana nadekspresjaglikoprotein btonowych jest jednym
z wielu komérkowych mechanizméw wptywajacych na efekty terapeutyczne lekéw
przeciwnowotworowych. Zaburzenia ekspresji enzymoéw lub zmiana ich miejsca
docelowego, zmiana aktywnosci leku lub jego degradacja, polepszenie naprawy DNA
komorek nowotworowych lub brak zdolnosci tych komérek do apoptozy, to réwniez
wazne mechanizmy odpowiedzialne za opornos¢ wielolekowa komérek nowotworowych
[25]. Poznanie i zrozumienie tych mechanizmow prowadzi do poszukiwania nowych
rozwiagzan terapeutycznych, majacych na celu przezwyciezenie opornosci i zwigkszenie
skutecznosci terapii. Poszukuje sie nowych modulatoréw opornosci, bardziej selek-
tywnych, mniej toksycznych, dziatajgcych w niskich stezeniach oraz lekéw aktywnych
przeciw nowotworom opornym wielolekowo, o lepszym indeksie terapeutycznym niz
leki stosowane obecnie. Alternatywa farmakologicznych metod modulacji zjawiska
MDR jest rozwijajgca sie terapia genowa.
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ROLA ZWIAZKOW TIOLOWYCH W ROSLINACH
W STRESIE WYWOLANYM METALAMI €IEZKIMI

THE FUNCTION OF THIOL COMPOUNDS
IN PLANTS IN HEAYY METAL STRESS

Aneta PIECHALAK, Barbara TOMASZEWSKA

Zaktad Biochemii, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii,
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Poznan

Streszczenie: Prawie we wszystkich glebach obserwuje sie staty wzrost zawarto$ci metali ciezkich,
gtdéwnie na skutek dziatan antropogenicznych. Obecnos$¢ zwigkszonego stezenia metali wywiera szereg
niekorzystnych zmian w funkcjonowaniu komérki roslinnej. Obecno$¢ jonéw metali ciezkich powoduje
aktywacje fitochelatynowego systemu detoksykacyjnego, w ktérego sktad wchodzg zwigzki niskocza-
steczkowe, takie jak: cysteina, glutation i jego homologi, fitochelatyny, a takze enzymy biosyntezy
glutationu - syntetaza y-glutamylocysteinowa, syntetaza glutationowg oraz syntaza fitochelatynowa -
enzym odpowiedzialny za synteze fitochelatyn. Jony metali, ktére przedostaty sie do cytoplazmy, sg
chelatowane przez glutation lub krétko-tancuchowe PC tworzac niskoczasteczkowe kompleksy, ktdre
nastepnie sg transportowane do wakuoli. W wakuoli tworzg sie i sa przechowywane bardziej stabilne
kompleksy z duzg zawartoscia siarki. W ostatnich latach coraz wieksza uwage zwraca sie na mozliwos$é
uzycia roslin do usuwania lub inaktywacji zanieczyszczen z gleby i wod powierzchniowych - proces ten
nazywany jest fitoremediacja.

Stowa kluczowe: metale ciezkie, detoksykacja, glutation, fitochelatyny, fitoremediacja.

Summary: A steady growth of heavy metal content being mainly the result of anthropogenic activity is
observed in almost all soils. The presence of increased metal concentration leads to many unfavorable
changes in plant cell functions. The presence of heavy metal ions in plant cells causes activation of the
phytochelatin detoxication system, which consists of cysteine, glutathione and its homologs - phytoche-
latins (PCs) - and also enzymes of glutathione biosynthesis - y-glutamylcysteine synthetase, glutathione
synthetase and phytochelatin synthase - an enzyme responsible for the synthesis of PCs. lons of metals
which have penetrated the cytoplasm are chelated by glutathione or short-chained PCs thus creating
low-molecular complexes which are then transported into the vacuole. More stabile complexes with
high sulfur content are formed in the vacuole. In the recent years growing attention has been paid to the
possibility of using plants in removal or inactivation of contamination from the soil and surface water -
this process is called phytoremediation.

Key words: heavy metals, detoxication, glutathione, phytochelatins, phytoremediation.
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1. METALE CIEZKIE

W czasie ostatnich kilkudziesieciu lat obserwujemy staty wzrost zanieczyszczenia
srodowiska metalami ciezkimi. Postepujace procesy industrializacji przyczyniag sie
do zwiekszenia emisji metali do atmosfery, a takze uwalniania coraz wiekszyci ich
ilosci do wdd i gleb. Zrodtem metali ciezkich moga by¢ miedzy innym emisje
przemystowe, odpady komunalne czy spalarnie $mieci. Najwiekszemu zanieczyszczeniu
ulegaja gleby rejonéw intensywnie eksploatowanych gérniczo i hutniczo, np. na Gérnym
Slasku, gdzie lokalnie poziom otowiu dochodzi do 8 000 ppm. Mianem metali ciezkich
okresla sie metale o gestosci powyzej 5 mg/cm3. Metale te dzielimy na dwie grupy, |
grupa to niezbedne dla prawidtowego rozwoju roslin mikroelementy, takie jak: C), Fe,
Mn, Mo, Ni, Zn, Cu, Se. Ich niedobér powoduje zaburzenia metabolizmu, a to z kolei
np. ogranicza plonowanie roslin. Metale te wchodzg w sktad centréw aktywnych vielu
enzymow, np. dysmutazy ponadtlenkowej (Cu, Zn - forma cytozolowa oraz Fe, Mn -
forma charakterystyczna dla mitochondriéw i chloroplastow), nitrogenazy (Fe, Mo),
hydrogenazy (Ni), peroksydazy glutationowej (Se). Metale te czesto petniaréwniez
role kofaktoréw katalizowanych przez enzymy reakcji, dzieki czemu biorg udziat w
wielu procesach metabolicznych, np. w oddychaniu (stanowigc elementy ancucha
oddechowego), fotosyntezie (wchodza w skiad tarcucha transportu elektronéw) czy w
pobieraniu i asymilacji innych sktadnikdéw pokarmowych, np. azotu.

Rosliny pobierajg i gromadzg réwniez metale ciezkie z Il grupy, ktore zgodnie z
obecna wiedza nie sa dla ich metabolizmu konieczne, a wrecz ich obecnos¢ jest silnie
toksyczna dla komérki i catego organizmu, sgto miedzy innymi Pb, Cd, Sr, Agi Au.
Szkodliwy wptyw obecnosci metali ciezkich, a gtéwnie otowiu opisano w rozdziale 3.

2. POBIERANIE | TRANSPORT METALI

Metale ciezkie sg pobierane przez rosliny gtdéwnie poprzez system korzer owy, np.
Cd i Pb w pH kwasnym sg pobierane catg powierzchnig korzenia, poczakowo sa
adsorbowane na jego powierzchni, gdzie tacza sie z wydzielanymi przez korzeh
pektynami, $luzem (poliole) i kwasem poligalukturonowym [3].
Wyro6zniamy dwa mechanizmy pobierania metali przez ro$ling:
¢ Sposéb bierny, np. otdw wnika do endodermy korzenia i dalej do czesci ladziem-
nej wraz z transpiracyjnym pradem wody (w podobny sposéb sg pobie ane jony
Cu2+, Mo2+ i Zn2+).

¢ Sposob aktywny, gdy jony metali sg transportowane poprzez kanaty v btonach
komdrkowych, transport ten przebiega z wykorzystaniem energii metabolicznej.

Mechanizm pobierania metali przez korzenie roslin jest wypadkowgwielu proceséw:
wymiany kationowej przez btony komdrkowe, transportu wewnatrzkomérkowego,
procesow przebiegajacych w ryzosferze. Waznym czynnikiem jest rowniezpH gleby
oraz wydzielane przez korzenie roslin kwasy organiczne i aminokwasy, kére maja
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bezposredri wptyw na mechanizm pobierania metali. W warunkach niedoboru zelaza
niektére rosliny wydzielajg do ryzosfery kwas mugeinowy, wspomagajacy pobieranie
Fe z fonu trudno rozpuszczalnych. Z kolei w pobieraniu jonéw Cd2+ uczestnicza
wydzielane przez korzenie kwasy organiczne, np. cytrynowy, octowy, szczawiowy,
winowy i fumarowy, ktére kompleksujajony metali i uruchamiajaje z mato mobilnych
form. Dodatkowym czynnikiem, ktéry nalezy uwzglednié, sg obecne w srodowisku
mikroorganizmy, moga one poprzez produkcje i wydzielanie do podtoza szeregu
zwigzkdw, np. szczawianow, weglandw, siarczkéw, regulowaé biodostepnos¢é metali
dla roslin [59],

Cze$€ jendw, ktora wnikneta do wnetrza korzeni, gromadzi sie w apoplascie, a
nastepnie ksylemem wedruje do czesci nadziemnych [3]. Gtéwnabariergw transporcie
radialnym w korzeniu jest endoderma, a w niej pasemka Caspariego [67]. Wiekszos¢
jonéw metali, takich jak: Cd2+, Co2+, Cu2+, Cr+, Fe+, Pb2+ i Hg2+ pobranych przez
korzenie roslin, jest w nich magazynowana, a tylko niewielka ich czes¢ jest nastepnie
przemieszczana do todyg i lisci [27,35,36]. WYyjatek stanowigjony Ag2+, Mo2+, Se2+,
ktore sgtatwo transportowane do czesci zielonych oraz jony Mn2+, Ni2+, Zn2+, ktorych
transport jest utatwiony.

Szczegolng role w ochronie komérki przed wniknieciem jonéw metali odgrywa $ciana
komérkowa. Wiegkszos¢ metali obecnych w przestrzeni miedzykomorkowej zostaje
zatrzymana i zwigzana na powierzchni lub wewnatrz sciany poprzez jej sktadniki, np.
polisacharydy, aminokwasy, kwasy, wolne grupy karboksylowe [36,37,49]. Podstawowg
role w homeostazie metali ciezkich w komérce odgrywajgjednak biatka transportowe.
Przypuszcza sie, ze transport metali przez warstwy fosfolipidowe odbywa sie za
posrednictwem nosnikow biatkowych, bedacych biatkami integralnymi btony lub pomp
(ATP-az). Nosniki moga dziata¢ na zasadzie symportu lub antyportu, dotychczasowe
badania wskazuja, ze jony dwuwarto$ciowe sgtransportowane gtéwnie poprzez nosniki
symportowe [30]. W hiperakumulatorach cynku i kadmu Thlaspi caerulescens i
Arabidopsis halleri wykazano udziat no$nikéw z rodziny ZIP w pobieraniu i akumulacji
tych pierwiastkdw. Do rodziny tej zalicza sie cztery nosniki ZIP odpowiedzialne za
transport Zn oraz specyficzne dla zelaza nosniki IRT, ktére mogg z mniejszym
powinowactwem transportowac¢ réwniez jony Cd2+ W roslinach niebedacych
hiperakumulatorami wykryto obecnosc¢ jeszcze dwdch systemow transportujacych: LCT1
- przenoszacy Ca2+ oraz grupe nosnikéw Nramp - transportujagcych Mn2+ i Fe2l-, ktore
réwniez mogg stanowi¢ droge wejscia dla metali ciezkich [30].

H+- ATP-azy kontroluja gradient protonowy, ktéry stanowi sita napedowa transportu
przez btony komérkowe. Nalezg one do duzej grupy enzyméw fosforylujacych,
wykrytych prawie we wszystkich organizmach, dzieli sieje na pie¢ rodzin:

P-ATP-azy metali ciezkich,

P-ATP-azy fosfolipidowe,

Ca2+tATP-azy typu A i B,

H+ATP-azy,

ATP-azy bez okre$lonej specyficznosci.
Uwaza sie, ze ATP-azy typu P sg odpowiedzialne za transport przez btony zaréwno
metali koniecznych Mg2+, Cu2+, jak i toksycznych Cd2+i Pb2+ [41,54,68], Solioz i

O A WD -
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Vulpe [51] nazwali P-ATP-azy odpowiedzialne za transport metali ciezkich - CPx-
ATP-azami, poniewaz majg one konserwatywng domene transbtonowsq ztozong z
motywu CPx, w ktorego sktad wchodzi fragment zaangazowany najprawdopodobnigj
w przenoszenie metali ciezkich:
Cysteina-Prolina-Cysteina, Cysteina-Prolina-Histydyna lub Cysteina-Prolina-Seryna
P-ATP-azy sg aktywne jako biatka o masie 100 kDa (monomer lub homodimer).
Monomer ma 10 domen transbtonowych, zaréwno koniec C i N, jak i duza hydrofitowa
petla zlokalizowane sa po cytoplazmatycznej stronie btony komorkowej [54],

3. TOKSYCZNOSC METALI CIEZKICH

Ze wzgledu na powszechne zanieczyszczenie jonami Pb2+, Cd2+ czy Hg2- warstw
powierzchniowych gleby w roslinach dochodzi do ich nagromadzenia w ilosciach, ktére po
wprowadzeniu do fancucha pokarmowego stanowia realne zagrozenie dla zdrowia ludzi
oraz zwierzat [20]. Szczegdlnie niebezpieczne jest to w przypadku Pb, ktéry do organizmu
cztowieka przedostaje sie poprzez przewod oddechowy i pokarmowy. Otéw wprowadzony
do organizmu przechodzi prawie catkowicie do krwi i powoduje inhibicje enzymow
niezbednych w procesie biosyntezy hemu: dehydratazy kwasu 8-aminolewulinowego ALAD
i syntetazy kwasu 5-aminolewulinowego ALAS. Do narzagddw wewnetrznych najbardziej
narazonych na szkodliwy wptyw metalu zalicza sie watrobe, nerki, szpik kostny i mézg.

