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W tym Zeszycie PBK

Hipotezy opisujące zasady funkcjonowania układu sygnałowego aktywacji mitozy oraz 
punktów kontrolnych cyklu komórkowego opisano na stronie 631 i dalszych. Po­
dobne problemy były dyskutowane wcześniej w “Postępach” w związku z Na­
grodą Nobla 2001 dla L.Hartwella, P. Nurse’a i T.Hunta (PBK 2002; 29, 157- 
175).

Trójniciowy DNA może powstać w wyniku swoistych oddziaływań jednoniciowych 
oligonukleotydów z sekwencjami dwuniciowego DNA. Istnieje wiele potencjal­
nych zastosowań strategii indukcji struktur trójniciowych przez te cząsteczki. Więcej 
na ten temat jest na stronie 647.

ALCAM/166 jest adhezyjną cząsteczką występującą na powierzchni komórek pra­
widłowych i nowotworowych. W trakcie rozwoju raka prostaty, czerniaka złośli­
wego czy raka piersi komórki początkowo mają większą ekspresję CD 166, a 
potem ją tracą. Opis tych zachowań komórek jest na stronie 663.

Opis niektórych mechanizmów molekularnych związanych z różnicowaniem się ko­
mórek pączka ogonowego jest na stronie 681.

W ostatnich latach zwraca się większą uwagę na możliwość użycia roślin do usuwa­
nia lub inaktywacji zanieczyszczeń gleby i wód powierzchniowych. Rośliny mogą 
chelatować jony metali, które przedostająsię do ich cytoplazmy. Te kompleksy są 
potem transportowane do wakuoli (patrz strona 717).
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KOMÓRKOWE SYSTEMY REGULACYJNE. 
MECHANIZMY SPRZĘŻEŃ ZWROTNYCH 

I ZALEŻNOŚĆ SUBSTRAT-PRODUKT 
W CYKLU KOMÓRKOWYM*

CELLULAR REGULATORY SYSTEMS. MECHANISMS OF FEEDBACK 
LOOPS AND SUBSTRATE-PRODUCT DEPENDENCY

IN THE CELL CYCLE

Dorota RYBACZEK i Janusz MASZEWSKI

Katedra Cytofizjologii, Uniwersytet Łódzki

Streszczenie: Prawidłowa kolejność zdarzeń w przebiegu cyklu komórkowego nadzorowana jest przez 
skomplikowany mechanizm molekularny, w którym punkty kontrolne pełnią funkcję szlaków transduk- 
cji sygnału uruchamianych zarówno po wykryciu zaburzeń w montażu struktur komórkowych, jak i w 
prawidłowym przebiegu kolejnych etapów interfazy i mitozy. System tych punktów we właściwym 
czasie włącza i wyłącza kluczowe enzymy sterujące cyklem komórkowym, a wszelkie sygnały o zakłó­
ceniach czynności lub strukturalnych uszkodzeniach zamienia w reakcje blokujące syntezę DNA lub 
hamujące inicjację podziału komórki. Ten właśnie fakt jest powodem zdominowania eksperymental­
nych prac nad mechanizmami kontrolującymi przebieg cyklu komórkowego przez biologię związaną z 
medycyną. Szlaki sygnałowe i ich wzajemne połączenia tworzą sieć przenoszącą informacje ze środo­
wiska zewnętrznego do wnętrza komórki wzbudzając odpowiedź na poziomie biochemicznym lub fizjo­
logicznym. W artykule przedstawiono najnowsze hipotezy opisujące zasady funkcjonowania: ( 1 ) syste­
mu sygnałowego aktywacji mitozy, w którym pośredniczy fosfataza Cdc25 oraz (2) punktów kontrol­
nych cyklu komórkowego. Sugerują one, że inicjacja mitozy jest procesem wykazującym cechy układu 
bistabilnego, podczas gdy punkty kontrolne funkcjonują, prawdopodobnie, dzięki mechanizmom pozy­
tywnych i podwójnie-negatywnych pętli sprzężeń zwrotnych, a także systemowi zależności typu 
substrat-produkt.

Słowa kluczowe: cykl komórkowy, punkty kontrolne, sprzężenia zwrotne, zależność 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,

Praca finansowana w części z funduszów grantu KBN 3 PO4C 030 24.
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632 D. RYBACZEK. J. MASZEWSK1

whether or not the cell division cycle has to be continued, particular elements of these 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.

WSTĘP

Wśród tysięcy różnych typów cząsteczek, których kompleksy budują komórki 
żywych organizmów, składnikiem uprzywilejowanym jest podstawowy nośnik 
informacji genetycznej - podwójna helisa kwasu dcoksyrybonukleinowego. Cząsteczki 
DNA wchodzące w skład genomu stanowią podstawę piramidy złożonej z wszystkich 
poziomów struktury komórki; decydują o jej właściwościach, a zarazem o właści­
wościach całego organizmu. Warunkują jego zdolność do odtwarzania elementów 
zużytych i uszkodzonych, a także własne powielanie się, utrzymując zarazem 
pokoleniową ciągłość gatunku. Chociaż inne składniki komórki pełnią jedynie rolę 
czynników wykonawczych, genom jądrowy - bez otaczającej go cytoplazmy - nie 
jest zdolny do przejawiania jakiejkolwiek ze swych licznych funkcji. Komórka jest 
zatem elementarną jednostką życia, jako nośnik zdolności przyswajania i przet­
warzania materii, wzrostu i reprodukcji. Chociaż ostatecznym kresem analizy gene­
tycznej jest gen, nie cechuje go jednak autonomia; najczęściej wyraża się on w 
sposób zależny od ekspresji własnej i białkowych produktów innych genów. Rozwój, 
formę i właściwości organizmu wyznacza więc całość materiału genetycznego - 
urzeczywistniona w komórce i organizmie szczególna kombinacja genów, systemów 
regulacji ich transkrypcji i sekwencji niekodujących.

Zrozumienie fizjologii żywych komórek poprzez opracowanie metod funkcjonalnej 
interpretacji treści zakodowanych w genomie jest najważniejszym lub wręcz 
ostatecznym celem biologii molekularnej. Rozmiary tego przedsięwzięcia są ogromne, 
a jego realizacja wiąże się z podjęciem badań nad procesem wieloetapowym, którego 
pierwszym poziomem jest tłumaczenie sekwencji nukleotydowych na język sekwencji 
aminokwasów. Dopiero wówczas, liniowo zestawione grupy aminokwasowe 
rozpocząć mogą proces formowania trójwymiarowych cząsteczek białkowych. Właś­
ciwości białka i możliwość przenoszenia funkcji na złożone sieci wzajemnie na siebie 
oddziałujących makrocząsteczek określone są przez ostateczny kształt tych molekuł. 
Ich skoordynowane funkcjonowanie determinuje - z kolei - fizjologiczne właściwości 
komórek żywych [34],
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1. KOMÓRKOWE SYSTEMY REGULACYJNE

W artykule opublikowanym w Nature w 1999 roku [15] Hartwell i wsp. 
opowiedzieli się za celowością podejmowania prób identyfikacji „modułów” w obrębie 
krytycznych poziomów organizacji biologicznej - funkcjonalnych jednostek zbudo­
wanych z wielu typów cząsteczek, kształtujących interaktywne związki między takimi 
komponentami komórki, jak: DNA, RNA i białka. Dowodami realności istnienia 
takich modułów są zrekonstruowane in vitro wieloskładnikowe systemy obdarzone 
zdolnością do syntezy białek, replikacji DNA, glikolizy, a nawet formowania struktur 
wrzeciona podziałowego [20].

Większość reakcji biochemicznych zachodzących w komórce ma charakter od­
wracalny. Białka ulegają procesom fosforylacji i defosforylacji, białka G oscylują 
między formą związaną z GTP lub stanem zależnym od GDP, wtórne przekaźniki 
są syntetyzowane i degradowane lub uwalniane i sekwestrowane, białka importowane 
są do jądra komórkowego lub eksportowane poza jego obszar. Nawet proteoliza jest 
- w pewnym sensie - procesem odwracalnym, ponieważ ubytki białek zdegra­
dowanych mogą być kompensowane syntezą ich cząsteczek de novo. Nie oznacza 
to, oczywiście, że istnieją wyłącznie transformacje odwracalne. Okresem względnej 
stabilności komórki jest jej stan zróżnicowania; trwa on lata lub dekady, aż do 
momentu pojawienia się bodźca przełączającego systemy regulacyjne komórki w taki 
sposób, że inicjuje ona drogę „powrót” do stanu odróżnicowanego, fizjologicznie 
bliskiego jej macierzystym formom pierwotnym [7].

Wśród czterech faz, jakie tradycyjnie wyróżnia się w cyklu komórkowym, dwie 
mają znaczenie szczególne. Jest to faza S - okres replikacji DNA oraz faza M 
mitoza - okres rozdziału podwojonego materiału genetycznego do jąder komórek 
potomnych w taki sposób, aby pod względem zawartości i jakości materiału 
genetycznego były one identyczne z jądrem komórki macierzystej. Przykładem na 
nieodwracalność transformacji w przebiegu cyklu komórkowego jest przejście z fazy 
Gn do mitozy (fazy M). Po zainicjowaniu podziału mitotycznego, komórki nie są 
już w stanie powrócić do fazy G, (do nielicznych wyjątków należą jądra komórkowe 
ulegające endomitozic [12] oraz profazowe komórki PtK^ salamandry hodowane w 
warunkach in vitro, w których odwracalnie indukowano powrót do antefazy na 
skutek schłodzenia do temperatury 20°C [28]). Jak zatem wyjaśnić fakt, że procesy 
odwracalne, aktywujące szlaki sygnałowe komórek, prowadzą do zmian determi­
nujących ich losy w sposób nieodwracalny? Pytanie to staje się szczególnie trudne, 
gdy uświadomimy sobie, że procesy fosforylacji i defosforylacji mierzone są w skali 
minut, istnienie białek zaś - w skali godzin [7], Wyjaśnienie kryje się prawdopodobnie*  
gdzieś w teorii Monoda i Jacoba - w specyficznych obwodach transdukcji sygnału, 
zdolnych „zapamiętać” choćby przejściowo tylko funkcjonujący bodziec „różnico­
wania” jeszcze długo po ustąpieniu jego działania. Każdy z tych obwodów, zbudowany 
w komórkach prokariotycznych z dobrze poznanych elementów regulacyjnych, 
stanowi odmianę pętli podwójnie-ujemnych sprzężeń zwrotnych (ryc. la). Pętle takie
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634 D. RYBACZEK, J. MASZEWSKI

RYCINA 1. Dwustabilność systemów transdukcji sygnału, (a) Pętla podwójnie-ujcmncgo sprzężenia 
zwrotnego. Białko A blokuje białko B, natomiast białko B blokuje białko A. Stan stabilny osiągany jest 
wtedy, gdy białko A ulega ekspresji, a białka B nie ma lub jest nieaktywne, a także wówczas gdy białko 
B ulega ekspresji, a nie ma białka A lub jest, ale nieaktywne. Stan stabilny nic może być osiągnięty, jeśli 
obydwa białka są aktywne lub obydwa są nieaktywne. W tego typu pętli wahania między stanem 
aktywnym białka A lub stanem aktywnym białka B wynikać mogą z bodźcowego działania czynników 
modyfikujących stan elementów w układzie sprzężeń zwrotnych, (b) Pętla pozytywnego sprzężenia 
zwrotnego. W tym przypadku, białko A aktywuje białko B, a białko B aktywuje białko A. Powstający 
wówczas stan stabilny charakteryzować się może aktywnością lub brakiem aktywności obu białek (A i 
B), jednak nie może być skutkiem aktywności wyłącznie jednego z nich. Obydwa rodzaje sprzężeń 
zwrotnych stanowić mogą przyczynę samonapędzających się odpowiedzi komórkowych, utrzymujących 
się długo po zaprzestaniu działania bodźca (rysunek na podstawie [7], zmodyfikowany)

umożliwiają pojawienie się fazy stabilizacji jednego z dwóch stanów alternatywnych 
(albo A, albo B), trwającej do chwili zadziałania bodźca wymuszającego zmianę 
stanu. Powstający wówczas system regulacyjny formuje układ dwustabilny. Tego 
typu obwody, złożone z pętli podwójnie ujemnych sprzężeń zwrotnych, stanowiły 
podstawę hipotezy tłumaczącej istotę samoutrzymujących się (self-sustaining) 
wzorów ekspresji genów. Obecnie, dzięki znajomości licznych modyfikacji potrans- 
lacyjnych, z równym powodzeniem mogą one wyjaśniać formowanie się analo­
gicznych układów sterujących aktywnością białek. Samoutrzymujące się wzory 
ekspresji genów lub aktywności białek kształtować mogą także dodatnie sprzężenia 
zwrotne (ryc. Ib). W takim przypadku, system oscyluje między stanem, w którym 
działają obydwa jego elementy (i A, i B) albo nie działa żaden (ani A, ani B).

Powstanie układu dwustabilnego wiąże się z formowaniem dwóch rodzajów 
sprzężeń zwrotnych: dodatniego (ryc. la), podwójnie ujemnego (ryc. Ib), a także z 
wystąpieniem reakcji o charakterze autokatalitycznym. Istnienie samych tylko pętli 
sprzężeń zwrotnych nie gwarantuje osiągnięcia dwustabilności [9]. W systemie pętli 
sprzężeń zwrotnych musi pojawić się nieliniowość, wynikająca z kooperacyjnej, 
„ultrawrażliwej” reakcji enzymów na oddziaływania regulatorów nadrzędnych. Siła 
każdego z obu elementów formujących pętlę sprzężenia zwrotnego musi być zrów­
noważona; jeśli będzie zbyt mocna lub zbyt słaba, doprowadzi jedynie do powstania 
układu jednostabilnego. Osiągnięcie dwustabilności nie gwarantuje jednak 

rcin.org.pl



SYSTEMY REGULACYJNE W CYKLU KOMÓRKOWYM 635

nieodwracalności procesów komórkowych. Układ taki wykazuje zawsze pewien 
stopień histerezy, co oznacza, że jego przełączenie z jednego stanu w drugi jest 
trudniejsze niż utrzymanie go w stanie już zmienionym.

Analiza modularna, obejmująca różne poziomy organizacji biologicznej, począwszy 
od zbiorowisk cząsteczek poprzez systemy komórkowe aż do poziomu całego 
organizmu, a nawet populacji wielogatunkowych - wkrótce stać się może niezbędnym 
narzędziem w poszukiwaniach wyjaśnień funkcjonalnych. Obecnie jest nowym 
wyzwaniem intelektualnym, pomaga w formułowaniu hipotez i ich weryfikacji. Prace 
eksperymentalne nad konstrukcją prostych, sztucznych systemów dwustabilnych 
prowadzone są w laboratoriach wykorzystujących transgenezę komórek bakterii (E. 
coli [11]) i drożdży (5. cerevisiae [2]) o zsekwencjonowanych genomach. Najlepiej 
poznanym, naturalnym systemem białkowym, funkcjonującym w procesie transdukcji 
sygnału jako przełącznik dwustabilny, jest kaskada reakcji aktywowanych kinazą 
MAP (kaskada MAPK; mitogen-activated protein kinase) w oocytach Xenopus laevis 
stymulowanych progesteronem. Kaskada ta uruchamiana jest z chwilą indukcji 
procesu dojrzewania oocytów. Wychodzą one wówczas z długotrwałego stanu bloku 
w fazie G,, kończą pierwszy podział mejotyczny i ponownie zatrzymują się w 
metafazie II podziału mejotycznego, wyposażone w aktywną formę kinazy Cdkl i 
aktywną kinazę p42 MAPK [24], Dojrzewanie oocytów ma charakter nieodwracalny, 
a jego indukcja przebiega zgodnie z zasadą „wszystko, albo nic” [25]. Komórki 
poddane stymulacji hormonalnej albo dojrzewają, pozbawione odtąd możliwości 
rewersji do stanu poprzedniego, albo trwają w stanie niezmienionym. Tak więc, jeden 
z wielu poziomów regulacyjnych, funkcjonujących w kaskadzie MAPK, przekształcać 
musi stopniowo nasilające się działanie bodźcowe progesteronu w reakcję o skutku 
nieodwracalnym, determinującym ostatecznie los komórki.

1.1. System regulacyjny inicjacji mitozy

Rozważania na temat systemów sprzężeń zwrotnych, przeniesione na płaszczyznę 
funkcjonalnej organizacji komórek wyższych Eukaryota, nieuchronnie prowadzić 
muszą do jednego z najbardziej skomplikowanych układów regulacyjnych, już od 
dawna uznawanego za potencjalnie dwustabilny. Potencjalnie, ponieważ kwestii tej 
nie rozstrzygnęły jeszcze ostatecznie dowody eksperymentalne [7], Chodzi o proces 
formowania i aktywacji MPF (M-phase Promoting Factor lub Maturation Promoting 
Factor) - kompleksu cyklinozależncj kinazy Cdkl (cyclin-dependent kinase /, znanej 
także jako Cdc2 oraz p34cjŁ-) z cykliną B, indukującego przejście z interfazy do 
mitozy. Wydaje się rzeczą niemal bezsporną, że sprzężenia zwrotne w biochemicznym 
systemie aktywacji MPF tworzą molekularny aparat przełącznikowy, natomiast 
nieodwracalność przejścia G,—»M jest prawdopodobnie konsekwencją mechanizmu 
jego działania.

Aktywacja MPF to dość dobrze poznany, wieloetapowy proces, rozpoczynający 
się w chwili połączenia enzymatycznie nieaktywnego monomeru kinazy Cdkl z jej 
podjednostką regulatorową - cykliną B (m.in. [18, 33]). Przed rozpoczęciem mitozy, 
w wyniku fosforylacji katalitycznej części Cdkl na treoninie 14 (Tl4) i tyrozynie 15 
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(Y15), kompleks Cdkl-cyklina B utrzymywany jest w stanie nieaktywnym. Inhibicyjne 
fosforylacje Cdkl katalizowane są przez białkową kinazę Weel (fosforylującą Y15) 
oraz Mytl (fosforylującą zarówno Tl4, jak i Y15 [18]). W trzeciej, aktywującej 
fosforylacji uczestniczy kinaza CAK (Cdk activating kinase; kompleks kinazy Cdk7 
i cykliny H) [31]. Przenosi ona grupą fosforanową na treoninę 161 (Tl61), zmieniając 
zarazem konformację kinazy Cdkl w obrąbie tzw. pętli T. Odsłonięta zostaje wówczas 
kieszeń wiążąca ATP, co umożliwia przeniesienie pojedynczej grupy fosforanowej na 
jedną z hydroksylowych grup w białkowym substracie kompleksu MPF. Przejawienie 
się jego właściwości enzymatycznych, bezpośrednio związane z inicjacją mitozy, 
nastąpić może jednak dopiero po defosforylacji kinazy Cdkl przez fosfatazę o 
podwójnej specyficzności - Cdc25C (cyt. za [4]).

Podstawowe właściwości pętli sprzężeń zwrotnych opisanego tu systemu 
regulacyjnego, ujawnione zostały w serii doświadczeń przeprowadzonych na modelu 
cytoplazmatycznych ekstraktów komórek jajowych Xenopus [32], Badania te wykazały, 
że w ekstraktach „interfazowych”, zawierających nieaktywne kompleksy Cdkl-cyklina 
B, szybkość inhibicyjnej fosforylacji Y15 jest wysoka, a tempo defosforylacji - 
stosunkowo niskie. W ekstraktach „mitotycznych”, wyposażonych w aktywne 
kompleksy kinazy Cdkl-cyklina B, tempo inaktywującej fosforylacji tyrozyny 15 w 
cząsteczkach kinazy jest niskie, natomiast szybkość defosforylacji - wysoka. Tak więc, 
w sposób pośredni lub bezpośredni, kompleks MPF pobudza katalityczne właściwości 
swojego aktywatora, formując pętlę dodatniego sprzężenia zwrotnego. Równocześnie 
blokuje działanie własnego supresora, tworząc - tym razem - pętlę sprzężenia 
zwrotnego o charakterze podwójnie-ujemnym. Wyrażając to samo w symbolach 
enzymów katalizujących poszczególne reakcje: aktywacja Cdkl na początku mitozy 
jest efektem jednoczesnego blokowania Weel i Mytl oraz stymulacji Cdc25C.

Aktywacja fosfatazy Cdc25C wiąże się z fosforylacją kilku jej reszt amino- 
kwasowych w N-końcowym odcinku cząsteczki. W procesie tym uczestniczą co 
najmniej dwie kinazy. Jedną z nich jest kompleks Cdkl-cyklina BI (tworząc wraz z 
Cdc25C opisane już dodatnie sprzężenie zwrotne), drugą - Piki (Polo-l_ike kinase 
/). Homolog Płk u Xenopus - Plxl - fosforyluje i aktywuje Cdc25C in vitro i jest 
niezbędnym czynnikiem aktywacji Cdc25C zarówno w komórkach jajowych, jak i 
w bezkomórkowych ekstraktach cytoplazmatycznych [21, 29]. Wszelkie cechy 
prawdopodobieństwa wydaje się więc mieć następujący łańcuch zdarzeń: początkowa, 
być może częściowa aktywacja Cdc25C, dokonująca się prawdopodobnie przy udziale 
Piki, prowadzi do całkowitego zaktywowania kompleksów Cdkl-cyklina B. Pierwsza 
pętla dodatniego sprzężenia zwrotnego może być dodatkowo wzmocniona zdolnością 
MPF do inaktywującej fosforylacji kinaz Weel [22] i Mytl [23].

Aktywacja Cdkl w ekstraktach komórek jajowych Xenopus, a także inicjacja 
mitozy w licznych liniach komórek zwierzęcych prowadzą do kolejnych podwójnie- 
ujemnych sprzężeń zwrotnych, wynikających z pobudzenia katalitycznych funkcji 
kinazy p42 MAPK. Efektem jej aktywacji jest zwolnienie tempa destrukcji cyklin 
[35] i zablokowanie inhibicyjnej wobec Cdkl aktywności kinazy Mytl [26]. 
Przykładem dodatniego sprzężenia zwrotnego jest również stymulacja procesu 
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translacji cyklin pod wpływem aktywacji Cdkl w oocytach Xenopus. Istnieją także 
dowody wskazujące na stymulujące oddziaływanie Cdkl wobec Piki, co tworzy 
kolejny mechanizm potencjalnego sprzężenia zwrotnego [1].

Układ regulacyjny, funkcjonujący przy pomocy systemu pętli sprzężeń zwrotnych, 
prowadzić może do dwustabilności procesu aktywacji kinazy Cdkl [7]. Poziom 
cykliny B stopniowo zwiększa się w trakcie fazy G,, osiągając maksimum w mitozie. 
Synteza coraz większej liczby cząsteczek cykliny B (lub innego bodźca wyzwa­
lającego mitozę) i stopniowy wzrost ich stężenia może „przełączać” komórkę ze 
stabilnego stanu interfazowego (z ufosforylowaną na T14 i Y15, nieaktywną kinazą 
Cdkl, z wyłączoną pod względem czynnościowym kinazą Plx 1 i fosfatazą Cdc25C, 
natomiast aktywnymi kinazami Weel i Mytl), w całkowicie odmienny stan 
mitotyczny (z aktywnymi cząsteczkami: Cdkl, Plxl i Cdc25C, a nieaktywnymi 
kinazami Weel i Mytl). Osiągnięty tą drogą status „mitotyczny” utrzymywać się 
może do chwili, zależnej od kompleksu Cdkl-cyklina B, aktywacji APC/C (ąna- 
phase promoting cpmplex/ęyclosome) - kompleksu promującego anafazę, który 
wymusi ponowne „przełączenie” fizjologii komórki, doprowadzając ostatecznie do 
osiągnięcia stanu interfazowego. Dwustabilność aktywacji Cdc2 stanowiłaby jedno­
cześnie gwarancję rozdzielności fazy G, i mitozy (pozbawionej elementu continuum 
stanów) i nieodwracalności przejścia Cf—>M.

Podczas interfazy kompleksy Cdkl-cyklina BI występują wyłącznie w cytoplazmie 
bądź to w postaci wolnej, bądź w postaci zasocjowanej z siecią mikrotubul i 
centrosomami [3, 17]. W późnej profazie większość z nich ulega gwałtownej 
translokacji do jądra komórkowego, co jest skorelowane w czasie z rozpadem otoczki 
jądrowej [14]. Część kompleksów Cdkl-cyklina BI pozostaje, w profazie, na terenie 
cytoplazmy w formie związanej z dzielącymi się centrosomami [3].

Czy istnieje związek między translokacją kompleksów Cdkl-cyklina BI do jądra 
komórkowego, a procesem ich gwałtownej aktywacji, na początku mitozy? Możliwe 
są dwie, alternatywne odpowiedzi:
(1) aktywacja Cdk 1 następuje w cytoplazmie i jest zjawiskiem całkowicie niezależnym

od jądrowego importu tej kinazy;
(2) aktywacja Cdk 1 jest ściśle uzależniona od importu kompleksów Cdk 1 -cyklina B1 

oraz Cdc25C do jądra komórkowego.
Wyjaśnienie tej kwestii wydaje się bardziej złożone: aktywacja Cdkl jest 

prawdopodobnie niezależna od importu, ale import może wpływać na kinetykę 
procesu aktywacji Cdkl [33].

Odległe już w czasie badania nad komórkami zarodków jeżowców i płazów 
wykazały, że naturalne oscylacje aktywności MPF (przejawiające się zmiennością siły 
oddziaływania czynnika promującego mitozę) nie ulegają zaburzeniom po enukleacji. 
Fizjologiczne wahania aktywności Cdkl obserwuje się także w cytoplazmatycznych, 
bezjądrowych „ekstraktach Xenopus" [13]. W jajowych komórkach rozgwiazd 
aktywacja kinazy Cdkl poprzedza jej import do jądra. Niektóre zjawiska cytoplaz- 
matyczne związane z mitozą (np. podział centrosomów), a uzależnione od 
katalitycznych funkcji kompleksów Cdkl-cyklina BI, następują jeszcze przed migracją 
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cykliny BI do profazowego jądra komórki. Wydaje się więc, że - co najmniej w 
niektórych komórkach - jądrowy import Cdkl nie jest warunkiem jej aktywacji [10].

Istnieją jednak mocne argumenty teoretyczne sugerujące, że skoordynowany import 
cykliny BI i Cdc25C do jądra powinien wspomagać i nasilać proces aktywacji Cdkl. 
Większości z nich dostarczyły matematyczne analizy Ferrella [6, 7], poświęcone 
„ultraczułym”, „bramkującym” przełącznikom molekularnym, których organizacja 
funkcjonalna wykazuje tendencję do preferowania zróżnicowanych reakcji: słabych - w 
odpowiedzi na działanie słabych stymulatorów, natomiast silnych - w odpowiedzi na 
stymulatory efektywne, których siła przekracza określony poziom progowy. Takie właśnie 
cechy mechanizmu przełącznikowego wykazuje system aktywacji Cdkl, który poprzez 
wbudowane weń pętle sprzężeń zwrotnych, eliminuje wpływ słabych induktorów, chroniąc 
komórkę przed zbyt wczesną inicjacją mitozy. Działanie tego mechanizmu wydaje się 
jednak szczególnie istotne w obszarze profazowej, kondensującej chromatyny; aktywacja 
Cdkl jest tam silniejsza, a osiągnięty poziom zaktywowania Cdkl bardziej stabilny. Układ 
regulacyjny, sterujący transportem cykliny BI i Cdc25C do jądra komórkowego, stwarzać 
więc może warunki zwiększające efektywność systemu przełącznikowego, którego 
podstawowym zadaniem jest gwałtowna aktywacja kinazy mitotycznej. Po pierwsze, 
import kompleksów Cdkl-cyklina BI oraz cząsteczek fosfatazy Cdc25C eliminować może 
całą wewnątrzjądrową aktywność kinazy Weel, obniżając jej skuteczność jako inhibitora. 
Efekt ten wzmocniony jest zapewne dodatkowo dominującą w profazie translokacją Weel 
do cytoplazmy. Po drugie, migracja Cdkl - w kierunku przeciwnym - usuwa tę kinazę 
z obszaru działania jej inhibitora cytoplazmatycznego, Mytl [8], Działanie to wiąże się 
nie tylko z blokującą aktywność Cdkl fosforylacją T14 i Y15, ale także z bezpośrednią 
interakcją C-końcowej domeny Mytl, hamującą także inne funkcje Cdkl, niezbędne w 
trakcie przejścia komórki z interfazy do mitozy [25].

2. PUNKTY KONTROLNE CYKLU KOMÓRKOWEGO

Między jednym pokoleniem komórek a drugim, podobnie jak między pokoleniami 
organizmów, istnieje ciągłość. Jej podstawą jest niezwykła wierność przekazu gene­
tycznego - precyzyjne powielanie informacji za sprawą aparatu replikacji DNA oraz 
rozdzielanie dokładnych, kompletnych replik genomu, dzięki sprawności mechanizmów 
mitozy. W jakimś sensie, obie te aktywności realizują więc zadania całkowicie przeciwne. 
Faza S podwaja zawartość DNA, a mitoza dzieli to, co zostało podwojone, między jądra 
potomne. Być może, pierwotne komórki łączyły oba te procesy w jednym stadium swego 
życia, zachowując archetypowy ślad tej pradawnej synchronii w zasadach reprodukcji 
prostych organizmów bakteryjnych. Wzrastająca złożoność genomów stopniowo 
wymuszała przemienność faz, a silna presja selekcyjna w toku ewolucji, przekształcała 
zmiany o charakterze oscylacji w mechanizm wykluczający jednoczesność obu stanów. 
Dlatego też, z reguły, fazowa organizacja cyklu komórkowego u wyższych Eukaryota 
rozdziela replikację jądrowego DNA i mitozę, doskonale synchronizując je zarazem z 
procesami objętościowego wzrostu cytoplazmy [5].
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RYCINA 2. Lokalizacja wybranych punktów kontrolnych w przebiegu cyklu komórkowego

Funkcję nadzorczą nad integralnością genomu pełnią punkty kontrolne cyklu 
komórkowego {celi cycle checkpoints) (ryc. 2). Ich rola polega na nieustannym 
monitorowaniu przebiegu procesów metabolicznych, na kształtowaniu między nimi 
silnych i rygorystycznych zależności. Działanie punktów kontrolnych sprawia, że 
rozpoczęcie mitozy staje się możliwe dopiero po ukończeniu replikacji i naprawy 
DNA. U stosunkowo prostych organizmów, takich jak haploidalne drożdże, funk­
cjonalna sprawność punktów kontrolnych warunkuje przeżycie całego organizmu. 
W organizmach wielokomórkowych, diploidalnych, w tym także u ludzi, nadzór nad 
integralnością genomu jest strategią obrony przed rozwojem nowotworów i przekazem 
chorób o podłożu genetycznym [30].
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2.1. Hartwell i Weinert: Zależności przyczynowo-skutkowe

Szczególnie istotny wkład w poznanie mechanizmów rządzących przebiegiem cyklu 
komórkowego i organizacją jego punktów kontrolnych wniosły badania genetyczne 
prowadzone na dwóch modelach doświadczalnych: drożdżach rozszczepkowych 
(Schizosaccharomyces pombe) i drożdżach pączkujących (Saccharomyces cerevisiae). 
Pod wieloma względami gatunki te są bardzo podobne, a ich mechanizmy 
sensoryczne, wykrywające zaburzenia funkcjonalne, uszkodzenia DNA lub defekty 
replikacyjne, angażują najczęściej białka o znacznej homologii. Jednak szlaki 
biochemiczne komórek S. pombe i 5. cerevisiae różnią się często wręcz zasadniczo. 
Niektóre białka drożdży rozszczepkowych, niezbędne dla sprawnego działania 
punktów kontrolnych, nie mają swoich odpowiedników wśród białek drożdży 
pączkujących. Co więcej, mechanizmy blokujące inicjację mitozy u obu gatunków 
są całkowicie odmienne, ponieważ różne są sposoby podziału ich komórek [30].

Badania mechanizmów genetycznych, sterujących dynamiką proliferacji obu 
gatunków drożdży, a także analizy biochemiczne, w których obiektem badań są 
oocyty Xenopus lub ich cytoplazmatyczne ekstrakty, dostarczają coraz więcej 
argumentów wskazujących na sekwencyjną, a zarazem hierarchiczną organizację 
układów kontrolnych cyklu komórkowego. Organizacja ta sytuuje się więc na dwóch 
płaszczyznach analizy: poziomej i pionowej, które rozłączyć można tylko dla 
uproszczenia wyjaśnień. Po pierwsze, postrzegana jest jako następstwo uporząd­
kowanych, wzajemnie warunkujących się zdarzeń, gdzie każdy z kolejnych etapów 
uzależniony jest od pomyślnej realizacji stadium poprzedzającego [16]. Zapewne 
najprostszym przykładem jest następstwo S-żM: podział jądra (faza M) nie może 
nastąpić przed zakończeniem replikacji (fazy S) i poreplikacyjnej naprawy DNA [30], 
Zazwyczaj jednak, istnienie takich „systemów zależności” (dependent relationships) 
nie jest łatwe do wykazania, nie jest też faktem oczywistym. Ujawniają się one w 
cyklu komórkowym wówczas, gdy zakłócone zostają procesy lub zjawiska o szczegó­
lnie specyficznym charakterze, gdy mutacja przejawi się zablokowaniem ściśle 
określonego zdarzenia, gdy komórki poddane zostaną działaniu czynników chemi­
cznych, zabiegom mikrochirurgicznym lub eksperymentalnie wymuszonemu złączeniu 
(fuzji). I znów, powrócić można do znanego następstwa S—>M: zablokowanie 
replikacji DNA pod wpływem chemicznych inhibitorów (np. hydroksymocznika lub 
afidikoliny) w komórkach bakterii, grzybów, bezkręgowców, kręgowców i roślin, 
blokuje zarazem podział jądra, a w konsekwencji także cytokinezę [16].