Dlaroslin ot6w niejest tak niebezpiecznyjak dla ludzi, mogg one rosna¢ w Srodowisku
wielokrotnie przekraczajagcym normy zawartosci otowiu. Najwczesniej zaobserwowano,
iz obecnos¢ jondw Pb2+ prowadzi do zmian w morfologii korzeni, hamuje wzrost
elongacyjny, powoduje brgzowienie spowodowane zwiekszong suberynizacjg oraz
zmniejsza liczbe korzeni bocznych [13,16,37]. Zmiany te moga by¢ wywotane przez
wiele czynnikéw, miedzy innymi: obnizenie aktywnosci mitotycznej komorek
merystematycznych korzeni, zaburzenia C-mitozy, zaburzenia tworzenia mikrotubul,
co prowadzi do zahamowania cytokinezy [28,66]. Obecnos$¢ metali ciezkich, w tym
Pb, w przestrzeni miedzykomorkowej oraz cytoplazmie wywiera szkodliwy wptyw na
wiele najwazniejszych dla rosliny proceséw metabolicznych, powodujac zaburzenia w
gospodarce wodnej oraz zwigzany z tym spadek suchej masy [28]. Toksycznos¢ jonow
Pb2+ polega gtownie na ich zdolnosci do wigzania sie z grupami funkcyjnymi:
sulfhydrylowg -SH, karboksylowag -COOH oraz aminowag -NH9, powodujgc
zmniejszenie lub nawet utrate aktywnosci biologicznej biatek, w tym tak waznych
enzymdw, jak: RuBisco, reduktaza azotynowa czy nitrogenaza. Do wazniejszych
toksycznych efektow obecnosci metali ciezkich zalicza sie rowniez zmiany w strukturze
organelli komérkowych, np. proliferacje siateczki srodplazmatycznej, zmiane ksztattu
diktiosomdw, wakuolizacje cytoplazmy itp. [69] oraz indukcje powstawania reaktywnych
form tlenu, czego konsekwencjg jest stres oksydacyjny [29].

Rosliny bronigc sie przed toksycznym wptywem jondw metali ciezkich uruchamiajg
mechanizmy o charakterze uniwersalnym, ktére sg wykorzystywane do ochrony
zaréwno przed dziataniem metali cigzkich, jak i innych czynnikéw abiotycznych.



ROLA ZWIAZKOW TIOLOWYCH W ROSLINACH W STRESIE 721

4. MECHANIZMY OBRONNE ROSLIN

Rosliny wyksztalcity szereg mechanizmoéw pozwalajgcych im przezywaé bez
widocznych zmian morfologicznych lub jak w przypadku roslin uprawnych bez obnizenia
plonowania w $rodowisku nawet bardzo silnie zanieczyszczonym metalami ciezkimi.
Mozna méwié o dwoch strategiach odpornosci roslin, pierwsza polega na unikaniu
stresu, druga zas$ na fizjologicznym unieczynnianiu czynnika stresowego.

4.1. Strategie unikania stresu

Mechanizm unikania stresu polega na znacznym ograniczeniu pobierania metalu.
Rosliny osiggaja to przez wydzielanie specyficznych ligandéw do ryzosfery, ktore chelatujg
jony metali, przez zmiany biochemiczne sktadu $ciany komérkowej oraz zmiany
przepuszczalnosci btony komorkowej. Komdrki wierzchotkowej czesci korzenia wydzielajg
rozne substancje, na przyktad aminokwasy, kwasy organiczne, zwiazki fenolowe, a ponadto
nierozpuszczalne w wodzie zele o duzej zawartosci polisacharyddw lub $luzy zawierajace
duze ilosci kwaséw poligalaktouronowych [1]. W latach osiemdziesigtych Morel [33]
wykazalt, iz kwas poligalakturonowy moze wigzacjony takich metali ciezkich, jak: Pb2+,
Cd2+, Cu2+ i Zn2+, dzieki czemu modyfikuje ruchliwos¢ kationdw w obrebie ryzosfery.
Niektdre rosliny zapobiegajg wnikaniu Pb do komorki przez intensyfikacje syntezy kalozy
([3-1,3-glukon), ktéra wprawdzie sama nie ma zdolnosci chelatowania jonéw metali, ale
stanowi ,,mechaniczng bariere” przed plazmalemma [44].

4.2. Tolerancja na stres

W warunkach, gdy czes¢ metali ciezkich przedostaje sie do komdrki, uruchamiane
sg mechanizmy, ktére maja za zadanie unieczynnianie jondw oraz naprawe uszkodzen
spowodowanych ich obecnoscia. Tolerancja na stres okres$la sie taki rodzaj odpornosci
protoplastu, ktory zapewnia zachowanie integralnosci funkcjonalnej i strukturalnej, i
to zaréwno w trakcie, jak i po ustgpieniu stresu [15],

Metale ciezkie na terenie cytoplazmy sa chelatowane przez r6znego typu ligandy,
np. fitochelatyny i inne zwiagzki tiolowe, aminokwasy oraz kwasy organiczne. Chela-
towane jony sg transportowane do wakuoli, gdzie po ich dysocjacji jony moga by¢
wigzane w trwate kompleksy np. z kwasami organicznymi [45,74]. Rosliny moga
réwniez aktywnie usuwaé metal z komérki; Pb moze by¢ przetransportowany do $ciany
komorkowej w pecherzykach diktiosomalnych lub wydzielany do apoplastu przez
plazmotubule [1,67],

Badania ultrastrukturowe wykazaty obecnos¢ ztogéw Pb w réznych kompartmentach
komorki, najczesciej byt on spotykany w Scianie komdrkowej, wakuoli, retikulum
endoplazmatycznym, przestrzeni okotojadrowej, diktiosomach, aparacie Golgiego i
plasmodesmach [69]. Rzadziej ztogi otowiu spotykano w mitochondriach [29],
chloroplastach, jadrze komoérkowym i jgderku [69].
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4.3. Glutation ijego homologi

Glutation (GSH) jest najwiekszym niskoczagsteczkowym, niebiatkowym peptydem
tiolowym wystepujacym powszechnie we wszystkich komorkach - od bakterii po
komérki zwierzece; jedng z jego podstawowych funkcji jest udziat w transporcie oraz
magazynowaniu zredukowanej siarki [12,14,27], U niektérych roslin obok lub nawet
zamiast GSH wystepujgjego homologi, u ktérych C-koncowa glicyna jest zastgpiona
przez inny aminokwas [24,40], Homologi glutationu, np. u Fabales - homoglutation
(y-Glu-Cys-bAla), u Poacea - hydroksymetyloglutation (y-Glu-Cys-Ser), peinig w
komorce podobne funkcje jak GSH.

W ostatnich latach wykazano, ze GSH bierze udziat w regulacji procesu wzrostu
korzeni wiosnikowych, podziatéw komoérkowych, rozwoju zarodkowego, apoptozy, jak
réwniez wptywa na poziom ekspresji gendéw np. enzymow metabolizujacych reaktywne
formy tlenu [4,12,14,20,31,35,50,64,73]. Glutation ze wzgledu na obecnos¢ grupy SH
cysteiny odgrywa szereg waznych funkcji w komérce zaréwno roslinnej, jak i zwierzecej.
Jest on miedzy innymi zaangazowany w regulacje potencjatu oksydo-redukcyjnego,
stanowi substrat dla S-transferazy glutationowej (EC 2.5.1.18), katalizujacej reakcje
koniugacji GSH z potencjalnie toksycznymi ksenobiotykami [9], bierze udziat w
utrzymaniu homeostazy jonéw metali [5], jest jednym z najwazniejszych nisko-
czasteczkowych antyoksydantéw [29,31] oraz stanowi substrat w procesie syntezy
fitochelatyn [5,14,45,56]. GSH uczestniczy w reakcjach usuwajgcych reaktywne formy
tlenu (RFT), powstajgce w warunkach stresu otowiowego [29,42], miedzy innymi w
cyklu Halliwella-Asady [12] czy w reakcji peroksydazy glutationowej (E.C.I1.11.1.9.).
Ponadto glutation ma zdolnosci chelatowania wolnych jonéw otowiu, co potwierdzity
badania Mehra i wsp. [32] technika dichroizmu kotowego oraz Cruz i wsp. [6] technikg
DPP (ang. Differential Pulse Polarography). Metal ten moze wigzac¢ sie nie tylko z
grupami -SH dwéch czagsteczek glutationu, ale réwniez z atomem tlenu glicyny, a
przypuszczalny stosunek liczby czgsteczek metalu i liganda w tworzacych sie
kompleksach Pb-GSH moze wynosi¢ 1:2 lub tez 1:1 [6].

Cechgcharakterystyczng GSH jest wigzanie y-karboksylowe miedzy L-glutaminianem
a L-cysteing, ktérego obecnos¢ zapewnia duzg odpornos$¢ na dziatanie komérkowych
peptydaz [z wyjatkiem transpeptydazy D-glutamylowej (EC 2.3.2.1)].

Biosynteza glutationu przebiega w dwoch Mg+ i ATP-zaleznych reakcjach
enzymatycznych (ryc. 1). W pierwszym etapie z L-Glu i L-Cys powstaje
czasteczka y-Glu-Cys w reakcji katalizowanej przez syntetaze y-glutamylocys-
teinowa (y-ECS) (EC 6.3.2.2). W drugim etapie do C-kohca czasteczki y-Glu-
Cys dodawana jest L-glicyna w reakcji katalizowanej przez syntetaze glutatio-
nowg (GS) (EC 6.3.2.3). Enzymy biosyntezy GSH zlokalizowano na terenie
plastydow i cytozolu korzeni i lisci tytoniu [34], Badania prowadzone w latach
80" dowodza, ze enzymy odpowiedzialne za synteze GSH charakteryzujg sie
bardzo duzg homologig zaréwno w komérkach zwierzecych, jak i roslinnych.
Poziom GSH w komarce roslinnej podlega zmianom w zaleznosci od pory roku
(w drzewach iglastych zaobserwowano akumulacje GSH w trakcie zimy), wieku
i stanu fizjologicznego rosliny, dostepnosci substratéw - gtéwnie cysteiny oraz
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zapotrzebowania komérki [31,35].
Synteza GSH jest uzalezniona od
dostepnosci wszystkich trzech ami-
nokwaséw, ktére pochodza z pod-
stawowych proceséw metabolicz-
nych: L-glutaminian z procesu foto-
syntezy oraz asymilacji NH3, L-gli-
cyna z fotorespiracji, za$ L-cysteina
powstaje w czasie fotorespiracji oraz
redukcyjnej asymilacji SO42’ [27,31].
Najwazniejszym aminokwasem
limitujgcym tempo biosyntezy GSH
jestcysteina. Podwyzszanie poziomu
cysteiny przez egzogenne podawanie
siarczanéw, Cys, gazowego H2S -
prowadzito do wzmozonej syntezy
glutationu, wykazanej na poziomie
aktywnosci syntetazy y-EC [34]. W
roslinach traktowanych jonami Cd+2
lub herbicydami réwniez wykazano
zwiegkszong aktywno$¢ y-ECS |
réwnoczesnie podwyzszong aktyw-
no$¢ kluczowych enzyméw reduk-
cyjnej asymilacji siarki [56]. RYCINA 1. Szlak biosyntezy glutationu i homoglutationu

Ze wzgledu na role glutationu
w komdrce jego biosynteza podlega ztozonej kontroli, poczawszy od czynnikéw
dzialajacych jako inhibitory i aktywatory reakcji enzyma-tycznych az po czynniki
wplywajace na ekspresje i transkrypcje genéw syntetazy y-EC (EC.6.3.2.2) i syntetazy
glutationowej GS (EC 6.3.2.3). Wykazano u Arabidopsis thaliana, ze ekspresja genow
kodujacych zaréwno syntetaze y-EC, jak i GS ulegta stymulacji przez jony Cd2+, Cu2+
oraz kwas jasmonowy. [73]. U Brassica juncea wraz z nadekspresjg y-ECS
obserwowano zwiekszongtolerancje na obecnos¢ jondéw Cd2+ oraz znaczne podwyzszenie
akumulacji kadmu w poréwnaniu z roslinami dzikimi [76]. W przypadku nadekspresji u
Brassicajuncea genu syntetazy GSH nie obserwowano zwiekszonego poziomu glutationu,
nie wzrastata réwniez tolerancja tych roélin najony kadmu [52]. Badania na mutantach
cad 2 Arabidopsis thaliana, u ktérych uszkodzono gen kodujacy syntetaze y-EC, dowodzg
znaczenia syntetazy w tolerancji roslin na metale ciezkie [5]. Mutanty te nie byty zdolne
do syntezy glutationu, wykazywaty wysoka nadwrazliwo$é na obecnos¢ jonéw kadmu,
natomiast gromadzity substraty syntezy glutationu.

Badania zwiazane z enzymami szlaku biosyntezy glutationu zaowocowaty projektami
przygotowania roslin transgenicznych, ktore znalaztyby zastosowanie w fitoremediacji.
Do roslin gorczycy sarepskiej i rzodkiewnika wprowadzono geny syntetazy glutationowej
gsh 11 oraz syntetazy y-glutamylocysteinowej gsh 1. Uzyskane rosliny transgeniczne
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charakteryzowaly sie wyzsza zdolhoScig pobierania i akumulacji kadmu oraz
podwyzszona tolerancjg na obecnos¢ w srodowisku jonéw metali.

4.4, Metalotioneiny i fitochelatyny

Badania dotyczace mechanizmow uruchamianych w komérce pod wpltywem stresu
wywotanego obecnoscig jonéw metali prowadzone sg od wielu lat. W 1957 roku
Margoshes i Vallee wyizolowali po raz pierwszy biatko z nerki konskiej wigzace sie z
jonami kadmu. Biatko to, jak wykazali, byto bogate w grupy -SH i miato zdolno$¢
wigzania metali ciezkich, nazwali je metalotioneinami MT (ang. metallothionein). W
1981 Akira Murasagi po raz pierwszy opisat specyficzne peptydy obecne u drozdzy
Schizosaccharomyces pombe zdolne do wigzania Cd2+ i nazwat je kadystynami.
Metalotioneiny charakteryzujg sie niskg masg czgsteczkowa, wysoka zawartoscig
cysteiny, brakiem aminokwasow aromatycznych i histydyny oraz czesto powtarzajgca
sie sekwencjg Cys-X-Cys (X - aminokwas inny niz cysteina), a powstaja w wyniku
normalnej biosyntezy biatka, tj. w wyniku ekspresji genu, transkrypcji i translacji. Do
tej pory obecnos¢ MT wykryto u cztowieka, a takze u innych ssakéw, kregowcow,
bezkregowcéw i grzybow [69]. Dopiero w latach 90’ stwierdzono obecnosc
metalotionein takze w roslinach, np. u Zea mays, Hordeum vulgare, Arabidopsis
thaliana czy Ricinus communis. Wiekszo$¢ roslinnych MT klas | i 1l skiada sie z
trzech domen, N-kofica, srodkowej i C-korica. Domeny N- i C-korica majg powtarzajace
sie sekwencje aminokwasowe: Cys-X-Cys-X-X-X-Cys-X-Cys, natomiast srodkowa
domena nie zawiera cysteiny, a zbudowana jest gtéwnie z aminokwasoéw aromatycznych
i hydrofobowych. Wiasnie budowa Srodkowej czesci metalotionein stanowi zasadniczg
réznice pomiedzy MT zwierzecymi a roslinnymi [56]. W roslinach metalotioneiny
wystepujaw bardzo niskich stezeniach, dlatego ich rola najprawdopodobniej polega na
zapewnieniu homeostazy metali w komdrkach, nie majg natomiast znaczenia w procesie
detoksykacji [17].

W wiekszosci roslin, oprécz metalotionein, pod wptywem metali ciezkich nastepuje
synteza niskoczasteczkowych peptydéw - metalotionein Il klasy nazywanych
fitochelatynami - PC (ang. phytochelatin). Fitochelatyny zostaty po raz pierwszy
opisane w 1985 roku przez Grilla i wspétpracownikdéw, a materiatem badawczym byta
zawiesina komoérkowa Rauvolfia serpentina eksponowana na jony Cd2+. Peptydy te
powstajg niezaleznie od rybosoméw, w wyniku reakcji enzymatycznej, w ktorej
substratemjestglutation lub jego homologi [31].

Charakterystycznajest kinetyka wytwarzania fitochelatyn o réznej dtugosci tancucha.
We wczesnym etapie dziatania metalu najszybciej wzrasta ilos¢ najkrotszej fitochelatyny
PC.,. Jednak przy dtuzszym czasie dziatania stresorajej poziom maleje (gdyz krotko-
fanicuchowe PC, sg wykorzystywane np. do syntezy fitochelatyn, takich jak PCS,
PC6), rosnie natomiast ilos¢ fitochelatyn PC3 i PC4 [55]. Mimo iz nie ma bezpos$redniego
zwigzku pomiedzy iloscia syntetyzowanych fitochelatyn a tolerancja roslin na metale
ciezkie, to zdolnos¢ do ich akumulacji odgrywa istotng role w zachowaniu homeostazy
i detoksykacji metali [48],
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Synteza PC jest katalizowana przez dwupeptydylowg transpeptydaze y-glutamy-
locysteiny - potocznie nazywang syntazafitochelatynowa- PCS (ang. phyto-chelatin
synthase) (EC 2.3.2.15.) [62,63]. Enzym ten przeprowadza reakcje przenoszenia
dwuaminokwasowego fragmentu y-Glu-Cys z czasteczki donorowej, ktérg moze by¢
GSH lub PC, na czasteczke akceptorowg, ktéra moze by¢ glutation lub inna fito-
chelatyna, co prowadzi do syntezy polimerdw - fitochelatyn.

Syntaza fitochelatynowa jest enzymem konstytutywnym, cytoplazmatycznym i
metalo-zaleznym. Enzym ten ulega aktywacji dopiero, gdy w cytoplazmie znajduja sie
jony metali ciezkich. Badania in vitro wskazuja, ze PCS jest aktywowana zar6wno w
catych rodlinach, jak i hodowlach komdrkowych, a synteza PC moze zachodzi¢ juz
nawet w kilka minut od podaniajonéw kadmu. Najsilniejszymi aktywatorami byty w
kolejnosci jony: Cd2+ >Cu+2 >Ag+2 >Hg+2> Zn+2 >Pb+2. Natomiast jony Cat2, Bat2,
Co+2, K+2 nie aktywowaty tego enzymu [19,62]. PCS wigze jony Cd2+ z duzym
powinowactwem (Kd = 0,54 pM) i wysoka wydajnoscig (wspo6tczynnik stechio-
metryczny = 7,09), a do innych metali wykazuje znacznie nizsze powinowactwo,
jednakze metale te okazujg sie by¢ prawie tak samo dobrymi aktywatorami jak kadm
[57,63]. Przypuszcza sie, ze syntaza fitochelatynowa jest regulowana posttranslacyjnie
przez jony metali ciezkich, a do reakcji wymaga dwdéch substratéw: zredukowanego
glutationu GSH i odpowiedniego tiolowanego metalu, np. Cd-GS, lub Zn-GS,. Na
rycinie 2 przedstawiony jest przypuszczalny model aktywacji syntazy fitochelatynowej
u Arabidopsis thaliana, etap 1: czgsteczka donorowa y-Glu-Cys dokonuje acetylacji
enzymu na domenie N-konca, z jednoczesnym odtaczeniem grupy Gly. W etapie 2
powstaje aktywna forma enzymu y-Glu-Cys-AtPCSI, kt6ra nastepnie przenosi
czagsteczke y-Glu-Cys na drugi substrat, ktérym jest czasteczka y-Glu-Cys-Gly z
przytgczonym poprzez grupe -SH cysteiny metalem, dzieki czemu powstaje kompleks
PC2-metal. W proponowanym modelu detoksykacja metali, ktore przedostaty sie do
cytoplazmy, nie wymaga nawet przejsciowego wzrostu syntezy fitochelatyn, ilos¢
cytoplazmatycznego GSH waha sie na poziomie mM, co wystarcza do zwigzania kazdej
ilosci metalu, jaka zdotataby wejs¢ do komorki. Dopiero pozniej dochodzitoby do
tworzenia sie kompleksow metalu z PC, ktore wigzg jony metali z wigkszym
powinowactwem [63]. Przedstawiony przez Vatamaniuk i innych model aktywacji i
dziatania syntazy fitochelatynowej wymagajeszcze dodatkowych badan potwierdza-
jacych jego trafnosc.

Ogromnym krokiem w badaniach nad tolerancjg roslin na stres wywotany obecnoscig
metali ciezkich byto wyizolowanie gendéw kodujacych syntaze fitochelatynowa. Trzy
niezalezne grupy badaczy wyizolowaty i scharakteryzowaly geny syntazy PC
Arabidopsis thaliana - AtPCSI i Triticum aestivum - TaPCSI [19,62]. Podobne
sekwencje zostaty zidentyfikowane réwniez w genomie Schizosaccharomycespombe
(SpPCsI), Caenorhabditis elegans (CePCSIl), Caenorhabditis briggsae,
Dictyostelium discoideum oraz u niektérych gatunkéw dzdzownic [60,61].
Doswiadczenia, w ktorych u Caenorhabditis elegans i Dictyostelium discoideum
doprowadzono do ekspresji zidentyfikowanych genéw, wykazaty, ze koduja one sprawng
syntaze fitochelatynowa [61]. Mutanty Schizosaccharomyces pombe z delecjg w
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RYCINA 2. Model aktywacji syntazy fitochelatynowej (zmodyfikowany wg [63]). R - H+, grupa
alkilowa, R’ - metal, C - domena C-konca, N - domena N-konca, Etap | - czasteczka g-Glu-Cys
dokonuje acetylacji enzymu na domenie N-korica, z jednoczesnym odtgczeniem grupy Gly; Nastepuje
zmiana konformacji enzymu, domeny C- i N-konca zblizajg sie do siebie; Etap 2 - powstaje aktywna
forma enzymu g-Glu-Cys-AtPCSI, ktéra przenosi g-Glu-Cys na drugi substrat, kompleks g-Glu-Cys-
Gly - Metal, powstaje czasteczka PC,-Metal; Etap 3 - kompleks PC-Metal jest transportowany do

wakuoli
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Konserwatywna domena N-korica Zmienna domena C-konca

RYCINA 3. Schemat budowy polipeptydéw syntazy fitochelatynowej wyizolowanych z réznych
organizméw (zmodyfikowany wg [56}), przyblizona lokalizacja reszt cysteinowych zaznaczona jest
poprzecznymi prazkami: At - Arabidopsis thaliana, Ta - Triticum aestivum , Sp - Schizosaccharomyces
pombe, Ce - Caenorhabditis elegans

obrebie genu SpPCSI wykazaly, podobnie jak mutanty cad 1 Arabidopsis thaliana,
brak zdolnosci syntezy fitochelatyn i nadwrazliwo$é najony Cd2+ Badania te wskazujg
na pewnga uniwersalnos¢ i wieksze znaczenie syntazy PC i fitochelatyn w detoksykacji
i homeostazie metali niz do tej pory przypuszczano. W ostatnim czasie stwierdzono u
Arabidopsis thaliana obecno$¢ genu kodujgcego druga syntaze fitochelatynowa
AtPCS 2, gen ten wykazuje wysokie podobienstwo do genu AtPCSI [2], Okreslony
na podstawie sekwencji produkt genu AtPCSI to polimer o masie czagsteczkowej 55
kD i 485 resztach aminokwasowych (ryc. 3). Réwniez na podstawie sekwencji mozna
przypuszczaé, ze domena C-korica enzymu z Arabidopsis th. zawiera 10 reszt
cysteinowych, podobnie domena N-korica réwniez ma reszty Cys, z czego 5 jest silnie
konserwatywnych. Wykazano, ze domena N-korica u roslin, grzybéw i zwierzat
wykazuje wysoki, od 40 do 50%, stopiert homologii, natomiast domena C-terminalna
charakteryzuje sie matym podobienstwem sekwencji aminokwasowej. Najpraw-
dopodobniej enzym ten ma N-terminalng domene konserwatywna, ktora jest odpo-
wiedzialna za aktywnos¢ katalityczng oraz domene zmienng C-korica, ktdra spetnia
funkcje miejscowego czujnika reagujagcego na jony metali ciezkich. Domena ta jest
bogata w reszty Cys, przy pomocy ktérych wigze jony metali i doprowadza do ich
kontaktu z domeng katalityczna.

Proces detoksykacji jonéw metali obejmuje trzy etapy, kompleksowanie jondw metali,
transport komplekséw do wakuoli i ich deponowanie. W$réd ligandéw kompleksujgcych
jony metali w komdrce roslinnej mozna wyro6znic fitochelatyny i ich homologi, kwasy
organiczne, aminokwasy (histydyne, proling) czy glutation. Kompleksy pomiedzy
fitochelatynami a metalem tworzg sie w cytozolu, sg to tak zwane kompleksy LMW
(ang. Low Molecular Weight), ktére nastepnie sg transportowane do wakuoli (ryc. 4).
U roslin owsa zidentyfikowano w tonoplascie ATP-zalezne biatko transportowe
wykazujgce homologieg do transportera w tonoplascie drozdzy, zdolne do przenoszenia
zaréwno fitochelatyn, jak i komplekséw LMW. Mutanty drozdzy hmtl, u ktérych
uszkodzeniu ulegt gen HMT1 kodujacy to wiasnie biatko transportowe, wykazywaty
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RYCINA 4. Schematyczny model mechanizméw komoérkowych zaangazowanych w detoksykacje jonow
metali ciezkich na przyktadzie jonéw kadmu (zmodyfikowany wg [5])

wysokawrazliwos¢ na obecno$¢ kadmu. Ponadto zaréwno u drozdzy, jak i w komorkach
owsa wykazano obecno$¢ w tonoplascie antyportera H+/Cd2+, ktérego aktywnos$¢ zalezy
od gradientu protonow.