Pamiętać należy, że punkt kontrolny cyklu komórkowego jest jednocześnie 
określonym szlakiem biochemicznym, wyposażonym w elementy sensoryczne - 
wykrywające zaburzenia strukturalne, elementy przekaźnikowe - transmitujące sygnał 
o uszkodzeniu lub nieprawidłowej funkcji oraz elementy efektorowe [19]. Pomiędzy 
odrębnymi procesami punkty kontrolne ustanawiają zależności przyczynowo-skutkowe 
[16, 27] oraz związki o charakterze sprzężeń zwrotnych [5]. Ich efektywność 
przejawia się głównie w spowolnieniu lub całkowitym zablokowaniu cyklu komór­
kowego do momentu pojawienia się sygnałów informujących o zrealizowaniu 
procesów metabolicznych umożliwiających dalszy, prawidłowy już przebieg kolejnych 
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etapów interfazy lub mitozy. Końcowymi elementami w łańcuchu zdarzeń induko­
wanych przez te sygnały są zjawiska wyzwalane aktywnością kompleksów Cdk- 
cyklina, które są zarówno czynnikami wykonawczymi - „efektorami” punktów 
kontrolnych, jak i kluczowymi regulatorami zjawisk zachodzących w przejściowych 
stadiach cyklu komórkowego [5], Modele opisujące funkcje punktów kontrolnych 
nie są więc - w zasadzie - niczym innym, jak tylko próbą wyjaśnienia wzajemnych, 
molekularno-biochemicznych uwarunkowań, sterujących następstwem głównych 
zjawisk obserwowanych w przebiegu interfazy i mitozy.

Jakie zasady decydują w komórce o ukształtowaniu się takiej, a nie innej 
sekwencji zdarzeń? Czy uporządkowanie to wynika - po prostu - z istnienia 
mechanizmów kontrolnych, „wymuszających” określoną kolejność procesów? Nie 
ulega wątpliwości, że znaczna część tych procesów wiąże się z konstrukcją 
olbrzymich kompleksów makrocząsteczek, a ich montaż jest swoistym przejawem 
morfogenezy molekularnej. Uporządkowanie nawet bardzo skomplikowanych serii 
takich zdarzeń wynikać może z charakterystyki elementów tworzących większą 
całość, z ich cech własnych (immanentnych), „wewnętrznych” {intrinsic), a nie z 
„zewnętrznych” {extrinsic) oddziaływań, w których pośredniczą mechanizmy 
kontrolne. Hartwell i Weinert [16] określają takie uporządkowanie jako zależność 
typu „substrat-produkt” (ryc. 3).

RYCINA 3. Hipotetyczne oddziaływania wewnętrzne (Z/jZ/v/wzc; szlak A—>B—>C—>D) oraz zewnętrzne 
(extrinsic; elementy składowe: E, F, G, H, 1, J, K, L, M) w regulacji przejścia S—>M. Oddziaływania 
wewnętrzne tworzą uporządkowanie typu „substrat-produkt”; zależności takie mogą być także elementami 
szlaków kontrolnych zewnętrznych wobec głównego ciągu zdarzeń A-D (na podstawie tekstu [16], 
rysunek oryginalny)
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Sekwencje zdarzeń w cyklu komórkowym mogą być nie tylko efektem podpo­
rządkowania regule „substrat-produkt”. Jej działanie przejawia się na przykład wtedy, 
gdy zreplikowane chromosomy pełnią rolę „substratów” mitozy (ryc. 3 A-B-C-D). 
Procesy kondensacji i separacji chromosomów stają się wówczas „produktami” 
wcześniejszej replikacji DNA. Jeśli jednak zależność S—»M jest odpowiedzią na 
obecność inhibitora mitozy (aktywowanego w komórkach zawierających chromosomy 
niezreplikowane; ryc. 3 A-E-F-B), to uwarunkowanie nabiera cech typowych dla 
mechanizmu kontrolnego. Równie skutecznie zależność tego typu wyzwolić może 
aktywator, pojawiający się w odpowiedzi na sygnał o zakończonej biosyntezie DNA 
(ryc. 3 A-G-H-I-C). W takim przypadku jednak, odróżnienie przyczynowo-skut­
kowego związku „substrat-produkt” od reakcji na działanie aktywatora jest szcze­
gólnie trudne [16].

2.2. Elledge: Systemy sprzężeń zwrotnych

Analizując organizację złożonych układów regulacyjnych dąży się do poznania 
ich składników, próbując zarazem uzasadniać istniejące między nimi relacje. W 
analizach funkcjonalnej organizacji punktów kontrolnych cyklu komórkowego 
perspektywę wyznacza następstwo zdarzeń. To sekwencyjność powiązań sprawia, 
że każda zmiana w łańcuchu procesów metabolicznych „stawia pod znakiem 
zapytania” powodzenie całości programu. Według Elledge’a [5] punkty kontrolne to 
- w istocie - biochemiczne systemy, konserwatywne szlaki regulacyjne sterujące 
kolejnością zdarzeń i nadzorujące czas ich trwania. Dzięki nim replikacja DNA i 
mitotyczna segregacja chromosomów realizowane są z zachowaniem niezbędnej 
dokładności.

Semantycznie, termin „punkt kontrolny” - „checkpoint", kieruje uwagę zarówno 
na miejsce - granicę, jak i funkcję - badanie sprawdzające. Dualizm taki może jednak 
mylić, sugerować, że punkt kontrolny nie jest niczym więcej niż tylko określonym 
momentem cyklu komórkowego, lub przejściem z jednej fazy do drugiej. Znacznie 
bliższa rzeczywistym funkcjom punktu kontrolnego jest definicja odwołująca się do 
organizacji szlaku biochemicznego o ściśle określonej roli - ustanawianiu zależności. 
Punkt kontroli uszkodzeń DNA jest więc mechanizmem wykrywającym defekty w 
cząsteczkach DNA, ale także generującym sygnały blokujące cykl komórkowy w 
fazie Gp ograniczającym dynamikę przebiegu fazy S lub zatrzymującym komórki 
w fazie G2. Punkt kontrolny indukuje ponadto transkrypcję genów odpowiedzialnych 
za naprawę DNA, jeśli zaś skala uszkodzeń jest zbyt duża - inicjuje szlak progra­
mowanej śmierci komórki lub apoptozy. Tak więc, pozycja punktu kontrolnego zależy 
w tym przypadku od fazy, w której wystąpił defekt struktury, natomiast utrata jego 
funkcji może, lecz nie musi, przejawić się bezpośrednimi konsekwencjami na poziomie 
organizmu [5].

Sekwencja zdarzeń w cyklu komórkowym jest łańcuchem jednokierunkowych 
przejść - zmian między jednym stanem a drugim. Zakończenie procesów związanych 
z aktywnością stanu „a” zmienia się w nową aktywność stanu „b”, dostosowaną 
do zadań tworzących warunki, które umożliwią - z kolei - przejście w kolejny stan 

rcin.org.pl



SYSTEMY REGULACYJNE W CYKLU KOMÓRKOWYM 643

RYCINA 4. Modelowy szlak genetyczny ukazujący mechanizmy wewnętrzne (intrinsic) i zewnętrzne 
(extrinsic) punktu kontrolnego wg Elledge'a [5] (schemat zmodyfikowany). Litery oznaczają procesy 
zachodzące w cyklu komórkowym. Strzałki wskazują na kolejne reakcje aktywujące. Wewnętrzny 
mechanizm punktu kontrolnego sprawia, że zjawisko „c” realizowane jest przed wydarzeniem „e”. Po 
zakończeniu procesu „c” wysyłany jest sygnał wyłączający inhibicyjne oddziaływanie związane ze 
zdarzeniem „b”, co umożliwia - z kolei - ukończenie procesu „e”. Działanie mechanizmu zewnętrznego 
jest aktywowane po wykryciu uszkodzeń DNA lub błędów w strukturze wrzeciona podziałowego; 
symbole obrazujące jego funkcjonowanie umiejscowiono arbitralnie podczas przejścia z „d” do „e”, ale 
mogą funkcjonować także blokując np. przejście z „b” do „c”. Mechanizm zewnętrzny korzystałby 
wówczas z funkcji mechanizmu wewnętrznego, blokując cykl komórkowy. Mutacje w obrębie które­
gokolwiek ze szlaków - zewnętrznego lub wewnętrznego - prowadzą do defektu punktu kontrolnego

„c”. To typowa zależność „substrat-produkt” z koncepcji Hatwella i Weinerta [16]. 
Jak wierny, systemy zależności wynikać mogą także z funkcji dodatnich i ujemnych 
sprzężeń zwrotnych. Wydaje się też, że właśnie sprzężenia zwrotne kształtują typowe 
układy regulacyjne, a ich rola nadzorcza w cyklu komórkowym polega przede 
wszystkim na kontroli stanu metabolicznego, zanim rozpocznie się kolejne stadium 
przejściowe (ryc. 4).

Istnieją dwie klasy układów regulacyjnych. Układy wewnętrzne (intrinsic), o 
charakterze konstytutywnym, porządkują zdarzenia immanentnie związane z prze­
biegiem cyklu komórkowego. Działanie układów zewnętrznych (extrinsic) ujawnia 
się pod wpływem czynników indukujących; są one angażowane tylko wówczas, gdy 
zostaną wykryte uszkodzenia [5], Układy należące do każdej z tych klas korzystać 
mogą, po części, z tych samych szlaków biochemicznych. Poznanie ich funkcji jest 
szczególnie ważne, monitorują bowiem zarówno przebieg procesu replikacji DNA, 
jak i segregacji chromosomów. Zaburzenia w organizacji tych układów regulacyjnych 
obniżają potencjał reprodukcyjny organizmów jednokomórkowych, a u wieloko­
mórkowych prowadzić mogą do niekontrolowanej proliferacji i rozwoju raka.

Użycie terminu „punkt kontrolny” jest odniesieniem do określonego podzbioru 
wewnętrznych i zewnętrznych mechanizmów regulacyjnych, tworzących związki 
uzależniające procesy późniejsze od realizacji wcześniejszych. Związki te nie są 
wynikiem „pokrewieństwa” biochemicznego. Chociaż tak sformułowana definicja 
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może mieć szersze zastosowanie (np. przy opisie procesów rozwoju organizmów 
wielokomórkowych), jej pierwotne, najbardziej użyteczne znaczenie nieodłącznie wiąże 
kontrolę zdarzeń przejściowych w cyklu komórkowym z „molekularną logiką 
przewidywania” oraz promocji kolejnych stadiów interfazy i mitozy [5],
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TRIPLE-STRANDED DNA AND ITS APPLICATIONS

Maja KŁOSIŃSKA, Janusz BŁASIAK

Katedra Genetyki Molekularnej, Uniwersytet Łódzki

Streszczenie: Trójniciowy DNA może powstawać w wyniku specyficznych sekwencyjnie oddziaływań 
dwuniciowego DNA z jednoniciowymi oligonukleotydami nazywanymi TFO. Istnieje wiele potencjal­
nych zastosowań strategii indukcji struktur trójniciowych przez te cząsteczki. Umożliwiają one specy­
ficzne blokowanie sekwencyjnie replikacji oraz regulację ekspresji genów przez hamowanie transkryp­
cji. Szczególnie obiecująca, ze względu na potencjalne możliwości zastosowania w terapii genowej, 
jest zdolność TFO do wprowadzania mutacji do genomowego DNA oraz indukcji homologicznej re­
kombinacji. Nim jednak będzie można wykorzystać TFO i ich analogi w praktyce, konieczne jest prze­
prowadzenie szeregu badań.

Słowa kluczowe: trójniciowy DNA, oligonukleotydy tworzące struktury trójniciowe, 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 TRÓJNICIOWEGO DNA

Trójniciowy DNA został opisany zaledwie cztery lata po ogłoszeniu struktury 
podwójnej helisy DNA [23]. Trójniciowy DNA może powstawać w obrębie traktów 
purynowo-pirymidynowych i składa się z dwuniciowego DNA oraz położonej w jego 
większym rowku trzeciej nici [25]. Zasady azotowe wchodzące w jej skład tworzą 
po dwa wiązania Hoogsteena z nicią purynową podwójnej helisy. Ponieważ 
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pirymidyny mogą, oprócz klasycznych wiązań Watsona-Cricka, tworzyć tylko jedno 
wiązanie Hoogsteena, nie biorą udziału w wiązaniu trzeciej nici [66]. Trzecia nić 
może się składać albo z pirymidyn, albo z puryn, gdyż purynowa nić podwójnej 
helisy wiąże się zarówno z jednym, jak i z drugim rodzajem zasad azotowych. Na 
tej podstawie można podzielić struktury trójniciowe DNA na typy: Pir • Pur • Pir, 
gdzie trzecia nić zawiera pirymidyny i Pir • Pur • Pur, w której składa się ona z 
puryn [66]. W pierwszym przypadku nić pirymidynowa układa się w większym rowku 
dupleksu równolegle do nici purynowej, a jej zasady azotowe tworzą z nią wiązania 
Hoogsteena. Powstające trójki zasad to T.A:T i C.G:C, a pojedyncza kropka oznacza 
wiązanie Hoogsteena, dwukropek - wiązanie Watsona-Cricka. W drugim, nić 
purynowa tworzy odwrotne wiązania Hoogsteena antyrównolegle z nicią purynową 
dupleksu, a trójki zasad to A.A:T i G.G:C [24, 44], Ponieważ kombinacje 
nukleotydów w strukturach trójniciowych nie są dowolne, trzecia nić wiąże się z 
traktem purynowo-pirymidynowym w sposób specyficzny sekwencyjnie [25].

Trójniciowy DNA można klasyfikować również na podstawie pochodzenia trzeciej 
nici. Może ona stanowić odrębną cząsteczkę (wówczas tworzą się tripleksy między- 
cząsteczkowe) lub fragment tej samej cząsteczki (tripleksy wewnątrzcząsteczkowe). 
Zwykle tripleksy wewnątrzcząsteczkowe powstają w obrębie sekwencji zawierających 
trakty pirymidynowo-purynowe z symetrią zwierciadlaną, czyli taką, która odczyty­
wana w kierunku zarówno 5’, jak i 3’ jest taka sama. Sekwencje takie tworzą 
tripleksy w wyniku zagięcia DNA w połowie sekwencji zwierciadlanej, jego 
rozplecenia i wniknięcia jednej z nici (pełniącej funkcję trzeciej nici) w większy rowek 
podwójnej helisy, nić komplementarna do niej pozostaje niesparowana [40], W 
tworzeniu struktury trójniciowej może uczestniczyć zarówno purynowa, jak i 
pirymidynowa nić traktu. Najpierw odkryto tripleks Pir • Pur • Pir, powstający przy 
podwyższonym stężeniu H+ ze względu na konieczność protonacji cytozyny i z tego 
względu nazwany H-DNA [46]. Utworzenie Pir • Pur • Pur nie wymaga kwaśnego 
środowiska, lecz obecności jonów wielowartościowych, dla odróżnienia od H-DNA 
formę tą nazwano H*-DNA  [5]. Tripleksy międzycząsteczkowe natomiast tworzą 
się, gdy jednoniciowy oligonukleotyd o odpowiedniej sekwencji, będący odrębną 
cząsteczką, wiąże się z purynowo-pirymidynowym dupleksem DNA [66].

2. ZASTOSOWANIE TRIPLEKSÓW DNA

2.1. Ogólna charakterystyka TFO i PNA

Trójniciowy DNA może powstawać w wyniku oddziaływania dupleksu 
z oligonukleotydami nazywanymi TFO (triplex forming oligonucleotide) [39]. Te 
10-30-nukleotydowe cząsteczki specyficznie wiążą się przez większy rowek z 
dwuniciowym DNA w obrębie traktów polipurynowo-polipirymidynowych. Trakty 
te są często spotykane w regionach regulacyjnych genów [44]. Ponieważ TFO tworzą 
stabilne struktury trójniciowe, potencjalnie możliwe jest opracowanie metod 
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wykorzystania ich do specyficznego regulowania aktywności wybranych genów, 
umożliwiając blokowanie ich ekspresji oraz modyfikację sekwencji przez miejscowo 
specyficzną mutagenezę lub indukcję rekombinacji [38, 51, 54, 74]. Niestety, 
chemiczne właściwości tych cząsteczek i warunki panujące w żywych komórkach 
znacznie ograniczają możliwości stosowania ich in vivo. TFO mają ujemny ładunek, 
wobec czego z trudem wiążą się z ujemnie naładowanym dupleksem DNA przy 
fizjologicznym stężeniu Mg2+ [7, 60], TFO składające się z pirymidyn wiążą się 
z sekwencjami docelowymi głównie przy pH niższym (< 4,5) niż komórkowe, gdyż 
do utworzenia jednego z wiązań Hoogsteena konieczna jest protonacja cytozyny [3]. 
Z kolei w obrębie nici purynowych bogatych w guaninę mogą tworzyć się kwartety 
przy fizjologicznych stężeniach K+, co wyklucza oddziaływanie z sekwencją docelową 
i powstawanie struktury trójniciowej [2], Jeśli koniec 3’ TFO nie jest odpowiednio 
zmodyfikowany, nukleazy rozpoznające jednoniciowy DNA degradują cząsteczkę, 
nim dotrze do sekwencji docelowej [1]. Ponadto, wydajność wiązania TFO z DNA 
chromosomowym jest ograniczona ze względu na obecność nukleosomów. Sekwencje 
DNA związane z histonami nie są dla TFO dostępne [8]. Stwierdzono również 
hamowanie powstawania nukleosomów w obrębie fragmentów DNA związanych z 
TFO, co świadczy o współzawodnictwie między nimi a białkami [17,79]. Struktura 
chromatyny zmienia się w trakcie transkrypcji, więc łatwiej dostępne dla TFO są 
sekwencje aktywnie transkrybowane [48].

Przynajmniej część z trudności w specyficznym indukowaniu trójniciowych 
struktur DNA in vivo można pokonać poprzez stosowanie modyfikowanych 
oligonukleotydów. Bardzo obiecujące jako czynnik umożliwiający specyficzne 
sekwencyjnie wiązanie DNA oraz jako leki modyfikujące ekspresję genów są 
peptydowe analogi kwasów nukleinowych (peptide nucleic acid, PNA). Są one 
odpowiednikami oligonukleotydów zawierającymi zasady azotowe występujące w 
DNA, jednak zamiast ujemnie naładowanego fosfocukrowego mają neutralny szkielet 
poliamidowy (białkopodobny) [29, 56]. PNA tworzą z DNA nietypowe struktury 
trójniciowe - dwie homopirymidynowe cząsteczki PNA powodują dyslokację nici 
pirymidynowej dupleksu DNA i wiążą się z jego nicią purynową. Tak powstałe 
struktury cechują się dużą stabilnością [56]. PNA nie tylko tworzą trwalsze struktury 
trójniciowe z DNA, są one również o wiele stabilniejsze in vivo niż zwykłe 
oligonukleotydy, co zwiększa szansę na ich zastosowanie jako leki [25].

2.2. Zastosowania tripleksów DNA in vivo

Specyficzność sekwencyjną wiązania TFO i ich analogów z DNA oraz stabilność 
powstających w ten sposób struktur trójniciowych umożliwia ich wykorzystanie na 
wiele sposobów. Strategię indukcji tripleksów DNA można stosować w regulacji 
ekspresji wybranych genów przez przyłączenie TFO do ich sekwencji regulacyjnych, 
co blokuje inicjację transkrypcji, lub do innego odcinka w obrębie danego locus, co 
utrudnia elongację [43], Strategia ta okazała się skuteczna w hamowaniu replikacji 
DNA [14]. Obecnie wydaje się, że wydajniejsze metody regulacji ekspresji genów 
oparte są na niedawno opisanym zjawisku wyciszania RNA (RNAi - RNA 
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interference) [72], Oligonukleotydy tworzące z DNA struktury trójniciowe można 
jednak, w przeciwieństwie do RNAi, wykorzystać do wprowadzania dziedzicznych 
zmian w sekwencji zasad azotowych. Mogą one służyć do miejscowo specyficznej 
chemicznej modyfikacji wybranych genów, a nawet do indukowania homologicznej 
rekombinacji DNA [43]. Ta obiecująca metoda ma wiele potencjalnych zastosowań 
wymagających dalszych badań.

2.2.1. Modyfikacje chemiczne DNA

Specyficzność sekwencyjna TFO i PNA umożliwia ich wykorzystanie w ukie­
runkowanej mutagenezie. Wybrane fragmenty DNA w wyniku ich działania ulegają 
nieodwracalnym zmianom, wobec czego TFO uznawane są za potencjalne leki, 
również antywirusowe [4]. Istnieją szanse wykorzystania ich w terapii genowej 
niektórych chorób. Do wprowadzania modyfikacji sekwencji DNA stosuje się 
najczęściej TFO z przyłączonymi cząsteczkami mutagennymi, TFO zapewniają 
specyficzność sekwencyjną działania mutagenów. Jedną z częściej stosowanych 
cząsteczek mutagennych jest psoralen, fotouczulacz, który po naświetleniu UV o 
długości fali 365 nm wprowadza kowalencyjne wiązania krzyżowe do sekwencji 
docelowej, wysoce mutagenne w komórkach eukariontów [32, 37, 67, 74],

Skuteczność metody wykorzystującej TFO połączone z psoralenem stwierdzono 
w doświadczeniach in vitro, gdzie wprowadzano przy ich pomocy mutacje w obrębie 
genu reporterowego supF w wektorze SV40 [37]. Potwierdzono również jej 
skuteczność in vivo [74]. Do komórek ssaczych wprowadzano wektor SV40 
zawierający zmodyfikowany gen supF (supFGl, z. dołączoną sekwencją polipu- 
rynową), po czym transfekowano je specyficznymi TFO połączonymi z psoralenem. 
Stwierdzone mutacje niewątpliwie związane były z tworzeniem się trójniciowych 
struktur DNA, gdyż modyfikacje sekwencji docelowej znosiły ich powstawanie [4, 
74], Ponadto obserwowane zmiany w DNA odpowiadały spektrum mutacyjnemu 
psoralenu [4]. Mutacje powstawały z częstością 1-2%, niższą niż obserwowana in 
vitro (6-7%), przy czym były to głównie transwersje A—>T i T—>A [74], Podobne 
doświadczenia wykonano na komórkach drożdżowych, gdzie modyfikacja genu 
reporterowego zachodziła z jeszcze mniejszą wydajnością [4]. Niższa częstość mutacji 
in vivo związana jest z faktem konieczności pokonania przez TFO szeregu barier, 
między innymi muszą one zostać pobrane przez komórki i przetransportowane do 
jądra komórkowego, ponadto warunki tam panujące nie są optymalne dla ich wiązania 
z sekwencją docelową.

Niska częstość mutacji indukowanych przez TFO połączone z psoralenem jest 
związana również z działaniem komórkowych systemów naprawy DNA. W 
komórkach ssaków addukty psoralenu są usuwane przez wycinanie nukleotydów 
(NER) [64]. Zmiany wprowadzane do DNA przez krótkie TFO związane 
z psoralenem są stosunkowo efektywnie naprawiane, natomiast TFO powyżej 30 
nukleotydów przekraczają długością rozmiar fragmentu DNA wycinanego przez NER, 
blokując naprawę uszkodzeń wprowadzanych przez psoralen [73].

rcin.org.pl



TRÓJN1C10WY DNA I JEGO ZASTOSOWANIA 651

Mimo że stwierdzono skuteczność miejscowo specyficznej mutagenezy z udziałem 
TFO związanych z psoralenem, jej wykorzystanie u organizmów wielokomórkowych 
wydaje się mało prawdopodobne. Trakty homopurynowo-homopirymidynowe o 
długości powyżej 30 nukleotydów nie są tak powszechne jak krótsze odcinki, co 
zmniejsza ilość potencjalnych sekwencji docelowych. Ponadto, metoda ta wymaga 
aktywacji psoralenu światłem UV, co nie jest możliwe in vivo u wielokomórkowców.

By zwiększyć częstość mutacji i ograniczyć efektywność naprawy przy zasto­
sowaniu krótszych cząsteczek TFO, należałoby wprowadzić do sekwencji docelowej 
określone uszkodzenia, takie jak pęknięcia obydwu nici DNA, będące jednym ze 
skutków ekspozycji na promieniowanie jonizujące [78]. Pęknięciom tym towarzyszą 
modyfikacje i/lub utrata zasad azotowych w sąsiedztwie końców przerwanych nici. 
Efekt działania promieniowania jonizującego można uzyskać stosując radionuklidy 
o odpowiednim typie rozpadu umieszczone w pobliżu DNA. TFO znakowane 
radionuklidem l25I powodują in vitro powstawanie dwuniciowych pęknięć DNA w 
obrębie sekwencji docelowej z dużą efektywnością [53, 58]. Pęknięcia te okazały 
się wysoce mutagenne w ludzkich fibroblastach, przy czym częstość mutacji była 
wielokrotnie większa niż uzyskana dla TFO związanych z psoralenem. Niestety, mimo 
tak obiecujących wyników długi czas połowicznego rozpadu l25I oraz odbiegające 
od fizjologicznych warunki doświadczeń wykluczają zastosowanie tej metody in vivo. 
Opracowanie zmodyfikowanych oligonukleotydów stabilizujących strukturę tripleksu 
in vivo w połączeniu z zastosowaniem radionuklidów o krótszym czasie półtrwania 
być może umożliwi wykorzystanie jej w przyszłości.

Miejscowo specyficzna mutageneza jest możliwa także, gdy TFO nie są związane 
z cząsteczką mutagenu. Same oligonukleotydy również przyczyniają się do wzrostu 
częstości mutacji w sekwencji docelowej. Prawdopodobnie przyczyną tego zjawiska 
jest fakt rozpoznawania przez system naprawy NER struktur trójniciowych i 
uznawania ich za uszkodzenia DNA [65]. Ważną rolę odgrywa w NER białko RPA 
(replication protein A), biorące udział w naprawie, replikacji i rekombinacji DNA 
[81]. Rozpoznaje ono struktury trój ni ci owe jako zniekształcenia helisy i wiąże się z 
nimi. Razem z XPA {xeroderma pigmentosum complementation group A) tworzą 
kompleks rozpoznający uszkodzenia DNA w szlaku naprawy NER. XPA-RPA 
prawdopodobnie pomaga w rekrutacji innych elementów tego szlaku, co prowadzi 
do usunięcia tripleksu i w przypadku błędów naprawy do powstania mutacji [70].

Wzrost częstości mutacji wybranej sekwencji po wprowadzeniu niepołączonych 
z mutagenem TFO zaobserwowano między innymi w trakcie badań na komórkach 
ssaków. Wykorzystano w nich wektor SV40 zawierający gen reporterowy supFGl, 
który wprowadzono do tych komórek [75]. Związek indukcji mutacji i systemu 
naprawy NER podkreśla fakt braku wzrostu ich częstości w komórkach linii 
defektywnych pod względem XPA bądź CSB, białka biorącego udział w naprawie 
DNA sprzężonej z transkrypcją [75].

Skuteczność stosowania TFO niezwiązanych z innymi cząsteczkami w muta- 
genezie stwierdzono w komórkach somatycznych dorosłych myszy. Zwierzęta miały 
w chromosomach zintegrowaną kopię genu reporterowego supFGl, zawierającą 
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sekwencję docelową dla TFO. TFO natomiast składały się z 30 nukleotydów (czyli 
były na tyle długie, by utrudniać NER) oraz zawierały modyfikację (grupę 
propanolaminową po stronie 3’) chroniącą je przed degradacją przez egzonukleazy. 
Oligonukleotydy te wstrzykiwano myszom dootrzewnowo przez 5 dni, po czym po 
upływie kolejnych 10 dni zbadano ich tkanki na obecność mutacji [71]. Wykryto 
pięciokrotny wzrost częstości mutacji w genie reporterowym w tkankach myszy. 
Ponieważ udało się w sposób specyficzny wprowadzić zmiany w sekwencji DNA 
w komórkach dorosłych zwierząt, istnieje nadzieja na wykorzystanie tej metody w 
terapii genowej u ludzi.

2.2.2. Hamowanie transkrypcji i replikacji

TFO i ich analogi nie tylko stymulują systemy naprawy, mogą również zaburzać 
transkrypcję i replikację. Hamowanie transkrypcji jest skuteczniejsze wówczas, gdy 
sekwencje docelowe znajdują się w regionach regulatorowych danego genu [43]. Jest 
to związane z zablokowaniem wiązania białek transkrypcyjnych do sekwencji 
wchodzących w skład struktury trójniciowej [50, 52, 57]. TFO mogą zapobiegać 
tworzeniu się aktywnego kompleksu inicjacyjnego, co stwierdzono w trakcie badań 
z wykorzystaniem promotora ludzkiego genu c-myc oraz promotora genu kodującego 
metalotioneinę, w obrębie którego oligonukleotyd homopirymidynowy, po związaniu 
się ze swą sekwencją docelową, blokował przyłączenie się czynnika transkrypcyjnego 
Spl, znacznie zmniejszając efektywność inicjacji transkrypcji [6, 9, 49, 50], Badania 
in vivo potwierdziły te wyniki [33, 42],

Zatrzymanie kompleksu elongacyjnego poprzez zastosowanie TFO, dla których 
sekwencja docelowa leżałaby poza obrębem promotora, jest o wiele trudniejsze niż 
blokowanie inicjacji transkrypcji. Naturalne oligonukleotydy prawdopodobnie nie 
tworzą na tyle stabilnych tripleksów, by uniemożliwić dalszą elongację transkryptu 
[19]. Zahamowanie elongacji jest jednak możliwe dzięki wykorzystaniu analogów 
oligonukleotydów mających szkielet zawierający połączenia N3’-P5’ fosforamidowe, 
uznanych za najskuteczniejsze inhibitory syntezy RN A in vitro, bądź PN A [26]. 
Skuteczność ich działania stwierdzono zarówno in vitro, jak i in vivo [16, 19, 20, 
27]. Transkrypcyjna elongacja ulega zahamowaniu poprzez mechaniczne zatrzymanie 
polimerazy, dla której struktura trójniciowa stanowi zawadę przestrzenną. Zmody­
fikowane oligonukleotydy mogą w ten sposób hamować polimerazę RNA II i III 
[13, 30, 47, 82],

TFO i PNA mogą przyczyniać się nie tylko do hamowania transkrypcji, ale 
również do zwiększania ekspresji genów. Mogą one współzawodniczyć z białkami 
represorowymi transkrypcji o związanie z sekwencją docelową. Przyłączenie do niej 
TFO lub PNA blokuje wiązanie się represora i umożliwia ekspresję genu [55]. 
Ponadto, transkrypcję stymulować może przyłączenie PNA w obrębie sekwencji 
promotorowej genu, gdyż tworząc z DNA strukturę trójniciową powoduje on 
dyslokację jednej z nici, udostępniając ją białkom transkrypcyjnym. Jeśli nicią tą 
jest nić matrycowa, to następuje stymulacja ekspresji genu [76].
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Niektóre mechanizmy hamowania transkrypcji poprzez tworzenie struktur 
trójniciowych są przedstawione na rycinie 1.

Strategia użycia tripleksów DNA, dość skuteczna w przypadku hamowania 
transkrypcji, może być zastosowana również w miejscowo specyficznym blokowaniu 
replikacji [14]. TFO po związaniu z sekwencjami docelowymi zatrzymują nie tylko 
polimerazy RNA, lecz również kilka polimeraz DNA (in vitro) [28, 35, 63]. 
Replikacja ulega zahamowaniu wówczas, gdy polimeraza DNA napotka strukturę 
trójniciową, stanowiącą dla niej zawadę przestrzenną, a także wówczas, gdy w skład 
tripleksu wchodzi starter syntezy DNA [34], Możliwe mechanizmy hamowania 
replikacji przez TFO zostały przedstawione na rycinie 2. Trójniciowy DNA nie jest 
ponadto rozplatany przez uczestniczące w replikacji helikazy [59]. Skuteczne w 
blokowaniu replikacji in vivo okazały się TFO związane z psoralenem oraz PN A, 
natomiast analogi TFO, N3’-P5’ oligofosforamidy, które efektywnie hamowały 
transkrypcję, nie wpływały na replikację [14].

Stosowanie TFO i PNA do regulacji ekspresji genów i hamowania replikacji 
napotyka te same trudności, co w przypadku miejscowo specyficznej mutagenezy. 
Skuteczniejszymi narzędziami specyficznego wyciszania genów są krótkie interferujące 
RNA (siRNA, short interfering RNAs) (przegląd [41]). Ich sekwencje docelowe mogą 
mieć dowolny skład, w przeciwieństwie do TFO, które łączą się jedynie z traktami 
homopurynowo-homopirymidynowymi DNA, ponadto uzyskana dzięki nim wydajność 
tłumienia ekspresji genów jest dużo większa niż w przypadku TFO.