W wakuoli jony Cd2+ przeniesione przez antyporter lub uwolnione z kompleksow
LMW pod wpltywem niskiego pH sg wigzane i gromadzone w postaci kompleksow z
kwasami organicznymi lub wysokoczasteczkowych komplekséw HMW (ang. High
Molecular Weight) o duzej zawartosci siarki. Czes¢ peptydowa komplekséw LMW
moze zosta¢ podzielong przez wakuolame hydrolazy na fragmenty lub wolne amino-
kwasy, moze tez wracac¢ do cytoplazmy. Stosunek jonow S2 do Cd2+jest wyzszy w
kompleksach HMW w poréwnaniu z kompleksami LMW. Kompleksy HMW wystepuja
na terenie wakuoli jako agregaty o Srednicy 20A, ktorych ,,jadro” stanowi krystaliczny
CdS otoczony dookota fitochelatynami. Dzieki wiekszej zawartosci siarki chelatowanie
metalu w HMW jest efektywniejsze, a kompleks wykazuje wyzszg stabilnos¢ [3,4],
Leopold i wsp. [26] na podstawie badan prowadzonych technikg HPLC/ICP-MS
wykazali, ze kompleksy z fitochelatynami tworzgjedynie Cd i Cu, natomiast Pb i Zn sg
chelatowane przez inne niskoczgsteczkowe zwiazki, np. kwasy organiczne. Natomiast
badania prowadzone przez Mehra i wsp. [32], Cruz i wsp. [6] oraz Scarano i Morelli
[47] sugeruja, ze réwniez Pb tworzy kompleksy z GSH oraz PC. Wielu autoréw
[4,20,40;45;74] uwaza, ze fitochelatyny odgrywajg znaczacg role w zachowaniu
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homeostazy metali sladowych w komorce, transporcie siarki, detoksykacji metali ciezkich,
jak réwniez same wykazujg wihasnosci antyoksydacyjne. Potwierdzajg to badania
prowadzone przez Tsuji i wsp. na glonach Dunalliela tertiolecta [57,58]. Autorzy
wykazali, ze inkubacja przez 12 godzin z 100 pM ZnCf nie wptywata negatywnie na
dalszy wzrost i rozwdj glondw, a jednoczes$nie podnosita ich tolerancje na obecnos$¢
takich metali ciezkich, jak Cd, Hg, Cu i Pb, a takze nadtlenku wodoru i parakwatu.
Zhang i wsp. [75] wykazali, ze niskoczasteczkowe fitochelatyny PC, mogag odgrywac
istotng role w procesie detoksykacji As przez hiperakumulatory Pteris vittata. Autorzy
przypuszczajgjednakze, ze system fitochelatynowy jest zaangazowany w chelatowanie
i sekwestracjejonow As, natomiast nie wptywa na zdolno$¢ tych roslin do tak wysokiej
tolerancji na obecno$¢ metalu.

Uwaza sig, ze rosliny odporne na obecnos¢ metali ciezkich wykazuja na ogot wyzszy
poziom fitochelatyn niz rosliny wrazliwe lub tez proces syntezy PC przebiega u nich
znacznie intensywniej, dzieki czemu jony metali sg szybciej i bardziej efektywnie usuwane
z cytoplazmy do nieaktywnych kompartmentow komorkowych, takich jak np. wakuola
[18]. Jak do tej pory byty prowadzone pilotazowe doswiadczenia, w ktérych do roslin
lub bakterii wprowadzone zostaty geny syntetazy y-EC, syntazy fitochelatynowej oraz
metalotionein [8,23,46,76], Najnowsze dane na ten temat zostaty zebrane w pracach
przegladowych Wasinkiewicza i wsp. [65] oraz Pilon-Smits i Pilon [39]. Mutanty, do
ktérych wprowadzono dodatkowe geny kodujace syntaze fitochelatynowa, wykazywaty
znacznie wyzszy poziom tolerancji na obecno$¢ kadmu, a takze zwiekszenie ilosci
pobranego i zakumulowanego metalu. Natomiast mutanty pozbawione genu syntazy
PCs wykazywaty bardzo duza wrazliwo$¢ na kadm.

Przedostajace sie rokrocznie do Srodowiska zanieczyszczenia, $cieki, pyty i odpady
przemystowe wywotuja realne zagrozenie dla prawidtowego funkcjonowania catych
ekosysteméw. Dotychczas stosowane metody usuwania zanieczyszczen sg bardzo
kosztowne, wymagaja wyszukanego sprzetu i powodujg zanik na oczyszczanym terenie
jakiejkolwiek aktywnosci zyciowej [7,8,71]. W ostatnich latach coraz wiekszg uwage
zwraca sie na mozliwos$¢ wykorzystania roslin do usuwania lub inaktywacji zanie-
czyszczen z gleby i wod powierzchniowych. W $srodowiskach zanieczyszczonych
metalami ciezkimi mozna hodowac roéliny, ktére wykazujg duzg odpornos$¢ na wysoki
poziom metali tzw. metalofity lub tez hiperakumulatory, tzn. rosliny gromadzace w
suchej masie organ6w nadziemnych ponad 1% catej ilosci pobranego przez rosling
metalu, co stanowi nawet 100 razy wiecej niz w ,,normalnych” roslinach [25].
Najlepszymi akumulatorami Pb sa: Armeria maritima, Thlaspi rotundifolium, Thlaspi
alpestre, Alyssum wulfenianum. Duza czes¢ badan koncentruje sie obecnie na takich
roslinach, jak: Brassicajuncea, Zea mays czy Pisum sativum, ktore charakteryzujg
sie do$¢ wysoka tolerancjg na zanieczyszczenie $rodowiska metalami ciezkimi i
jednoczes$nie majg wysoki przyrost biomasy [ 10,21,43,72]. W celu podwyz-szenia ich
zdolnosci transportowania i akumulowania metali w czesciach nadziemnych stosuje
sie syntetyczne zwigzki chelatujgce, takie jak EDTA [11,38,70]. W innym Kierunku idg
badania nad przygotowaniem roslin zmienionych genetycznie, do ktérych wprowadzane
sg geny umozliwiajace pobieranie wiekszej ilosci metali, a zwlaszcza wspomagajace
ich transport do czesci nadziemnych [39].
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Badania dotyczace tolerancji roslin na skazenie Srodowiska toksycznymi substancjami
wydajg sie by¢ podstawowymi dla intensywnie rozwijajgcej sie dziedziny, jaka jest
fitoremediacja. Poznanie mechanizmow zaangazowanych w pobieranie, translokacje i
detoksykacje tych zwigzkéw pomoze zaprojektowac takie rosliny transgeniczne, ktére
bedg waznym elementem ochrony $rodowiska.
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MOLECULAR GENETICS OF NIIMEGEN BREAKAGE SYNDROME

Maria MOSOR!, Danuta JANUSZKIEWICZ-LEWANDOWSKA!

'Instytut Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk, 2Klinika Onkologii,
Hematologii i Transplantologii Pediatrycznej, Akademia Medyczna, Poznah

Streszczenie'. Zespot niestabilnosci chromosomowej Nijmegen (NBS, OMIM 251269)jest rzadko wyste-
pujacajednostka chorobowa. Schorzenie wydaje sie by¢ typowe dla regionu Europy Srodkowej i Wschod-
niej. Tylko w Polsce zarejestrowano 81 sposrdd okoto 140 przypadkéw opisanych na Swiecie. Podsta-
wowe objawy kliniczne to matogtowie, zaburzenia wzrostu, niedob6r odpornosci. Zespotowi temu towa-
rzyszy zwiekszona predyspozycja do rozwoju nowotworéw ztosliwych w miodym wieku. Zespdt
Nijmegen jest dziedziczony w sposob autosomalnie recesywny. Za rozwoj zespotu NBS odpowiadajg
germinalne mutacje genu NBS1. Najczestszg z mutacji jest delecja 5pz (657del5) w egzonie 6 genu NBS1.
Mutacja ta zwana stowianska wystepuje u 90% pacjentdw z zespotem NBS. Mutacje genu NBS1 wpty-
waja na zaburzenia w funkcjonowaniu jego produktu biatkowego - nibryny wchodzacej w sktad kom-
pleksu naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA - MRE1 I/RAD50/Nibryna (M/R/N). Stad tez komorki
pacjentow z NBS wykazujg spontaniczng niestabilno$¢ chromosomowa oraz zaburzenia cyklu komérko-
wego bedace wynikiem wrazliwos$ci na promieniowanie jonizujace i radiomimetyki.

Stowa kluczowe: zespét niestabilnosci chromosomowej Nijmegen, gen NBS1, nibryna.

Summary: The chromosomal instability disorder, Nijmegen Breakage Syndrome (NBS, OMIM 251260)
is a rare disease with perhaps 140 cases world-wide. They are mostly of eastern and central European
origin, especially Polish - 81 cases. The clinical picture is characterized by microcephaly, growth retar-
dation and immunodeficiency. High incidence of malignancies at early childhood is streaking hall-
marks of NBS. Inheritance of NBS follows an autosomal recessive trait. The disease is caused by
mutations in NBS1 gene. A truncating 5bp deletion (657del5) in exon 6 of the NBS1 gene has been
identified in 90% of NBS patients. All known disease-causing mutations result in premature truncation
of the nibrin - product of the NBS1 gene. Nibrin is a member of the MRE11/RAD50 protein complex
involved in the repair of DNA double-strand breaks. Cells from NBS patients show chromosomal
instability and cellular checkpoints defects as a marked sensitivity to ionizing irradiation and radiomi-
metic agents.

Key words: chromosomal instability Nijmegen Breakage Syndrome, NBS1 gene, nibrin.

*Praca finansowana ze srodkéw MNil w ramach realizacji projektéw: PBZ KBN 090/P05/02 oraz
PBZ KBN 090/P05/2003.
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HISTORIA BADAN GENU NBS1

Zespot niestabilnosci chromosomowej NBS opisano po raz pierwszy w roku 1979
[20]. Pacjentem byt chtopiec z uposledzeniem umystowym, matogtowiem, zaburzeniem
wzrostu, plamami na skorze typu cafe-au-laitoraz niedoborem odpornosci. Na podstawie
analizy cytogenetycznej zidentyfikowano rearanzacje chromosomow 7 i 14. Wiekszos¢
translokacji wystepowata w obrebie pragzkow 7pl3, 7932 oraz 14ql 1. Badania
przeprowadzone u rodzenhstwa pacjenta z podobnymi objawami pozwolity na doktad-
niejszy opis nieznanej woweczas jednostki chorobowej [49]. Cztery lata pézniej
Seemanova i wsp. [39] opisali 9 przypadkéw z szesciu rodzin z nowa, uwarunkowang
genetycznie jednostkg chorobowa dziedziczong w sposéb autosomalnie recesywny. W
grupie tej zaobserwowano podobne objawy jak w wyzej wymienionych przypadkach:
niska mase urodzeniowg, matogtowie, uposledzenie odpornosci komérkowej i humoralnej
oraz zwiekszong czestos¢ wystepowania chtoniaka w tych rodzinach. Maraschio i wsp.
[28] opisali przypadek 31 -letniej kobiety z objawami klinicznymi przypominajacymi
zespOt NBS. Analiza cytogenetyczna wykazata szereg aberracji chromosomowych.
Ponad potowa (59%) chromosomoéw metafazowych wykazywata niezréwnowazong
translokacje t(8q;2!q) oraz rearanzacje chromosomow 7 i 14 podobne do zmian
opisywanych u pacjentow z ataksjgtelangiektazjg(AT).

Komorki pacjentéw z NBS, podobnie jak komorki pacjentéw z AT wykazujg
spontaniczng niestabilno$¢ chromosomowa, nadwrazliwo$¢ na promieniowanie
jonizujgce oraz radio-opomos$¢ syntezy DNA. Na tej podstawie w potowie lat 80
przypuszczano, iz zespoty AT i NBS moga by¢ wywotywane mutacjami tego samego
genu [ 10,43], Przez prawie 10 lat zesp6t NBS byt okreslany jako jeden z wariantow AT
(AT-V). W roku 1988 na podstawie analizy komplementacji komdrek zaproponowano
rozréznienie dwoch odrebnych grup chorych, tj. AT-V1 z syndromem niestabilnosci
typu Nijmegen (NBS - ang. Nijmegen breakage syndrome) i AT-V2 z syndromem
niestabilnosci typu Berlin (BBS - ang. Berlin breakage syndrome) [22,50], Analiza
sprzezen przeprowadzona wsrdd cztonkdw szesciu rodzin z zespotem NBS wykluczyta
sprzezenie genu odpowiedzialnego za rozwoj tego zespotu z regionem 11g23.0 [41], w
ktérym znajduje sie locus genu ATM [17]. Dokfadna analiza wszystkich chorych
ostatecznie potwierdzita, iz NBS jest odrebngjednostkg chorobowa niealleliczngz AT
[38,46]. Stumm i wsp. [42] wykorzystujac indukcje aberracji chromosomowych
potwierdzili brak komplementacji hybryd komoérkowych AT/NBS. Jednak petne
wyjasnienie mogto przyniesc tylko zmapowanie genu, ktérego mutacje sg odpowiedzialne
za powstanie zespotu NBS. Stosujac analize sprzezen i haplotypéw przy uzyciu
markerow obejmujacych miejsca peknie¢ na chromosomach 3 i 7 u cztonkéw 12 rodzin
z 1(3;7)(q12;931.3) ostatecznie wykluczono istnienie genu zwigzanego z rozwojem
zespotu w regionach peknie¢ tych chromosomow [9], Saar i wsp. [37] przeprowadzili
analize sprzezen u 14 rodzin chorych z NBS/BBS i zlokalizowali gen z doktadnoscig
do | ¢cM na chromosomie 82! miedzy markerami D8S271 i D8S270 z wartoscig
wskaznika LOD 6,86 w D8S1811. Analiza sprzezen byta wysoce informatywna ze
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wzgledu na wystepowanie mutacji zatozycielskiej (ang. founder mutation), ktéra u
wiekszosci badanych wystepowata w uktadzie homozygotycznym. Od momentu
zidentyfikowania tego samego allelu u pacjentow z NBS i BBS potwierdzono
homogennos¢ genetyczng obu tych grup. Analiza sprzezenh przeprowadzona w rodzinach
NBS z réznych rejonéw geograficznych potwierdzita sprzezenie z chromosomem 892!
u 6 z 7 badanych rodzin [8].

GEN NBS1

Dopiero w roku 1998 trzy niezalezne grupy badawcze zidentyfikowaty gen NBS1.
Varon i wsp. [47] przy pomocy klonowania pozycyjnego zmapowali gen NBS1 na
chromosomie 8q2! oraz zidentyfikowali nibrynejako produkt biatkowy genu NBS1.
Carney i wsp. [5] przeprowadzajgc analize biochemiczng biatkowego kompleksu
MRE11/RADA50, uczestniczacego w naprawie dwuniciowych peknie¢ nici DNA, opisali
biatko p95 jako sktadnik tego kompleksu. Biatko p95 jest produktem genu zmapowanego
na chromosomie 8 w regionie q21.3, w loeus NBS. Poréwnanie cDNA p95 z cDNA
NBS1 [47] potwierdzito homologie obu sekwencji. W tym samym czasie Matsuura i
wsp. [31] przy uzyciu klonowania pozycyjnego potwierdzili obecno$é genu NBS1 na
chromosomie 8g21.3.

BUDOWA | LOKALIZACJA GENU NBS1

Gen NBS1 znajduje sie na chromosomie 8 w regionie g21.13-g21.3. Gen ten
zbudowany jest z 16 eksondw i wraz z dzielagcymi je intronami zajmuje 50,6 kpz
genomowego DNA. Wielko$¢ poszczeg6lnych eksonéw wynosi $rednio 150 pz, przy
czym najmniejszym eksonem jest ekson 15 (50 pz), a najwiekszym 11 (448 pz).

Gen NBS1 ulega ekspresji we wszystkich dotgd przebadanych tkankach. Podczas
analizy Northern Biot (MRNA z 16 réznych tkanek) zaobserwowano dwa sygnaty
Swiadczgce o istnieniu dwdch transkryptow réznej dtugosci, tj. 2,4 i 4,4 kpz, ktére
stanowia produkty alternatywnego skiadania genu [47]. W obu przypadkach
produktami sg biatka zbudowane z 754 aminokwasow, petniace te samg funkcje.
Oba transkrypty maja ten sam kodon start, zlokalizowany w eksonie 1, ale istniejg
dwa rézne sygnaty poliadcnylacji, wystepujgce w eksonie szesnastym odpowiednio
w regionach 2446-2251 i 4392-4397. Nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, czy
alternatywne skiadanie jest tkankowo specyficzne. Transkrypt 4,4 kpz dominuje w
wiekszosci tkanek. Dwukrotnie wieksza ilos¢ obu transkryptéw obserwuje sie w
$ledzionie, jadrach i jajnikach [31,47],

TABELA 1. Dhugo$¢ eksonéw genu NBS1
Ekson | 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 1 14 15 16

pz 59 134 149 160 104 118 194 98 130 273 48 69 156 114 50 181
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BUDOWA | FUNKCJA BIALKA NIBRYNY

Produktem genu NBS1 jest biatko 0 masie 85 kDa zwane nibryng, ktére wchodzi w
sktad biatkowego kompleksu MREL I/RAD50/nibryna (M/R/N) [5,47], Biatko to
wystepuje réwniez pod nazwa p95 [5], Nibryna zbudowanajest z 754 aminokwasow i
wykazuje stabg homologie (46%) do drozdzowego biatka Xrs2 w obszarze pierwszych
115 aminokwaséw [5]. W obrebie 200 reszt aminokwasowych kohca aminowego
znajdujg sie dwie funkcjonalne domeny: FHA (ang. forkhead associated domain)
tworzaca odcinek 24-100 reszt aminokwasowych tancucha polipcptydowcgo i
karboksylowa domena BRCT (ang. breast cancer carboxyterminal domain) obejmujaca
114-182 reszt aminokwasowych [2,15,19,47], Na koncu karboksylowym nibryny
znajduje sie domena wigzaca MRE1! (665-693 reszt aa) [11]. W regionie centralnym
czasteczki nibryny znajduja sie miejsca fosforylacji, np. Ser278 i Ser343, katalizowane
przez kinaze ATM.

Wiekszos$¢ biatek zaangazowanych w kontrole cyklu komoérkowego, rcplikacje lub
naprawe DNA ma domeny FHA albo BRCT, ale jednoczesne wystepowanie obu tych
domen w jednym biatku jest unikalne dla nibryny [13]. Domena FHA bierze udziat w
fosfo-serynowo-treoninowo swoistych oddziatywaniach pomiedzy tancuchami
biatkowymi (ang. phospho-ser/thr-specific interaction), np. homodimeryzacji
ufosforylowanego biatka Chk2 oraz fosfozaleznych oddziatywaniach Rad53 i Rad9
[13]. Domena BRCT bierze udziat w oddziatywaniu p53- supresora nowotworoéw z
ligazg DNA lub biatkiem XRCC! [4], Domeny FHA i BRCT petnig kluczowa role w
prawidtowym funkcjonowaniu kompleksu M/R/N [6,55], Mutacje konserwatywnych
reszt aminokwasowych obu domen nie wptywajg na tworzenie oraz jagdrowa lokalizacje
tego kompleksu, uniemozliwiajg natomiast formowanie skupisk jadrowych. Prawidtowe
funkcjonowanie domen FHA i BRCT jest niezbedne dla fosforylacji nibryny w pozycji
Scr343 po napromieniowaniu.

Nibryna petni istotng funkcje w utrzymywaniu integralnosci genomu uczestniczac
w naprawie dwuniciowych peknie¢ DNA (ang. DSBs-double strand breaks) [5],
DSBs sa jednymi z najpowazniejszych uszkodzen DNA, dlatego tez zaburzenia
mechanizmdw ich naprawy prowadzg do niestabilnosci genomu charakteryzujacej m.in.

RYCINA |I. Schemat czasteczki nibryny uwzgledniajacy lokalizacje domen FHA i BRCT, miejsce
wigzania MREL! oraz dwdch reszt scrynowych fosforylowanych przez ATM
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zespot NBS. DSBs powstajg w wyniku dziatania zewnetrznych czynnikéw
destrukcyjnych, np. promieniowania jonizujacego, ale takze towarzysza rcaranzacji
genow receptorow limfocytow T, stabilizacji telomcréw oraz homologicznej rekombinacji
podczas mejozy. Interakcje szeregu biatek, np. ATM, nibryna, H2AX, MRE11, Rad 50
i innych, warunkujg prawidtowg odpowiedz komoérki na uszkodzenie DNA. Sugeruje
sie, ze podobny fenotyp komorek pozyskanych od chorych z AT i NBS jest wyrazem
nieprawidtowego funkcjonowania biatka ATM oraz kompleksu M/R/N.

Produkt autofosforylacji biatka ATM (ryc. 2), zachodzacej w prawidtowych
komorkach pod wptywem promieniowaniajonizujacego, katalizuje fosforylacje szeregu
substratow, w tym nibryny i histonu H2AX [1,3,16,24,47,56], Nibryna jest przemiesz-
czana do miejsca dwuniciowcgo pekniecia DNA dzieki bezposredniej interakcji domen
FHA i BRCT i ufosforylowanego histonu H2AX. Réwniez biatka MRE1! i RAD50,
zwigzane z domena zlokalizowang w obrebie korica karboksylowego nibryny, sg
przemieszczane z cytoplazmy do jadra komoérkowego do miejsca uszkodzenia DNA
[5,21], Powstaty kompleks biatkowy tworzy skupiska jadrowe. Nibryna fosforyluje
MRE1! rozpoczynajac w ten sposob rozwijanie nici DNA [12], Kompleks M/R/N ma
aktywno$¢ pojcdynczoniciowej cndonukleazy DNA i egzonukleazy 3'—>5'. Swiadczy
to 0jego bezposrednim udziale w przygotowaniu koricow DNA do ponownego tgczenia
[35,45]. Prawidtowa odpowiedz komorki na promieniowanie jonizujgce jest zwigzana
z uruchamianiem punktéw kontroli cyklu komoérkowego. Wejscie w faze S cyklu
komadrkowego jest regulowane poprzez dwa réwnolegte szlaki, przy czym jeden z nich
angazuje biatka ATM, nibryne i SMC1 [14,54], Biatko ATM fosforylujgc reszty
aminokwasowe nibryny np. Ser278, Ser343 przygotowuje biatko do udzialu w
prawidtowej odpowiedzi komorki na promieniowanie jonizujace [16,24,56], Fosforylacja
Ser 343 in vivo jest niezbedna w procesie fosforylacji substratow kinazy ATM, w tym
Chk2, SMC1 i FANCD [3,33,54], Nibryna jest nic tylko substratem kinazy ATM, ale
wplywa takze najej aktywnos¢ w odpowiedzi na uszkodzenia DNA [23]. Warunkuje
takze aktywacje biatka Chk2 zaleznego od ATM. Sugeruje sie, ze aktywny kompleks
M/R/N wptywa na strukture ATM zwigkszajac powinowactwo do jego substratow.

Uszkodzony produkt biatkowy genu NBS1 powoduje u ludzi chorych dysfunkcije
mechanizméw ochrony komorki. Zaburzenia w funkcjonowaniu punktéw kontroli cyklu
komérkowego prowadzg do btedéw w naprawie i replikacji DNA, ii tym samym do
niestabilnosci genomu. Tauchi i wsp. [44] badajac linie komérek z wytgczonym genem
NBS ! wykazali, iz nibrynajest niezbedna w procesach naprawczych typu rekombinacja
homologiczna w komérkach wyzszych kregowcow. Nibrynajako sktadnik kompleksu
M/R/N bierze réwniez udziat w stabilizacji telomcréw. Nibryna i MREL! sg obecne na
telomerach podczas mejozy u ssakdw, analogicznie jak ich homologi w komorkach
drozdzy [25,51]. Niewielkie frakcje kompleksu M/R/N sg zlokalizowane w obrebie
TRF2 (ang. telomeric repeat-binding factor) [58], RAD50 i MRE11l sg obecne na
telomerach interfazy, natomiast nibryna tylko w fazie S cyklu komdrkowego. Kompleks
M/R/N prawdopodobnie uczestniczy w tworzeniu struktury t-loop.
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RYCINA 2. Schemat udziatu czasteczki nibryny podczas odpowiedzi komorki na obecno$¢ podwéjnych
peknie¢ DNA (DSB - ang. double strand break). Pojawienie sie¢ DSB aktywuje biatko A IM. ktdre
rozpoczyna losforylacje swych substratéw, w tym histonu H2AX oraz nibryny. Nibryna jest przemiesz-
czana do miejsca DSB i wraz z MRE1 | oraz RAD50 tworzy kompleks odpowiedzialny za naprawe
DSB. Nibryna bierze réwniez udziat w kontroli cyklu komérkowego w odpowiedzi na DSB poprzez
uczestnictwo w ATM-zalcznej kaskadzie prowadzacej do blokady cyklu komdérkowego w punktach Cii
S, G2/M oraz supresji syntezy DNA
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Wszystkie wspomniane doniesienia wskazujgna kluczowarole nibryny w odpowiedzi
komorki na dwuniciowe peknigcia DNA, rekombinacji homologicznej oraz stabilizacji
telomerow.

MOLEKULARNE INTERAKCJE NIBRYNY Z INNYMI
BIALKAMI

Kompleks M/R/N wchodzi w interakcje z biatkiem BRCA | pethigcym istotng funkcije
w utrzymywaniu integralnosci genomu [48,57]. Fizjologiczna aktywnos¢ biatka BRCA1
warunkuje wihasciwg odpowiedz komdrki na uszkodzenia DNA regulowang przez
kompleks M/R/N [57]. Kompleks M/R/N, BRCA1, biatka supresyjne, przekazniki
sygnatdw oraz biatka rozpoznajgce uszkodzenia DNA tworzg wiekszy kompleks
biatkowy BACS (ang. BRCA1-associated genome surveillance complex) [48].
Kompleks ten tworzy duze skupiska jadrowe. Wysunieto hipoteze, iz BACS bierze
udziat w identyfikacji zaburzen struktury DNA i/lub petni funkcje regulacyjna
poreplikacyjnych proceséw naprawczych.