2.2.3. Indukcja rekombinacji

Szczególnie obiecujące, między innymi dla celów terapeutycznych, jest wyko­
rzystanie strategii tripleksów do indukowania miejscowo specyficznej rekombinacji 
[21], Mimo że opracowano skuteczne metody dostarczania wybranych genów do 
komórek ssaków, częstość spontanicznej rekombinacji homologicznej z wpro­
wadzonymi fragmentami DNA jest niska [36], Najczęściej ulegają one integracji z 
DNA chromosomowym w sposób niehomologiczny, przez co trudno regulować 
ekspresję znajdujących się w ich obrębie genów. Częstość rekombinacji można 
zwiększyć wykorzystując promieniowanie UV, niektóre czynniki rakotwórcze oraz 
związki fotoreaktywne, takie jak psoralen [62, 69, 77]. Metody te nie zapewniają 
jednak specyficzności sekwencyjnej koniecznej w terapii genowej, a większość z nich 
nie może być stosowana w organizmach. Aby umożliwić stosowanie terapii genowej 
oraz innych metod wykorzystujących rekombinację homologiczną w celu wymiany 
lub modyfikacji genów w praktyce, konieczne jest opracowanie metod zwiększenia 
częstości i specyficzności jej zachodzenia.

TFO wiążą się z DNA w sposób specyficzny sekwencyjnie, stymulują systemy 
naprawy oraz przyczyniają się do wzrostu częstości rekombinacji, stanowią więc 
potencjalne narzędzie jej specyficznej indukcji. Stwierdzono między innymi skute­
czność TFO połączonych z czynnikami trawiącymi DNA, które poprzez wprowa­
dzanie dwuniciowych pęknięć stymulowały rekombinację [83], TFO, związane z 
innymi cząsteczkami, przykładowo psoralenem oraz niezwiązane, również zdolne są
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RYCINA 1. Hamowanie transkrypcji przez struktury trójniciowe. Wiązanie TFO w obszarze promo- 
torowym może hamować wiązanie aktywatora, podstawowych czynników transkrypcyjnych, w tym 
polimerazy RNA, lub zaburzać elastyczność DNA, prowadząc do zmiany oddziaływania pomiędzy 
aktywatorem a pozostałymi składnikami kompleksu transkrypcyjnego. Symbole puste oznaczają miejsca 
niezwiązane, symbole wypełnione - miejsca zajęte (związane) (na podstawie [84], zmodyfikowano)

do indukcji tego procesu. Utworzona z ich udziałem struktura trójniciowa może 
powodować powstanie struktur zawierających pęknięte nici skłonne do rekombinacji, 
co potwierdzono doświadczalnie [21], Wykorzystano w tym celu wektor skonstru­
owany na podstawie genomu wirusa SV40, zawierający dwie zmutowane kopie genu 
reporterowego supF, pomiędzy którymi znajdowała się sekwencja docelowa dla TFO.
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RYCINA 2. Tworzenie wewnątrzcząsteczkowego tripleksu w obszarze DNA podlegającym replikacji 
może hamować ten proces. Widełki replikacyjne mogą osiągać tripleks z dwóch kierunków - z jednego 
polimeraza DNA napotyka wpierw pętle jednoniciową (dół) i może przemieścić trzecią nić ze struktury 
tripleksu lub zostanie przez tę strukturę zatrzymana. Gdy polimeraza DNA zbliża się do tripleksu z 
kierunku przeciwnego (góra), napotyka strukturę, w której trzecia nić jest opleciona wokół dupleksu 
Watsona-Cricka (na podstawie SINDEN RR, DNA Structure andFunction, Academic Press, San Diego, 
1994, zmodyfikowano)

Ponieważ miejsca mutacji w obu kopiach genu były różne, rekombinacja pomiędzy 
nimi mogła prowadzić do powstania funkcjonalnego genu reporterowego. Wyko­
rzystanie oligonukleotydów o wysokim powinowactwie indukuje rekombinację 
homologiczną z częstością pięciokrotnie wyższą niż częstość zachodzenia procesu 
spontanicznie [21]. Podobne wyniki uzyskano również wtedy, gdy sekwencje docelowe 
TFO i powtórzenia genu reporterowego położone były w obrębie DNA chromoso­
mowego [45].

TFO i ich pochodne stymulują rekombinację nie tylko w obrębie tej samej 
cząsteczki DNA, lecz również między różnymi cząsteczkami [11], TFO połączone 
z krótkimi fragmentami dwuniciowego DNA, homologicznymi do sekwencji docelo­
wej, ułatwiają rekombinację między nimi a tą sekwencją, prawdopodobnie przez 
stymulację jej naprawy w wyniku utworzenia struktury trójniciowej. Zjawisko to 
obserwowano zarówno wtedy, gdy TFO i homologiczne krótkie odcinki DNA były 
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ze sobą związane, jak i wówczas, gdy stanowiły odrębne cząsteczki. W przypadku 
braku TFO rekombinacja między wprowadzonymi odcinkami DNA a homologicznymi 
sekwencjami zachodziła z niską częstością. Oligonukleotydy te powodowały jej 
znaczny wzrost, nawet do 0,1-1%, wyraźnie zwiększając podatność sekwencji 
docelowej na rekombinację [11]. Rekombinacja intermolekulama z wykorzystaniem 
TFO i ich analogów daje nadzieję na większą skuteczność terapii genowej.

Rekombinacja indukowana poprzez związanie trzeciej nici zależna jest od systemu 
NER, natomiast spowodowana działaniem TFO związanych z psoralenem okazała 
się tylko częściowo zależna od tego szlaku naprawy [21]. Dla TFO związanych, 
jak i niezwiązanych z psoralenem brak jest natomiast jej zależności od systemu 
naprawy błędnego sparowania zasad (MMR). Powstałe z udziałem TFO struktury 
trójniciowe rozpoznawane są przez system naprawy NER jako uszkodzenie DNA, 
co prowadzi do utworzenia struktur promujących rekombinację. Prawdopodobnie 
pęknięcia nici powodują odsłonięcie fragmentów jednoniciowych, zdolnych do inwazji 
odcinków DNA wykazujące homologię. Podobnie działać mogą również inne związki 
wiążące się niekowalencyjnie z DNA, takie jak poliamidy i peptydowe kwasy 
nukleinowe [15, 22, 80].

PNA połączone z krótkimi fragmentami dwuniciowego DNA wprowadzają w 
wyniku rekombinacji modyfikacje sekwencji docelowych ze skutecznością większą 
niż TFO, nawet te o wysokim powinowactwie. Stymulują rekombinację między 
homologicznymi fragmentami DNA a sekwencją docelową również wtedy, gdy nie 
są z nimi kowalencyjnie połączone [61]. Peptydowe kwasy nukleinowe nie tylko 
łatwiej wiążą się z dwuniciowym DNA niż oligonukleotydy, są również oporne na 
nukleazy i proteazy, co daje im większą stabilność w komórkach [12]. Poważnym 
utrudnieniem wykorzystania tych cząsteczek jest fakt niskiej wydajności ich transportu 
do jądra komórkowego [31], Problem ten można jednak rozwiązać przez połączenie 
PNA z cząsteczką stanowiącą sygnał lokalizacji jądrowej. Stosując tę metodę 
uzyskano obniżenie ekspresji onkogenu c-myc w komórkach linii wykazujących jego 
nadekspresję [10].

3. PODSUMOWANIE

Nim będzie możliwe wykorzystanie TFO i PNA w medycynie, konieczne jest 
rozwiązanie szeregu problemów, szczególnie skutecznego transportu do komórek 
w organizmach oraz zwiększenia ilości potencjalnych sekwencji docelowych. Jako 
leki, TFO i PNA mogą służyć przede wszystkim w terapii genowej, głównie chorób, 
z których wyleczenie umożliwia korekta niewielkiej części komórek pacjenta, np. 
niektórych chorób metabolicznych, schorzeń wątroby. Dają one również nadzieję na 
opracowanie skutecznych leków antywirusowych. Metody oparte na TFO i PNA, 
chociaż bardzo obiecujące, wymagają dalszych badań.
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TFO i PNA stanowią obiecujące narzędzie dla miejscowo specyficznej modyfikacji 
DNA. Są one ważnym narzędziem poznawczym oraz dają nadzieję na opracowanie 
skutecznych leków. Mają jednak wiele poważnych ograniczeń, szczególnie w 
stosowaniu in vivo. TFO i PNA wiążą się wybiórczo z szlakami (traktami) 
homopurynowo-homopirymidynowymi, co znacznie ogranicza liczbę potencjalnych 
sekwencji docelowych. Ponadto stosowanie ich może mieć nieprzewidziane efekty 
uboczne, na przykład wiadomo, że jednoniciowe kwasy nukleinowe zdolne są do 
wiązania w sposób specyficzny z białkami regulującymi ekspresję genów [18]. 
Kolejnym ograniczeniem jest fakt, że w warunkach fizjologicznych TFO słabo wiążą 
się z sekwencją docelową. Problem ten częściowo rozwiązano przez stosowanie 
oligonukleotydów o dużym powinowactwie do sekwencji docelowych oraz PNA. 
Ponadto konieczne jest wprowadzenie takich modyfikacji TFO, które umożliwiłyby 
zwiększenie ich pobierania przez komórki i oporności na działanie komórkowych 
nukleaz oraz wzrost stabilności powstałej z ich udziałem struktury trójniciowej. 
Stosowanie tripleksów ograniczone jest również stosunkowo niską efektywnością 
wprowadzania zmian do badanych sekwencji, szczególnie in vivo, między innymi 
ze względu na obecność nukleosomów. Problematyczne może się okazać dostarczenie 
TFO do komórek docelowych, przy czym najdogodniejszym sposobem transportu 
oligonukleotydów wydają się obecnie nośniki liposomowe [68].

Można rozważać także szereg innych zastosowań trójniciowego DNA zarówno 
podstawowych, jak i mających znaczenie diagnostyczne i terapeutyczne. Prace 
badawcze wykonane w ciągu ostatnich 15 lat doprowadziły do stworzenia wielu TFO 
i PNA o specyficznym zastosowaniu (przegląd w [84]). Co więcej, wprowadza się 
kolejne modyfikacje do struktur już istniejących, co pozwala na rozszerzenie spektrum 
ich zastosowania. W świetle ciągłego napływu informacji w wyniku realizacji projektu 
sekwencjonowania genomu człowieka, należy się liczyć ze zwiększonymi oczeki­
waniami na syntezę i zastosowanie związków mogących tworzyć struktury trój­
niciowe.
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ALCAM/CD166 (ACTIVATED LEUKOCYTE CELL 
ADHESION MOLECULE) - ADHEZYJNA CZĄSTECZKA 

REGULUJĄCA WZROST, ROZWÓJ, AGREGACJĘ 
ORAZ MIGRACJĘ KOMÓREK ZDROWYCH

I NOWOTWOROWYCH*

*Badania własne zaprezentowane w niniejszej pracy dofinansowane były z grantu KBN - 
SPUB M NR 117/E-385/SP./COST/P-05/DZ 145/2002-2004.

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 członkiem małej pod­
grupy transbłonowych glikoprotein należących do nadrodziny immunoglobulin. W pełni ukształtowane 
białka przypisane do tej grupy charakteryzują się występowaniem trzech fragmentów: zewnątrzkomór- 
kowego, międzybłonowego oraz krótkiego regionu cytoplazmatycznego. ALCAM/CD166 uczestniczy 
w heterofilnej (ALCAM/CD 166-CD6) oraz homofilnej (ALCAM/CD166-ALCAM/CD166) adhezji komó­
rek w różnorodnych tkankach i liniach komórkowych. Uczestnictwo ALCAM/CD 166 opisano w odnie­
sieniu do procesów hematopoezy, rozwoju układu nerwowego oraz odpowiedzi immunologicznej. AL­
CAM/CD 166 odgrywa również istotną rolę w procesie nowotworzenia. Odnotowano początkowy wzrost 
ekspresji tej adhezyjnej cząsteczki, a następnie utratę tworzonego przez ALCAM/CD 166 kontaktu 
komórek w rozwoju guza raka prostaty, czerniaka złośliwego czy raka piersi. Artykuł ten podsumowuje 
obecne badania i teorie opisujące znaczenie ALCAM/CD 166 w adhezji, wzroście i rozwoju prawidło­
wych oraz nowotworowych komórek.

Słowa kluczowe: ALCAM/CD 166, adhezja komórkowa, 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 of transmembrane 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- 
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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 CZĄSTECZKI ALCAM/CD166

MC MAI CV)\66-(Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule) należy do białek 
adhezyjnych tzw. CAM (Cellular Adhesion Molecules'), które pełnią istotną rolę w 
utrzymaniu właściwej komunikacji pomiędzy komórkami. Zaliczamy do tej grupy między 
innymi cząsteczki: I-CAM 1,1-CAM 2 (Intercellular Adhesion Molecules) - cząsteczki 
adhezji międzykomórkowej, VCAM (Vascular Cell Adhesion Molecule) - cząsteczka 
adhezji komórkowej naczyń, PECAM/CD31 (Platelet Endothelial Cell Adhesion 
Molecule) - cząsteczka adhezji komórkowej płytek i śródbłonka, N-CAM (Neural Cell 
Adhesion Molecule) - cząsteczka adhezji komórek nerwowych, Gly-CAM-1 
(Glycosylation-dependent Cell Adhesion Molecule-1) - cząsteczka adhezji komórkowej 
zależna od glikozylacji, H-CAM (Human Cell Adhesion A/o/ecw/e) - cząsteczka adhezji 
komórek ludzkich, MAdCAM-1 (Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule) — 
cząsteczka adhezji komórkowej będąca adresyną błon śluzowych czy MECAM-1 
(Melanoma-associated Cell Adhesion Molecule) - związana z czerniakiem cząstecz­
ka adhezji komórek.

Mające masę 105 kDa ALCAM/CD 166 jest członkiem małej podgrupy trans- 
błonowych glikoprotein należących do nadrodziny immunoglobulin. W pełni ukształ­
towane białka przypisane do tej grupy charakteryzują się występowaniem trzech 
fragmentów. Pierwszy, zewnątrzkomórkowy jest zbudowany z pięciu elementów: dwóch 
dalszych N-końcowych domen zmiennych - V (variable - zmienny,) oraz trzech, 
położonych bliżej błony cytoplazmatycznej domen stałych - C (constant - stały). 
Centralny odcinek stanowi hydrofobowy transbłonowy region zakończony trzecim 
fragmentem: krótką cytoplazmatyczną strukturą o różnej długości w zależności od typu 
białka (w przypadku ALCAM/CD 166 liczy on 32 aminokwasy) (rye. 1). Motyw: WCCC 
określa ciąg domen immunoglobulinowych i stanowi charakterystykę tej podgrupy 
białek. Poza ALCAM/CD 166 również CD 146/MUC18 (MCAM/Mel-CAM) [35] oraz 
B-CAM/Lutheran (Basal Cell Adhesion Molecule/ Lutheran blood group antygen) 
[19] mają wymieniony wcześniej motyw. CD146/MUC18 jest pierwszym receptorem, 
u którego rozpoznano i opisano w 1989 roku charakterystyczną sekwencję VVCCC 
domen immunoglobulinowych. Natomiast klonowanie ALCAM/CD 166 przepro­
wadzono w roku 1995, podczas gdy analogi ALCAM/CD 166 u ptaków i ryb zostały 
wykryte już na początku lat 90.
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RYCINA. 1. Budowa cząsteczki ALCAM/CD166

Odpowiednie dopasowanie sekwencji dostępnych w bazie GENEBANKz sekwencją 
aminokwasową białka ALCAM/CD166 ukazuje 26,7% identyczności oraz 37,4% 
podobieństwa z sekwencją aminokwasową białka CD146/MUC18 oraz 26,8% 
identyczności i 34,7% podobieństwa dla B-CAM/Lutheran. Identyczność sekwencji 
tych dwóch ostatnich białek wynosi 33,5%, a podobieństwo 42,2%. Homologia 
pomiędzy tymi trzema receptorami ograniczona jest do odcinka znajdującego się na 
zewnątrz i w przedziale międzybłonowym, a nie spotykamy jej we fragmencie 
cytoplazmatycznym.

Ludzkie receptory kodowane są przez pojedyncze kopie genów umiejscowionych na 
chromosomie 3ql3.1-2 (ALCAM/CD166), llq23.3 (CD146/MUC18) oraz 19ql3.2 
(B-CAM/Lutheran).

Alternatywne łączenie fragmentów RNA podczas transkrypcji generuje dwa lub 
trzy różne dojrzałe transkrypty CD146/MUC18. U ptaków takie transkrypty białka 
CD146/MUC18 kodują dwie błonowe izoformy z odmiennym: długim lub krótkim 
ogonem cytoplazmatycznym i jedną rozpuszczalną izoformę, która jest wydzielana 
przez komórkę. Nazwa B-CAM odnosi się do formy skróconej, dominującej gliko- 
proteiny Lutheran, która została skrócona o 40 aminokwasów pochodzących z ogona 
cytoplazmatycznego [54].

Sekwencja aminokwasowa (583 aminokwasy) białka ALCAM/CD166 u kręgow­
ców jest konserwatywna na prawie całej długości (w około 95%). Porównywalny ciąg 
sekwencji aminokwasowej białek B-CAM/Lutheran i CD146/MUC18 jest zacznie 
bardziej zróżnicowany, gdyż konserwatyzm zamyka się w przedziale 75-80% w 
odniesieniu do sekwencji mysiej, szczurzej oraz ludzkiej. W przypadku wyższych 
kręgowców sekwencja innego białka adhezyjnego, E-kadheryny, jest znacznie mniej 
konserwatywna niż sekwencja ALCAM/CD166. Jeżeli jednak porównamy sekwencje 
aminokwasowe powyższych białek występujące u ewolucyjnie bardziej odległej 
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pręgowanej ryby akwariowej Brachydania verio, to niższym stopniem konserwa- 
tywności odznaczał będzie się ALCAM/CD166 [54].

Jak wspomniano wcześniej, ALCAM/CD166 uczestniczy w tworzeniu połączeń 
między komórkami. Są to zależności homotypowe ALCAM/CD166-ALCAM/CD166 
lub heterotypowe ALCAM/CD 166-CD6. Jak wykazano, zróżnicowana potranslacyjna 
glikolizylacja tego białka nie wpływa na zdolność homofilnego łączenia się komórek.

Mapowanie funkcjonalnych domen wykazało, że obecność N-terminalnego odcinka 
domeny immunoglobulinowej VI jest wymagane dla obu zarówno homotypowych, jak 
i heterotypowych połączeń międzykomórkowych.

W przeciwieństwie do ALCAM/CD 166, CD146/MUC18 uczestniczy w tworzeniu 
połączeń komórka-komórka tylko poprzez interakcje z wciąż nieznanym heterofilowym 
ligandem na sąsiadujących komórkach. Transfekowanie leukocytów genem kodującym 
ptasi CD 146/MUC18 wskazuje, że jakkolwiek jest ono zaangażowane w reakcje homofilne 
komórka-komórka, to podtrzymuje interakcje komórka-macierz zewnątrzkomórkowa 
poprzez wiązanie czynnika wzrostu neurytów (ang. NOF- neurite outgrowth factor), 
zewnątrzkomórkowej glikoproteiny z rodziny laminin o masie 700 kDa. Również białko 
B-CAM/Lutheran pośredniczy w interakcjach komórka-macierz zewnątrzkomórkowa, 
poprzez wiązanie laminin (białek charakterystycznych dla błon podstawnych), ale nie 
zanotowano zaangażowania tego białka w bezpośrednie połączenia komórka-komórka. 
Dwa niezależne zespoły badawcze odkryły charakterystyczne miejsca wiązania laminin 
do trzech błonowo-dystalnych (VI-Cl) domen białka B-CAM/Lutheran i przypisały 
immunoglobulinowej domenie D3 decydującąrolę w tym procesie [19,45]. Trzecia grupa 
naukowców przypisała miejsce wiązania laminin do błonowo-proksymalnej domeny C3 
[58], Pomimo że niezgodność ta jest zaskakująca, to nie można wykluczyć, że B-CAM/ 
Lutheran ma dwa oddzielne i niezależne miejsca wiązania laminin.

ALCAM/CD 166 jest homologiczny w 90% z kurzym białkiem adhezyjnym BEN/SC1 / 
DM-GRASP [10,47,55]. Ponadto sekwencja białka ALCAMjest homologiczna w 93% z 
lipoproteinowym receptorem HB2, który jest lipoproteinąo wysokiej gęstości [38].

2. WYSTĘPOWANIE ALCAM/CD166

Pomimo że ekspresja ALCAM/CD 166 dotyczy wielu różnych tkanek, to z reguły 
powiązana jest z dynamicznym wzrostem oraz migracją komórek np. w czasie 
hematopoezy [43], angiogenezy [3], rozwoju grasicy [46], odpowiedzi układu 
immunologicznego [37], wzrostu neuronów [21, 49], rozwoju układu kostnego [8], 
rozwoju układu mięśniowego. ALCAM/CD 166 występuje także w komórkach 
nowotworowych: włókniako-mięsaka, raka prostaty [32], czerniaka złośliwego [54] 
oraz raka piersi [24, 25]. Oprócz obecności omawianego białka w tkance guza 
stwierdzono występowanie białka CD 166 w wielu nowotworowych liniach komór­
kowych: czerniaka (linii 530 czy BLM), raka płuc, okrężnicy, gruczołu krokowego [32] 
oraz piersi (MCF7, MDA MB 231) [24, 25]. Co ciekawe, badając komórki nienowo- 
tworowej linii HBL100 ludzkiego gruczołu sutkowego nie odnotowano ekspresji tego 
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białka [24]. Zawartość ALCAM/CD 166 odkryto także podczas innych patolo-gicznych 
procesów jak w przypadku reumatoidalnego zapalenia stawów, gdzie ALCAM/CD 166 
zlokalizowano na makrofagach płynu maziowego [54],

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

Szeroki profil ekspresji ALCAM/CD 166 obserwowany jest podczas rozwoju 
ludz-kiego zarodka. Udokumentowano, że ekspresja ALCAM/CD 166 dotyczy 
subpopulacji komórek pnia w miejscu pierwotnej hematopoezy np. mezodermy 
okołoaortalnej, wątroby, grasicy oraz szpiku kostnego [54], Co interesujące, 
cząsteczka ALCAM/CD 166 zwykle występowała w specyficznej subpopulacji 
komórek. W większości przypadków ekspresja ALCAM/CD 166 była przejściowa, 
co sugeruje, że podlega ona ścisłej kontroli. U wszystkich badanych zwierząt (ryby, 
ptaki, szczur, mysz, bydło) ALCAM/CD 166 zaangażowany jest we wzrost, rozwój 
i utrzymanie centralnego i obwodowego układu nerwowego. U ptaków ALCAM/ 
CD 166 uczestniczy w unerwianiu mięśni poprzez zaangażowanie w proces wzrostu 
zakończeń nerwowych. Jego przej-ściowa ekspresja w mięśniach obserwowana 
jest tuż przed momentem wrastania nerwów, mniej więcej na tym samym poziomie, 
co po transsekcji nerwów.

Arai i wsp.[3] badali wpływ ALCAM/CD 166 na proces formowania kości i szpiku 
kostnego. Analizowano komórki pochodzące z ochrzęstnej, wykazujące właściwości 
pierwotnych komórek mezenchymalnych, które kierowane były na określone szlaki 
różnicowania, np. osteogenezy, tworzenia tkanki tłuszczowej, chrzęstnej czy 
podścieliska. Utrzymanie równowagi w niezróżnicowanej tkance mezenchymalnej 
oraz wstąpienie na drogę różnicowania uwarunkowane jest konfluencją oraz poprzez 
interakcję komórka-komórka. Ze względu na wymienione wcześniej właściwości 
ALCAM/CD 166, jego ekspresję w hematopoetycznych komórkach macierzystych 
oraz udział w ekspansji prymitywnych hematopoetycznych komórek progenitorowych 
i decydującej roli we wzroście prekursorowych komórkach śródbłonka, ciekawe 
wydaje się rozpoznanie roli, jaką pełni ta cząsteczka adhezyjna w różnicowaniu 
komórek ochrzęstnej. Arai i wsp. [3] opisują ALCAM/CD166 jako białko niezbędne 
w utrzymaniu potencjału różnicowania się komórek ochrzęstnej. Co interesujące, 
świeżo izolowane komórki ALCAM/CD 166-pozytywne wykazywały wyższą 
aktywność proliferacyjnąniż izolowane w ten sam sposób komórki ALCAM/CD 166- 
negatywne. Po dodaniu ludzkiego rekombinowanego białka ALCAM/CD 166 
(ALCAM-Fc) lub mysiego rekombinowanego białka CD6 (CD6-Fc) proliferacja 
izolowanych ALCAM/CD 166-pozytywnych komórek została częściowo 
zahamowana. Jest to dowód na wpływ ALCAM/CD 166 na proliferację komórek 
ochrzęstnej. Dodatkowo zablokowanie homotypowych wiązań (ALCAM/CD166- 
ALCAM/CD166) przez dodanie ALCAM-Fc lub CD6-Fc stymulowało komórki o 
wysokiej ekspresji ALCAM/CD 166 do formowania osteoblastów, migrację komórek 
progenitorowych osteoblastów w wewnętrzną warstwę okostnej oraz przyspieszenia 
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ekspresji alkalicznej fosfatazy i osadzanie się minerałów w procesie osteogenezy. 
Co istotne, rola cząsteczki ALCAM/CD166 nie ograniczała się tylko do tych procesów, 
ale wspomagała formowanie się sieci naczyń włosowatych przy udziale osteoklastów. 
Osteoklasty, z uwagi na funkcję absorpcji kości umożliwiają naczyniom krwionośnym 
penetrację chrząstki, a tym samym pomagają w tworzeniu przestrzeni szpikowej. 
Homotypowa adhezja komórkowa ALCAM/CD 166-ALCAM/CD166 między 
komórkami ochrzęstnej i śródbłonka może więc stymulować przyleganie naczyń 
krwionośnych do chrząstki.

3. ALCAM/CD166 TWORZY WIĄZANIA HOMOTYPOWE
I HETEROTYPOWE

Początkowo ALCAM/CD 166 zidentyfikowano jako ligand białka CD6, który 
zaangażowany jest w tworzenie połączenia pomiędzy nabłonkowymi komórkami grasicy 
a tymocytami [32]. Ludzkie białko CD6 (huCD6), występujące w dwóch izoformach o 
masie 100 kDa i 130 kDa, jest glikoproteiną prezentowaną na powierzchni tymocytów, 
dojrzałych limfocytów T oraz podrodzinie limfocytów B tak zwanych komórek B-l 
[31], CD6 składa się podobnie jak ALCAM/CD166 z trzech głównych fragmentów: 
ogona cytoplazmatycznego, transbłonowego odcinka oraz części zewnątrzkomórkowej. 
Ostatni wymieniony fragment zbudowany jest z trzech domen bogatych w cysteinę, 
tworzących receptor „zmiatacz” {scavenger receptor cysteine rich). Wzajemne wiązanie 
obu białek odbywa się pomiędzy domeną pierwszą V1, z pewnym udziałem domeny 
drugiej V2 białka ALCAM/CD 166 oraz trzecią, najbliższą błonie komórkowej domeną 
cząsteczki CD6 [48] (ryc. 2).

Stwierdzono także fakt wiązania się ALCAM/CD 166 do NgCAM {Neuron- 
glial Cell Adhesion Molecule) - cząsteczki adhezji komórek neurogleju oraz 
lipoprotein o wysokiej gęstości [14, 38, 46]. Zidentyfikowany przez chromatografię 
powinowactwa NgCAM jest ptasim odpowiednikiem ssaczego białka LI-CAM. 
Stabilizacja wiązania komórka-komórka uwarunkowana jest w tym przypadku nie 
tylko przez zewnątrz-komórkowy fragment ALCAM, ale zależy również od 
wewnątrzkomórkowego współdziałania z fragmentem cytopłazmatycznym i 
transbłonowym białka ALCAM/CD 166, a-kateniny, cytoszkieletu aktynowego, a 
także kinazy białkowej C [41,56].

Jak opisano powyżej, glikoproteiną ALCAM/CD 166 tworzy połączenia między­
komórkowe o charakterze homofilnym {ALCAM/CD 166-ALCAM/CD 166) oraz 
heterofilnym (ALCAM/CD 166-CD6). Aby wyjaśnić model działania ALCAM/CD 166, 
wykorzystano monoklonalne przeciwciała anty-ALCAM/CD166 oraz serię N- 
terminalnych, delecyjnych mutantów ALCAM/CD 166. Uzyskane wyniki wskazują na 
krytyczną rolę najbardziej dystalnej względem błony, V-typowej domeny V1 w adhezji 
komórkowej. Natomiast błonowo-proksymalne, immunoglobulinowe domeny typu -C, 
C2-C3, kontrolowały tworzenie „zlepów” na powierzchni komórki. Wzrost tworzenia
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RYCINA 2. Schemat interakcji pomiędzy cząsteczkami ALCAM/CD166 i CD6

połączeń międzykomórkowych możliwy był przez włączanie ALCAM/CD166 w miejsca 
kontaktu komórka-komórka oraz poprzez oligomeryzację receptora przy udziale domen 
immunoglobulinowych typu C [27].

Równoczesna ekspresja transbłonowego delecyjnego mutanta ALCAM/CD 166 
(DN-ALCAM/C1-C3), który nie ma wiążących ligand domen VI i V2, oraz dzikiego 
endogennego typu ALCAM/CD 166 mającego wszystkie pięć zewnątrzkomórkowych 
domen V1V2C1C2C3, wstrzymuje tworzenie homotypowych (ALCAM/CD 166- 
ALCAM/CD166) połączeń komórka-komórka. Do tworzenia stabilnego wiązania 
między-komórkowego niezbędne są więc dwa moduły: pierwszym jest stworzenie 
na błonie komórkowej oligomeru zawierającego dwie cząsteczki ALCAM/CD 166 
połączone domenami typu -C-, C1-C3, drugim związanie do wolnej domeny typu -V- 
VI takiej samej domeny znajdującej się w układzie oligomeru na sąsiadującej komórce. 
Ta funkcjonalna zgodność obu modułów jest wymagana dla tworzenia stabilnej sieci 
adhezji homotypowej komórka-komórka (ALCAM/CD 166-ALCAM/CD166) [27] 
(ryc. 3).

Jednak sama zewnątrzkomórkowa adhezja nie jest wystarczająca do stabilizacji 
połączeń komórkowych. Równie istotne są takie stabilizatory cytoplazmatyczne, jak: 
cc-katenina, aktyna cytoszkieletu czy kinaza białkowa C, pomagające w usieciowaniu 
grupy komórek [41,56]. Sugestia, że funkcja ALCAM/CD 166 w adhezji komórkowej 
jest kontrolowana przez zakotwiczenie go na cytoszkielecie aktynowym, wymaga 
poznania wciąż zagadkowego molekularnego mechanizmu tego procesu, podobnie jak 
składników biorących w nim udział.
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RYCINA 3. Schemat homotypowej adhezji komórek ALCAM/CD166 - ALCAM/CD166

Zastosowanie monoklonalnych przeciwciał blokujących, np. moAb J4-81, zgodnych 
z V-typową, wiążącąligand domeną V1 -2 umożliwiało tworzenie adhezji homotypowej 
komórka-komórka {ALCAM/CD 166-ALCAM/CD166), ale całkowicie hamowało 
tworzenie połączeń heterofilnych (ALCAM/CD 166-CD6). Monoklonalne przeciwciało 
J4-81 indukowało zmiany konformacyjne białka ALCAM/CD 166, co zwiększało 
komórkową adhezję i agregację. Komórki szpiczaka KG1 (CD6-negatywne) wykazujące 
wysoką, powierzchniową ekspresję ALCAM/CD 166 formowały homotypowe „zlepy” 
komórkowe, właśnie po aktywacji wyżej wymienionym przeciwciałem. Natomiast 
zastosowanie moAbJ4-81 w przypadku komórek linii K562 (choroba di Gugliemo), 
które formowały spontaniczne połączenia homotypowe pomiędzy ektotopowymi cząs­
teczkami ALCAM/CD 166, nie wpłynęło na zwiększenie procesu sieciowania. Sku­
teczność działania tej zaprojektowanej immunoglobuliny zależała również od jej stężenia 
i temperatury. Tak, więc różny wpływ monoklonalnego przeciwciała J4-81 począwszy 
od hamowania heterotypowych interakcji ALCAM/CD 166-CD6, przez brak wpływu 
na interakcje ALCAM/CD 166-ALCAM/CD 166 w komórkach K562 do wzrostu agregacji 
w komórkach KG 1, sugeruje różny mechanizm sieciowania komórek w zależności od 
typu interakcji.

Inne przeciwciało monoklonalne moAb AZN-L50 wiążące dwie immunoglobulinowe 
błonowo-proksymalne (C2-C3) domeny typu C hamowało homotypowe interakcje 
(ALCAM/CD 166-CD166), głównie przez zablokowanie oligomeryzacji cząsteczek 
ALCAM/CD 166 [27, 29].
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Większość opublikowanych prac na temat ALCAM/CD166 dotyczy jego roli w 
homotypowych interakcjach (ALCAM/CD 166-ALCAM/CD 166) między komórkami. 
Wiadomo, że te homofilne interakcje są wymagane, a wręcz niezbędne w miejscach 
związanych ze wzrostem i jego kontrolą, podobnie ma to miejsce podczas migracji komórek.

Uzyskane dane na temat ko-lokalizacji kadheryn i ALCAM/CD166 wskazują, że 
funkcja tego ostatniego białka jest wyciszana na korzyść homofilnych interakcji pomiędzy 
kadherynami. Zaburzenia w homotypowej siatce połączeń kadherynowych między 
komórkami nowotworowymi prowadzą do utraty adhezji i tym samym związane są z 
progresją nowotworu oraz ułatwieniem inwazyjności komórek guza [34], Jednak 
przedstawione wyniki dla ALCAM/CD166 pokazują, że analogiczne homotypowe 
połączenia międzykomórkowe (ALCAM/CD166-ALCAM/CD166) są powszechne lub 
indukowane de novo w niektórych złośliwych guzach i liniach komórkowych o różnym 
stopniu progresji nowotworowej [27,28].