MUTACJE | POLIMORFIZMY GENU NBS1

Zespot niestabilnosci chromosomowej NBS jest wynikiem szeregu genninalnych mutacji
w genie NBS1. Mutacje te wystepujg zaréwno w uktadzie homozygotycznym, jak i
heterozygotycznym (ang. compound mutations). Do tej pory wykryto 9 mutacji w genie
NBS1 zwigzanych z rozwojem zespotu Nijmegen (tab. 2) [27,33,36,47], Zlokalizowane
w eksonach 6-10 mutacje sg odpowiedzialne za przedwczesng terminacje transkryptu
nibryny jako efekt przesuniecia ramki odczytu lub wprowadzenia kodonu stop. Skrécony

RYCINA 3. Schemat genu NBS1 oraz lokalizacji mutacji zwigzanych z rozwojem zespotu NBS
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TABELA 2. Allele genu NBS1 zidentyfikowane u chorych z zespotem NBS

Mutacja Ekson Efekt Pochodzenie Liczba
657del 6 przesuniecie ramki odczytu, kodon stop X234  stowianskie >90%
5681delT 6 przesuniecie ramki odczytu, kodon stop X230  rosyjskie 1
698deU 6 przesuniecie ramki odczytu, kodon stop X237  angielskie 1
742insGG 7 przesuniecie ramki odczytu, kodon stop X252  wioskie 1
835del4 7 przesuniecie ramki odczytu, kodon stop X280  wiloskie |
842insT 7 przesuniecie ramki odczytu, kodon stop X284  meksykanskie |
900del25 8 przesuniecie ramki odczytu, kodon stop afrykanskie 2
9760T 8 X306Q326X holenderskie 1
10890A 9 Y363X - 1
1142delC 10 przesuniecie ramki odczytu, kodon stop X403 kanadyjskie 2
produkt biatkowy genu jest w wiekszosci
TABELA 3. Lokalizacja miejsc polimorficznych przypadkéw pozbawiony C-konica, co
W genie NBS1 uniemozliwiajego oddziatywanie z biatkiem
Polimorfizm Zmieniony  Ekson  Efekt MREZ1! i tworzenie kompleksu M/R/N.
nukleotyd Mutacja stowianska (66+-657del-
102 G/A GIA ) L34L ACAAA) WyStQDUJQC wopostagl hqmo—
553 G/C G/C 5 E185Q zygotycznej u ponad 90% pacjentow z
IVS5+9T/C TIC 1vss - NBS tworzy stowianski haplotyp, co
IVS5+51delT  derr IVss - sugeruje efekt zatozyciela tej mutacji [47].
IVS9+18C/T  c/r IVse - Pozostate mutacje (tab. 2) dotycza poje-
1197 T/C T/IC 10 D399D ,
IVS12-7A/IG  A/G VS12 - d}/.nczych przypa}dkow pochodz_qcych z
2016 AIG A/G 13 P672P réznych grup etnicznych. Mutacje punk-

towg 10890A w eksonie 9 genu NBS1
zidentyfikowano u pacjenta z anemig
Fanconiego, u ktérego stwierdzono wczesniej wystepowanie dodatkowych objawéw
klinicznych charakteryzujacych zesp6t NBS [33]. Homozygotycznie wystepujaca u
niego mutacja punktowa powoduje wprowadzenie kodonu stop w pozycji 363 nibryny.
U wszystkich przebadanych pacjentéw z zespotem NBS stwierdzono brak duzego
fragmentu nibryny w obszarze konca karboksylowego, wykazano natomiast obecnosé
domen korica aminowego. Sugeruje to, ze domeny te moga by¢ niezbedne w rozwoju
embrionu, a mutanty zerowe NBS | gingw okresie rozwoju ptodowego. W komoérkach
pozyskanych od pacjentéw z NBS z mutacjg 657del ACAAA stwierdzono wyste-
powanie fragmentu korica aminowego biatka NBS1 o masie 26 kDa (NBSIp) i
fragmentu o masie 70 kDa (NBSIp70), ktory jest pozbawiony natywnego //-kohca
nibryny [30]. Powstanie fragmentu NBSIp/0 jest wynikiem wewnetrznej inicjacji
translacji mMRNA w miejscu przesuniecia ramki odczytu w obecnosci mutacji
657delACAAA. Biatko NBSp2% nie taczy sie z kompleksem M/R, w przeciwienstwie
do biatka NBSIp70. Mutacja 657delACAAA wydaje sie by¢ mutacjg hypomorficzna,
kodujaca czesciowo funkcjonujgce biatko. Jest to prawdopodobne, gdyz mutacje zerowe
(ang. nuli mutations) w genach MRE11 i RAD50 powodujg letalnos¢ u wszystkich
kregowcow [26,52,53].
W genie NBS1 zidentyfikowano takze szereg miejsc polimorficznych (tab. 3).
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EFEKT ZALOZYCIELA MUTACJI 657del5
W EKSONIE 6 GENU NBS1

W celu identyfikacji genu NBS1 wykorzystano analize zaburzeh réwnowagi sprzezen.
Badania te dotyczyty przede wszystkim populacji Europy Srodkowej (polskiej, czeskiej
i niemieckiej) [47]. Zaburzenia rownowagi sprzezen i wystepowanie konserwatywnego
haplotypu dotyczy gtdwnie populacji matych i zasiedlajgcych nowe terytoria. W
przypadku populacji polskiej i czeskiej nie sg znane jakiekolwiek bariery geograficzne,
kulturowe czy tez religijne, ktére doprowadzityby do odizolowania ktorej$ z nich.
Wszyscy pacjenci z tych populacji sagnosicielami mutacji 657delACAAA, co sugeruje
jej stowianskie pochodzenie.

Lokalizacja najczestszej mutacji genu NBS1 w obrebie specyficznego haplotypu u
pacjentéw z Niemiec i Danii jest Swiadectwem na rozprzestrzenianie sie mutacji jako
efektu migracji i daje podstawe do uznaniajej za mutacje zatozycielska (ang.founder
mutation) [37,47], Mutacja ta pojawita sie prawdopodobnie w chromosomie zatozyciela
(ancestralnym) w charakterystycznym uktadzie sasiednich polimorficznych alleli i wraz
z calym segmentem upowszechnita sie w populacjach stowianskich. Przyczyng
powstawania takich mutacji jest efekt zatozyciela bedacy wynikiem dryfu genetycznego.
Rzadkie wystepowanie procesu crossing-over miedzy mutacjg determinujaca fenotyp
i zlokalizowanymi w poblizu polimorficznymi loci powoduje zaburzenie rownowagi
sprzezen, a upowszechnienie sie ancestralnego haplotypu dopetnia obrazu efektu
zatozyciela.

Wsrod pacjentow z zespotem NBS bedacych nosicielami mutacji stowianskiej
zaburzenie rownowagi sprzezen jest mozliwe do wykrycia w odlegtosci 0,5 cM (1,5-2
Mpz) od genu NBS1. Swiadczy to o stosunkowo krétkim okresie istnienia tej mutacji.
Mutacja stowianska genu NBS! w poréwnaniu np. z mutacjg dF508 genu CFTR
(mukowiscydoza) [32] ma ograniczony zasieg wystepowania w ogélnej populacji, co
wyklucza selekcyjna przewage heterozygot [47].

HETEROGENNOSC GENETYCZNA ZESPO:U NIJMEGEN

Obraz kliniczny zespotu Nijmegen w zdecydowanej wiekszosci przypadkéw jest
efektem fenotypowym mutacji genu NBS1. Do tej pory opisano niewiele przypadkéw
chorych z objawami klinicznymi zespotu NBS, ale nie majacych mutacji w genie NBS1.
Jest mozliwe, iz oprécz mutacji genu NBS1 mogg wystepowac mutacje innych genéw
wywotujacych zaburzenia w funkcjonowaniu nibryny, dajac tym samym tagodniejsze
objawy fenotypowe. Opisano dotychczas dwa przypadki chorych o fenotypie NBS z
typowymi rearanzacjami chromosomoéw 7 i 14 oraz nadwrazliwoscig na promieniowanie
jonizujace. U pacjentow tych nie stwierdzono mutacji w genie NBS1, a stopien ekspresji
produktu biatkowego byt prawidtowy [7,18]. Wyniki te sugerujg istnienie mutacji w
innym genie lub genach, dajacych objawy fenotypowe podobne do zespotu NBS (ang.
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NBS-like phenotypes). Podobne zjawisko wystepuje u pacjentdw z zespotem
niestabilnosci chromosomowej AT. Znane sg przypadki pacjentow z fenotypem podobnym
do zespotu AT niebedacych nosicielami mutacji w genie ATM (ang. AT-like patients).
U niektorych z nich zidentyfikowano mutacje w genie MRE11 [40]. Taki fenotyp
charakteryzuje sie fagodnymi objawami zespotu AT i zostat nazwany zaburzeniem
podobnym do zespotu ataksji telangiektazji (ang. ataxia telangiectasia-like disorder,
ATLD).

O’Driscoll i wsp. [34] opisali cztery przypadki pacjentow z klinicznymi objawami
zespotu NBS. Analiza DNA tych chorych wykazata obecno$¢ mutacji w genie ligazy
IV DNA {LIG4) wobec prawidtowej sekwencji genu NBS1. Zespodt zostat wyod-
rebniony jako odrebna jednostka chorobowa - zespot LI1G4, ktérej fenotyp (OMIM
606593) jest wynikiem uszkodzenia specyficznego systemu rekombinacji DNA. Linie
komdrkowe pozyskane od pacjentow z zespotem LIG4 wykazujg wysoka wrazliwosé
na promieniowanie jonizujagce. W przeciwienstwie do komdrek NBS w komodrkach
LIG4, mimo iz rekombinacja DNA nie przebiega prawidtowo, wystepuje zablokowanie
cyklu komdérkowego. Podobieristwo objawow klinicznych obu zespotéw wskazuje na
kluczowa role nibryny w naprawie dwuniciowego DNA, a fenotyp NBS jest bardziej
wynikiem uszkodzen systemu naprawy DNA anizeli cyklu komoérkowego.

Niedawno opisano kolejny przypadek pacjenta z objawami klinicznymi zespotu NBS
[29]. Nie wykryto u niego mutacji w genach NBS1 i L1G4. Analiza fenotypu komérek
potwierdzita niestabilno$¢ chromosomowsg oraz wrazliwos$¢ na promieniowanie joni-
zujace. Stwierdzono natomiast prawidtowe funkcjonowanie punktéw kontroli cyklu
komorkowego.

Wystepowanie fenotypu charakterystycznego dla zespotu niestabilnosci chromo-
somowej NBS wobec prawidtowej struktury pierwszorzedowej genu NBS1 sugerowac
moze heterogenno$é genetyczna tej jednostki chorobowej.
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RECEPTORY PROLAKTYNOWE U CZtOWIEKA
I ROZNYCH GATUNKOW ZWIERZAT

PROLACTIN RECEPTORS IN HUMAN
AND VARIOUS ANIMAL SPECIES
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Streszczenie: Btonowy receptor prolaktyny wykazuje réznice zaréwno miedzygatunkowe, jak i we-
wnatrzosobnicze. Wystepowanie r6znych wariantow receptora (izoform) w narzadach i tkankach u tego
samego osobnika umozliwia regulacje sygnatu przekazywanego przez ten hormon. Artykut przedstawia
przeglad informacji na temat ekspresji ré6znych izoform receptora u cztowieka i ré6znych gatunkéw
zwierzat oraz najnowsze dane na temat dalszych proceséw wewnatrzkomérkowych, jakie nastepuja po
zwigzaniu Uganda z receptorem do etapu aktywacji okreslonych genéw.

Stowa kluczowe: receptor prolaktyny, izoformy receptora, transdukcja sygnatu, cytokiny.

Summary. Membrane prolactin receptor differs among species and in the individual. Various izoforms of
receptor expressed on tissues of that same individual enables regulation of signal transduction generated
by prolactin. Following article describes available information presenting expression of various izoforms
ofprolactin receptor in human and other species and latest updates in intracellular processing, subsequent
to ligand’s binding initiating activation promoters of definite genes.

Key words; prolactin receptor, izoforms of prolactin receptor, signal transduction, cytokines.

Wykaz skrétéw: PRL (prolactin) - prolaktyna, PRLR (prolactin receptor) — receptor prolaktynowy,
STAT (signal transducers activators of translation) - biatka STAT, SOCS (suppressors of cytokine
signaling) - biatka SOCS, MAPK (mitogen activatedprotein kinase) - kinaza aktywowana mitogcnem,
JAK (just another kinase/janus kinase) - kinazajanusowa, SH - src-c - homology, P13K (phosphatydyl-
inositol-3 kinase) - kinaza fosfatydyloinozytolu 3’, Tyr - tyrozyna, Thr - treonina, Asn - asparagina,
Cys - cysteina, Trp - tryptofan, Ser - seryna, KIR (kinase inhibitory region) - region hamujacy kinaze,
GAS (yinterferon activated sequence) - sekwencja aktywowana interferonem y.
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WSTEP

Biatkowy hormon prolaktyna (PRL) ma receptory (PRLR) zwigzane z blong
komoérkowa, chociaz odkryto réwniez receptor rozpuszczalny, swobodnie krazacy w
przestrzeni pozakomdrkowej. Btonowe PRLR nalezg do nadrodziny receptoréw cytokin
hematopoetycznych. Do rodziny tej zaliczajg sie rowniez receptory dla: hormonu wzrostu
(GH), niektdrych interleukin (IL od 2 do 15 z wyjatkiem 8), erytropoetyny (EPO), czynnika
stymulujacego kolonie granulocytéw i monocytéw (GM-CSF), czynnika stymulujacego
kolonie granulocytow (G-CSF), czynnika hamujacego rozwdj biataczki (LIF), onkostatyny
M (OM), trombocytopoetyny (TPO), obesity'factor leptin (OFL) oraz neurotroficznego
czynnika rzeskowego (CNTF) [1,27,21]. Sg to receptory zakotwiczone w btonie
komorkowej. Receptory tej rodziny tgczy obecnosé sekwencji aminokwasow o wysokiej
konserwatywnosci, pomimo innej lokalizacji kodujacych je genéw w genomie.