Jak wykazano, specyficzne wiązanie poddanego nadekspresji, pozbawionego N-końca 
delecyjnego mutanta ALCAM/CD166 (DN-ALCAM/D3-5) nie tylko hamowało 
homotypowe wiązanie komórek, ale także znosiło ograniczenia dla migracji komórek 
guza. W następstwie tego procesu możliwe stało się przejście ze stadium wzrostu guza 
pierwotnego do stadium tkanki inwazyjnej, z której uwolnione z homotypowych 
(ALCAM/CD 166-ALCAM/CD 166) więzów komórki mają zdolność do zasiedlania 
wtórnych miejsc [27, 29],

Tak jak stabilizacja wiązania ALCAM/CD166-ALCAM/CD 166 przez inne niż 
ALCAM/CD166 białka, również destabilizacja tych interakcji wymaga zaangażowania 
molekuł zidentyfikowanych wstępnie jako proteazy [27, 29]. Nadekspresja proteaz i 
ich form prekursorowych jest często obserwowana w wielu rodzajach złośliwych guzów 
[7, 50, 53]. Hipoteza o współdziałaniu proteaz i ALCAM/CD 166 poparta została 
badaniami nad współzależnością pomiędzy białkami proteolitycznymi a innymi cząs­
teczkami adhezyjnymi: E-kadheryną oraz LI-CAM. Usuwanie przez proteazy 
zewnątrzkomórkowych domen E-kadheryny czy LI-CAM hamuje adhezję sąsiadujących 
komórek, umożliwiając tym samym ich przemieszczanie [39,42],

4. INTERAKCJA ALCAM/CD166-ALCAM/CD166 
W ZŁOŚLIWYM CZERNIAKU

Obecność połączeń heterotypowych (ALCAM/CD 166-CD6) oraz homo­
typowych (ALCAM/CD166-ALCAM/CD166) między komórkami [27, 28] została 
potwierdzona w badaniach zarówno in vitro, jak i in vivo, np. w komórkach 
CD6-negatywnych ludzkiego czerniaka obserwowano interakcje homofilne 
ALCAM/CD 166-ALCAM/CD 166 skorelowane ze zdolnością do tworzenia 
charakterystycznych „zlepów” komórkowych [15], ALCAM/CD 166 wykryto w 
przerzutującej ludzkiej linii komórkowej czerniaka skóry, podczas gdy komórki 
linii nieprzerzutującej nie wyka-zywały ekspresji tego białka.
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Van Kempen i wsp. [29] po raz pierwszy zaprezentowali dane dotyczące ekspresji 
ALCAM/CD 166 oraz homotypowych zależności ALCAM/CD 166-ALCAM/CD166 
podczas progresji melanocytowego guza. Do badań przeznaczono wycinki z guzów 
zarówno łagodnych, jak i złośliwych. Ekspresja ALCAM/CD 166 jednoznacznie 
obserwowana była w pionowej fazie wzrostu czerniaka złośliwego - VGP (Vertical 
Growth Phase) odpowiadającej IIIo, IVo, Vo Clarka. Wzrost ilości omawianego białka 
skorelowany był ze wzrostem stopnia zaawansowania wg skali Clarka oraz grubości 
guza. Co istotne, w łagodnych zmianach ekspresja ALCAM/CD 166 występowała bardzo 
rzadko. Jedynie łagodna zmiana sinicowa (cellular blue nevi) pokazała błonową 
ekspresję ALCAM/CD 166. Przejście z fazy RGP (Radial Growth Phase) czerniaka 
szerzącego się promieniście na powierzchni skóry (Io i IIo Clarka) w fazę VGP (Vertical 
Growth Phase)decydującym momentem dla progresji guza. Czerniak sklasy­
fikowany jako guz rozwijający się wertykalnie ma zdolność do inwazji w skórze 
właściwej, a w następstwie tego procesu do przerzutowania. Guzy rozwijające się 
powierzchniowo nie mają styczności z naczyniami krwionośnymi, co znacznie utrudnia, 
a wręcz uniemożliwia komórkom nowotworowym przerzuty. Ekspresja białka 
ALCAM/CD 166 ma miejsce prawie wyłącznie w guzach etapu VGP i nie dotyczy 
górnej, powierzchniowej warstwy czerniaka złośliwego (RGP). Ta ekspresja de novo 
w czasie rozwoju guza sugeruje wpływ ALCAM/CD 166 na proces inwazji i progresji 
komórek czerniaka złośliwego. Najwyższe ilości omawianego białka w przebiegu 
czerniaka zaobserwowano w zaawansowanym guzie pierwotnym. Nato-miast w 
przerzutującym czerniaku poziom ALCAM/CD 166 znacznie się zmniejszał. Być może 
ALCAM/CD 166 jako cząsteczka adhezyjna umożliwia lokalną penetrację warstwy 
skóry, aby uzyskać dostęp do wrót przerzutu, jakimi są naczynia limfa-tyczne i 
krwionośne. Po osiągnięciu tego poziomu rozwoju nowotworu ALCAM/CD 166 staje 
się zbędny.

Opisany dla ALCAM/CD 166 profil selektywnej ekspresji oraz zależność tej ekspresji 
od grubości guza w złośliwym czerniaku ludzkiej skóry nie jest wyjątkowy. Przykładem 
mogą być integryny, które opisane zostały jako białka odgrywające rolę w inwazyjności 
różnych nowotworów [13, 26], Integryny łączą dwa elementy szkieletu tkanek: białka 
macierzy pozakomórkowej oraz cytoszkielet poprzez białka adaptorowe, np. talinę czy 
a-aktynę [23]. W badaniach dotyczących czerniaka stwierdzono, że podjednostka [33 
heterodimeru, jakim jest integryna, związana jest z grubością guza oraz ze zdolnością 
do inwazji i przerzutowania. W analogii do ALCAM/CD 166 ekspresja podjednostki 
[33, receptora vitronektyny (aJ33), w złośliwym czerniaku jest ograniczona wyłącznie 
do komórek nowotworowych znajdujących się na etapie wzrostu pionowego VGP oraz 
komórek wykazujących cechy metastatyczne [1], Profile ekspresji CD146/MUC18 oraz 
ICAM1 również wskazują na związek tych białek z wertykalnym wzrostem guza [40].

Ekspresja de novo ALCAM/CD 166 w fazie wzrostu pionowego nie jest niepodważalnym 
dogmatem i nie była obserwowana we wszystkich neoplastycznych komórkach etapu VGP 
[28, 29], co mogło wynikać z heterogenności guzów czerniaka złośliwego. Ekspresja 
ALCAM/CD 166 nie występowała w liniach komórkowych ludzkiego czerniaka oraz 
wywodzących się z nich heteroprzeszczepów, co jest dowodem na istnienie in vivo zjawiska 
przejściowej ekspresji związanej ze stopniem aktywności omawianego białka.
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Systematyczny wzrost ekspresji ALCAM/CD 166 podczas rozwoju guza pierwotnego, 
a następnie utrata tej ekspresji podczas przerzutowania złośliwego czerniaka tłumaczy 
koncepcję regulacji ekspresji tej adhezyjnej molekuły. Jednak natura bodźca aktywu­
jącego nadal pozostaje nieznana. Jedyne przesłanki na temat sygnału aktywującego 
sugerują, że dotyczy on pojedynczych komórek nowotworowych, ponieważ sąsiadujące 
z nimi komórki pozostają ALCAM/CD 166-negatywne. Przedstawione przez van 
Kempena i wsp. [29] badania nad rolą ALCAM/CD 166 dostarczają mocnych dowodów, 
że to adhezyjne białko jest stałym inwazyjnym składnikiem komórek czerniaka złośliwego 
i może być traktowane jako nowy marker progresji tego nowotworu.

5. EKSPRESJA ALCAM/CD166 W RAKU PROSTATY

Równie interesująca jest rola, jaką pełni ALCAM/CD 166 w raku prostaty. Ekspresję 
ALCAM/CD 166 opisano w pięciu liniach komórkowych raka prostaty: DU 145, LNCAP, 
ALVA-31, PC3 oraz PPC-1 [56]. Nadekspresję omawianego białka odnotowano także 
w stopniu 4 i 5 raka prostaty wg skali Gleasona w porównaniu z ekspresją ALCAM/ 
CD 166 w łagodnej hiperplazji gruczołu krokowego [52],

Przeprowadzona przy użyciu GeneChipów, przez zespół Kristiansena [33] analiza 
transkryptów ALCAM/CD 166 izolowanego ze skrawków mikroskopowych oraz 
hybrydyzacja par odcinków RNA pochodzących z komórek tkanek zdrowych i 
nowotworowych gruczołu krokowego wykazała, że ALCAM/CD 166 ulegał 
ekspresji o różnym natężeniu w przybliżeniu w 22% badanych przypadków. Ekspresję 
tą potwierdzono immunohistochemicznie przy użyciu specyficznego przeciwciała 
monoklonalnego (używanego już wcześniej przez van Kempena i wsp. [29]) na 
poziomie białkowym. Aż 71% badanych skrawków mikroskopowych z miejsc 
chorobowo zmienionych wykazało wzrost stężenia białka ALCAM/CD 166. 
Błonowa ekspresja ALCAM/CD 166 w nabłonkowych komórkach stercza sugeruje 
uczestnictwo tego białka w fizjologicznych interakcjach komórka-komórka. 
Homotypowe połączenia komórkowe (ALCAM/CD166-ALCAM/CD166) wydają 
się najbardziej prawdopodobnym mecha-nizmem w tym procesie, ponieważ nie 
wykryto żadnej ekspresji CD6 w nabłonku prostaty. Tomita i wsp. [56] w liniach 
komórkowych raka prostaty zaobserwowali zależność międzykomórkowej 
lokalizacji ALCAM/CD 166 od oc-kateniny. W przypadku komórek z normalną 
ekspresją a-kateniny i funkcją E-kadheryny ALCAM/CD 166 ulegał ekspresji 
podczas kontaktu komórka-komórka, natomiast w komórkach z utratą funkcji 
E-kadheryny, barwienie ALCAM/CD 166 ujawniło jego obecność tylko w cyto­
plazmie. Przeciwciała użyte przez Kristiansena i wsp. [32] wykryły zróżnicowaną 
cytoplazmatyczną ekspresję ALCAM/CD 166 w atypowych oraz inwazyjnych 
neoplastycznych strukturach nabłonkowych. W badaniach tych 81% guzów 
wykazało zwiększenie poziomu ogniskowej ekspresji ALCAM/CD 166. W 19% 
analizowanych guzów prostaty nie odnotowano wzrostu stężenia białka ALCAM/ 
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CD 166, a wręcz utratę tej ekspresji preferencyjnie w guzach z wyższym stopniem 
w skali Gleasona w porównaniu z łagodnymi zmianami przerostowymi opisywanego 
gruczołu. Ta dwufazowa, zróżnicowana ekspresja ALCAM/CD 166: wzrastająca 
w guzach z niskim stopniem w skali Gleasona i zanikająca w zmianach chorobowych 
ze stopniem wysokim jest trudna do interpretacji. W przeciwieństwie do dość 
jednoznacznych wyników dotyczących złośliwego czerniaka, gdzie ekspresja 
ALCAM/CD 166 związana była z etapem VGP i tym samym z bardziej agresywnym 
fenotypem nowotworu, nic znaleziono żadnej prostej korelacji pomiędzy ekspresją 
ALCAM/CD 166 a histologicznie określonym potencjałem złośliwości raka prostaty. 
Stwierdzono natomiast wpływ tej adhezyjnej molekuły na progresję metastatyczną 
po chemioterapii w liniach komórkowych włókniako-mięsaka [12].

Przedstawione tu rozbieżności możemy tłumaczyć różną biologicznie funkcją, jaką 
pełni ALCAM/CD 166 w adhezji komórkowej różnych guzów. Możemy tylko spe­
kulować na temat mechanizmów leżących u podstawy tych dwufazowych szlaków 
ekspresji w raku prostaty. Pomocne w analizie może być odkrycie ALCAM/CD 166 
zaangażowanego w proces angiogenezy, co pozwala domniemywać o roli wyżej 
wymienionego białka w formowaniu przewodowych struktur organizmu, niezależnie 
od ich nabłonkowego czy śródbłonkowego pochodzenia.

Mechanizm ten pozwala przypuszczać, że niska, podstawowa ekspresja 
ALCAM/CD 166 obserwowana w zdrowym gruczole prostaty jest zależna od 
słabej proliferacji komórek. Wraz z pojawieniem się niskiego stopnia nowotworu 
gruczołu krokowego wzrasta stężenie ALCAM/CD 166, co być może odzwierciedla 
proces tworzenia i rozprzestrzeniania się sieci przewodów. Natomiast stopniowy 
spadek ekspresji ALCAM/CD 166 w przypadku guzów z wyższym stopniem w 
skali Gleasona jest najpraw-dopodobniej wynikiem porzucenia formowania 
przewodów na korzyść sitowatego, miąższowego lub pojedyńczokomórkowego 
modelu inwazji.

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

Z uwagi na wykrycie związku pomiędzy ekspresją ALCAM/CD 166 ii progresją 
czerniaka złośliwego czy raka prostaty istotne wydaje się poznanie wpływu, jaki 
ALCAM/CD 166 wywiera na inne zmiany neoplastyczne. Pierwsze badania nad 
nowotworowymi liniami komórkowymi wykazały ekspresję ALCAM/CD 166 także w 
liniach: włókniako-mięsaka (HT-1080), kostniako-miesaka (143B, PML, BK, TK) oraz 
raka piersi (MCF-7) [29], U kobiet rak piersi jest najczęstszym nowotworem złośliwym. 
Pomimo rozpoznania choroby i rozpoczęcia leczenia radykalnego, a także zabiegów 
chemioterapii oraz hormonoterapii, niektóre przypadki raka sutka zakończone są zgonem 
pacjentek. Najczęstszą przyczyną zgonów kobiet poddanych zabiegom chirurgicznym, 
np. zmodyfikowanej amputacji piersi sposobem Pateya (wycięcie gruczołu piersiowego
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RYCINA 4. Ekspresja białka ALCAM/CD 166 w liniach komórkowych gruczołu sutkowego (HBL100), 
raka piersi (MCF7) i tych samych liniach stransfekowanych plazmidem zawierającym ludzki gen bcl2- 
główny inhibitor apoptozy oraz linii MCF7 traktowanej przez 6 dni: 17-(3-estradiolem (1 niM) i 
tamoksifenem (1 mM) (antyestrogencm). Zdjęcia uzyskano przy użyciu mikroskopu konfokalnego: 
fluorescencja czerwona (7-aminoaktynomycyna D) uwidacznia DNA, natomiast fluorescencja zielona 
(wtórne przeciwciało sprężone z AlexaFluor^488) odzwierciedla obecność białka ALCAM/CD 166

CYTOGRAM

X Position

MAPA SKRAWKA OBRAZ Z MIKROSKOPU 
KONFOKALNEGO

RYC1NA 5. Ekspresja białka ALCAM/CD 166 w skrawku guza raka piersi. Na cytogramie przedstawiono 
procent komórek o najwyższej (kolor czerwony), średniej (kolor zielony), i niskiej (kolor czarny), 
ekspresji ALCAM/CD 166. Mapa skrawka guza raka piersi odzwierciedla lokalizację wcześniej 
wymienionych komórek. Cytogram i mapę skrawka wykonano przy użyciu laserowej cytometrii 
skaningowej. Na zdjęciu uzyskanym przy użyciu mikroskopu konfokalnego: fluorescencja czerwona 
odpowiada DNA wybarwionemu 7-aminoaktynomycyną D, natomiast fluorescencja zielona (wtórne 
przeciwciało sprężone z AlexaFluor-»488) odzwierciedla obecność białka ALCAM/CD 166 
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wraz z węzłami chłonnymi pachy, bez usuwania mięśni piersiowych) pozostaje progresja 
nowotworu. Istnieje ryzyko, że w momencie podejmowania leczenia radykalnego u 
chorych na raka sutka występuje zjawisko mikroprzerzutów do węzłów chłonnych, a 
co za tym idzie innych narządów: płuc czy kości. Istotne jest poznanie czynników 
prognostycznych, pozwalających określić rokowanie niezależnie od rozpoczęcia leczenia 
i prcdykcyjnych, które określają prawdopodobieństwo uzyskania remisji w przypadku 
zastosowania określonej metody leczenia. Zasadnicze znaczenie mają tu czynniki, takie 
jak zaawansowanie wg klasyfikacji TNM: stan regionalnych węzłów chłonnych i wielkość 
guza, obecność receptorów estrogenowych [2, 4, 22, 44] i progesteronowych [11,20], 
typ histologiczny, stopień złośliwości histologicznej wg skali Richardsona-Blooma, 
protoonkogeny, onkogeny, geny supresorowe oraz ich produkty: EGFR (receptor dla 
naskórkowego czynnika wzrostu) [33], c-erbB-2/HER 2 (receptor dla komórkowego 
czynnika wzrostu), c-myc [57], ps2, p53 [5], MDR-1, BRCA-1, BRCA-2 [22], markery 
aktywności proliferacyjnej guza: indeks mitotyczny (MI), indeks znakowanej tymidyny 
(TLI), frakcja komórek w fazie S (SPF), PCNA, K.i-67; ploidia DNA, markery 
angiogenezy; czynniki regulujące apoptozę zarówno promotory, jak i inhibitory, np. białka 
z rodziny BCL2 czy markery wysokiego ryzyka przerzutowania: katepsyna-D, nm-23, 
aktywator plazminogenu (UPA) [30],

Ocena ekspresji białka zaangażowanego zarówno w adhezję, jak i przerzuty, jakim 
jest ALCAM/CD 166, umożliwi być może poznanie roli ALCAM/CD 166 w procesie 
przerzutowania w przypadku raka piersi. Dotychczasowe własne obserwacje na liniach 
komórkowych raka piersi: MCF-7 [9] oraz MDA MB 231 i linii referencyjnej HBL100 
(nienowotworowej - gdzie jedynie unieśmiertelniono komórki przez ich transfekcję 
wirusem SV40), wykazały całkowity brak ekspresji ALCAM/CD 166 w linii HBL100, 
a wysoką ekspresję tego białka w estrogenozależnej linii MCF-7 i MDA MB 231 (ryc. 
4). Stosując laserowącytometrię skaningową i mikroskopię konfokalnąstwierdziliśmy 
duże zróżnicowanie subpopulacji komórek w skrawkach tkanki guza raka piersi pod 
względem ekspresji ALCAM/CD 166 (ryc. 5). W przypadkach gdy odnotowano 
przerzuty do węzłów chłonnych, poziom ALCAM/CD 166 był niższy niż w guzach 
niemetastatycznych. Zawartość ALCAM/CD 166 wydaje się również zależeć od 
stymulacji przez streoidy płciowe oraz od poziomu receptorów estrogenowych (ER-a, 
ER-P) oraz progcsta-genowych (PgR), co odnotowaliśmy zarówno w odniesieniu do 
tkanki guza, jak i linii komórkowych MCF-7 i MDA MB 231(ryc. 4). Jest to o tyle 
istotne, że receptory dla tych hormonów są powszechnie stosowanym markerem 
uzyskania remisji po zastosowaniu hormonoterapii, która w przypadku obecności obu 
receptorów sięga nawet 80% [51]. Uzyskanie komórek z nadekspresją białka BCL-2, 
głównego inhibitora apoptozy poprzez stransfekowanie wyżej wymienionych linii 
komórkowych raka piersi plazmidem zawierającym ludzki gen bcl2, ujawniło dodatni 
wpływ tego białka na ekspresję ALCAM/CD 166, która pojawiła się nawet w 
nienowotworowej linii HBL 100 (ryc. 4).

Inne uzyskane wyniki sugerują, że w przypadku nowotworów piersi, ALCAM/CD 166, 
w zależności od rodzaju białka, z jakim oddziałuje, ma w prognozowaniu choroby 
znaczenie pozytywne (utrzymanie sieciowania komórek w miejscu guza pierwotnego 
dzięki interakcji z kateninami) lub negatywne (degradujące ALCAM/CD 166 działanie 
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MMP2 - metaloproteinazą II macierzy międzykomórkowej umożliwiające metastazę) 
[16, 17, 18]. Zasygnalizowane w artykule badania wyjaśniają tylko część odgrywanej 
przez ALCAM/CD 166 roli w progresji raka piersi. Pełniejsze zrozumienie mechanizmu 
działania ALCAM/CD 166 wymaga dalszych badań.

7. PODSUMOWANIE

Dystrybucję ALCAM/CD 166 badano w odniesieniu do różnych fizjologicznych 
stadiów rozwojowych: płodowego, noworodkowego i organizmu dojrzałego oraz stanów 
patologicznych. W warunkach fizjologicznych ALCAM/CD 166 poprzez tworzenie 
połączeń międzykomórkowych jest jednym z białek utrzymujących prawidłową strukturę 
tkanki. Ten pozytywny efekt działania ALCAM/CD 166 ulega zmianie w tkance 
nowotworowej. Spadek ekspresji adhezyjnej cząsteczki ALCAM/CD166 ułatwia 
przerzutowanie wskutek utraty kontaktu komórka-komórka.

Uważa się, że w przypadku niektórych nowotworów, np. czerniaka złośliwego, 
wzrost poziomu ALCAM/CD 166 jest wskaźnikiem metastatycznym. Mamy tu do 
czynienia ze swoistym „paradoksem ALCAM”, gdyż jako białko adhezyjne powinno 
ono zapewniać ścisły kontakt pomiędzy komórkami i powinno utrudniać ich uwalnianie 
z ogniska pierwotnego. Jest to jednakże tylko pozorny paradoks. Wzrost ekspresji 
ALCAM/CD 166 w komórkach ogniska pierwotnego prowadzi do znaczącej przewagi 
homofilnych interakcji ALCAM/CD 166-ALCAM/CD 166 pomiędzy stykającymi się 
komórkami. Bezpośrednim następstwem wzrostu ekspresji ALCAM/CD 166 jest 
wzrost ekspresji MMP2, która proteolitycznie odcina zewnątrzkomórkową domenę 
ALCAM/CD 166, umożliwiając uwolnienie komórki z ogniska pierwotnego. Co więcej 
odcięte przez MMP2 wolne N-terminalne domeny zewnątrzkomórkowe poprzez 
interakcje homofilne z domenami związanymi z błoną komórkową blokują możliwość 
adhezji, potęgując przez to proces uwalniania komórek z ogniska pierwotnego. 
Ekspresja ALCAM/CD 166 przez komórki migrujące ułatwia ich adhezję do komórek 
śródbłonka naczyniowego i tkanek docelowych. Jest bardzo prawdopodobne, iż wzrost 
ekspresji ALCAM/CD166 jest jednym z pierwszych zwiastunów przerzutowania. 
Jest to jednak stan przejściowy, gdyż wzrost aktywności MMP2 prowadzi do 
degradacji ALCAM/CD 166. W przypadku raka piersi stwierdza się dodatnią korelację 
pomiędzy ekspresją ALCAM/CD 166 a MMP2 i generalnie poziom obydwu białek 
jest wyższy w komórkach guzów nieinwazyjnych. Niski poziom ALCAM/CD 166 w 
metastatycznych guzach raka piersi prawdopodobnie umożliwia uwalnianie komórek 
nowotworowych z ogniska pierwotnego i tworzenie przerzutów w innych tkankach.
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PĄCZEK OGONOWY W ROZWOJU ZARODKÓW 
KRĘGOWCÓW

TAIL BUD IN DEVELOPMENT OF VERTEBRATE EMBRYOS

Zofia BIELAŃSKA-OSUCHOWSKA

Zakład Histologii i Embriologii 
Wydział Medycyny Weterynaryjnej, 

Szkoła Główna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Streszczenie. U kręgowców po zakończonej gastrulacji tylny koniec zarodka, zwany pączkiem ogono­
wym, stanowi masa niezróżnicowanych komórek mezenchymatycznych, z których tworzą się lcdźwio- 
wo-krzyżowe i ogonowe odcinki ciała. Komórki mezenchyinatyczne mają potencję do różnicowania się 
w szereg różnych tkanek, w tym wtórnej cewy nerwowej, jelita ogonowego, soinitów i ich pochodnych. 
Opisano niektóre mechanizmy molekularne związane z różnicowaniem się pączka ogonowego i omówio­
no rolę pączka ogonowego jako organizatora tylnej części ciała kręgowca.

Słowa kluczowe: pączek ogonowy, organizator ogonowy, wtórna 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.

WSTĘP

Pączek ogonowy występuje w rozwoju wszystkich kręgowców, z człowiekiem 
włącznie, po zakończonej gastrulacji jako cebulkowate zgrubienie na tylnym [ogonowym] 
końcu cewy nerwowej zarodka. Jest to skupisko komórek o charakterze mezenchy- 
matycznym, morfologicznie jednolitych, pokryte od zewnątrz nabłonkiem ektoder- 
malnym, przechodzące bez widocznych granic w struktury osiowe utworzone wcześniej
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w czasie gastrulacji. Często ten etap rozwoju zarodka jest określany jako stadium 
pączka ogonowego. Z pączka ogonowego rozwijają się tylne narządy osiowe zarodka 
zwane niekiedy narządami ogonowymi. Są to rdzeń kręgowy i kręgi począwszy od 
tylnych kręgów lędźwiowych, przez krzyżowe do ostatniego kręgu ogonowego, 
odpowiadające im mięśnie osiowe oraz ogonowa część jelita. W miarę dołączania się 
coraz to nowych komórek do zawiązków tych narządów pączek ogonowy przemieszcza 
się ku tyłowi, pozostając jako tylna szczytowa czapeczka na koniuszku ogona.

Do niedawna pączek ogonowy nie budził zainteresowania, o czym świadczyć może 
fakt, że niektórzy autorzy znanych współczesnych podręczników embriologii nawet o 
tej strukturze nie wspominają [np. 6,12,26], Na podstawie obserwacji morfologicznych 
uważano pączek ogonowy za niezróżnicowaną blastemę, z której bezpośrednio bez 
przejścia w listki zarodkowe rozwijają się narządy ogonowe. Pierwszy Pasteels, belgijski 
embriolog, w 1939 r. [59] zakwestionował ten pogląd sugerując, że pączek ogonowy 
może być organizatorem tylnej części zarodka i że zachodzą w nim przedłużone procesy 
gastrulacji. W ostatnich 10-15 lat przeprowadzono szereg badań eksperymentalnych, 
któiych wyniki potwierdziły te przypuszczenia i rozszerzyły nasze wiadomości o rozwoju 
i roli pączka ogonowego w rozwoju zarodków kręgowców.

MORFOLOGIA PĄCZKA OGONOWEGO

Rozwój pączka ogonowego najdokładniej prześledzono w rozwoju zarodków płazów 
bezogonowych, kury i myszy. U płazów pączek ogonowy uwidacznia się po zakończonej 
gastrulacji na tylnym końcu zarodka w momencie, kiedy płytka nerwowa na jej tylnym 
końcu jest jeszcze niezwinięta w cewę nerwową i łączy się ze struną grzbietową poprzez 
grupę komórek zwaną przegubem chordoneuralnym (ang. chordoneural hinge) (ryc. 1 
i 2). Pod koniec gastrulacji tylny odcinek płytki nerwowej wraz z przegubem zostają 
okryte od zewnątrz przez zrośnięte wargi boczne blastoporu. Wargi te stopniowo 
powiększają się i zawężają światło blastoporu, który staje się wąską szparą i następnie 
zarasta. Pomiędzy zrośniętymi wargami bocznymi a przegubem chordoneuralnym 
pozostaje wąski kanał nerwowo-jelitowy. Kanał ten zostaje otoczony podnoszącymi 
się fałdami nerwowymi na końcu płytki nerwowej i z jednej strony łączy się z kanałem 
cewy nerwowej, a z drugiej strony z jelitem po cofnięciu się czopa żółtkowego. W 
wyniku tych zmian wypuklony na zewnątrz pączek ogonowy składa się z tylnej części 
cewy nerwowej (N), przyległej do niej grupy komórek pozostałości płytki nerwowej 
(M) i przegubu chordoneuralnego (C) oraz koniuszka pochodzącego z bocznych i 
brzusznej warg blastoporu. Na zewnątrz pączek ogonowy pokryty jest ektodermą 
powierzchniową [27] (ryc. 2B).

Rozwój pączka ogonowego u Xenopus prześledzono dzięki znalezieniu markerów 
dla poszczególnych części 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 powstałym z nich koniuszku zachodzi ekspresja
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RYCINA 1. Tworzenie się pączka ogonowego u płazów; A - schematyczny przekrój gastruli w 
płaszczyźnie grzbietowo-brzusznej; B - schemat warg blastoporu, widok od strony brzusznej; C - warga 
grzbietowa, wycinek z ryc. A, zaznaczone domeny: N - przeznaczona na cewę nerwową, M - 
przeznaczona na mezenchymę oraz C - przegub chordo-neuralny

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

U owodniowców pączek ogonowy tworzy się, kiedy smuga pierwotna ulega 
skróceniu, węzeł pierwotny przesuwa doogonowo, a tylny neuropor zostaje zamknięty. 
Uformowany już pączek przemieszcza się w kierunku doogonowym, równocześnie 
dogłowowo od niego pozostają nowo zorganizowane struktury ogonowe. W rezultacie 
tych przemian pączek ogonowy zajmuje mały obszar na końcu wytworzonego ogona 
zarodka (ryc. 3). W dalszym rozwoju zarodka pączek ogonowy zanika.

U ptaków pączek ogonowy rozpoczyna się tworzyć w stadium 13 somitów, w stadium 
24—28 somitów jest w pełni rozwinięty [42], po czym stopniowo zanika [53,61]. U myszy 
pączek ogonowy staje się widoczny u zarodka w stadium około 20 somitów (8,5-9 dpc1), 
zanika w stadium około 60 somitów (13,5 dpc) [45,69,74]. U zarodka człowieka pączek 
ogonowy widoczny jest po 3,5 tygodnia, zanika około 8. tygodnia rozwoju.

Pączek ogonowy owodniowców przylega ściśle do ogonowego końca cewy 
nerwowej i struny grzbietowej oraz do ślepo zakończonego końcowego odcinka jelita 
pierwotnego (ryc. 3B). Trzon jego stanowią wieloboczne komórki, powszechnie 
nazywane mezenchymatycznymi, nieróżniące się morfologicznie między sobą. Pączek

'dpc - (ang. day post coitum) - dzień po zapłodnieniu, skrót przyjęty dla oznaczenia wieku 
zarodków ssaków.
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RYCINA 2. Pączek zarodkowy płaza: A - zarodek płaza w stadium pączka ogonowego, A’ - schematyczny 
przekrój zarodka A w płaszczyźnie grzbietowo-brzusznej, B - schemat pączka ogonowego płaza, N - 
płytka nerwowa, M - mezenchyma, C - przegub chordo-neuralny; ryc. C - schemat rozmieszczenia 
białek Delta/Notch, Lunatic fringe, XWnt3a. Xhox3a w pączku ogonowym płaza

ogonowy od zewnątrz pokryty jest ektodermą, która po stronie brzusznej wzdłuż osi 
długiej jest grubsza i tworzy przylegająca do mezenchymy listwę zwaną brzusznym 
grzebieniem ektodermalnym - VER (ang. ventral ectodermal ridge). Grzebień ten w 
miarę przesuwania się pączka ogonowego ku tyłowi zanika [25], Mimo iż nie ma różnic 
morfologicznych między komórkami mezenchymatycznymi, w pączku ogonowym 
zarodków kury i myszy wyróżnić można rejony o odmiennym pochodzeniu i odmiennym 
przeznaczeniu, podobnie jak u Xenopus. Przedłużenie tylnego brzegu płytki nerwowej 
stanowi sznur rdzenny, z którego powstaje ogonowa (wtórna) cewa nerwowa. Pod nim 
znajduje się przedni rejon pączka, nazywany także przegubem chordoneuralnym, który 
pochodzi z tylnej części węzła pierwotnego i zawiera komórki przeznaczone na 
wytworzenie ogonowej struny grzbietowej i płytki podłogowej w ogonowej części cewy 
nerwowej. W części tylnej pączka ogonowego, pochodzącej ze smugi pierwotnej 
zlokalizowane są komórki progenitorowe somitów krzyżowych i ogonowych [13,14,15]. 
Część ta przez niektórych autorów jest określana jako mezenchyma końcowa lub 
koniuszkowa. U zarodka myszy ma ona nieco luźniejsze ułożenie komórek mezen- 
chymatycznych niż w przegubie chordoneuralnym [13].

Do mezenchymy pączka ogonowego przylega jelito ogonowe. U zarodka szczura 
tworzy się ono z komórek mezenchymatycznych w linii środkowej pączka ogonowego. 
Komórki układają się tu w sznur, stają się polarne, wydłużone i tworzą rozetkowate 
struktury ze światłem w środku, które daje początek jednemu kanałowi [43].
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RYCINA 3. A — zarodek myszy w stadium pączka ogonowego; B - schemat pączka ogonowego myszy, 
wyróżnione poszczególne domeny
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W pączku ogonowym zachodzą ruchy inwaginacyjne i rozbieżne, które są kontynuacją 
ruchów gastrulacyjnych, stąd materiał przeznaczony na somity rozchodzi się na boki i 
uczestniczy przez apozycję we wzroście tułowiowo-ogonowej części ciała [45].