Efektem interakcji hormon-receptor jest aktywacja gendw specyficznych dla danego
gatunku, narzadu, pici i okresu rozrodczego [19].

GEN RECEPTORA

U czlowieka pierwszorzedows strukture PRLR koduje gen zlokalizowany na
chromosomie 5(p 13—>14) ztozony z 11 ekson6w tacznie przekraczajacych dtugosé 100
kb tworzacych tancuch 622 aminokwaséw zawierajacy 24-aminokwasowy pcptyd
sygnatowy [1,7]. Eksony 1-9 sgwspélne dla izoformy krétkiej i dtugiej ludzkiego PRLR,
koduja domeny: wewnatrzkomorkowa, przezbtonowag i czes¢ domeny
wewngtrzkomorkowej potozonej blizej N-kohca PRLR. Powstanie réznigcych sie
domenag wewnatrzkomérkows izoform krétkich Sla i Slb osiggane jest dzieki
alternatywnemu sktadaniu transkryptu eksonéw odpowiednio 10-11 i 9-11 [74,38].
Izoformy posrednie zawdzieczajg swoje istnienie delecjom [47], Ponadto opisane zostato
istnienie transkryptéw mRNA, ktére kodujg potencjalnie nowe izoformy. Jak dotychczas
nie wykazano jednak produktow ich translacji [50].

Regulacja genu receptora

Nadzor nad transkrypcja genu receptora prolaktyny spetniaja trzy regiony promotora.
Pierwszy z nich wystepuje w gonadach, drugi w watrobie, a trzeci jest rozpowszechniony
we wszystkich tkankach, wiacznie z gonadami i watroba [39,41,42].

BUDOWA | RODZAJE RECEPTOROW

Receptory prolaktynowe zostaty zidentyfikowane u ré6znych gatunkéw kregowcow
od ryb do ssakdw. Pomimo miedzygatunkowych réznic dtugosci farncucha biatkowego
i sekwencji aminokwaséw PRLR istniejg fragmenty fafncucha biatkowego zwane
domenami, ktére cechujg sie duzym stopniem homologii. Liczne prace doswiadczalne
wykazaty, ze domeny te spetniajg kluczowg role w procesach przekazywania sygnatu
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biologicznego: wigzania liganda, dimeryzacji receptora, aktywacji biatek transdukcji

sygnatu i aktywacji okre$lonych genéw [55,49,19].

Receptor PRL sklada sie z trzech odcinkéw tzw. domen: pozakomdrkowej,
przezbtonowej i wewngtrzkomoérkowej [1,27]. W obrebie gatunku, u tego samego
osobnika wystepuja receptory zréznicowane pod wzgledem dtugosci oraz budowy
domeny wewnatrzkomorkowej. Wyjatek stanowi ludzki receptor ASI, ktory rézni sie
domeng pozakomorkowa. Te rdznigce sie domeng wewngtrzkomérkowg PRLR
nazywane sg izoformami. Poszczeg6lne warianty PRL, wigzac sie do jednej z izoform
receptora, moga stymulowac r6zne wewnatrzkomorkowe szlaki transdukcji sygnatow,
stanowigc molekularne podtoze roznorodnosci efektéw biologicznych wywieranych
przez ten hormon [43].

Réznorodnos¢ izoform receptora osigganajest dzieki:
¢ zapoczatkowaniu transkrypcji w réznych miejscach inicjacji jednego z trzech pro-

motorow;

¢ alternatywnemu skiadaniu mRNA,;

+ potranslacyjnej modyfikacji obejmujacej takie procesy, jak: glikozylacja, fosforyla-
cja, deaminacja, dimeryzacja, sulfhydrylacja oraz rozszczepianie proteolityczne
[74,38,47,30,40,43],

U cztowieka wyrdznia sie trzy izoformy: diugg (598 aminokwaséw) i dwie krétkie
(376 i 288 aminokwasow); a u szczura dtugg - 591, posrednig - 393 i krétkg - 291
aminokwaséw [1,27,31]. Ostatnio wykazano istnienie w komérkach ludzkich
nowotworOw sutka i jelita grubego posredniej formy PRLR [47],

W niniejszym artykule budowa PRLR zostata przedstawiona na przyktadzie dtugiej
izoformy tego receptora [13].

Dtuga izoforma ludzkiego receptora

1. Domena pozakomérkowa, ECD (extra cellular domain)

U wiekszosci gatunkéw (z wyjatkiem ptakéw) ECD receptora PRL skiadaja sie z
210 aminokwaséw o masie 85 kD [43], tworzgcych pojedynczy taricuch biatkowy, w
ktérym wyroznia sie region wysokiej homologii receptora cytokin. Region ten dzieli sie
na dwie odpowiedzialne za interakcje receptor-ligand poddomeny DI oraz D2, ktére
budowa przypominaja fibronektyne Il1.

W poddomenach tych znajdujg sie dwa konserwatywne fragmenty. Pierwszy
stanowig dwie pary cystein potgczone mostkiem dwusiarczkowym (Cysl2-Cys2 i
Cysbl-Cys62) na N-koricu poddomeny DI. Drugi jest pentapeptydem ,,WS motif' (Trp-
Ser-other AA-Trp-Ser) w C-koricowym odcinku poddomeny D2 od strony btony
komdrkowej [68], Niektore z receptorow w zaleznosci od izoformy i gatunku zawierajg
dodatkowo odmienne domeny, ale dwie wyzej wymienione decydujgo zdolnosci wiazania
liganda. U szczura na N-koncu poddomeny DI zawarte sg miejsca N-glikozylacji
receptora (Asn1820, 108) [15]. Poddomena D2 dodatkowo zawiera mata powierzchnie
uczestniczacg w przyfaczeniu drugiego receptora PRLR w trakcie dimeryzacji po
zwigzaniu liganda.
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2. Domena przezbtonowa, TMD (trans membrane domain)

U wszystkich gatunkéw utworzona jest przez pojedynczy tancuch 24 aminokwaséw
(211-234 aminokwaséw w ludzkim i szczurzym PRLR) przechodzacy jednokrotnie
przez btone komoérkows. Jak dotychczas nie wykazano w tej domenie sekwencji
aminokwaséw kluczowych dla funkcjonowania receptora.

3. Domena wewnatrzkomoérkowa, ICD (intracellular domain)

Zawiera cztery regiony o wysokiej konserwatywnosci miedzygatunkowej nazwane:
boxl, V-box (variable), box 2 i X-box (extended), z ktérych boxl i 2 cechujg sie
najwyzszym stopniem konserwatywnosci. Blizszy btonie komorkowej box ! sktada sie
z 8 aminokwasoéw (243-250 w szczurzym PRLR) z dominacjg proliny i aminokwasow
hydrofobowych. Sekwencja aminokwaséw zapewnia temu fragmentowi swoiste
sfatdowanie struktury Ill-rzedowej rozpoznawane przez majace domene SH3 enzymy
realizujgce dalszg transdukcje sygnatu - kinazy JAK2 [36,16,26]. Potozony dystalnie
od btony komdérkowej box2 zawiera serie hydrofobowych, naprzemiennie ujemnie i
dodatnio natadowanych aminokwaséw (288-298 w szczurzym PRLR). Boxl wystepuje
we wszystkich izoformach receptora PRL, natomiast box2 w dtugich, posrednich u
cztowieka i szczura oraz w izformie krotkiej Sla u cztowieka.

Na catej dtugosci domeny wewngtrzkomdrkowej wystepujg reszty tyrozyny (Tyr)
odgrywajace kluczowa role dla wywotania odpowiedzi komoérkowej. Dtuga izoforma
ludzkiego PRLR rézni sie od szczurzego PRLR obecnoscig 10 a nie 9 reszt tyrozy-
nowych. Jednak ich lokalizacja i sgsiadujgce aminokwasy sugerujg homologiczng funkcje.
U fosfory lowane reszty Tyr sg miejscem, w ktérym do receptora moga wigzac sie biatka
majace domeny SH2, takie jak posredniczace w transdukcji sygnatu biatka STAT [62]
oraz fosfatazy reszt tyrozynowych biatek zawierajagcych domene SH2 (SHP2) [3]. W
dotychczasowych pracach u szczura wykazano, ze fosforylacja Tyrs80 uczestniczy w
aktywacji laktogenezy, a fosforylacja Tyr3)d i 38 jest kluczowa dla aktywacji genéw
proliferacji komorek nabtonka gruczotéw mlekowych w odpowiedzi na PRL [1,62].
Potozona u cztowieka najblizej C-konca receptora Tyr87 uczestniczy w formowaniu
miejsca przylegania biatka STAT [63]. Trzeciorzedowa strukture receptora wyznacza
gtébwnie domena pozakomérkowa. Kazda z tworzacych ja poddomen DI i D2 sktada sie
z siedmiu przeciwskretnych nici P tworzacych dwie naprzeciwlegte struktury [3-
ptaszczyznowe potgczone piecio-aminokwasowym odcinkiem. Paszczyzny te fatdujagsie
tworzac miejsce wigzace ligand [1].

Posrednia izoforma ludzkiego receptora

Posrednia forma receptora o masie 50 kD powstaje jako efekt przesuniecia ramki odczytu
podczas sktadania transkryptu - prowadzac do delecji 191 aminokwaséw czesci ICD
potozonych dystalnie od odcinka C domeny X-box i dodania 13-aminokwasowej sekwencji.
Delecja taw badanych modelach linii komérkowych nie upo$ledzata aktywacji JAK2, zaleznej
od potozonej proksymalnie domeny box-1, uniemozliwiatajednak aktywacje kinazy tyrozynowej
Fyn zwigzanej z fosforylacjgreszt tyrozynowych receptora. Nastepstwem delecji jest stabsza
w poréwnaniu z dtugaizoformareceptora zdolnos¢ do transdukcji sygnatu biologicznego [47].
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AS ! izoforma ludzkiego receptora

Majgca mase 70 kD izoforma AS! jest rowniez produktem alternatywnego sktadania
transkryptu - delecji eksonu 4 i 5, skutkiem czego izoforma ta pozbawionajest poddomeny
DI N-konca receptora. Cecha ta wyrdznia te izoforme sposréd innych: pozostate
réznig sie miedzy soba ICD, podczas gdy ta rézni sie ECD. Brak uczestniczacej w
wigzaniu liganda poddomeny DI ostabia 7-krotnie zdolno$¢ wigzania PRL przez izoforme
AS ! w poréwnaniu z izoforma dtuga [46],

Rozpuszczalna izoforma ludzkiego receptora

Receptor rozpuszczalny wystepujacy w ptynie pozakomérkowym, w ludzkim osoczu
osigga stezenie 14 ng/ml, gdzie wigze ok. 36% krazacej PRL. Ma mase 32 kD, skfada
sie tylko z domeny pozakomorkowej 206 aminokwasoOw i utozsamiany jest z biatkiem
wigzacym prolaktyne (PRLbp) [6]. Jest on produktem alternatywnego sktadania egzonéw
7-11 mRNA PRLR [74], Poprzez analogie z innymi biatkami osocza wigzacymi hormony
przypuszczac¢ nalezy, ze biatko to wydtuza okres potrwania w osoczu ograniczajac
degradacje oraz hamuje sekrecje i moduluje biologiczne oddziatywanie PRL.

RYCINA 2. Uproszczony schemat procesu dimeryzacji receptora prolaktynowego - transdukcji sygnatu
szlakiem kinaz JAK i biatek STAT. 1) Zwiazanie liganda PRL zjednym receptorem PRLR (monomer). 2)
Zwigzanie przez ligand drugiego rerceptora PRLR (dimer). 3) Aktywacja konstytutywnie zwigzanej
kinazy JAK, fosforylacja reszt tyrozynowych receptora, zwigzanie biatek STAT i ich fosforylacja. 4)
Oddysocjowanie ufosforylowanych biatek STAT, utworzenie kompleksu, migracja kompleksu biatek
STAT na teren jadra komérkowego, zwiazanie z promotorem okre$lonego genu (tu GAS), indukcja
transkrypcji (zmodyfikowane wg Clevanger i wsp. [20])
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Krotkie izoformy ludzkiego receptora Sla, Slb

Alternatywne sktadanie transkryptu mRNA czesci lub catosci eksonéw 10 oraz 11
prowadzi do powstania izoform kroétkich: Sla o masie 56, oraz Slb o masie 42 kD.
Pierwszy z tych receptoréw ma domeny box ! i box2, podczas gdy drugi tylko fragmenty
domeny box 1. Podobnie jak w przypadku zwierzat izoformy te nie wykazujg aktywnosci
biologicznej, a poprzez wigzanie liganda do swojej czasteczki ostabiajg dziatanie PRL
[74,38].