Po wytworzeniu się odpowiedniej liczby somitów w pączku ogonowym obserwuje 
się apoptozę niektórych komórek. Najwięcej komórek w apoptozie obserwuje się w 
paśmie linii środkowej degenerującego jelita ogonowego i po stronie brzusznej w 
mezenchymie pączka ogonowego. Brak natomiast oznak apoptozy w komórkach cewy 
nerwowej, struny grzbietowej i somitów [52,53], U zarodka człowieka apoptoza w 
pączku ogonowym zachodzi w 4-6 tygodniu rozwoju. Według niektórych autorów jest 
to nekroza obejmująca masową i niewybiórczą śmierć komórek, czym różni się od 
zachodzącej w tym samym czasie apoptozy w przedniej części cewy nerwowej [54],

NEURULACJA WTÓRNA

Neurulacja pierwotna zachodzi wzdłuż całej osi A/P- zarodka aż do okolicy 
lędźwiowej. Jak powszechnie wiadomo, polega ona na wytwarzaniu się cewy nerwowej 
przez fałdowanie płyty nerwowej i fuzję fałdów. Trwa ona do czasu zamknięcia się 
tylnego neuroporu. Krzyżowa i ogonowa część cewy nerwowej powstaje z pączka 
ogonowego w drodze wtórnej neurulacji. Neurulacja wtórna rozpoczyna się od 
wytworzenia po grzbietowej stronie zawiasu chordoneuralnego zwartego pasma komórek 
mezenchymatycznych tzw. sznura rdzennego (ryc. 4B). Powstaje on na skutek 
proliferacji komórek na tylnym końcu płytki nerwowej i zagłębiania się ich do węzła 
pierwotnego. Proces ten zachodzi przed zamknięciem tylnego neuroporu. Nazwano go 
internalizacją komórek neuroektodermy [45]. Kiedy sznur rdzenny zostanie otoczony 
błoną podstawną, pojawia się w nim szereg małych jamek, które następnie zlewają się 
razem w większąjamę (ryc. 4C). Tworzenie sięjamek w sznurze rdzennym i zlewanie 
się ich w jedną jamę nazwano kawitacją [60]. W ten sposób powstaje wtórna cewa 
nerwowa, która łączy się z pierwotną cewą nerwową wytworzoną uprzednio w czasie 
neurulacji.

Na początku neurulacji wtórnej płytka nerwowa nakłada się na sznur rdzenny i 
zachodzi neurulacja zarówno pierwotna, jak i wtórna i w tym okresie tworzy się 
grzbietowa część cewy nerwowej z płytki nerwowej, a brzuszna - ze sznura rdzennego. 
Po zamknięciu się neuroporu tylnego, gdy nie ma już płytki nerwowej stykającej się z 
pączkiem ogonowym, sznur rdzenny wydłuża się w kierunku tylnym i zachodzi wyłącznie 
neurulacja wtórna [14,15,63,64], Ze sznura rdzennego różnicują się wtedy boczne i 
grzbietowe części wtórnej cewy nerwowej, podczas gdy płytka podłogowa wsuwa się 
do niej z przegubu chordoneuralnego. Równolegle z tworzeniem się sznura rdzennego 
przegub chordoneuralny przesuwa się ku tyłowi, na skutek proliferacji jego komórek, 
które przyłączają się grzbietowo do istniejącej już płytki podłogowej cewy nerwowej, a

2 A/P (ang. anterior- posterior) - oś przednio-tylna zarodka.
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RYCINA 4. Schemat neurulacji u zarodka owodniowca: A - nerulacja pierwotna przez podnoszenie się 
fałdów nerwowych i tworzenie rynienki nerwowej w płytce nerwowej; B - początek neurulacji wtórnej, 
tworzenie się sznura rdzennego przez wysuwanie się komórek z płytki nerwowej i transformację 
nabłonkowo-mezenchymatyczną; C - kawitacja, tj. tworzenie się jamek w sznurze rdzennym oraz 
transformacja mezenchymatyczno-nabłonkowa komórek

brzusznie do struny grzbietowej. Obydwie te struktury wydłużają się popychając pączek 
ogonowy ku tyłowi.

Przebieg neurulacji wtórnej u zarodków kury prześledzono w mikroskopie elektrono­
wym. W sznurze rdzennym nieregularne komórki mezenchymatyczne z wypustkami 
przekształcają się w cylindryczne komórki nabłonkowe. Przemiana ta rozpoczyna się 
od komórek obwodowych. Na styku komórek cylindrycznych i środkowych mezen- 
chymatycznych tworzą się liczne małe jamki, które następnie zlewają się w jedną 
podłużną jamę. Środkowe komórki mezenchymatyczne są stopniowo włączane w 
nabłonkową ścianę (interkalacja) [31,64].

W trakcie wtórnej neurulacji zachodzi przemiana komórek nabłonkowych neuro- 
ektodermy w komórki mezenchymatyczne, a w sznurze rdzennym z kolei przemiana 
komórek mezenchymatycznych w nabłonkowe (ryc. 4B,C). Transformacjom tym 
towarzyszą zmiany w składzie glikoprotein na powierzchni komórek oraz w macierzy 
pozakomórkowej - ECM (ang. extracellular matrix). Ważną rolę odgrywa w tym 
kadheryna N-CAM (ang. neural cell adhesion molecule) i być może inne glikoproteiny 
zawierające reszty kwasu sialowego. N-CAM występuje na powierzchni komórek sznura 
rdzennego, a potem komórek wtórnej cewy nerwowej [35]. Kiedy w sznurze rdzennym 
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wyodrębniają się nabłonkowe komórki obwodowe i centralne mezenchymatyczne, 
lektyna WGA (ang. wheat germ agglutinin), o dużym powinowactwie do kwasu 
sialowego, wiąże się preferencyjnie z komórkami nabłonkowymi i komórkami struny 
grzbietowej, a PNA (ang. pea nut agglutinin), rozpoznająca D-Gal)o[l-3]-Gal N 
Ac, z komórkami mezenchymatycznymi [33]. U zarodków kury w ECM sznura 
rdzennego pojawia się substancja wiążąca się z lektyną DSA (ang. Datura stramonium 
agglutinin), mającą specyficzne powinowactwo do oligomerów N-acetylo glukozaminy 
[31]. Jak ważne są glikoproteiny w ECM dla prawidłowego rozwoju pączka ogonowego, 
wskazują wyniki bezpośredniego działania na zarodki kury różnych lektyn (WGA, sWGA 
- ang. succinilated wheat germ agglutinin, LPL - ang. Limulus polyphemus lectin) 
powodujące poważne zaburzenia w rozwoju pączka ogonowego. Wstrzyknięcie WGA 
powodowało nienormalny rozwój wtórnej cewy nerwowej i struny grzbietowej, a stopień 
i częstość tych zmian zależne były od dawki i czasu jej działania. WGA wiązała się z 
komórkami w tych rejonach, w których występowały anomalie [33, 34, 37].

W transformacji mezenchymatyczno-nabłonkowej w sznurze rdzennym bierze udział 
midkina, czynnik wzrostowy znany jako działający na centralny system nerwowy [43]. 
Zahamowanie ekspresji midkiny powoduje poważne zaburzenia we wtórnej neurulacji [37],

W pączku ogonowym kury w czasie wtórnej neurulacji występuje receptor dla efryny 
Cek8, co wskazuje, że na proces ten może oddziaływać efryna [40], Szlak sygnalizacyjny 
efryny działa w czasie rozwoju zarodkowego w tych miejscach, gdzie zachodzi zmiana 
kształtu i adhezji komórek, różnicowanie się tkanek i przestrzennej organizacji zarodka 
[39], Efryna być może działa jako czynnik odpychający komórki od siebie [68],

SOMITOGENEZA W PĄCZKU OGONOWYM

Pączek ogonowy, jak już zaznaczono wyżej, jest źródłem komórek dla wytworzenia 
mezodermy przyosiowej, a następnie somitów części ogonowej zarodka. Somity 
ogonowej części zarodka podobnie jak somity szyjne i tułowiowe dają początek kręgom, 
mięśniom i skórze właściwej części ogonowej zarodka.

Liczba wytworzonych nowych somitów ogonowych i powstałych z nich kręgów jest 
różna u poszczególnych gatunków kręgowców. Szczególnie dużo kręgów ogonowych 
jest u gadów. U ssaków liczba kręgów przedogonowych (szyjnych, piersiowych i 
lędźwiowych) jest ustabilizowana, natomiast liczba dalszych kręgów, zwłaszcza 
ogonowych jest różna i wynosić może od 3 do 47. Niektóre delfiny mają ponad 100 
kręgów ogonowych. U człowieka 6 kręgów krzyżowych zrasta się w jedną kość, a 
następnych 3-4 nie w pełni wykształconych kręgów ogonowych tworzy kość ogonową. 
Mysz ma 7 kręgów szyjnych, 13 piersiowych, 6 lędźwiowych, 4 krzyżowe i około 30 
ogonowych. U kury jest 5-6 wolnych kręgów ogonowych oraz 4 zrośnięte w kość ogonową.

Tworzenie się somitów z pączka ogonowego prześledzono u zarodków myszy i 
ptaków (kura i przepiórka). U tych zarodków równolegle z tworzeniem się wtórnej 
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cewy nerwowej komórki z grzbietowej części pączka ogonowego przemieszczają się 
ku przodowi i w kierunku brzusznym (ingresja), a następnie na boki i ku przodowi3. 
Dołączają one do ogonowego końca płytki segmentalnej mezodermy przyosiowej, 
utworzonej już wcześniej w czasie gastrulacji. [45,75], „Trasa”, po jakiej te komórki się 
przesuwają, odpowiada trasie prekursorów komórek somitowych w obrębie tułowia [9], 
Po dołączeniu do płytki segmentalnej komórki te tworzą somitomery, a następnie somity.

3 Ruchy takie obserwowano w rozwoju pączka ogonowego ryby Danio i nazwano je subductio.

Wyniki wielu doświadczeń ze znakowaniem komórek wskazują, że w rozwoju 
zarodków ptaków i myszy wyodrębnia się mała populacja komórek macierzystych dla 
mezodermy przyosiowej tułowia i ogona [70,73]. W smudze pierwotnej zarodka myszy 
w 7,5 dpc wyłania się pula 100-150 komórek, która zatrzymuje się w smudze pierwotnej 
i pozostaje w stałej liczbie przez samoodnawianie. Z komórek tych w wyniku 
niesymetrycznych podziałów powstająkomórki progenitorowe przyosiowej mezodermy 
zdolne do zasiedlenia każdego odcinka osi A/P [57]. Prawdopodobnie w rozwoju 
zarodkowym kręgowców są co najmniej dwa mechanizmy kierujące powstawaniem 
komórek macierzystych dla mezodermy przyosiowej. W pierwszym związanym z 
pierwotnym tworzeniem się ciała primary body formation, tj. odcinka głowowego
i tułowiowego zarodka) komórki macierzyste dla mezodermy przyosiowej emigrują z 
epiblastu i gromadzą się w tylnej części smugi pierwotnej. Proces ten przebiega 
niezależnie od obecności białka sekrecyjnego Wnt5a (ang. wingless integrated) 
zaliczanego do białek segmentacyjnych. Macierzyste komórki dla mezodermy 
przyosiowej w tym etapie rozwoju zarodka są stale wzbogacane przez nowe komórki 
wpuklające się z epiblastu. We wtórnym rozwoju ciała (ang. secondary body formation 
- tworzenie się odcinka krzyżowo-ogonowego zarodka) komórki macierzyste dla 
mezodermy przyosiowej zlokalizowane są w pączku ogonowym w części pochodzącej 
ze smugi pierwotnej. Są więc bezpośrednimi potomkami komórek macierzystych 
mezodermalnych smugi pierwotnej. Zachowują zdolność do samoodnawiania i 
różnicowania się pod wpływem Wnt5a [74], Są one jedynym źródłem dla komórek 
progenitorowych tworzących się somitów części ogonowej zarodka, gdyż w tym etapie 
rozwoju zarodka nie ma już ingresji komórek z epiblastu. Prawdopodobnie około 11,5 
dpc w pączku ogonowym zarodka myszy wyczerpuje się pula komórek macierzystych 
dla mezodermy przyosiowej [69].

Tworzenie somitów w pączku ogonowym kończy się gwałtownie, kiedy określona 
liczba ich par, charakterystyczna dla danego gatunku, uformuje się wzdłuż osi A/P. 
Pozostaje jednak tylna część mezenchymy pączka ogonowego (ang. terminal paraxial 
tailbud mesoderm), która nie rozwija się w somity.

Nie wiadomo, co powoduje ustanie somitogenezy w pączku ogonowym. Może być 
wiele przyczyn, takich jak: wyczerpanie się puli komórek progenitorowych dla 
mezodermy przyosiowej, utrata potencji tworzenia somitów przez mezenchymę pączka 
ogonowego, zmiany w otoczeniu pączka ogonowego, które hamują różnicowanie się 
somitów, apoptoza komórek mezenchymatycznych. Koniec somitogenezy w pączku 
jest zaprogramowany. Pączek ogonowy kury, izolowany w różnych stadiach rozwoju, 
wszczepiony do kosmówki omoczniowej kontynuuje tworzenie somitów do liczby 
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odpowiadającej ostatecznej liczbie somitów normalnego zarodka. Podobnie pączki 
ogonowe kury i myszy hodowane in vitro kończą somitogenezę, kiedy uzyskają 
określoną liczbę somitów [61]. Pozostała po zakończeniu somitogenezy niezróżnicowana 
mezenchyma pączka jest zorganizowana w somitomery, co uwidacznia się w mikroskopie 
elektronowym. Somitomery te jednak nie przekształcają się w somity ani in situ, ani w 
hodowli in vitro, ani wtedy gdy wszczepione zostają w ektotopowe miejsce, np. w 
pączku kończyny [8,46]. Wskazuje to że mezenchyma nie utraciła zdolności 
różnicowania się w somity i jest zdolna do zapoczątkowania somitogenezy. lecz że ten 
proces różnicowania został zatrzymany na etapie somitomerów. Może to być 
spowodowane zmianami w ECM mezenchymy, co prowadzi prawdopodobnie do 
nieodpowiedniej interakcji komórek z substancją międzykomórkową. Wykazano bowiem, 
że skład substratu ma znaczący wpływ na zdolność różnicowania się mezenchymy 
pączka ogonowego in vitro [69].

Rola śmierci komórek mezenchymatycznych w zatrzymaniu somitogenezy w pączku 
ogonowym nie jest jasna. U zarodków ptaków piknozę komórek obserwuje się w 
brzusznym grzebieniu ektodermalnym i w jelicie ogonowym. Po zakończeniu somito­
genezy wysoki poziom śmierci komórek jest ograniczony do koniuszka pączka ogonowego 
[52], Niektórzy uważają, że zaprogramowana śmierć komórek jest znakiem stop dla 
tworzenia osi A/P zarodka na końcu ogonowym [53].

Rozwój i różnicowanie się mezenchymy pączka ogonowego wg niektórych zachodzi 
pod wpływem brzusznego grzebienia ektodermalnego (VER), który ma odpowiadać w 
swym działaniu szczytowemu grzebieniowi ektodermalnemu AER (ang. apical 
ectodermal ridge) na czubku pączka kończyny. W hodowli in vitro mezenchyma pączka 
ogonowego kury wymaga obecności ektodermy pączka dla przeżycia i wzrostu. VER 
jest również potrzebne dla ukierunkowania prekursorów komórek chrzęstnych biorących 
udział później w prawidłowej chondrogenezie zawiązków kręgów ogona [35]. VER 
wszczepione w ektotopowe miejsce zarodka kury indukuje wydłużony wyrostek 
zawierający mezodermę przyosiową [49].

POTENCJE ROZWOJOWE KOMÓREK PĄCZKA 
OGONOWEGO

Pączek ogonowy myszy wszczepiony w całości pod torebkę nerki wytwarza różne 
tkanki, w tym głównie pochodne somitów: mięśnie, chrząstkę, kość [66]. Podobnie 
pączek ogonowy przepiórki wszczepiony do kosmówki omoczniowej zarodka kury 
różnicuje się w różnego rodzaju komórki [57], W izolowanym pączku ogonowym kury 
hodowanym in vitro powstają zróżnicowane komórki, takie jak: neurony, mioblasty, 
chondrocyty [32]. Wskazuje to, że w pączku ogonowym komórki sąjuż zdeterminowane 
lub co najmniej ukierunkowane w określony typ różnicowania i rozwoju. Jest to zgodne 
z wyżej omówionym stwierdzeniem, że w pączku ogonowym można wyróżnić rejony o 
odmiennym pochodzeniu i odmiennym przeznaczeniu rozwojowym. Jednak wyniki
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innych doświadczeń wskazują, że w pączku ogonowym są także komórki pluripotentne, 
zdolne zależnie od warunków, w jakich się znajdą, różnicować się w wiele typów 
komórek. Jeżeli bowiem małe wycinki pączka ogonowego, wyznakowane, na różny sposób 
wszczepiono do smugi pierwotnej młodszych zarodków, to po 24 godz. hodowli znajdowano 
u biorców wyznakowane komórki w tworzących się narządach. Komórki te były 
zróżnicowane zgodnie z kierunkiem rozwoju zasiedlonego narządu. Wszczepione 
znakowane komórki kolonizowały narządy, które powstawały już po ich wszczepieniu, 
głównie tylną część mezodermy przyosiowej (płytki segmentalnej) i nowopowstałe somity, 
ale także mezodermę boczną, strunę grzbietową, cewę nerwową i endodermę jelita tylnego 
[70]. W ostatnich latach Cambray i Wilson [13] wykonali podobne, lecz precyzyjniejsze 
doświadczenia, przeszczepiając pojedyncze wyznakowane komórki oddzielnie z przegubu 
chordoneuralnego i końcowej mezenchymy pączka ogonowego. Wykazali oni, że większość 
komórek paczka ogonowego ma ograniczone potencje rozwojowe, nie inkorporuje się do 
struktur osiowych po wszczepieniu do smugi pierwotnej młodszego zarodka. Jedynie 
komórki z grzbietowej części przegubu chordoneuralnego są pluripotentne, inkoiporują 
się do somitów utworzonych po ich przeszczepieniu do młodszego zarodka. Nie tracą 
potencji rozwojowych po 3-krotnym przeszczepieniu do zarodków biorców. Mają one 
również zdolność samoodnawiania. Są zatem komórkami macierzystymi dla pączka 
ogonowego i struktur z niego rozwijających się. Są one pochodnymi komórek macie­
rzystych, jakie we wcześniejszej fazie rozwoju zlokalizowane były w węźle pierwotnym 
zarodka myszy i kury [14,15]. Pluripotentne komórki znajdują się także w przegubie 
chordoneuralnym zarodka Xenopus [21],

Komórki macierzyste z grzbietowej części przegubu chordoneuralnego przesuwają 
się do jego części brzusznej i różnicują się w strunę grzbietową, a te, które przesuną się 
ku tyłowi do mezenchymy końcowej, zostająukierunkowane w komórki mezodermy i 
jej pochodne [13].

MECHANIZMY MOLEKULARNE KIERUJĄCE ROZWOJEM 
I RÓŻNICOWANIEM SIĘ PĄCZKA OGONOWEGO

Badania nad procesami molekularnymi zachodzącymi w pączku ogonowym są 
nieliczne. Informacje o ekspresji genów w jego obrębie pochodzą głównie z interpretacji 
zaburzeń rozwoju (malformacji) części ogonowych zarodków myszy i kury, a niektóre 
dane z oznaczeń ekspresji poszczególnych genów w całych zarodkach, przeprowa­
dzonych przy okazji rozwiązywania różnych innych problemów rozwoju zarodków. Z 
tych jak narazie dostępnych danych trudno jest wyciągnąć szersze uogólniające wnioski.

We wczesnym etapie rozwoju pączka ogonowego, morfologicznie jeszcze 
niezróżnicowanego, część przednia pochodząca z węzła pierwotnego i obejmująca 
przegub chordoneuralny zachowuje ekspresję markerów węzła. U zarodków kur 
markerem są produkty genu Gnot-14 [45], W przyszłych neuralnych komórkach

4 Gen Gnot koduje czynnik tran skry pcyjny z homeodomeną, homologiczny z Xnot u Xenopus. 
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przegubu nadal jest obecne białko L5, marker komórek epiblastu5 kompetentnych 
na indukcję nerwową, a w przyszłych komórkach struny grzbietowej wykazuje się 
ekspresję genów brachyury - Ch-T6 W części tylnej pączka ogonowego, 
pochodzącej ze smugi pierwotnej, zachodzi ekspresja genów Ch-Tbx6, (blisko 
związanych z Ch-T) charakterystycznych dla tworzącej się mezodermy przyosiowej. 
W pełni uformowanym pączku ogonowym wykazano ekspresję genów brachyury 
Ch-T i Ch-tbx6 [44], cdx-l7 [3], Ccdx-B [54] evx-l8, sna, fgf89 [18] i fgf-4 
[65], wnt-3a‘° i bmp-11" [56,60], sprouty2'2 [6] oraz obecność retinoidów. 
Podobna ekspresja genów zachodzi w pączku ogonowym myszy. Wykrywa się w 
nim ekspresję fgf8, fgf9, gdfll, wnt3a, wnt5a, wnt5b, hoxbl, hoxdll, hoxal3, 
dl2'3, dl3, Notch 1, brachyury-T, evxl, tbx6‘4, lefty1- [11], fgfrl16 RARgamma'7 
[28,55,56,60]. Jak wynika z przytoczonych danych, znamy tylko kilka czynników

5 Zarodki ptaków i ssaków po zakończeniu bruzdkowania, a przed rozpoczęciem gastrulacji mają 
postać tarczek złożonych z dwóch warstw epiblastu i hypoblastu. Z epiblastu powstaje właściwy 
zarodek, z hypoblastu tworzą się błony płodowe.
6 Gen brachyury - Ch-T koduje czynnik transkrypcyjny u kury, u myszy homologiczny gen to 
brachyury T, w 50% homologiczny z Xbra u Xenopus.
7Cztery paralogiczne geny myszy: cdxl, cdx2, cdx3 i cdx są odpowiednikami genu cad (ang. 
caudal) u Drosophila; geny cdx są związane z regulacją ekspresji kodu Hox, u kury odpowia­
dają im geny c-CdxA i c-CdxB nazywany dawniej c-Hox-cad.
8 Gen evex-l (ang. evenskipped -1) homologiczny z genem Xhox-3 u Xenopus, koduje czynnik 
transkrypcyjny.
9 Rodzina białek sekrecyjnych FGF (ang. Fibroblast Growth Factor) kodowanych przez kilkana­
ście genów fgf; czynniki FGF odgrywają ważną rolę w rozwoju zarodkowym, na ogół pobudzają 
proliferację komórek.
10 Rodzina białek Wnt (ang. wingless integrated) homologicznych z białkami segmentacyjny- 
mi WG (ang. Wingless) u Drosophila: U kręgowców odkryto 17 odrębnych genów wnt kodują­
cych te glikoproteiny. Białka Wnt występują w dwóch postaciach, jedne są wolne sekrecyjne 
dyfundujące w substancji międzykomórkowej, drugie związane są z błoną komórkową.Trans- 
dukcja sygnału Wnt w komórce zachodzi przy udziale kateniny i kinazy GSK.3 (ang. glycogen 
synthase kinase) lub przy udziale fosfoinozytolu jak np. Wnt5a. Przypuszczalnym receptorem 
dla WNT jest białko Frizzled - Frz, które ma dwie postacie: jedną związaną z błoną komórkową i 
drugą wolną rozpuszczalną, które może się wiązać z WNT w przestrzeniach międzykomórko­
wych i przez to zapobiega jego wiązaniu się z komórką docelową.
11 BMP (ang. bonę morphogenetic protein) - morfogenetyczne białko kości, sekrecyjne białko, 
czynnik wzrostowy z dużej rodziny białek TGFb(ang. Transforming Growth FactorBy BMP-11 
nazywane także GDF11 (ang. growth / differentiation factor) czynnikiem różnicująco-wzrostowym.

12 Białko sprouty 2 jest modulatorem śródkomórkowym receptorów tyrozynowej kinazy dla FGF 
i EGF i antagonistą kinazy ras/MAP, w pączku ogonowym związany jest z ekspresją FGF.

13 Geny Delta - dl kodują błonowe białko sygnalizacyjne wiążące się z błonowym receptorem 
Notch. System sygnalizacyjny Delta/Notch odgrywa ważną rolę w wielu procesach zachodzących 
w czasie różnicowania się komórek zarodkowych, w tym w tak zwanej inhibicji bocznej powodują­
cej odmienne zróżnicowanie dwóch sąsiadujących ze sobą komórek potomnych, patrz [44]. 
uTbx białko z rodziny Brachyury -T, występujące w wielu izoformach w rozwoju myszy, szcze­

gólną rolę odgrywa w rozwoju kończyn.
15 Białka lefty 1 i lefty 2; należą do rodziny czynników wzrostowych TGFb, biorą udział w 
determinacji prawej i lewej strony zarodka; Lefty 1 działa jako antagonista białka nodal; ekspre­
sja lefty może być indukowana przez kwas retinowy.

16 FGFR1 receptor błonowy dla czynników FGF.
17 RAR g receptor jądrowy dla kwasu retinowego.

rcin.org.pl



PĄCZEK OGONOWY W ROZWOJU ZARODKÓW KRĘGOWCÓW 693

sygnalizacyjnych oraz czynników transkrypcyjnych, które są aktywne w czasie 
wzrostu i różnicowania się pączka ogonowego. Na obecnym etapie wiedzy można 
jedynie przypuszczać jaką pełnią rolę, ale jest jeszcze daleko do ustalania powiązań 
między nimi.

Czynniki wzrostowe z rodziny FGF, wiążące się z receptorami FGFR1, jak się sądzi, 
wpływają na proliferację mezenchymatycznych komórek pączka ogonowego. Wskazuje 
na to także obserwacja mutantów myszy fgf3 nuli, u których nieprawidłowo przebiega 
rozwój pochodnych mezodermy przy osiowej, skutkiem czego mają one krótki skręcony 
ogon oraz zmiany w kręgosłupie [51,55]. W czasie rozwoju zarodka FGF8 jest 
syntetyzowany na rosnącym tylnym końcu zarodka i stopniowo degradowany w 
nowowytworzonych tkankach, stąd uważa się, że czynnik ten jest związany z 
różnicowaniem się tkanek i wydłużaniem zarodka ku tyłowi [23].

GDF11 (zwane także BMP11) jest czynnikiem sekrecyjnym działającym w wielu 
procesach rozwojowych. Między innymi gra rolę w ustalaniu formy szkieletu, reguluje 
bowiem tożsamość (identyczność) pozycyjną struktur ułożonych wzdłuż osi A/P, tj. 
nadaje każdej strukturze cechy właściwe dla miejsca jej położenia na tej osi. U myszy 
mutantów gdf nuli zachodzi przednia homeotyczna transformacja kręgów. Wykazują 
one cechy kręgów zlokalizowanych bardziej dogłowowo, niż wskazuje na to ich 
położenie. GDF11 prawdopodobnie reguluje wzór ekspresji genów hox [56,60].

Jak się wydaje, ważną rolę w rozwoju pączka ogonowego, a zwłaszcza jego 
mezodermy odgrywają czynniki wzrostowe z rodziny Wnt: Wnt3a i Wnt5a. Białko 
Wnt5a jest produkowane w brzusznym grzebieniu ektodermalnym (VER). Wydzielane 
z tej części pączka ogonowego działa na proliferację komórek progenitorowych 
mezenchymatycznych i podtrzymuje ich przeżywanie [74]. Obecność i aktywność Wnt3a 
jest niezbędna dla prawidłowego przebiegu somitogenezy w pączku [29], o czym już 
wspomniano wyżej. Myszy mutanty wnt5a nuli mają skrócony ogon na skutek redukcji 
liczby kręgów (do 9) i zmniejszenia ich wielkości [74], a mutanty wnt3a nuli nie mają 
kręgów ogonowych [29,41]. U mutantów tych zaburzona jest somitogeneza, powstaje 
znacznie mniej komórek progenitorowych mezodermy przyosiowej w smudze pierwotnej 
i mniej ich przechodzi następnie do pączka ogonowego [74]. Wnt3a decyduje o 
tożsamości pozycyjnej kręgów [41], Potwierdzeniem ważnej roli białek Wnt w rozwoju 
pączka ogonowego jest wynik eksperymentu, w którym zahamowano ich działanie. 
Śród-maciczne podanie ciężarnym myszom rozpuszczalnego białka Frizzled, antagonisty 
Wnt, spowodowało u zarodków wstrzymanie rozwoju somitów pączka ogonowego. 
Prawdopodobnie Frizzled hamuje oddziaływanie Wnt5a na komórki progenitorowe już 
zdeterminowane w kierunku mezodermy przyosiowej [10]. Mutanty wnt nuli, które nie 
mają wykształconych kręgów ogonowych, mają zredukowaną ekspresję cdxl w pączku 
ogonowym [29,41,74].

Geny cdxl i cdx2 myszy i Ccdxa i Ccdxb kury są homologiczne z genem caudal 
u Drosophila odpowiedzialnym za rozwój ostatniego segmentu odwłokowego (analia). 
U kręgowców są one związane z rozwojem somitów i tworzeniem się kręgów. Biorą 
udział w ustalaniu tożsamości pozycjonalnej poszczególnych somitów wzdłuż osi A/P. 
Regulują, jak się sądzi, transkrypcję genów Hox. W czasie gastrulacji u zarodków 
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myszy ekspresja cdx pojawia się w przedniej części mezodermy przyosiowej i w miarę 
rozwoju zarodka cofa się ku tyłowi, po czym pozostaje wyłącznie w pączku ogonowym. 
W pochodnych pączka geny cdx ulegają ekspresji tylko w tylnej części wtórnej cewy 
nerwowej i w tylnych sklerotomach. Prawdopodobnie CDX bierze udział w 
ukierunkowywaniu komórek progenitorowych somitowych i wpływa na ich przeżywanie 
w pączku ogonowym. Noworodki mutanty cdxl i cdx2 nuli wykazują brak wyksz­
tałconych struktur ogonowych. Geny cdx przypuszczalnie działają inaczej w czasie 
rozwoju przednich i tylnych struktur osiowych zarodka [3]. Podobnie zachowują się 
geny CcdxA i Ccdxb w rozwoju zarodka kury [54], Przypuszcza się, że geny cdx biorą 
udział w regulacji i integracji mechanizmów kontrolujących wydłużanie się zarodka 
wzdłuż osi A/P [18].

Zmiany w prawidłowym rozwoju zarodków podobne jak u myszy mutantów cdx 
null obserwuje się u mutantów z brakiem wnt3a, brachyury T, leftl/tfl oraz fgfrl, co 
wskazuje, że wszystkie te czynniki sygnalizacyjne i transkrypcyjne uczestniczą w 
wytwarzaniu tylnej części zarodka, utrzymując proliferacje i przeżywanie komórek 
pączka ogonowego [3].

Białko Evx-1 gra rolę w segmentacji ciała i neurogenezie. Jest ono wysoce 
konserwatywne, występuje u wszystkich przebadanych pod tym kątem kręgowców [5].

Czynnik Tbx6 potrzebny jest dla ukierunkowania komórek mezodermalnych w 
somitowe [7]. Komórki takie, u myszy pozbawionych Tbx6, po wyjściu ze smugi 
pierwotnej mają specyficzne ograniczenia rozwojowe, rozwijają się tylko w przednie 
somity, natomiast nie rozwijają się w somity ogonowe [17].

Wykrywana w pączku ogonowym myszy ekspresja genów Delta'. dl2 i dl3 wskazuje, 
że w jego rozwoju bierze udział także sygnalizacja Delta-Notch. Sygnalizacja ta odgrywa 
ważną rolę w wielu procesach rozwojowych, między innymi w wyodrębnianiu się 
neuronów z niezróżnicowanych komórek neuroektodermy oraz tworzeniu się somitów. 
[patrz 47], Sygnalizacja Delta-Notch bierze udział w rozwoju pączka ogonowego 
Xenopus. Beck i Slack [7] zapropnowali następujący model jej działania u tych zwierząt. 
We wczesnym stadium rozwoju pączka w wargach bocznych blastoporu pojawia się 
ekspresja genu Ifng kodującego białko sekrecyjne LFNG (ang. lunatic fringe), które 
wzmacnia odpowiedź komórki na działanie Uganda Delta. Następnie zarówno Delta, 
jak i Notch ulegają ekspresji w rejonie końcowym M, który daje początek mezenchymie. 
Ekspresja ta jest stymulowana przez LFNG, wytwarzany w grzbietowej części końca 
wtórnej cewy nerwowej stykającej się z odcinkiem M. Równocześnie w samym 
koniuszku pączka zachodzi ekspresja Xwnt3a i Xhox3 f homologiczny z evx) (ryc. 
2C). Białko X Wnt3a decyduje o osi grzbietowo-brzusznej, a białko XHox3 jest potrzebne 
do wzrostu pączka i jego pochodnych.

Sygnalizacja Delta-Notch w czasie rozwoju pączka ogonowego może pełnić wieloraką 
rolę; może brać udział w różnicowaniu się neuronów i komórek we wtórnej cewie 
nerwowej, może brać udział w tworzeniu i rozdzielaniu się somitów, może także 
powodować odmienne różnicowanie się sąsiednich komórek, co przejawia się w 
mozaikowości komórek progenitorowych.
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Geny Hox u ssaków i ptaków uczestniczą w segmentacji i różnicowaniu się 
kręgosłupa. Ulegają ekspresji w cewie nerwowej, w mezodermie przyosiowej i somitach 
zgodnie z zasadą kolineamości przestrzennej i czasowej. Im dalej od głowy, a bliżej 
ogona, tym więcej grup paralogowych18 położonych bliżej końca 5' genów Hox ulega 
ekspresji. Przednia granica ekspresji danej grupy paralogowej wyznacza równocześnie 
przednią granicę danego odcinka osi A/P. U myszy przednia granica ekspresji genów 
hoxd-10 sięga pierwszych somitów lędźwiowych, hoxd-ll - krzyżowych, a hoxd-12 
- ogonowych. U kury wytwarza się więcej somitów lędźwiowych, które w dalszym 
rozwoju wraz z somitami krzyżowymi formują kość lędźwiowo-krzyżową [os 
lumbosacrale], w związku z czym w somitach lędźwiowych zachodzi już ekspresja 
hoxalO, hoxc-10 i hoxdlO, a somitach krzyżowych hoxa-11, hoxc-11 i hoxd-ll. 
W somitach ogonowych ulegają ekspresji geny box wszystkich grup paralogowych, w 
czym pojawia się ekspresja genów hoxd-12, boxa-13 i hoxd-13 [11]. Jaką rolę pełnią 
poszczególne geny Hox w rozwoju pączka ogonowego, niewiadomo. Czy działają one 
synergicznie, czy też każda grupa paralogowa ma odrębną funkcję?

18Geny paralogowe: geny o bardzo zbliżonej sekwencji DNA i kodujące identyczne lub bardzo zbliżne 
do siebie białka; powstały prawdopodobnie przez duplikację jednego genu w czasie ewolucji.

19 Od dawna wiadomo, że kwas retinowy i jego pochodne biologicznie czynne - retinoidy mają 
wpływ na rozwój układu nerwowego, zwłaszcza mózgowia i że zmiany w prawidłowym stężeniu 
tych czynników powodują poważne zaburzenia rozwojowe i malformacje zarówno w rozwoju czło­
wieka, ssaków, jak i ptaków (duża literatura na ten temat, np [19]).

Myszy mutanty hoxbl3 nuli mają przerost wszystkich struktur pochodzących z 
pączka ogonowego, w tym cewy nerwowej, ogonowych zwojów kręgowych kręgów 
ogonowych, co spowodowane jest wzrostem proliferacji komórek i zatrzymaniem 
apoptozy. Stąd można wnioskować, że hoxbl3 działa jako inhibitor mitoz i stymulator 
apoptozy we wtórnej cewie nerwowej i jako represor wzrostu kręgów ogonowych. 
Hoxbl3 jest położony najbliżej końca 5' w swoim zespole [24].

Ekspresja genów box jest zależna między innymi od poziomu kwasu retinowego - 
RA (ang. retinoic acid) w komórkach i otaczających je tkankach. Zarodki kręgowców 
już we wczesnych stadiach rozwoju syntetyzują RA. Obecność jego wykazano w 
komórkach zarówno neuroektodermy, jak i mezodermy. U zarodków ptaków i zarodków 
myszy najwięcej RA zawiera cewa nerwowa, nieco mniej somity i rozwijające się oko, 
pączek ogonowy i różnicujące się narządy nosowo-czołowe, jeszcze mniej w pączki 
kończyn i łuki skrzelowe19.

Poziom RA i retinoidów w komórce zwierzęcej jest kontrolowany przez całą serię 
zabezpieczeń regulacyjnych. W komórce kwas retinowy jest syntetyzowany przy udziale 
dehydrogenazy retinalaldehydowej RALDH, a katabolizowany przy udziale cyto- 
chromów P 450 - CYP450 oznaczonych jako CYP26A i CYP26B. Śródkomórkowe 
białko CRABP (ang. cellular RA binding protein) wiąże retinoidy, a w razie 
zapotrzebowania uwalniania je i w ten sposób reguluje ich stężenie w komórce. 
Endogenny RA wyprodukowany przy udziale RALDH nie wpływa na syntezę CYP26 
w danej komórce, natomiast egzogenny RA reguluje poziom tych enzymów na zasadzie 
sprzężenia zwrotnego. Stymuluje syntezę CYP26 i hamuje syntezę RALDH. W tkankach 
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zarodkowych na ogół CYP26 i RALDH nie występują rówwnocześnie w tej samej 
komórce, lecz w sąsiednich komórkach lub odmiennych tkankach [22], RA i retinoidy 
są uważane za morfogeny, bowiem efekt ich działania zależy od wartości progowych, 
stężenia i czasu działania. Uwalniane z komórek zarodka rozchodzą się w macierzy 
substancji międzykomórkowej (ECM). Działająna komórki, kompetentne na ich odbiór, 
poprzez specyficzne receptory jądrowe RAR i RXR. Przypuszcza się ponadto, że 
istnieje receptor błonowy ułatwiający przenikanie retinoidów do komórki. Retinoidy są 
szybko przez te komórki metabolizowane [50]. Ścisła regulacja rozmieszczenia 
retinoidów w normalnej morfogenezie jest ważna dla prawidłowego rozwoju zarodka. 
Cyp26Al i Cyp26Bl utrzymując odpowiedni poziom RA w tkankach i komórkach i 
chronią je przed niewłaściwym działaniem egzogennych retinoidów [ 1 ].

Komórki pączka ogonowego zawierają RA. Syntetyzują go i wydzielają też in vitro 
[50]. Można sądzić, że w czasie normalnego rozwoju pączka ogonowego poziom RA 
w jego komórkach jest ściśle regulowany. W pączku ogonowym zarodków zarówno 
myszy, jak i kury aktywny jest Cyp26A 1, a nie ma aktywnego Cyp26 B1 [48], Aktywny 
CYP26A1 chroni pączek ogonowy przed działaniem RA produkowanego w przyległej 
mezodermie tułowiowej, w której aktywna jest RALDH [2], U letalnych mutantów 
myszy z brakiem Cyp26Al pączek ogonowy rozwija się i różnicuje nieprawidłowo, a 
płody wykazują poważne zaburzenia tylnych okolic ciała, takie jak: spina bifida czy 
zanik ogona (caudal agenesis). U tych mutantów wykazano w pączku ogonowym 
wiązanie ektotopowych retinoidów przez RARg oraz zanik ekspresji wnt3a i fgf8. 
Wycięcie genu RARg przywraca u mutantów Cyp26Al nuli ekspresję wnt3a i fgf8 
oraz rozwój części ogonowych i żywotność zarodka [1,2].

Od RA zależna jest ekspresja genu midkiny, wspomnianego wyżej czynnika 
wzrostowego biorącego udział w przejściu komórek mezenchymatycznych w 
nabłonkowe. Nadmiar RA powoduje zahamowanie tej ekspresji, natomiast niedobór 
RA nie ma na nią wpływu [30,37].

Wpływ egzogennych retinoidów na rozwój pączka ogonowego wykazano u kury i 
myszy. Zarodkom kur wstrzykiwano RA bezpośrednio pod tarczkę zarodkową, a 
ciężarnym samicom myszy podawano RA, który jest transportowany przez łożysko do 
zarodków. W innych doświadczeniach syntezę RA blokowano Citralem. Wykazano, 
że zarówno nadmiar, jak i niedobór RA powoduje zaburzenia w rozwoju wtórnej cewy 
nerwowy. Przy nadmiarze RA zamiast jednej cewy nerwowej w pączku ogonowym 
tworzą się liczne cewy nerwowe dodatkowe i dochodzi do połączenia struny grzbietowej 
z cewą nerwową oraz jelitem tylnym. Nasilenie się tych zmian zależy od dozy podanego 
RA, od czasu jego działania i od stadium rozwoju zarodka, w którym go podano 
[32,54,62], Podanie RA nie miało wpływu na obecność receptorów RARgw komórkach 
mezenchymatycznych [66],

Podobnie, jak pod nadmiarem działania RA, ektotopowe, dodatkowe cewy nerwowe 
powstają w pączkach ogonowym zarodków myszy, pod wpływem lektyn wiążących 
reszty kwasu sialowego w składnikach ECM [36] oraz u mutantów pozbawionych 
genów fgfrl [55], wnt3a [74/, tbx6 [17], left lub Zc/[55]. Dodatkowe cewy nerwowe 
tworzą się z zagęszczeń mezenchymy rozmieszczonych jak wysepki w pączku 
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ogonowym. W zagęszczeniach tych zanika ekspresja genów wnt3, tbx6 i Notchl [66], 
Dodatkowe cewy nerwowe wykazują takie same cechy molekularne jak pierwotne cewy 
nerwowe, to jest ekspresję pax3 w płytce sufitowej i shh w płytce podłogowej. W 
dalszym rozwoju różnicująsię w nich neurony ruchowe i tworzą zwoje kręgowe [55].

Mechanizm powstawania dodatkowych cew nerwowych przynajmniej częściowo 
wyjaśnili Nait-Oumesmar i współautorzy [55]. Wyprodukowali oni podwójnie 
transgeniczne normalnie rozwijające się i żywotne myszy, którym wprowadzono gen 
gcml sprzężony ze wzmacniaczem promotora genu hoxa7. Białko Gem (ang. Glicil 
celi missing) jest czynnikiem transkrypcyjnym, który reguluje różnicowanie się 
progenitorów neuralnych w komórki nerwowe lub glejowe zarówno u kręgowców, jak 
i u Drosophila. W rozwoju zarodków dzikich szczepów myszy ekspresja gem 1 występuje 
w centralnym systemie nerwowym oraz w niektórych innych narządach, nie zachodzi 
jednak w pączku ogonowym. U zarodków podwójnie transgenicznych ekspresjagcml 
jest ektotopowa i ograniczona do określonego etapu jego rozwoju, jest bowiem zależna 
od wszczepionego elementu promotora hoxa. Występuje tylko przez określony czas od 
9 do 13 dpc, tj. od okresu poprzedzającego wtórną neurulację do początku zaniku 
pączka ogonowego i jest ograniczona do cewy nerwowej i mezodermy przyosiowej 
tylnej okolicy zarodka. Przednia granica ekspresji gcw7 w 9 dpc sięga 32.-34. somitu, 
tj. poziomu przyszłego 3. kręgu krzyżowego. W miarę rozwoju zarodka granica ta cofa 
się i w końcu wykrywana jest tylko na samym koniuszku pączka ogonowego. U 
wszystkich tych podwójnych transgenów rozwijały się dodatkowe cewy nerwowe, jedne 
związane z pierwotną cewą nerwową na jej końcu tylnym i drugie w pączku ogonowym 
wolne, niepołączone z cewą nerwową. U około 25% osobników transgenicznych 
występowało także rozdwojenie rdzenia kręgowego (spina bifida). Zmiana kierunku 
różnicowania się progenitorów mezodermy przyosiowej w progenitory komórek 
nerwowych u podwójnych transgenów nie odbywała się kosztem komórek mezen- 
chymatycznych, gdyż mezoderma przyosiowa i somity ogonowe rozwijały się normalnie. 
Gem 1 zmieniło kierunek rozwoju tylko niektórych komórek mezenchymatycznych, a 
także stymulowało proliferację komórek o zmienionym kierunku rozwoju. Potwierdza 
to obserwacja, że pączek ogonowy zarodków podwójnych transgenów jest znacznie 
większy niż zarodków dzikich szczepów.

Można więc za Nait-Oumesmar i współautorami [55] pokusić się o następującą 
interpretację powstawania dodatkowych cew nerwowych w pączku ogonowym. Komórki 
mezenchymatyczne pączka ogonowego są normalnie ukierunkowane na rozwój w 
mezodermę przyosiową i jej pochodne, w tym ukierunkowaniu biorą udział Wnt3a, 
Tbx6, FGF8, kwas retinowy i zapewne i inne czynniki, które działają synchronicznie i 
kompleksowo. Brak lub nadmiar jednego z tych czynników może zatrzymać to 
ukierunkowanie i skierować komórki na szlak rozwoju neuralnego. Ukierunkowanie 
więc komórek macierzystych w pączku ogonowym na szlak różnicowania mezoder- 
malnego zależy od działania na nie całego zespołu czynników mezodermizujących, 
brak jednego z nich powoduje wejście komórek macierzystych na szlak rozwoju 
nerwowego. Od niedawna jest wiadomo, że w czasie gastrulacji u kręgowców 
rozpoczęcie szlaku rozwoju neuralnego opiera się na specyficznym sposobie indukcji, 
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polegającym na blokowaniu działania czynnika działającego na ektodermę (indukcja 
przez brak, ang. default induction). Komórki ektodermy mają właściwości autono­
micznego różnicowania się w komórki nerwowe, jednak dzięki obecności w nich czynnika 
wzrostowego BMP różnicują się one w epidermę. Z organizatora Spemanna u płazów 
i węzła pierwotnego u owodniowców wydzielane są substancje antagonistyczne do 
BMP. Są to białka sekrecyjne: chordyna, follistatyna i noggin, które w przestrzeniach 
międzykomórkowych wiążą się z BMP oraz z jego receptorami, nie dopuszczając do 
działania tego białka. Pozbawione w ten sposób wpływu BMP komórki ektodermalne 
zostają ukierunkowane w komórki nerwowe i rozpoczynają dalsze różnicowanie w 
tym kierunku pod wpływem wielu różnych czynników [4,67,72].

ORGANIZATOR

Pączek ogonowy wzbudził zainteresowanie jako centrum organizacyjne tylnej części 
zarodka. Cechuje się bowiem właściwościami organizatora gastruli.

Organizator gastruli, czyli organizator pierwotny, jest to zespół komórek młodego 
zarodka kręgowca, pod którego wpływem w czasie gastrulacji tworzą się zawiązki 
narządów osiowych cewy nerwowej, struny grzbietowej i mezodermy przyosiowej. 
Organizator wyznacza główne osie zarodka przednio-tylną i grzbietowo-brzuszną. U 
płazów (organizator Spemanna) jest to warga grzbietowa blastoporu, u owodniowców 
węzeł pierwotny tarczki zarodkowej. Właściwości organizatora zostały określone 
eksperymentalnie. Cechuje się tym, że po przeszczepieniu w ektotopowe miejsce lub 
do innego zarodka jest on zdolny do indukowania dodatkowych narządów osiowych, w 
których tworzeniu biorą udział zarówno komórki organizatora, jak i zwerbowane przez 
niego komórki gospodarza. Już według pierwotnej koncepcji odkrywców organizatora 
Spemanna i Mangold [ 1924] wyróżniono w organizatorze płazów trzy rejony: organizator 
głowy, organitaror tułowia i organizator ogona, odpowiedzialne odpowiednio za 
wydzielenie tych trzech części ciała zarodka. Obecnie uważa się, że organizator gastruli 
jest dynamiczną strukturą o stale zmieniającej się funkcji i składzie komórek, co 
przejawia się także zmianą ekspresji genów i charakteru komórek progenitorowych. 
Tylko niewielka część komórek organizatora to komórki stacjonarne, tzn. stale w nim 
przebywające. Większość komórek znajdujących się w nim w danym momencie rozwoju 
jest w trakcie przesuwania się przez niego. Te przejściowe komórki są stale werbowane 
(z ektodermy u płazów, z epiblastu u owodniowców) i tu zostają ukierunkowywane w 
komórki progenitorowe, a przeznaczenie ich zmienia się w trakcie rozwoju. Stąd 
organizator kolejno indukuje inne odcinki narządów osiowych wzdłuż osi A/P. Wczesny 
organizator (ang. early gastrula organizer- EGO) indukuje struktury głowowe, późny 
organizator (ang. mid gastrula organizer - MGO) struktury tułowiowe, a pączek 
ogonowy struktury tylne [42]. Część zwerbowanych komórek pozostaje w organizatorze 
jako niezróżnicowane komórki macierzyste dla narządów osiowych. Organizator 
stymuluje również ruchy morfogenetyczne ukierunkowanych progenitorów. U 
owodniowców w funkcji organizatora bierze udział zarówno węzeł pierwotny, jak i 
przednia część smugi pierwotnej (szersze omówienie patrz [6,9,72]).rcin.org.pl
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Właściwości pączka ogonowego odpowiadają wymienionym wyżej cechom 
organizatora. Zachowuje on właściwości zarówno węzła pierwotnego, jak i przedniej 
części smugi pierwotnej. Zachodzi w nim intensywna proliferacja i ruchy morfogene- 
tyczne komórek. Ma możliwości tworzenia z samego siebie cewy nerwowej i struny 
grzbietowej oraz „werbowania” do tych narządów komórek jeszcze nieukierunkowanych. 
Przeszczepiony do jamy blastuli młodszego zarodka Xenopus powodował powstanie nowej 
tylnej cewy nerwowej i struny grzbietowej oraz mezenchymatycznego wyrostka, pokrytego 
ektodermą przypominającego ogonek [27]. Pączek ogonowy wszczepiony w ektotopowe 
miejsce blastodermy kury indukował powstanie drugiej wtórnej cewy nerwowej i struny 
grzbietowej otoczonych somitami [45]. Co trzeba podkreślić indukcja nowej cewy 
nerwowej zachodziła nie tylko w polu jasnym, ale także w polu ciemnym tarczki zarodkowej 
przeznaczonym normalnie do wytworzenia pozazarodkowych błon płodowych. 
Zaindukowana ektotopowo cewa nerwowa wykazywała obecność markerów neuralnych: 
glikoproteiny L5 i ekspresję genów sox-2 oraz genów markerowych dla tylnych części 
cewy nerwowej Pax-3 (charakterystycznego dla tyłomózgowia i rdzenia kręgowego) i 
hoxb-8 (charakterystycznego dla tylnej części rdzenia kręgowego). Nie wykazano w 
niej natomiast ekspresji genów charakterystycznych dla przedniej części cewy nerwowej 
otx-2 i en-1 [45]. Zaindukowane dodatkowe struktury osiowe uXenopous, jak i u ptaków 
zawierały zarówno komórki gospodarza, jak i dawcy, co wskazuje, że pączek ogonowy 
ma zdolność wytwarzania struktur osiowych ze swoich komórek, ale także zdolność 
werbowania do tego procesu komórek gospodarza. Wskazuje jednocześnie, że pączek 
ogonowy tak jak organizator Spemanna i węzeł pierwotny stymuluje przemieszczanie się 
komórek związane z tworzeniem się narządów osiowych.

Wyniki eksperymentów Davisa i Kirschnera [21] z izolowanymi wyznakowanymi 
pojedynczymi komórkami pączka ogonowego Xenopus wskazują, że aktywność 
organizatora w pączku ogonowym nie zależy od zwartej stosunkowo dużej grupy 
komórek jak w czasie gastrulacji, lecz może być funkcją kilku małych grup niezdeter­
minowanych komórek rozsianych w obrębie mezenchymy pączka, wśród komórek już 
ukierunkowanych w komórki nerwowe lub somity [21],

Pączek ogonowy stanowi niewątpliwe organizator tylnej i ogonowej części zarodka. 
Zachowuje bardzo długo właściwości indukujące i właściwość organizowania osi 
przednio-tylnej. Jest on „magazynem” komórek niezróżnicowanych i pluripotentnych. 
Może służyć jako pożyteczny obiekt do badań eksperymentalnych nad molekularną 
interakcją komórek w czasie gastrulacji i różnicowania się komórek, ale może także 
posłużyć jako źródło komórek niezróżnicowanych.
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THE ROLE OF CELLULAR MEMBRANĘ TRANSPORT
IN THE MULTIDRUG RESISTANCE
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w Warszawie

Streszczenie: Zjawisko oporności wielolekowej jest częstym powodem niepowodzeń chemoterapii no­
wotworów. Zbadano wiele mechanizmów komórkowych wpływających na efekty cytotoksycznc leków 
przeciwnowotworowych. Jedną z najintensywniej badanych form oporności komórek na terapię jest 
oporność wywołana nadekspresją glikoprotein błonowych. Niektóre białka błonowe odpowiedzialne za 
transport błonowy leków oraz geny je kodujące zostały zidentyfikowane i scharakteryzowane. Odgry­
wają one ważną rolę w redukcji stężenia wewnątrzkomórkowego leków. Ich ekspresja została wykaza­
na w wielu ludzkich komórkach nowotworowych, jak i w prawidłowych tkankach. Stwierdzono, że 
wiele leków hamuje funkcje białek związanych z transportem błonowym. Szereg z nich wykazuje efek­
ty toksyczne. Ważnym zagadnieniem jest poszukiwanie nowych związków o lepszym indeksie terapeu­
tycznym mogącym znaleźć zastosowanie w terapii nowotworów.

Słowa kluczowe: oporność 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 of transported protein, have been identified. Many of them 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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WSTĘP

Skuteczność działania chemoterapeutyków, stosowanych w leczeniu chorób 
nowotworowych, w celu zniszczenia komórek nowotworowych przy jak najmniejszym 
uszkodzeniu komórek prawidłowych nosiciela nowotworu, ogranicza pojawiająca się 
oporność, czyli brak wrażliwości na dany lek [25]. Oporność stwierdzoną już po 
pierwszym podaniu leku określa się jako oporność wrodzoną. Częściej jednak, w wyniku 
wielokrotnego podawania leku, pojawia się tzw. oporność nabyta. Powszechny problem 
stanowi zjawisko oporności wielolekowej (z ang. multidrug resistance, MDR). O 
oporności wielolekowej mówi się wówczas, gdy komórki poddawane działaniu jednego 
leku stają się oporne na ten lek oraz inne strukturalnie i funkcjonalnie odmienne leki, 
czyli wykazują tzw. oporność krzyżową. MDR wywołują chemoterapeutyki należące 
do różnych grup, np. antybiotyki (daunorubicyna, adriamycyna, aktynomycyna D), 
alkaloidy izolowane z roślin z rodziny Vinca (np. winkrystyna, winblastyna), pochodne 
podofylotoksyn (np. etopozyd, tenipozyd) oraz taksany (np. taksol).

Fenotyp oporności lekowej jest związany ze zwiększonym wypływem leków z komórki. 
Jeden z głównych mechanizmów odpowiedzialnych za oporność wielolekowąjest oparty na 
zmianach w profilu glikoprotein błonowych, komórek opornych wielolekowo. Nadekspresja 
szeregu glikoprotein decyduje o niskim stężeniu leków w komórkach spowodowanym 
aktywnym transportem na zewnątrz, w wyniku działania tzw. energozależnej (ATP zależnej) 
pompy błonowej. Obniżona akumulacja leku w komórkach opornych jest odwrotnie 
proporcjonalna do stopnia wytworzonej oporności [5, 23, 25, 38],

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

Białko Rodzaj nowotworu Oporność na leki przeciwnowotworowe

PgP białaczka, nerwiak niedojrzały, chłoniak, 
nowotwór piersi, trzustki, okrężnicy, wątro­
by, nerek, kory nadnerczy, jajników, płuc

winkrystyna, winblastyna, doksorubicyna, 
daunorubicyna, etopozyd, tenipozyd, 
paklitaksel, kolchicyna, aktynomycyaę D, 
mitomycyna C, mitoksantrol

MRP1 białaczka, nerwiak niedojrzały, chłoniak, 
nowotwór płuc, tarczycy, żołądka, przełyku

winkrystyna, winblastyna, doksorubicyna, 
daunorubicyna, etopozyd, tenipozyd, 
metotreksat

MRP2 białaczka, nowotwór płuc, nerek, żołądka, 
okrężnicy

winkrystyna, winblastyna, cisplatyna, 
metotreksat

MRP3 nowotwór okrężnicy, płuc, nerek, jajników doksorubicyna, winkrystyna, etopozyd, 
tenipozyd, metotreksat

MRP4 białaczka tiopuryny, metotreksat

BCRP białaczka, nowotwór piersi, łożyska, płuc, 
wątroby, jelit

doksorubicyna, daunorubicyna, epirubicyna, 
etopozyd, topotekan, mitoksantron
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Badania różnic w błonach komórkowych komórek wrażliwych i opornych pozwoliły 
zaobserwować zwiększoną zawartość glikoproteiny o m.cz. 170-190 kDa w błonach 
komórek opornych. Stopień wytworzonej oporności na leki wykazywał dużą zbieżność 
z zawartością tej glikoproteiny. Błonowa glikoproteina o masie 170 kDa została 
wyizolowana i scharakteryzowana jako P-glikoproteina (z ang. P-glycoprotein, Pgp). 
Przypisano jej funkcję białka transportującego leki na zewnątrz komórki [5,31], Później 
zidentyfikowano inne glikoproteiny, również odpowiedzialne za eliminację leków z 
komórki. Należą do nich m.in. białka oporności wielolekowej MRP1, MRP2, MRP3, 
MRP4, MRP5, MRP6 (z ang. MDR-associatedprotein), białko oporności komórek 
nowotworowych płuc - LRP (z ang. lung resistance protein), białko oporności komórek 
nowotworowych piersi - BCRP (z ang. breast cancer resistance protein) oraz białko 
odpowiedzialne za transport soli żółciowych - BSEP (z ang. bile salt export protein). 
Nadekspresja tych glikoprotein jest podstawowym mechanizmem wywołującym 
oporność wielolekową i zmniejszającym skuteczność leczenia chorób nowotworowych 
[38]. W tabeli 1 przedstawiono dane z badań in vitro i in vivo zjawiska MDR [11],

STRUKTURA I FUNKCJE P-GLIKOPROTEINY

P-glikoproteina (ABCB1) jest kodowana przez wiele genów tworzących grupę 
mdr. W komórkach ludzkich występują 2 geny mdr. mdrl i mdr2, znajdujące się na 
chromosomie 7, przy czym tylko gen mdrl związany jest bezpośrednio z opornością 
wielolekową [27], Ekspresja tego genu jest niezbędna i wystarczająca do pojawienia 
się oporności, natomiast stopień oporności komórek może być skutkiem zampli- 
fikowania tego genu i jego nadekspresji. P-glikoproteina jest integralnym białkiem 
błonowym zbudowanym z jednego łańcucha polipeptydowego, w którego skład 
wchodzi 1280 aminokwasów, co daje peptyd o masie cząsteczkowej 140 kDa. Białko 
to składa się z dwóch części o podobnej budowie, z których każda zawiera fragment 
hydrofobowy i hydrofitowy [14,27,38], Pomiędzy dwiema połówkami P-glikoproteiny 
istnieje 43-procentowa homología [23, 30]. Fragment hydrofobowy stanowią trzy 
pętle przebijające błonę w sześciu miejscach. Sześć transbłonowych fragmentów 
tworzy kanał, przez który substancje przekraczają błonę komórkową. Fragmenty 
te odgrywają ważną rolę w określaniu specyficzności substratowej glikoproteiny. 
Umiejscowiony po cytoplaz-matycznej stronie błony fragment hydrofitowy zawiera 
potencjalne miejsca wiązania nukleotydu ATP, tzw. NBD (z ang. nucleotide 
binding domain). C- i N-koniec polipeptydu zlokalizowany jest 
wewnątrzkomórkowo. Pierwsza zewnątrzkomórkowa pętla jest glikolizowana w 
trzech miejscach. Dojrzała Pgp ma masę cząsteczkową 170-180 kDa. Wiele 
badań sugeruje, że glikolizacja nie jest konieczna do transportu substratów przez 
P-glikoproteinę, natomiast jest wymagana do translokacji P-glikoproteiny do błon 
plazmatycznych [14, 38]. Obecnie nie ma wątpliwości, że P-glikoproteina należy 
do rodziny białek transportujących tzw. ABC (z ang. ĄTP-binding cassette), które 
używają energii z hydrolizy ATP do transportu substancji przez błony komórkowe [4, 14, 
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15, 17, 19, 23, 27, 30, 32, 38]. Jest ona ATP-azą, która może ulec inaktywacji w wyniku 
mutacji nawet tylko w jednym miejscu wiązania ATP, co wskazuje na fakt, że oba miejsca 
wiązania ATP są niezbędne do prawidłowego jej funkcjonowania. Badania procesu 
wiązania leku przez P-glikoproteinę sugerują, że hydroliza ATP nie jest konieczna do 
wiązania leku, ale jest niezbędna do jego transportu. P-glikoproteina oddziałuje z wieloma 
strukturalnie i funkcjonalnie różnymi związkami, z których większość jest przez nią 
transportowana. Należą do nich związki organiczne chemicznie obojętne lub obdarzone 
ładunkiem dodatnim [14,38], P-glikoproteina występuje w błonach komórkowych wielu 
gatunków. Hetero-genność jej masy cząsteczkowej i ładunku sugeruje istnienie rodziny 
podobnych cząsteczek. Znane są trzy izoformy tej glikoproteiny: Pgp I, Pgp 11 i Pgp III, 
przy czym wykazano, że tylko Pgp I i Pgp II powodują oporność wielolekową. W 
komórkach ludzkich występuje Pgp I i Pgp III [23, 38].

LOKALIZACJA I FUNKCJE FIZJOLOGICZNE 
P-GLIKOPROTEINY

P-glikoproteina znajduje się nie tylko w błonach powierzchniowych komórek 
nowotworowych, ale także w błonach komórek, które przylegają do kompartmentów 
wydzielniczych. Jej aktywność w prawidłowych tkankach sugeruje ważną rolę w 
transporcie błonowym ksenobiotyków [4, 23], Ze względu na szeroki zakres transpor­
towanych substancji chroni ona komórki przed endogennymi i egzogennymi substancjami 
toksycznymi, poprzez tworzenie bariery kontrolującej ich napływ do organizmu oraz 
tempo ich transferu pomiędzy różnymi tkankami i kompartmentami [4, 6, 17].

Wyraźną zawartość P-glikoproteiny znaleziono w komórkach nabłonka przewodu 
pokarmowego (jelito grube i cienkie, wątroba, trzustka, śledziona), na powierzchni 
komórek nabłonkowych kanalików nerkowych i żółciowych, w komórkach mózgu, 
łożyska i jąder, w korze nadnerczy i gruczołach macicy produkujących steroidy u kobiet 
ciężarnych oraz po wewnętrznej stronie błon aparatu Golgiego. P-glikoproteina bierze 
udział w sekrecji naturalnych metabolitów i toksyn, wpływa na absorpcje ksenobiotyków 
w jelitach, w niektórych przypadkach ogranicza biodostępność leków doustnych oraz 
ułatwia wydalanie przez błonę śluzową jelita, nerki i z żółcią, jest zaangażowana w 
metabolizm steroidów. Pełni ważną rolę w modulowaniu dystrybucji związków 
hydrofobowych do mózgu, redukując przepuszczalność ksenobiotyków do centralnego 
układu nerwowego oraz limitując napływ leków, takich jak winkrystyna, morfina itp. 
Można oczekiwać, że zastosowanie jej agonistów może zmienić przepuszczalność 
bariery krew/mózg. Pośredniczy w usuwaniu ksenobiotyków z łożyska i jąder, 
kontrolując ich napływ do płodu i gonad [4, 6, 15, 17, 23, 36, 38].
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STRUKTURA 1 FUNKCJE BIAŁEK MRP

Brak ekspresji Pgp w niektórych komórkach opornych wielolekowo spowodowało, 
że zaczęto poszukiwać innych białek transportujących leki. Białko MRP 1 (ABCC1) zostało 
wyizolowane z błon plazmatycznych opornych na doksorubicynę ludzkich komórek 
nowotworu płuc, w których nie zaobserwowano ekspresji P-glikoproteiny [23], W 
komórkach ludzkich znaleziono jeszcze pięć izoform tej glikoproteiny: MRP2, MRP3, 
MRP4, MRP5 i MRP6. Należą one do rodziny ABC transporterów [3, 23, 22, 38].

MRP1 zbudowana jest z 1531 aminokwasów, a sekwencja aminokwasów wykazuje tylko 
15-procentowe podobieństwo do P-glikoproteiny [18, 23, 29], MRP1 jest polipeptydem o 
masie cząsteczkowej 170 kDa, który ulega post-translacyjnej glikozylacji tworząc glikoproteinę 
o masie cząsteczkowej 190 kDa. Związek ten ma budowę asymetryczną. Jeden z ostatnich 
modeli struktury MRP 1 zakłada, że składa się ona z 5-, 6- i 4-transbłonowych fragmentów w 
domenie hydrofobowej odpowiednio 1,2 i 3 oraz z dwóch hydrofitowych domen znajdujących 
się po wewnętrznej stronie błony. N-koniec polipeptydu znajduje się na zewnątrz komórki. 
MRP 1 jest glikozylowana po zewnętrznej stronie błony przy asparaginianie (z ang. aspartate, 
Asn) Asn19, Asn23 i Asn1006. Dwa inne miejsca: Asn354 oraz Asn1156 nie sąglikozylowane [18].

MRP1 transportuje związki organiczne chemicznie obojętne oraz obdarzone 
ładunkiem ujemnym. Białko to wykazuje podobny mechanizm działania do P-gliko­
proteiny. Nadekspresja MRP1 jest związana ze wzrostem aktywności, zależnego od 
ATP, transportu połączeń z endogennym glutationem, glukuronianem lub siarczanem, 
co powoduje zmniejszoną wewnątrzkomórkową akumulację leków, prowadząc do 
oporności na terapię [3, 22, 23, 29, 38]. MRP1 może powodować oporność na 
metotreksat (z ang. methotrexate, MXT) oraz arsenin [7,9,26]. Występuje głównie w 
błonach komórek opornych wielolekowo, jak również jest obecna po wewnętrznej stronie 
błon kompartmentów, takich jak: mięśnie, płuca, śledziona, pęcherz moczowy, pęcherzyk 
żółciowy i kora nadnerczy [23]. Glikoproteiną ta pełni ważną funkcję fizjologiczną w 
transporcie błonowym m.in. leukotrienów [2, 14, 15, 18]. Nadekspresję MRP1 
znaleziono prawie w każdym rodzaju nowotworu [7].