TRANSDUKCJASYGNALU

Potaczenie receptor - ligand zapoczatkowuje kaskade reakcji wewnatrzkomorkowych
prowadzacych docelowo do aktywacji gendw - odbiorcow sygnatu. Mechanizmy
uczestniczace w procesie transdukcji sygnatu w uktadzie PRL-PRLR nie zostaty w
petni odkryte i wiele szczeg6téw tego procesu pozostaje niewyjasnionych.

Dimeryzacjareceptora

Proces przytaczenia PRL do receptora przebiega dwuetapowo. W pierwszym etapie
czasteczka hormonu wigze sie za pomocg powierzchni wigzacej do jednego receptora
PRL. Powstaty monomer jestjednak pozbawiony aktywnosci biologicznej. W drugim
etapie ta sama czasteczka hormonu za pomocg drugiej powierzchni wigzacej taczy sie
z drugim receptorem PRL. Dopiero tak utworzony dimer jest obdarzony zdolnoscig do
wywotania biologicznego efektu. Dimeryzacja receptora, do jakiej dochodzi w trakcie
wigzania PRL, musi dotyczy¢ tej samej izoformy receptora [25,16].

W interakcji receptor-ligand, kluczowa rola przypada strukturze pierwszo- i
trzeciorzedowej domeny pozakomorkowej, zwhaszcza obecnosci regionéw cechujgcych
sie konserwatyzmem ewolucyjnym.

Transdukcja

Dotychczas wyodrebniono trzy drogi przekazywania sygnatu przez PRL [ 1,27,21,36]:
1) szlak kinaz JAK - biatko STAT,
2) szlak kinaz RAS, Raf, MAPK,
3) inne sugerowane szlaki.

Szlak kinaz JAK - biatko STAT

Jak wszystkie receptory nadrodziny cytokin hematopoetycznych PRLR przekazuje
sygnat wewnatrzkomérkowo kooperujac z kinazami JAK [59,21]. Gtéwna kinazg w
odniesieniu do PRL jest JAK2 [14]. Badania nad kinazg JAKI i JAK3 nie potwierdzity
jednoznacznie ich udziatu w transdukcji sygnatu biologicznego [29],
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Oddziatywanie w ukfadzie PRLR-JAK2 zachodzi na poziomie boxl domeny
wewnatrzkomdrkowej receptora. Domena ta wystepuje we wszystkich izoformach
receptora (dtugiej, posredniej i krotkiej) [27]. Obecnosé proliny w poddomenie boxt
warunkuje Ill-rzedowg strukture przestrzennag zdolng do konstytucyjnego (a wiec
niezaleznego od wigzania liganda) wigzania kinaz JAK majacych domeny SH3 [67,51].
Dotychczas nie udato siejednak odnalez¢ pasujacych do box ! sekwencji aminokwaséw
kinazy JAK2 [58]. Wiele danych sugeruje wspo6tudziat reszt aminokwaséw C-
koncowego odcinka PRLR [25] lub wspdétudziat biatka adaptorowego. Delecja boxl
lub mutacja w obrebie C-korica receptora PRL pozbawiajg go aktywnosci biologicznej
[1,16].

Aktywacja receptora odbywa sie przez przytaczenie PRL, co zapoczatkowuje
dimeryzacje receptora prowadzac do przestrzennego zblizenia dwoch zwigzanych z
domeng wewnatrzkomorkowa kinaz JAK2. Taki uktad przestrzenny umozliwia
ich wzajemna fosforylacje (autoaktywacja), fosforylacje reszt tyrozynowych
receptora oraz biatek STAT [36,33]. Zjawisko fosforylacji reszt tyrozynowych
dotyczy izoformy dlugiej i posredniej PRLR, natomiast nie zachodzi w krétkiej
mimo obecnosci czterech Tyr [34]. W tej ostatniej izoformie szczurzego PRLR
kluczowa role odgrywa 30 C-koncowych aminokwaséw (aminokwasy od 262 do
291) o sekwencji niespotykanej w pozostatych izoformach [1].

Dtuga izoforma szczurzego PRLR ma w domenie wewnatrzkomorkowej 9 reszt
tyrozynowych. Kluczowa rola przypada Tyr580, ktora ulega fosforylacji pod wptywem
PRL. Jest ona niezbedna do aktywacji genu promotora p-kazeiny i biatka STATS.
Szczegbtowe badania [62] dowiodty, ze fosforylacji moze rowniez ulegaé Tyr4i3 i 479, a
w warunkach nadmiaru JAK2 réwniez Tyr309, 402, 515. W posredniej izoformie receptora
szczurzego, ktdra zawiera trzy reszty tyrozynowe fosforylacji ulega tylko C-koricowa
Tyr382. Dla aktywacji genéw zwigzanych z laktogenezg i innymi funkcjami
metabolicznymi fosforylacja jest niezbedna, podczas gdy dla wywotania efektu
mitogennego receptor nie wymaga fosforylacji reszt tyrozynowych [16].

Ufosforylowanie reszt tyrozynowych receptora zapewnia domenie wewnatrz-
komdrkowej konformacje (docking site) umozliwiajaca wigzanie domen SH2 biatka
STAT [62], Nastepnie kinaza JAK fosforyluje biatko STAT. Tak zmodyfikowane biatko
oddysocjowuje od kompleksu receptor-JAK, aby w interakcji pomiedzy resztami
ufosforylowanej tyrozyny i domenami SH2 utworzy¢ dimer ztozony z dwdéch biatek
STAT. Powstaty dimer biatek STAT migruje na teren jgdra komdrkowego, gdzie aktywuje
promotory okreslonych genéw.

Kompleks biatek STAT przytgcza sie do fragmentu DNA zawierajacego sekwencje
nukleotyddw TTCXXXGAA zwanego GAS [37]. Sekwencja ta wystepuje w promotorach
wielu gendw i oprécz biatek STAT aktywuje ja in vivo wiele innych cytokin [32],
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Szlak kinaz Ras/RafIMAPK

Z duzym prawdopodobienstwem nalezy sadzié¢, ze ufosforylowane reszty Tyr moga
sta¢ sie miejscem przylaczania biatek adaptorowych Shc/Grb2/SOS, ktére sprzegaja
PRLR z kinazami Ras/Raf/MAPK [22,57]. Nowsze doniesienia sugerujg zwigzek
pomiedzy szlakiem JAK/STAT i MAPK.

Szlak kinaz c-src i Fyn

Opisana zostata aktywacja kinaz c-src pod wptywem dziatania PRL [71] oraz kinazy
Fyn (p59) [5]. Kinazie Fyn przypisywany jest udziat w aktywacji kinazy fosfaty-
dyloinozytolu (P1’3K) oraz fosforylacja Tyr substratu receptora insulinowego | (IRS1)
[11,76]. Wykazano réwniez udziat kinazy Fyn w aktywacji kanatéw K+ i proliferacji linii
komdrkowej LNCaP [75].

Oddziatywanie na kanaty jonowe

Poddomena boxl ICD PRLR uczestniczy w aktywacji kanatu K zaleznego od
kinazy tyrozynowej poprzez JAK2. C-koncowy fragment PRLR uczestniczy w
powstawaniu przekaznikéw wewnatrzkomérkowych pochodnych inozytolu otwie-
rajacych kanatly Ca?+t bramkowane potencjatem (inozytolo 1,3,4,5 tetrafosforanu -
Ins(1,3,4,5)P4, inozytolo szesciofosforanu - InsP6) [65,72].

REGULACJA TRANSDUKCJI

Sposrod o$miu biatek STAT w transdukcji sygnatu prolaktyny zaangazowane sg:
STAT 1, 3 oraz 5a i 5b. STAT5a i 5b sg najlepiej udokumentowanymi czynnikami
odpowiedzialnymi za transdukcje sygnatu przez dtugg i posrednig izoforme PRLR.
[56,28]. Kazde z biatek tej rodziny sktada sie z pieciu domen: wigzacej DNA, SH3,
SH2, N-koncowej i C-koncowej [54,76,17]. Aby moc sie zwigzaé z receptorem,
biatko STAT wymaga obecnosci ufosforylowanych reszt Tyr [70]. Poniewaz w krotkiej
izoformie nie dochodzi do fosforylacji Tyr, miejscem przylaczania sie STAT1 moga
sta¢ sie ufosforylowane reszty Tyr kinaz JAK2. Po zwigzaniu z receptorem fosfo-
rylacji podlegaja reszty tyrozynowe biatka STAT przyktadowo Tyr6% STATS5, ale
réwniez Ser, Thr [60], w procesie tym uczestniczy prawdopodobnie kinaza biatkowa
C (PCK-a) oraz kinaza kazeiny 11 [76], Nowsze doniesienia wskazuja, ze biatko
STATS5 moze réwniez odgrywac role inhibitora transkrypcji [53].

Fosfatazy Tyr

Fosfatazy tyrozynowe SHP1 i SHP2 majgce domene SH2 odgrywajg przez rozktad
wigzan fosfoestrowych role regulatora negatywnego, jakkolwiek jest to rola stabsza
niz w innych receptorach cytokinowych [61,23,10,24,64]. Jednoczesnie SHP-2 przez
defosforylacje Tyrll07 kinazy JAK2 hamuje zalezng od SOCS1 ubikwitynacje-
degradacje tej kinazy wzmacniajagc posrednio efekt wywierany przez PRL [4],
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Réwnoczes$nie SHP-2 wigze sie z biatkiem STAT5a i razem z nim migruje na teren
jadra komorkowego, gdzie uczestniczy w aktywacji promotora genu [3-kazeiny [18],

Biatka indukowane cytokinami zawierajace SH2 (CIS) oraz biatka supresorowe
sygnatu cytokin (SOCS)

Do rodziny tej nalezy osiem biatek hamujgcych transdukcje sygnatu szlakiem JAK/
STAT, ktory jednoczednie odgrywa role ich induktora. Tak wiec biatka rodziny SOCS
sg elementem petli hamowania zwrotnego [59]. Wszyscy cztonkowie tej rodziny majg
centralng domene SH2 oraz C-koricowg SOCS box, a biatka SOCS ! i 3 dodatkowo N-
koricowa domene KIR [48]. CIS konkurujg kompetencyjnie z biatkami STAT o miejsce
wigzania na PRLR [35,76], a SOCS1 i SOCS3 wigzac sie poprzez swojg domene SH2
z Yyrioo7 JAK2 inhibujg centrum katalityczne tej kinazy [61,8,52,73]. SOCS2
przypisywana jest zdolno$¢ do przywracania wrazliwosci komérek na dziatanie PRL
poprzez supresje inhibicji wywotanej przez SOCS 1.

PODSUMOWANIE

Potencjalna rola receptora prolaktynowego w regulacji proceséw przekazywania
sygnatu laktogenezy oraz réznicowania i proliferacji komdrek pozostaje nie w petni
wyjasniona. Dane doswiadczalne otrzymane z badan in vitro przeprowadzonych na
komérkach linii hodowlanych poddanych genetycznym modyfikacjom nie pozwalaja
na przeniesienie wynikdw na organizmy w warunkach in vivo. Oceniajac uzyskane
wyniki nalezy takze uwzglednié réznice miedzygatunkowe - dotychczas opisane w
literaturze receptory: myszy, szczura, krélika, swini, bydta domowego, daniela i czto-
wieka maja pewne wspdlne domeny, ale pozostate fragmenty wykazuja réznice. Wciaz
poszukiwane sg fragmenty receptora odpowiedzialne za konkretne dziatanie. Wiele
odkry¢ jest ukryte w dalszym procesie transdukcji sygnatu - rozszyfrowanie tamigtéwki
biatek i innych zwigzkdw uczestniczacych w tym procesie oraz ich wzajemnych korelacji
stanowi klucz do zrozumienia molekularnych zjawisk stanowiacych podioze ob-
serwowanego dziatania biologicznego PRL. Zagadnienia te wymagajg wielu badan z
zastosowaniem nowych technik badawczych.
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polskim i angielskim streszczenie (do ! str.) oraz stowa kluczowe 3 do 10 stéw zgodnych z terminami w
Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile sa tam zawarte. W tytule i streszczeniu mozna stosowac
jedynie powszechnie przyjete skroty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy rozpocza¢ od nowej strony. W tekscie
nie zamieszcza¢ tabel, schematéw lub rycin, a jedynie zaznaczy¢ otéwkiem na marginesie ich lokalizacje (np.
tab. 1, ryc. | itp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane i numerowane rozdziaty oraz
podrozdziaty. Od nowej strony nalezy poda¢ spis literatury. Skréty nazw czasopism podawaé nalezy wedtug
Index Medicus (listy czasopism publikowane sg corocznie w numerze styczniowym). Powotanie w tekscie
nastepuje przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym (np. [5]). Spis
literatury nalezy zestawi¢ alfabetycznie wedug nastepujacego wzoru:

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

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

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

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

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

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

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

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

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