MRP2 (ABCC2) została odkryta dużo wcześniej od MRP1 jako cMAOT (z ang. 
canalicular multispecific anion transporter), białko odpowiedzialne za transport 
bilirubiny glukuronianu w błonie hepatocytów [7, 26]. MRP2 wykazuje podobną 
specyficzność substratową do MRP 1 z jednym wyjątkiem - jej nadekspresja powoduje 
oporność na cisplatynę [7, 21, 26]. MRP2 występuje głównie w nerkach, wątrobie, 
jelicie krętym, dwunastnicy oraz w centralnym układzie nerwowym [43], a jej 
nadekspresję zanotowano w 95% komórek nowotworowych nerek oraz w komórkach 
nowotworowych płuc, żołądka i okrężnicy [7].

MRP3 (ABCC3) podobnie jak MRP1 i MRP2 transportuje anionowe związki 
organiczne, głównie w połączeniach z glukuronianem [7]. Białko to zbudowane jest z 
1527 aminokwasów i wykazuje 56-procentowe podobieństwo do MRP 1 i 46-procentowe 
do MRP2. MRP3 zlokalizowana jest w błonach hepatocytów, korze nadnerczy, jelicie 
cienkim, nerkach i trzustce [43, 44], Odgrywa ważną rolę w usuwaniu toksycznych 
substancji anionowych z wątroby w przypadku niedrożności dróg żółciowych [7, 26, 
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44]. Komórki z nadekspresją MRP3 wykazują oporność na etopozyd i tenipozyd, 
natomiast nie wykazują oporności na inne leki wywołujące MDR [7, 44]. Białko to 
może powodować oporność na metotreksat [7, 42, 43]. Ostatnie badania kliniczne 
wykazały silny związek pomiędzy ekspresją tego białka i opornością na doksorubicynę 
oraz słabą zależność między MRP3 i opornością na winkrystynę, etopozyd i cisplatynę 
w komórkach nowotworowych płuc [7].

Dwa strukturalnie podobne białka MRP4 (ABCC4) i MRP5 (ABCC5) są 
odpowiedzialne za transport związków nukleozydowych stosowanych w chemoterapii 
nowotworów, takich jak: 6-merkaptopuryna i tioguanina. Dodatkowo mogą 
transportować 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 komórkach zainfekowanych wirusem HIV chroni je przed 
cytotoksycznymi efektami leków antywirusowych, powodując oporność na te leki, a 
jednocześnie spadek stężenia wewnątrzkomórkowego leków antywirusowych prowadzi 
do upośledzenia supresji replikacji HIV. Badania Chen i współpracowników pokazują, 
że nadekspresja MRP4 w komórkach nowotworowych spowodowała upośledzenie 
efektów cytotoksycznych analogów tiopurynowych stosowanych w leczeniu białaczek 
u dzieci [34], Ostatnie badania donoszą, że MRP4 i MRP5 mogą transportować 
monofosforanowe pochodne adenozyny i guanozyny, a więc mogą mieć wpływ na 
regulację wewnątrzkomórkowego poziomu cyklicznych nukleotydów, łącznie z cGMP 
i cAMP [9, 34],

Funkcje fizjologiczne i zaangażowanie MRP6 (ABCC6) w oporność lekową nie 
zostały jeszcze dobrze poznane. Nadekspresja tego genu w opornych komórkach 
nowotworowych prawdopodobnie związana jest z amplifikacjągenu MRP 1 ze względu 
na bliską lokalizację tych genów na chromosomie 16 [7, 21]. Mutacje białka MRP6 
powodują pseudoxanthoma elasticum, chorobę, która uszkadza elastyczność tkanek 
skóry, oczu i układu naczynio-sercowego [9, 26].

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

INNE BIAŁKA ZAANGAŻOWANE W MDR

Do białek błonowych transportujących leki, zaangażowanych w oporność wielo- 
lekową należą również: białko oporności komórek nowotworowych piersi BCRP, białko 
oporności komórek nowotworowych płuc - LRP oraz białko transportujące sole 
żółciowe BSEP.

BCRP (ABCG2) należy do podrodziny G ABC transporterów i jest znane jako gen 
oporności na mitoksantron (MXR) [16,26,28]. Białko to zidentyfikowano w ludzkich 
komórkach nowotworowych piersi MCF-7/AdrVp, w których nie zanotowano ekspresji 
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Pgp. Nadekspresja BCRP w tych komórkach spowodowała ATP-zależną redukcję 
stężenia antracyklin [10,11], BCRP jest polipeptydem zbudowanym z 665 aminokwasów 
tworzących sześć transbłonowych fragmentów. Białko to ma tylko jedno wiązanie 
nukleotydu ATP, co sugeruje, że jest półtransporterem, który funkcjonuje jako homodimer. 
Nadekspresja BCRP powoduje oporność na szerokie spektrum leków przeciw- 
nowotworowych, takich jak: mitoksantron, doksorubicynę, daunorubicynę, etopozyd i 
epirubicynę [10, 16]. Nadekspresja ABCG2 związana jest ze słabą skutecznością 
chemoterapii ostrej białaczki szpikowej oraz nowotworów stałych, takich jak: rak płuc 
i piersi. Poza tym białko to może transportować barwniki fluorescencyjne i toksyny 
[16], Wysoką ekspresję BCRP znaleziono w łożysku, mózgu oraz komórkach 
macierzystych, gdzie może pełnić ważną funkcję w redukcji penetracji leków oraz 
limitować napływ ksenobiotyków. BCRP występuje również w jelitach i w wątrobie, 
gdzie może brać udział w regulacji transportu toksyn i leków przeciwnowotworowych 
przez nabłonek układu pokarmowego [10, 16].

LRP nie należy do rodziny ABC transporterów, ale jest związane z MDR. Nadekspresja 
LRP została po raz pierwszy zaobserwowana w ludzkich komórkach nowotworowych 
płuc, w których nie znaleziono ekspresji Pgp [12]. LRP jest tzw. białkiem MVP (z ang. 
major vault protein), o masie cząsteczkowej 110 kDa, zlokalizowanym głównie w małych, 
subkomórkowych strukturach cytoplazmatycznych oraz w niewielkim procencie w błonie 
jądrowej [1, 20]. Białko to pełni ważną rolę w transporcie ksenobiotyków z jądra do 
cytoplazmy [12, 20], Nadekspresja LRP powoduje słabą odpowiedź na chemoterapię 
nowotworów płuc, piersi i jajników oraz białaczek [35]. Białko to wywołuje oporność na 
leki przeciwnowotworowe, takie jak: doksorubicyna, winkrystyna, cisplatyna, karbo-platyna, 
malfalan, etopozyd, paklitaksel, granicydyna D oraz pełni ważną rolę w transporcie 
doksorubicyny z jądra do cytoplazmy [ 12,20].

Białko BSEP (ABCB11), znane jako „sister of Pgp” (Spgp) jest odpowiedzialne za 
transport soli żółciowych w wątrobie. Należy do rodziny ABC transporterów i jest 
związane z MDR. W badaniach in vitro powoduje oporność na paklitaksel [26]. Mutacja 
genu kodującego BSEP jest odpowiedzialna za wewnątrzwątrobową cholestazę (z ang. 
Progresive Familial Intrahepatic Cholestasis) [41].

MODELE FUNKCJONOWANIA P-GLIKOPROTEINY

Pierwsza hipoteza dotyczy funkcjonowania P-glikoproteiny jako energozależnej pompy 
błonowej (mechanizm bezpośredni). Tworzy ona w błonie komórkowej kanał, przez który 
transportuje leki kosztem energii pochodzącej z hydrolizy ATP [5,13,14,15,19,27,33,37, 
38]. Przyjmuje się, że P-glikoproteina ma wiele miejsc wiązania substratów, które 
bezpośrednio z nią oddziałują, i że wiązanie związku transportowanego jest odwracalne 
[15]. Ze względu na kinetykę leków, która sugeruje, że są one wykrywane i usuwane, 
zanim przedostaną się do cytoplazmy oraz na fakt, że są zawracane bezpośrednio z błony 
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komórkowej, zaproponowano hipotezę, że do ich efektywnego usuwania z błony dochodzi 
w skutek działania P-glikoproteiny jako flipazy odpowiedzialnej za przemieszczanie związków 
lipofilnych z zewnętrznej do wewnętrznej warstwy lipidowej błony komórkowej (model 
Higgisa i Gottesmana). Według innego modelu - Gottesmana i Pasty (hydrophobic vaccum 
cleaner model), P-glikoproteina oddziałuje bezpośrednio z substratami w błonie komórkowej 
i usuwa je na zewnątrz komórki [13,23,32].

Druga hipoteza sugeruje wpływ P-glikoproteiny na redukcję leku w komórkach opornych, 
poprzez redukcję gradientu pH błony komórkowej i/lub potencjału elektrycz-nego (mechanizm 
pośredni). Według tej hipotezy P-glikoproteina nie transportuje leków, ale zwiększa 
wewnątrzkomórkowe pH i depolaryzuje potencjał elektryczny błony komórkowej poprzez 
działanie jako pompy protonowej lub kanału chlorkowego [3,14,15,23,33,385], Mechanizm 
alternatywny sugeruje, że P-glikoproteina działa jako kanał generujący elektrochemiczny 
gradient ATP, który kieruje leki przez błonę komórkową [14,38].

Modele opisujące mechanizmy pośrednie nie wymagają bezpośredniego wiązania leku 
przez Pgp, ale wyjaśniają małą specyficzność substratową tej glikoproteiny. Jakkolwiek 
dane eksperymentalne faworyzują bezpośredni wpływ P-glikoproteiny na MDR poprzez 
wiązanie i transport wielu leków. Przemawia za tym fakt, że poziom ekspresji Pgp koreluje 
ze stopniem oporności lekowej, że występuje ona w błonach komórkowych i sama 
bezpośrednio wiąże wiele leków strukturalnie i funkcjonalnie różnych [14],

FARMAKOLOGICZNA KONTROLA OPORNOŚCI 
WIELOLEKOWEJ

Zjawisko MDR jest jedną z przyczyn niskiej skuteczności chemoterapii chorób 
nowotworowych. Zastanawiano się nad przywróceniem komórkom nowotworowym 
wrażliwości na działanie związków, w stosunku do których wykazują oporność. 
Rozwiązaniem tego problemu może być modulacja funkcji białek transportujących 
odpowiedzialnych za MDR [38], Wiele związków powoduje hamowanie funkcjonowania 
P-glikoproteiny jako pompy i przywraca komórkom wrażliwość. Są to tzw. uczulacze 
(z ang. chemosensitizers) lub modulatory oporności (z ang. resistance modiftres), które 
podawane razem z lekami przeciwnowotworowymi zwiększają wewnątrzkomórkową 
akumulację tych leków przez upośledzenie funkcji P-glikoproteiny [5,23].

MECHANIZMY DZIAŁANIA MODULATORÓW

Bezpośredni mechanizm działania modulatorów oporności wielolekowej polega na 
hamowaniu aktywności P-glikoproteiny jako pompy eliminującej leki z komórki, czego 
rezultatem jest przywrócenie toksyczności leków w wyniku ich akumulacji w komórce 
[ 13,25]. Modulatory mogą działać jako ligandy kompetetywne, przez oddziaływanie z miejscami 
wiązania leku z P-glikoproteiną lub jako ligandy niekompetetywne, przez oddziaływanie z 

rcin.org.pl



ROLA TRANSPORTU BŁONOWEGO W ZJAWISKU OPORNOŚCI W1ELOLEKOWEJ 711

innymi miejscami wiązania z P-glikoproteiną, powodując allosteryczne zmiany cząsteczki 
P-glikoproteiny i prowadząc do zahamowania wiązania leku lub jego transportu [13].

Pośredni mechanizm działania modulatorów to post-translacyjne modyfikacje 
P-glikoproteiny polegające na jej fosforylacji i defosforylacji. Stan ufosforylowania 
Pgp wpływa na aktywność tej glikoproteiny jako pompy usuwającej leki, reguluje 
transport leków przez błonę oraz modeluje oporność wielolekową [13, 14, 15, 27, 
38], P-glikoproteina ulega cyklom fosforylacji przy udziale kinazy A i kinazy C, 
przy czym fosforylowane są przede wszystkim reszty serynowe obecne w peptydzie 
łączącym obie jej połówki [13]. Ostatnio zidentyfikowano 3 inne kinazy fosforylujące 
P-glikoproteinę, związane z błonami komórkowymi. Identyfikacja specyficznych 
kinaz fosforylujących Pgp ma duże znaczenie, gdyż pośrednio mogą odgrywać one 
ważną rolę w modulacji zjawiska oporności wielolekowej komórek. Aktywatory 
kinaz powodując wzmocnienie fosforylacji Pgp, redukują wewnątrzkomórkową 
akumulację leku i zwiększają oporność lekową komórek opornych, natomiast 
inhibitory redukując fosforylację Pgp, zwiększają wewnątrzkomórkową akumulację 
leku w komórkach opornych [14], Wiele powszechnie stosowanych modulatorów MDR, 
takich jak: fenotiazyny, tamoksifen, cyklosporyna A, jest słabymi inhibitorami kinazy C. 
Wiadomo też, że oddziałują one z P-glikoproteiną i hamują transport leków przez 
mechanizm niezależny od fosforylacji tej glikoproteiny. Fakt ten powoduje, że badania 
wpływu zahamowania aktywności kinaz specyficznych dla Pgp na regulację zjawiska 
oporności wielolekowej są skomplikowane. Obecnie jednak wiadomo, że istnieją 
specyficzne inhibitory kinazy C, które mogą modulować funkcje P-glikoproteiny poprzez 
wzrost jej fosforylacji. Przykładem jest staurosporyna [13],

PODZIAŁ MODULATORÓW MDR

Modulatory oporności wielolekowej dzielone są na trzy generacje. Modulatory 
pierwszej generacji zostały zidentyfikowane w 1980 roku i chwilę potem wprowadzone 
do leczenia klinicznego [39], Należą do nich: inhibitory kanałów wapniowych (werapa- 
mil, nikardypina, nifedypina, diltiazem), analogi kalmoduliny (trifluoroperazyna, 
chloropromazyna), analogi indolowe (chinina, chinidyna) oraz cykliczny peptyd - 
cyklosporyna A. Zastosowanie kliniczne modulatorów pierwszej generacji zostało jednak 
ograniczone ze względu na ich toksyczność w stosunku do komórek prawidłowych. 
Związki te mają swoiste działanie terapeutyczne, natomiast oporność lekową znoszą w 
stężeniach większych niż wymagane do ich aktywności terapeutycznej [23], Stężenie 
werapamilu we krwi, potrzebne do osiągnięcia efektu zniesienia MDR, powoduje blok 
tętniczo-komorowy [13,23]. Analogi kalmoduliny znoszą oporność w stężeniu, w którym 
wykazują działanie antypsychotyczne. Cyklosporyna A efektywnie znosi MDR w wielu 
liniach komórkowych, wykazuje jednak znaczną akty wność immunosupresyjną.

W celu znalezienia modulatorów o mniejszej toksyczności i większej efektywności 
w znoszeniu MDR zaczęto testować enancjomery oraz strukturalne analogi związków 
pierwszej generacji. Najszerzej zbadane i najlepiej scharakteryzowane są: dekswera- 
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pamil, PAK-200, valspodar (PSC-833) i biricodar (VX-710). Związki te należą do 
modulatorów drugiej generacji. R-enancjomer werapamilu - dekswerapamil ma 10 
razy silniejsze działanie od werapamilu w znoszeniu oporności i nie wykazuje aktywności 
antagonistycznej w stosunku do kanału wapniowego (nie jest kardiotoksyczny). 
Wiodącym związkiem, który w bardzo małym stopniu blokuje kanały wapniowe, natomiast 
całkowicie odwraca oporność na winkrystynę w ludzkich komórkach opornych na ten 
lek, jest PAK-200. Szeroko badany związek PSC 833, nieimmunosupresyjny analog 
cyklosporyny D, jest 10 razy silniejszy i efektywniejszy od niej samej. Jest stosowany 
w wielu terapiach klinicznych w połączeniu z chemoterapeutykami [39], Wykazano, że 
odwraca on oporność na daunorubicynę, doksorubicynę, winkrystynę, winblastynę i 
taksol [13, 23, 36]. Hamuje również białko BSEP [26]. Związek VX-710, szeroko 
stosowany w testach klinicznych, przywraca wrażliwość komórkom z nadekspresją 
Pgp oraz MRP1 [39].

Modulatory drugiej generacji podawane z lekami przeciwnowotworowymi modulują 
MDR poprzez znaczący wpływ na farmakokinetykę i dystrybucję leków w wyniku 
inaktywacji P-glikoproteiny. Brak jednak selektywności tych związków do blokowania 
funkcji P-glikoproteiny tylko w tkankach nowotworowych oraz zmiany farmako- 
kinetyczne przez nie indukowane powodują niepomyślny wpływ na terapię.

Modulatory oporności trzeciej generacji wykazują efektywne działanie w odwracaniu 
MDR w bardzo niskich stężeniach, rzędu 20-100 nM, wymagają więc małych dawek do 
osiągnięcia stężenia efektywnego w odwracaniu MDR [23]. Należą do nich specyficzne 
inhibitory P-glikoproteiny, które nie blokują innych ABC transporterów, co minimalizuje 
wpływ na biodostępność i wydalanie leków przeciwnowotworowych [39]. Obecnie w 
badaniach klinicznych znajdują się: cyklopropylodibenzosuberan (LY 335979) - 10 razy 
efektywniejszy od cyklosporyny A, akridonekarboksamina (GF 120918), pochodna 
diketopiperazyny (XR 9051), diaryloimidazol (OC 144-093) [23] oraz inhibitor białka BCRP 
- elakridar (GF 120918/GG918) [39]. Modulatory trzeciej generacji opracowano biorąc 
pod uwagę relacje pomiędzy strukturą, aktywnością i specyficznością mechanizmu 
oporności wielolekowej. Charakteryzują się one dużą efektywnością, selektywnością i 
wykazują minimalne interakcje z lekami przeciwnowotworowymi [23].

Związki, które efektywnie blokują Pgp, mają niskie powinowactwo do MRP1 lub 
MRP2. Inhibitorami białka MRP1 mogą być jego fizjologiczne substraty, np. leukotrieny 
C4, S-decyloglutation oraz MK571 - antagonista leukotrienów D4 lub kwasy organiczne, 
np.: sulfinpyrazon, benzbromaron oraz probenecid. Mimo że MRP1 i 2 mają podobną 
specyficzność substratową, inhibitory MRP1 nie są dobrymi blokerami białka MRP2 [7].

INNE METODY ZWALCZANIA MDR

Alternatywą farmakologicznych metod zwalczania MDR są rozwijające się metody 
biologiczne polegające na wykorzystaniu przeciwciał monoklonalnych oraz terapii genowej.

Tsuruo i współpracownicy wykorzystując przeciwciała monoklonalne przeciw Pgp 
(MRK-16 i MRK-17) w połączeniu z inhibitorami tej glikoproteiny, zwalczyli oporność 
komórek nowotworowych wywołaną nadekspresją Pgp [40].
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Terapia genowa wykorzystuje różne metody zwalczania oporności wielolekowej, 
takie jak: wyciszanie onkogenów, wzmocnienie odpowiedzi immunologicznej komórek 
nowotworowych przez wprowadzenie nowego antygenu lub cząsteczki immunosty- 
mulującej, transdukcja tzw. genów samobójczych czy zmiana wrażliwości komórek 
prawidłowych na leki w wyniku wprowadzenia do nich genu opornego na dany lek. W 
metodach tych wykorzystuje się wektory wirusowe, które włączają żądany gen do 
genomu wirusa, który zakaża komórki gospodarza przez wprowadzenie obcego DNA. 
Np. transfekcja komórek genem oporności wielolekowej mdrl powoduje oporność tych 
komórek na chemoterapię. Metodę tę stosuje się u pacjentów leczonych dużymi dawkami 
chemoterapeutyków po transplantacji szpiku kostnego. Chroni ona komórki przed 
efektami ubocznymi chemoterapii nowotworu [8].

Do regulacji ekspresji genu mdrl wykorzystywane są różnorodne czynniki, m.in. 
sodu maślan, kwas retynowy, hormony, onkogeny i współczynniki transkrypcji, tj. faktor 
jądrowy kB, NF-IL6 i YB-1 [11],

PODSUMOWANIE

Oporność wielolekową wywołana nadekspresjąglikoprotein błonowych jest jednym 
z wielu komórkowych mechanizmów wpływających na efekty terapeutyczne leków 
przeciwnowotworowych. Zaburzenia ekspresji enzymów lub zmiana ich miejsca 
docelowego, zmiana aktywności leku lub jego degradacja, polepszenie naprawy DNA 
komórek nowotworowych lub brak zdolności tych komórek do apoptozy, to również 
ważne mechanizmy odpowiedzialne za oporność wielolekową komórek nowotworowych 
[25]. Poznanie i zrozumienie tych mechanizmów prowadzi do poszukiwania nowych 
rozwiązań terapeutycznych, mających na celu przezwyciężenie oporności i zwiększenie 
skuteczności terapii. Poszukuje się nowych modulatorów oporności, bardziej selek­
tywnych, mniej toksycznych, działających w niskich stężeniach oraz leków aktywnych 
przeciw nowotworom opornym wielolekowo, o lepszym indeksie terapeutycznym niż 
leki stosowane obecnie. Alternatywą farmakologicznych metod modulacji zjawiska 
MDR jest rozwijająca się terapia genowa.
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ROLA ZWIĄZKÓW TIOLOWYCH W ROŚLINACH 
W STRESIE WYWOŁANYM METALAMI CIĘŻKIMI*

THE FUNCTION OF THIOL COMPOUNDS
IN PLANTS IN HEAYY METAL STRESS

Aneta PIECHALAK, Barbara TOMASZEWSKA

Zakład Biochemii, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii, 
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Poznań

Streszczenie: Prawie we wszystkich glebach obserwuje się stały wzrost zawartości metali ciężkich, 
głównie na skutek działań antropogenicznych. Obecność zwiększonego stężenia metali wywiera szereg 
niekorzystnych zmian w funkcjonowaniu komórki roślinnej. Obecność jonów metali ciężkich powoduje 
aktywację fitochelatynowego systemu detoksykacyjnego, w którego skład wchodzą związki niskoczą- 
steczkowe, takie jak: cysteina, glutation i jego homologi, fitochelatyny, a także enzymy biosyntezy 
glutationu - syntetaza y-glutamylocysteinowa, syntetaza glutationową oraz syntaza fitochelatynowa - 
enzym odpowiedzialny za syntezę fitochelatyn. Jony metali, które przedostały się do cytoplazmy, są 
chelatowane przez glutation lub krótko-łańcuchowe PC tworząc niskocząsteczkowe kompleksy, które 
następnie są transportowane do wakuoli. W wakuoli tworzą się i są przechowywane bardziej stabilne 
kompleksy z dużą zawartością siarki. W ostatnich latach coraz większą uwagę zwraca się na możliwość 
użycia roślin do usuwania lub inaktywacji zanieczyszczeń z gleby i wód powierzchniowych - proces ten 
nazywany jest fitoremediacją.

Słowa kluczowe: metale ciężkie, 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. Ions 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 CIĘŻKIE

W czasie ostatnich kilkudziesięciu lat obserwujemy stały wzrost zanieczyszczenia 
środowiska metalami ciężkimi. Postępujące procesy industrializacji przyczyniaą się 
do zwiększenia emisji metali do atmosfery, a także uwalniania coraz większyci ich 
ilości do wód i gleb. Źródłem metali ciężkich mogą być między innym emisje 
przemysłowe, odpady komunalne czy spalarnie śmieci. Największemu zanieczyszczeniu 
ulegają gleby rejonów intensywnie eksploatowanych górniczo i hutniczo, np. na Górnym 
Śląsku, gdzie lokalnie poziom ołowiu dochodzi do 8 000 ppm. Mianem metali ciężkich 
określa się metale o gęstości powyżej 5 mg/cm3. Metale te dzielimy na dwie grupy, I 
grupa to niezbędne dla prawidłowego rozwoju roślin mikroelementy, takie jak: C), Fe, 
Mn, Mo, Ni, Zn, Cu, Se. Ich niedobór powoduje zaburzenia metabolizmu, a to z kolei 
np. ogranicza plonowanie roślin. Metale te wchodzą w skład centrów aktywnych vielu 
enzymów, np. dysmutazy ponadtlenkowej (Cu, Zn - forma cytozolowa oraz Fe, Mn - 
forma charakterystyczna dla mitochondriów i chloroplastów), nitrogenazy (Fe, Mo), 
hydrogenazy (Ni), peroksydazy glutationowej (Se). Metale te często pełnią również 
rolę kofaktorów katalizowanych przez enzymy reakcji, dzięki czemu biorą udział w 
wielu procesach metabolicznych, np. w oddychaniu (stanowiąc elementy ańcucha 
oddechowego), fotosyntezie (wchodzą w skład łańcucha transportu elektronów) czy w 
pobieraniu i asymilacji innych składników pokarmowych, np. azotu.

Rośliny pobierają i gromadzą również metale ciężkie z II grupy, które zgodnie z 
obecną wiedzą nie są dla ich metabolizmu konieczne, a wręcz ich obecność jest silnie 
toksyczna dla komórki i całego organizmu, są to między innymi Pb, Cd, Sr, Ag i Au. 
Szkodliwy wpływ obecności metali ciężkich, a głównie ołowiu opisano w rozdziale 3.

2. POBIERANIE I TRANSPORT METALI

Metale ciężkie są pobierane przez rośliny głównie poprzez system korzeń owy, np. 
Cd i Pb w pH kwaśnym są pobierane całą powierzchnią korzenia, począkowo są 
adsorbowane na jego powierzchni, gdzie łączą się z wydzielanymi przez korzeń 
pektynami, śluzem (poliole) i kwasem poligalukturonowym [3].

Wyróżniamy dwa mechanizmy pobierania metali przez roślinę:
♦ Sposób bierny, np. ołów wnika do endodermy korzenia i dalej do części ladziem- 

nej wraz z transpiracyjnym prądem wody (w podobny sposób są pobie ane jony 
Cu2+, Mo2+ i Zn2+).

♦ Sposób aktywny, gdy jony metali są transportowane poprzez kanały v błonach 
komórkowych, transport ten przebiega z wykorzystaniem energii metabolicznej.
Mechanizm pobierania metali przez korzenie roślin jest wypadkową wielu procesów: 

wymiany kationowej przez błony komórkowe, transportu wewnątrzkomórkowego, 
procesów przebiegających w ryzosferze. Ważnym czynnikiem jest równieżpH gleby 
oraz wydzielane przez korzenie roślin kwasy organiczne i aminokwasy, kóre mają 
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bezpośredri wpływ na mechanizm pobierania metali. W warunkach niedoboru żelaza 
niektóre rośliny wydzielają do ryzosfery kwas mugeinowy, wspomagający pobieranie 
Fe z fonu trudno rozpuszczalnych. Z kolei w pobieraniu jonów Cd2+ uczestniczą 
wydzielane przez korzenie kwasy organiczne, np. cytrynowy, octowy, szczawiowy, 
winowy i fumarowy, które kompleksująjony metali i uruchamiająje z mało mobilnych 
form. Dodatkowym czynnikiem, który należy uwzględnić, są obecne w środowisku 
mikroorganizmy, mogą one poprzez produkcję i wydzielanie do podłoża szeregu 
związków, np. szczawianów, węglanów, siarczków, regulować biodostępność metali 
dla roślin [59],

Część jenów, która wniknęła do wnętrza korzeni, gromadzi się w apoplaście, a 
następnie ksylemem wędruje do części nadziemnych [3]. Głównąbarierą w transporcie 
radialnym w korzeniu jest endoderma, a w niej pasemka Caspariego [67]. Większość 
jonów metali, takich jak: Cd2+, Co2+, Cu2+, Cr+, Fe+, Pb2+ i Hg2+ pobranych przez 
korzenie roślin, jest w nich magazynowana, a tylko niewielka ich część jest następnie 
przemieszczana do łodyg i liści [27,35,36]. Wyjątek stanowią jony Ag2+, Mo2+, Se2+, 
które są łatwo transportowane do części zielonych oraz jony Mn2+, Ni2+, Zn2+, których 
transport jest ułatwiony.

Szczególną rolę w ochronie komórki przed wniknięciem jonów metali odgrywa ściana 
komórkowa. Większość metali obecnych w przestrzeni międzykomórkowej zostaje 
zatrzymana i związana na powierzchni lub wewnątrz ściany poprzez jej składniki, np. 
polisacharydy, aminokwasy, kwasy, wolne grupy karboksylowe [36,37,49]. Podstawową 
rolę w homeostazie metali ciężkich w komórce odgrywają jednak białka transportowe. 
Przypuszcza się, że transport metali przez warstwy fosfolipidowe odbywa się za 
pośrednictwem nośników białkowych, będących białkami integralnymi błony lub pomp 
(ATP-az). Nośniki mogą działać na zasadzie symportu lub antyportu, dotychczasowe 
badania wskazują, że jony dwuwartościowe są transportowane głównie poprzez nośniki 
symportowe [30]. W hiperakumulatorach cynku i kadmu Thlaspi caerulescens i 
Arabidopsis halleri wykazano udział nośników z rodziny ZIP w pobieraniu i akumulacji 
tych pierwiastków. Do rodziny tej zalicza się cztery nośniki ZIP odpowiedzialne za 
transport Zn oraz specyficzne dla żelaza nośniki IRT, które mogą z mniejszym 
powinowactwem transportować również jony Cd2+. W roślinach niebędących 
hiperakumulatorami wykryto obecność jeszcze dwóch systemów transportujących: LCT1 
- przenoszący Ca2+ oraz grupę nośników Nramp - transportujących Mn2+ i Fe21-, które 
również mogą stanowić drogę wejścia dla metali ciężkich [30].

H+- ATP-azy kontrolują gradient protonowy, który stanowi siłą napędową transportu 
przez błony komórkowe. Należą one do dużej grupy enzymów fosforylujących, 
wykrytych prawie we wszystkich organizmach, dzieli sięje na pięć rodzin:
1. P-ATP-azy metali ciężkich,
2. P-ATP-azy fosfolipidowe,
3. Ca2+ATP-azy typu A i B,
4. H+ATP-azy,
5. ATP-azy bez określonej specyficzności.

Uważa się, że ATP-azy typu P są odpowiedzialne za transport przez błony zarówno 
metali koniecznych Mg2+, Cu2+, jak i toksycznych Cd2+i Pb2+ [41,54,68], Solioz i 
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Vulpe [51] nazwali P-ATP-azy odpowiedzialne za transport metali ciężkich - CPx- 
ATP-azami, ponieważ mają one konserwatywną domenę transbłonową złożoną z 
motywu CPx, w którego skład wchodzi fragment zaangażowany najprawdopodobniej 
w przenoszenie metali ciężkich:
Cysteina-Prolina-Cysteina, Cysteina-Prolina-Histydyna lub Cysteina-Prolina-Seryna

P-ATP-azy są aktywne jako białka o masie 100 kDa (monomer lub homodimer). 
Monomer ma 10 domen transbłonowych, zarówno koniec C i N, jak i duża hydrofitowa 
pętla zlokalizowane są po cytoplazmatycznej stronie błony komórkowej [54],

3. TOKSYCZNOŚĆ METALI CIĘŻKICH

Ze względu na powszechne zanieczyszczenie jonami Pb2+, Cd2+ czy Hg2*- warstw 
powierzchniowych gleby w roślinach dochodzi do ich nagromadzenia w ilościach, które po 
wprowadzeniu do łańcucha pokarmowego stanowią realne zagrożenie dla zdrowia ludzi • 
oraz zwierząt [20]. Szczególnie niebezpieczne jest to w przypadku Pb, który do organizmu 
człowieka przedostaje się poprzez przewód oddechowy i pokarmowy. Ołów wprowadzony 
do organizmu przechodzi prawie całkowicie do krwi i powoduje inhibicję enzymów 
niezbędnych w procesie biosyntezy hemu: dehydratazy kwasu 8-aminolewulinowego ALAD 
i syntetazy kwasu 5-aminolewulinowego ALAS. Do narządów wewnętrznych najbardziej 
narażonych na szkodliwy wpływ metalu zalicza się wątrobę, nerki, szpik kostny i mózg.

Dla roślin ołów nie jest tak niebezpieczny jak dla ludzi, mogą one rosnąć w środowisku 
wielokrotnie przekraczającym normy zawartości ołowiu. Najwcześniej zaobserwowano, 
iż obecność jonów Pb2+ prowadzi do zmian w morfologii korzeni, hamuje wzrost 
elongacyjny, powoduje brązowienie spowodowane zwiększoną suberynizacją oraz 
zmniejsza liczbę korzeni bocznych [13,16,37]. Zmiany te mogą być wywołane przez 
wiele czynników, między innymi: obniżenie aktywności mitotycznej komórek 
merystematycznych korzeni, zaburzenia C-mitozy, zaburzenia tworzenia mikrotubul, 
co prowadzi do zahamowania cytokinezy [28,66]. Obecność metali ciężkich, w tym 
Pb, w przestrzeni międzykomórkowej oraz cytoplazmie wywiera szkodliwy wpływ na 
wiele najważniejszych dla rośliny procesów metabolicznych, powodując zaburzenia w 
gospodarce wodnej oraz związany z tym spadek suchej masy [28]. Toksyczność jonów 
Pb2+ polega głównie na ich zdolności do wiązania się z grupami funkcyjnymi: 
sulfhydrylową -SH, karboksylową -COOH oraz aminową -NH9, powodując 
zmniejszenie lub nawet utratę aktywności biologicznej białek, w tym tak ważnych 
enzymów, jak: RuBisco, reduktaza azotynowa czy nitrogenaza. Do ważniejszych 
toksycznych efektów obecności metali ciężkich zalicza się również zmiany w strukturze 
organelli komórkowych, np. proliferację siateczki śródplazmatycznej, zmianę kształtu 
diktiosomów, wakuolizację cytoplazmy itp. [69] oraz indukcję powstawania reaktywnych 
form tlenu, czego konsekwencją jest stres oksydacyjny [29].

Rośliny broniąc się przed toksycznym wpływem jonów metali ciężkich uruchamiają 
mechanizmy o charakterze uniwersalnym, które są wykorzystywane do ochrony 
zarówno przed działaniem metali ciężkich, jak i innych czynników abiotycznych.
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4. MECHANIZMY OBRONNE ROŚLIN

Rośliny wykształciły szereg mechanizmów pozwalających im przeżywać bez 
widocznych zmian morfologicznych lub jak w przypadku roślin uprawnych bez obniżenia 
plonowania w środowisku nawet bardzo silnie zanieczyszczonym metalami ciężkimi. 
Można mówić o dwóch strategiach odporności roślin, pierwsza polega na unikaniu 
stresu, druga zaś na fizjologicznym unieczynnianiu czynnika stresowego.

4.1. Strategie unikania stresu

Mechanizm unikania stresu polega na znacznym ograniczeniu pobierania metalu. 
Rośliny osiągają to przez wydzielanie specyficznych ligandów do ryzosfery, które chelatują 
jony metali, przez zmiany biochemiczne składu ściany komórkowej oraz zmiany 
przepuszczalności błony komórkowej. Komórki wierzchołkowej części korzenia wydzielają 
różne substancje, na przykład aminokwasy, kwasy organiczne, związki fenolowe, a ponadto 
nierozpuszczalne w wodzie żele o dużej zawartości polisacharydów lub śluzy zawierające 
duże ilości kwasów poligalaktouronowych [1]. W latach osiemdziesiątych Morel [33] 
wykazał, iż kwas poligalakturonowy może wiązać jony takich metali ciężkich, jak: Pb2+, 
Cd2+, Cu2+ i Zn2+, dzięki czemu modyfikuje ruchliwość kationów w obrębie ryzosfery. 
Niektóre rośliny zapobiegają wnikaniu Pb do komórki przez intensyfikację syntezy kalozy 
([3-1,3-glukon), która wprawdzie sama nie ma zdolności chelatowania jonów metali, ale 
stanowi „mechaniczną barierę” przed plazmalemmą [44].

4.2. Tolerancja na stres

W warunkach, gdy część metali ciężkich przedostaje się do komórki, uruchamiane 
są mechanizmy, które mają za zadanie unieczynnianie jonów oraz naprawę uszkodzeń 
spowodowanych ich obecnością. Tolerancją na stres określa się taki rodzaj odporności 
protoplastu, który zapewnia zachowanie integralności funkcjonalnej i strukturalnej, i 
to zarówno w trakcie, jak i po ustąpieniu stresu [15],

Metale ciężkie na terenie cytoplazmy są chelatowane przez różnego typu ligandy, 
np. fitochelatyny i inne związki tiolowe, aminokwasy oraz kwasy organiczne. Chela­
towane jony są transportowane do wakuoli, gdzie po ich dysocjacji jony mogą być 
wiązane w trwałe kompleksy np. z kwasami organicznymi [45,74]. Rośliny mogą 
również aktywnie usuwać metal z komórki; Pb może być przetransportowany do ściany 
komórkowej w pęcherzykach diktiosomalnych lub wydzielany do apoplastu przez 
plazmotubule [1,67],

Badania ultrastrukturowe wykazały obecność złogów Pb w różnych kompartmentach 
komórki, najczęściej był on spotykany w ścianie komórkowej, wakuoli, retikulum 
endoplazmatycznym, przestrzeni okołojądrowej, diktiosomach, aparacie Golgiego i 
plasmodesmach [69]. Rzadziej złogi ołowiu spotykano w mitochondriach [29], 
chloroplastach, jądrze komórkowym i jąderku [69].
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4.3. Glutation i jego homologi

Glutation (GSH) jest największym niskocząsteczkowym, niebiałkowym peptydem 
tiolowym występującym powszechnie we wszystkich komórkach - od bakterii po 
komórki zwierzęce; jedną z jego podstawowych funkcji jest udział w transporcie oraz 
magazynowaniu zredukowanej siarki [12,14,27], U niektórych roślin obok lub nawet 
zamiast GSH występują jego homologi, u których C-końcowa glicyna jest zastąpiona 
przez inny aminokwas [24,40], Homologi glutationu, np. u Fabales - homoglutation 
(y-Glu-Cys-bAla), u Poacea - hydroksymetyloglutation (y-Glu-Cys-Ser), pełnią w 
komórce podobne funkcje jak GSH.

W ostatnich latach wykazano, że GSH bierze udział w regulacji procesu wzrostu 
korzeni włośnikowych, podziałów komórkowych, rozwoju zarodkowego, apoptozy, jak 
również wpływa na poziom ekspresji genów np. enzymów metabolizujących reaktywne 
formy tlenu [4,12,14,20,31,35,50,64,73]. Glutation ze względu na obecność grupy SH 
cysteiny odgrywa szereg ważnych funkcji w komórce zarówno roślinnej, jak i zwierzęcej. 
Jest on między innymi zaangażowany w regulację potencjału oksydo-redukcyjnego, 
stanowi substrat dla S-transferazy glutationowej (EC 2.5.1.18), katalizującej reakcję 
koniugacji GSH z potencjalnie toksycznymi ksenobiotykami [9], bierze udział w 
utrzymaniu homeostazy jonów metali [5], jest jednym z najważniejszych nisko- 
cząsteczkowych antyoksydantów [29,31] oraz stanowi substrat w procesie syntezy 
fitochelatyn [5,14,45,56]. GSH uczestniczy w reakcjach usuwających reaktywne formy 
tlenu (RFT), powstające w warunkach stresu ołowiowego [29,42], między innymi w 
cyklu Halliwella-Asady [12] czy w reakcji peroksydazy glutationowej (E.C.l .11.1.9.). 
Ponadto glutation ma zdolności chelatowania wolnych jonów ołowiu, co potwierdziły 
badania Mehra i wsp. [32] techniką dichroizmu kołowego oraz Cruz i wsp. [6] techniką 
DPP (ang. Differential Pulse Polarography). Metal ten może wiązać się nie tylko z 
grupami -SH dwóch cząsteczek glutationu, ale również z atomem tlenu glicyny, a 
przypuszczalny stosunek liczby cząsteczek metalu i liganda w tworzących się 
kompleksach Pb-GSH może wynosić 1:2 lub też 1:1 [6].

Cechą charakterystyczną GSH jest wiązanie y-karboksylowe między L-glutaminianem 
a L-cysteiną, którego obecność zapewnia dużą odporność na działanie komórkowych 
peptydaz [z wyjątkiem transpeptydazy D-glutamylowej (EC 2.3.2.1)].

Biosynteza glutationu przebiega w dwóch Mg2+ i ATP-zależnych reakcjach 
enzymatycznych (ryc. 1). W pierwszym etapie z L-Glu i L-Cys powstaje 
cząsteczka y-Glu-Cys w reakcji katalizowanej przez syntetazę y-glutamylocys- 
teinową (y-ECS) (EC 6.3.2.2). W drugim etapie do C-końca cząsteczki y-Glu- 
Cys dodawana jest L-glicyna w reakcji katalizowanej przez syntetazę glutatio- 
nową (GS) (EC 6.3.2.3). Enzymy biosyntezy GSH zlokalizowano na terenie 
plastydów i cytozolu korzeni i liści tytoniu [34], Badania prowadzone w latach 
80’ dowodzą, że enzymy odpowiedzialne za syntezę GSH charakteryzują się 
bardzo dużą homologią zarówno w komórkach zwierzęcych, jak i roślinnych. 
Poziom GSH w komórce roślinnej podlega zmianom w zależności od pory roku 
(w drzewach iglastych zaobserwowano akumulację GSH w trakcie zimy), wieku 
i stanu fizjologicznego rośliny, dostępności substratów - głównie cysteiny oraz
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zapotrzebowania komórki [31,35]. 
Synteza GSH jest uzależniona od 
dostępności wszystkich trzech ami­
nokwasów, które pochodzą z pod­
stawowych procesów metabolicz­
nych: L-glutaminian z procesu foto­
syntezy oraz asymilacji NH3, L-gli- 
cyna z fotorespiracji, zaś L-cysteina 
powstaje w czasie fotorespiracji oraz 
redukcyjnej asymilacji SO42’ [27,31]. 
Najważniejszym aminokwasem 
limitującym tempo biosyntezy GSH 
jest cysteina. Podwyższanie poziomu 
cysteiny przez egzogenne podawanie 
siarczanów, Cys, gazowego H2S - 
prowadziło do wzmożonej syntezy 
glutationu, wykazanej na poziomie 
aktywności syntetazy y-EC [34]. W 
roślinach traktowanych jonami Cd+2 
lub herbicydami również wykazano 
zwiększoną aktywność y-ECS i 
równocześnie podwyższoną aktyw­
ność kluczowych enzymów reduk­
cyjnej asymilacji siarki [56].

Ze względu na rolę glutationu 
RYCINA 1. Szlak biosyntezy glutationu i homoglutationu

w komórce jego biosynteza podlega złożonej kontroli, począwszy od czynników 
działających jako inhibitory i aktywatory reakcji enzyma-tycznych aż po czynniki 
wpływające na ekspresję i transkrypcję genów syntetazy y-EC (EC.6.3.2.2) i syntetazy 
glutationowej GS (EC 6.3.2.3). Wykazano u Arabidopsis thaliana, że ekspresja genów 
kodujących zarówno syntetazę y-EC, jak i GS uległa stymulacji przez jony Cd2+, Cu2+ 
oraz kwas jasmonowy. [73]. U Brassica juncea wraz z nadekspresją y-ECS 
obserwowano zwiększoną tolerancję na obecność jonów Cd2+ oraz znaczne podwyższenie 
akumulacji kadmu w porównaniu z roślinami dzikimi [76]. W przypadku nadekspresji u 
Brassica juncea genu syntetazy GSH nie obserwowano zwiększonego poziomu glutationu, 
nie wzrastała również tolerancja tych roślin na jony kadmu [52]. Badania na mutantach 
cad 2 Arabidopsis thaliana, u których uszkodzono gen kodujący syntetazę y-EC, dowodzą 
znaczenia syntetazy w tolerancji roślin na metale ciężkie [5]. Mutanty te nie były zdolne 
do syntezy glutationu, wykazywały wysoką nadwrażliwość na obecność jonów kadmu, 
natomiast gromadziły substraty syntezy glutationu.

Badania związane z enzymami szlaku biosyntezy glutationu zaowocowały projektami 
przygotowania roślin transgenicznych, które znalazłyby zastosowanie w fitoremediacji. 
Do roślin gorczycy sarepskiej i rzodkiewnika wprowadzono geny syntetazy glutationowej 
gsh II oraz syntetazy y-glutamylocysteinowej gsh I. Uzyskane rośliny transgeniczne 
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charakteryzowały się wyższą zdolnością pobierania i akumulacji kadmu oraz 
podwyższoną tolerancją na obecność w środowisku jonów metali.

4.4. Metalotioneiny i fitochelatyny

Badania dotyczące mechanizmów uruchamianych w komórce pod wpływem stresu 
wywołanego obecnością jonów metali prowadzone są od wielu lat. W 1957 roku 
Margoshes i Vallee wyizolowali po raz pierwszy białko z nerki końskiej wiążące się z 
jonami kadmu. Białko to, jak wykazali, było bogate w grupy -SH i miało zdolność 
wiązania metali ciężkich, nazwali je metalotioneinami MT (ang. metallothioneiń). W 
1981 Akira Murasagi po raz pierwszy opisał specyficzne peptydy obecne u drożdży 
Schizosaccharomyces pombe zdolne do wiązania Cd2+ i nazwał je kadystynami. 
Metalotioneiny charakteryzują się niską masą cząsteczkową, wysoką zawartością 
cysteiny, brakiem aminokwasów aromatycznych i histydyny oraz często powtarzającą 
się sekwencją Cys-X-Cys (X - aminokwas inny niż cysteina), a powstają w wyniku 
normalnej biosyntezy białka, tj. w wyniku ekspresji genu, transkrypcji i translacji. Do 
tej pory obecność MT wykryto u człowieka, a także u innych ssaków, kręgowców, 
bezkręgowców i grzybów [69]. Dopiero w latach 90’ stwierdzono obecność 
metalotionein także w roślinach, np. u Zea mays, Hordeum vulgare, Arabidopsis 
thaliana czy Ricinus communis. Większość roślinnych MT klas I i II składa się z 
trzech domen, N-końca, środkowej i C-końca. Domeny N- i C-końca mają powtarzające 
się sekwencje aminokwasowe: Cys-X-Cys-X-X-X-Cys-X-Cys, natomiast środkowa 
domena nie zawiera cysteiny, a zbudowana jest głównie z aminokwasów aromatycznych 
i hydrofobowych. Właśnie budowa środkowej części metalotionein stanowi zasadniczą 
różnicę pomiędzy MT zwierzęcymi a roślinnymi [56]. W roślinach metalotioneiny 
występują w bardzo niskich stężeniach, dlatego ich rola najprawdopodobniej polega na 
zapewnieniu homeostazy metali w komórkach, nie mają natomiast znaczenia w procesie 
detoksykacji [17].

W większości roślin, oprócz metalotionein, pod wpływem metali ciężkich następuje 
synteza niskocząsteczkowych peptydów - metalotionein III klasy nazywanych 
fitochelatynami - PC (ang. phytochelatin). Fitochelatyny zostały po raz pierwszy 
opisane w 1985 roku przez Grilla i współpracowników, a materiałem badawczym była 
zawiesina komórkowa Rauvolfia serpentina eksponowana na jony Cd2+. Peptydy te 
powstają niezależnie od rybosomów, w wyniku reakcji enzymatycznej, w której 
substratemjestglutation lub jego homologi [31].

Charakterystyczna jest kinetyka wytwarzania fitochelatyn o różnej długości łańcucha. 
We wczesnym etapie działania metalu najszybciej wzrasta ilość najkrótszej fitochelatyny 
PC.,. Jednak przy dłuższym czasie działania stresora jej poziom maleje (gdyż krótko- 
łańcuchowe PC, są wykorzystywane np. do syntezy fitochelatyn, takich jak PCS, 
PC6), rośnie natomiast ilość fitochelatyn PC3 i PC4 [55]. Mimo iż nie ma bezpośredniego 
związku pomiędzy ilością syntetyzowanych fitochelatyn a tolerancją roślin na metale 
ciężkie, to zdolność do ich akumulacji odgrywa istotną rolę w zachowaniu homeostazy 
i detoksykacji metali [48],
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Synteza PC jest katalizowana przez dwupeptydylową transpeptydazę y-glutamy- 
locysteiny - potocznie nazywaną syntaząfitochelatynową- PCS (ang. phyto-chelatin 
synthase) (EC 2.3.2.15.) [62,63]. Enzym ten przeprowadza reakcję przenoszenia 
dwuaminokwasowego fragmentu y-Glu-Cys z cząsteczki donorowej, którą może być 
GSH lub PC, na cząsteczkę akceptorową, którą może być glutation lub inna fito- 
chelatyna, co prowadzi do syntezy polimerów - fitochelatyn.

Syntaza fitochelatynowa jest enzymem konstytutywnym, cytoplazmatycznym i 
metalo-zależnym. Enzym ten ulega aktywacji dopiero, gdy w cytoplazmie znajdują się 
jony metali ciężkich. Badania in vitro wskazują, że PCS jest aktywowana zarówno w 
całych roślinach, jak i hodowlach komórkowych, a synteza PC może zachodzić już 
nawet w kilka minut od podania jonów kadmu. Najsilniejszymi aktywatorami były w 
kolejności jony: Cd2+ >Cu+2 >Ag+2 >Hg+2> Zn+2 >Pb+2. Natomiast jony Ca+2, Ba+2, 
Co+2, K+2 nie aktywowały tego enzymu [19,62]. PCS wiąże jony Cd2+ z dużym 
powinowactwem (Kd = 0,54 pM) i wysoką wydajnością (współczynnik stechio- 
metryczny = 7,09), a do innych metali wykazuje znacznie niższe powinowactwo, 
jednakże metale te okazują się być prawie tak samo dobrymi aktywatorami jak kadm 
[57,63]. Przypuszcza się, że syntaza fitochelatynowa jest regulowana posttranslacyjnie 
przez jony metali ciężkich, a do reakcji wymaga dwóch substratów: 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: cząsteczka donorowa y-Glu-Cys dokonuje acetylacji 
enzymu na domenie N-końca, z jednoczesnym odłączeniem grupy Gly. W etapie 2 
powstaje aktywna forma enzymu y-Glu-Cys-AtPCSl, która następnie przenosi 
cząsteczkę y-Glu-Cys na drugi substrat, którym jest cząsteczka y-Glu-Cys-Gly z 
przyłączonym poprzez grupę -SH cysteiny metalem, dzięki czemu powstaje kompleks 
PC2-metal. W proponowanym modelu detoksykacja metali, które przedostały się do 
cytoplazmy, nie wymaga nawet przejściowego wzrostu syntezy fitochelatyn, ilość 
cytoplazmatycznego GSH waha się na poziomie mM, co wystarcza do związania każdej 
ilości metalu, jaka zdołałaby wejść do komórki. Dopiero później dochodziłoby do 
tworzenia się kompleksów metalu z PC, które wiążą jony metali z większym 
powinowactwem [63]. Przedstawiony przez Vatamaniuk i innych model aktywacji i 
działania syntazy fitochelatynowej wymaga jeszcze dodatkowych badań potwierdza­
jących jego trafność.

Ogromnym krokiem w badaniach nad tolerancją roślin na stres wywołany obecnością 
metali ciężkich było wyizolowanie genów kodujących syntazę fitochelatynową. Trzy 
niezależne grupy badaczy wyizolowały i scharakteryzowały geny syntazy PC 
Arabidopsis thaliana - AtPCSl i Triticum aestivum - TaPCSl [19,62]. Podobne 
sekwencje zostały zidentyfikowane również w genomie Schizosaccharomycespombe 
(SpPCSl), Caenorhabditis elegans (CePCSl), Caenorhabditis briggsae, 
Dictyostelium discoideum oraz u niektórych gatunków dżdżownic [60,61]. 
Doświadczenia, w których u Caenorhabditis elegans i Dictyostelium discoideum 
doprowadzono do ekspresji zidentyfikowanych genów, wykazały, że kodują one sprawną 
syntazę fitochelatynową [61]. Mutanty Schizosaccharomyces pombe z delecją w
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RYCINA 2. Model aktywacji syntazy fitochelatynowej (zmodyfikowany wg [63]). R - H+, grupa 
alkilowa, R’ - metal, C - domena C-końca, N - domena N-końca, Etap 1 - cząsteczka g-Glu-Cys 
dokonuje acetylacji enzymu na domenie N-końca, z jednoczesnym odłączeniem grupy Gly; Następuje 
zmiana konformacji enzymu, domeny C- i N-końca zbliżają się do siebie; Etap 2 - powstaje aktywna 
forma enzymu g-Glu-Cys-AtPCSl, która przenosi g-Glu-Cys na drugi substrat, kompleks g-Glu-Cys- 
Gly - Metal, powstaje cząsteczka PC,-Metal; Etap 3 - kompleks PC-Metal jest transportowany do 
wakuoli
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Konserwatywna domena N-końca Zmienna domena C-końca

RYCINA 3. Schemat budowy polipeptydów syntazy fitochelatynowej wyizolowanych z różnych 
organizmów (zmodyfikowany wg [56}), przybliżona lokalizacja reszt cysteinowych zaznaczona jest 
poprzecznymi prążkami: At - Arabidopsis thaliana, Ta - Triticum aestivum , Sp - Schizosaccharomyces 
pombe, Ce - Caenorhabditis elegans

obrębie genu SpPCSl wykazały, podobnie jak mutanty cad 1 Arabidopsis thaliana, 
brak zdolności syntezy fitochelatyn i nadwrażliwość na jony Cd2+. Badania te wskazują 
na pewną uniwersalność i większe znaczenie syntazy PC i fitochelatyn w detoksykacji 
i homeostazie metali niż do tej pory przypuszczano. W ostatnim czasie stwierdzono u 
Arabidopsis thaliana obecność genu kodującego drugą syntazę fitochelatynową 
AtPCS 2, gen ten wykazuje wysokie podobieństwo do genu AtPCSl [2], Określony 
na podstawie sekwencji produkt genu AtPCSl to polimer o masie cząsteczkowej 55 
kD i 485 resztach aminokwasowych (ryc. 3). Również na podstawie sekwencji można 
przypuszczać, że domena C-końca enzymu z Arabidopsis th. zawiera 10 reszt 
cysteinowych, podobnie domena N-końca również ma reszty Cys, z czego 5 jest silnie 
konserwatywnych. Wykazano, że domena N-końca u roślin, grzybów i zwierząt 
wykazuje wysoki, od 40 do 50%, stopień homologii, natomiast domena C-terminalna 
charakteryzuje się małym podobieństwem sekwencji aminokwasowej. Najpraw­
dopodobniej enzym ten ma N-terminalną domenę konserwatywną, która jest odpo­
wiedzialna za aktywność katalityczną oraz domenę zmienną C-końca, która spełnia 
funkcje miejscowego czujnika reagującego na jony metali ciężkich. Domena ta jest 
bogata w reszty Cys, przy pomocy których wiąże jony metali i doprowadza do ich 
kontaktu z domeną katalityczną.

Proces detoksykacji jonów metali obejmuje trzy etapy, kompleksowanie jonów metali, 
transport kompleksów do wakuoli i ich deponowanie. Wśród ligandów kompleksujących 
jony metali w komórce roślinnej można wyróżnić fitochelatyny i ich homologi, kwasy 
organiczne, aminokwasy (histydynę, prolinę) czy glutation. Kompleksy pomiędzy 
fitochelatynami a metalem tworzą się w cytozolu, są to tak zwane kompleksy LMW 
(ang. Low Molecular Weight), które następnie są transportowane do wakuoli (ryc. 4). 
U roślin owsa zidentyfikowano w tonoplaście ATP-zależne białko transportowe 
wykazujące homologię do transportera w tonoplaście drożdży, zdolne do przenoszenia 
zarówno fitochelatyn, jak i kompleksów LMW. Mutanty drożdży hmtl, u których 
uszkodzeniu uległ gen HMT1 kodujący to właśnie białko transportowe, wykazywały
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RYCINA 4. Schematyczny model mechanizmów komórkowych zaangażowanych w detoksykację jonów 
metali ciężkich na przykładzie jonów kadmu (zmodyfikowany wg [5])

wysoką wrażliwość na obecność kadmu. Ponadto zarówno u drożdży, jak i w komórkach 
owsa wykazano obecność w tonoplaście antyportera H+/Cd2+, którego aktywność zależy 
od gradientu protonów.

W wakuoli jony Cd2+ przeniesione przez antyporter lub uwolnione z kompleksów 
LMW pod wpływem niskiego pH są wiązane i gromadzone w postaci kompleksów z 
kwasami organicznymi lub wysokocząsteczkowych kompleksów HMW (ang. High 
Molecular Weight) o dużej zawartości siarki. Część peptydowa kompleksów LMW 
może zostać podzieloną przez wakuolame hydrolazy na fragmenty lub wolne amino­
kwasy, może też wracać do cytoplazmy. Stosunek jonów S2“ do Cd2+jest wyższy w 
kompleksach HMW w porównaniu z kompleksami LMW. Kompleksy HMW występują 
na terenie wakuoli jako agregaty o średnicy 20A, których „jądro” stanowi krystaliczny 
CdS otoczony dookoła fitochelatynami. Dzięki większej zawartości siarki chelatowanie 
metalu w HMW jest efektywniejsze, a kompleks wykazuje wyższą stabilność [3,4], 
Leopold i wsp. [26] na podstawie badań prowadzonych techniką HPLC/ICP-MS 
wykazali, że kompleksy z fitochelatynami tworząjedynie Cd i Cu, natomiast Pb i Zn są 
chelatowane przez inne niskocząsteczkowe związki, np. kwasy organiczne. Natomiast 
badania prowadzone przez Mehra i wsp. [32], Cruz i wsp. [6] oraz Scarano i Morelli 
[47] sugerują, że również Pb tworzy kompleksy z GSH oraz PC. Wielu autorów 
[4,20,40;45;74] uważa, że fitochelatyny odgrywają znaczącą rolę w zachowaniu 
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homeostazy metali śladowych w komórce, transporcie siarki, detoksykacji metali ciężkich, 
jak również same wykazują własności antyoksydacyjne. Potwierdzają to badania 
prowadzone przez Tsuji i wsp. na glonach Dunalliela tertiolecta [57,58]. Autorzy 
wykazali, że inkubacja przez 12 godzin z 100 pM ZnCf nie wpływała negatywnie na 
dalszy wzrost i rozwój glonów, a jednocześnie podnosiła ich tolerancję na obecność 
takich metali ciężkich, jak Cd, Hg, Cu i Pb, a także nadtlenku wodoru i parakwatu. 
Zhang i wsp. [75] wykazali, że niskocząsteczkowe fitochelatyny PC, mogą odgrywać 
istotną rolę w procesie detoksykacji As przez hiperakumulatory Pteris vittata. Autorzy 
przypuszczają jednakże, że system fitochelatynowy jest zaangażowany w chelatowanie 
i sekwestrację jonów As, natomiast nie wpływa na zdolność tych roślin do tak wysokiej 
tolerancji na obecność metalu.

Uważa się, że rośliny odporne na obecność metali ciężkich wykazują na ogół wyższy 
poziom fitochelatyn niż rośliny wrażliwe lub też proces syntezy PC przebiega u nich 
znacznie intensywniej, dzięki czemu jony metali są szybciej i bardziej efektywnie usuwane 
z cytoplazmy do nieaktywnych kompartmentów komórkowych, takich jak np. wakuola 
[18]. Jak do tej pory były prowadzone pilotażowe doświadczenia, w których do roślin 
lub bakterii wprowadzone zostały geny syntetazy y-EC, syntazy fitochelatynowej oraz 
metalotionein [8,23,46,76], Najnowsze dane na ten temat zostały zebrane w pracach 
przeglądowych Wasinkiewicza i wsp. [65] oraz Pilon-Smits i Pilon [39]. Mutanty, do 
których wprowadzono dodatkowe geny kodujące syntazę fitochelatynową, wykazywały 
znacznie wyższy poziom tolerancji na obecność kadmu, a także zwiększenie ilości 
pobranego i zakumulowanego metalu. Natomiast mutanty pozbawione genu syntazy 
PCs wykazywały bardzo dużą wrażliwość na kadm.

Przedostające się rokrocznie do środowiska zanieczyszczenia, ścieki, pyły i odpady 
przemysłowe wywołują realne zagrożenie dla prawidłowego funkcjonowania całych 
ekosystemów. Dotychczas stosowane metody usuwania zanieczyszczeń są bardzo 
kosztowne, wymagają wyszukanego sprzętu i powodują zanik na oczyszczanym terenie 
jakiejkolwiek aktywności życiowej [7,8,71 ]. W ostatnich latach coraz większą uwagę 
zwraca się na możliwość wykorzystania roślin do usuwania lub inaktywacji zanie­
czyszczeń z gleby i wód powierzchniowych. W środowiskach zanieczyszczonych 
metalami ciężkimi można hodować rośliny, które wykazują dużą odporność na wysoki 
poziom metali tzw. metalofity lub też hiperakumulatory, tzn. rośliny gromadzące w 
suchej masie organów nadziemnych ponad 1% całej ilości pobranego przez roślinę 
metalu, co stanowi nawet 100 razy więcej niż w „normalnych” roślinach [25]. 
Najlepszymi akumulatorami Pb są: Armería marítima, Thlaspi rotundifolium, Thlaspi 
alpestre, Alyssum wulfenianum. Duża część badań koncentruje się obecnie na takich 
roślinach, jak: Brassica júncea, Zea mays czy Pisum sativum, które charakteryzują 
się dość wysoką tolerancją na zanieczyszczenie środowiska metalami ciężkimi i 
jednocześnie mają wysoki przyrost biomasy [ 10,21,43,72]. W celu podwyż-szenia ich 
zdolności transportowania i akumulowania metali w częściach nadziemnych stosuje 
się syntetyczne związki chelatujące, takie jak EDTA [11,38,70]. W innym kierunku idą 
badania nad przygotowaniem roślin zmienionych genetycznie, do których wprowadzane 
są geny umożliwiające pobieranie większej ilości metali, a zwłaszcza wspomagające 
ich transport do części nadziemnych [39].

rcin.org.pl



730 A. PIECHALAK, B. TOMASZEWSKA

Badania dotyczące tolerancji roślin na skażenie środowiska toksycznymi substancjami 
wydają się być podstawowymi dla intensywnie rozwijającej się dziedziny, jaką jest 
fitoremediacja. Poznanie mechanizmów zaangażowanych w pobieranie, translokację i 
detoksykację tych związków pomoże zaprojektować takie rośliny transgeniczne, które 
będą ważnym elementem ochrony środowiska.
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Streszczenie'. Zespół niestabilności chromosomowej Nijmegen (NBS, OMIM 251260) jest rzadko wystę­
pującą jednostką chorobową. Schorzenie wydaje się być typowe dla regionu Europy Środkowej i Wschod­
niej. Tylko w Polsce zarejestrowano 81 spośród około 140 przypadków opisanych na świecie. Podsta­
wowe objawy kliniczne to małogłowie, zaburzenia wzrostu, niedobór odporności. Zespołowi temu towa­
rzyszy zwiększona predyspozycja do rozwoju nowotworów złośliwych w młodym wieku. Zespół 
Nijmegen jest dziedziczony w sposób autosomalnie recesywny. Za rozwój zespołu NBS odpowiadają 
germinalne mutacje genu NBS1. Najczęstszą z mutacji jest delecja 5pz (657del5) w egzonie 6 genu NBS1. 
Mutacja ta zwana słowiańską występuje u 90% pacjentów z zespołem NBS. Mutacje genu NBS1 wpły­
wają na zaburzenia w funkcjonowaniu jego produktu białkowego - nibryny wchodzącej w skład kom­
pleksu naprawy dwuniciowych pęknięć DNA - MRE1 l/RAD50/Nibryna (M/R/N). Stąd też komórki 
pacjentów z NBS wykazują spontaniczną niestabilność chromosomową oraz zaburzenia cyklu komórko­
wego będące wynikiem wrażliwości na promieniowanie jonizujące i radiomimetyki.

Słowa kluczowe: zespół niestabilności 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.
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HISTORIA BADAŃ GENU NBS1

Zespół niestabilności chromosomowej NBS opisano po raz pierwszy w roku 1979 
[20]. Pacjentem był chłopiec z upośledzeniem umysłowym, małogłowiem, zaburzeniem 
wzrostu, plamami na skórze typu cafe-au-lait oraz niedoborem odporności. Na podstawie 
analizy cytogenetycznej zidentyfikowano rearanżacje chromosomów 7 i 14. Większość 
translokacji występowała w obrębie prążków 7pl3, 7q32 oraz 14ql 1. Badania 
przeprowadzone u rodzeństwa pacjenta z podobnymi objawami pozwoliły na dokład­
niejszy opis nieznanej wówczas jednostki chorobowej [49]. Cztery lata później 
Seemanova i wsp. [39] opisali 9 przypadków z sześciu rodzin z nową, uwarunkowaną 
genetycznie jednostką chorobową dziedziczoną w sposób autosomalnie recesywny. W 
grupie tej zaobserwowano podobne objawy jak w wyżej wymienionych przypadkach: 
niską masę urodzeniową, małogłowie, upośledzenie odporności komórkowej i humoralnej 
oraz zwiększoną częstość występowania chłoniaka w tych rodzinach. Maraschio i wsp. 
[28] opisali przypadek 31 -letniej kobiety z objawami klinicznymi przypominającymi 
zespół NBS. Analiza cytogenetyczna wykazała szereg aberracji chromosomowych. 
Ponad połowa (59%) chromosomów metafazowych wykazywała niezrównoważoną 
translokację t(8q;21 q) oraz rearanżacje chromosomów 7 i 14 podobne do zmian 
opisywanych u pacjentów z ataksjątelangiektazją(AT).

Komórki pacjentów z NBS, podobnie jak komórki pacjentów z AT wykazują 
spontaniczną niestabilność chromosomową, nadwrażliwość na promieniowanie 
jonizujące oraz radio-opomość syntezy DNA. Na tej podstawie w połowie lat 80 
przypuszczano, iż zespoły AT i NBS mogą być wywoływane mutacjami tego samego 
genu [ 10,43], Przez prawie 10 lat zespół NBS był określany jako jeden z wariantów AT 
(AT-V). W roku 1988 na podstawie analizy komplementacji komórek zaproponowano 
rozróżnienie dwóch odrębnych grup chorych, tj. AT-V1 z syndromem niestabilności 
typu Nijmegen (NBS - ang. Nijmegen breakage syndrome) i AT-V2 z syndromem 
niestabilności typu Berlin (BBS - ang. Berlin breakage syndrome) [22,50], Analiza 
sprzężeń przeprowadzona wśród członków sześciu rodzin z zespołem NBS wykluczyła 
sprzężenie genu odpowiedzialnego za rozwój tego zespołu z regionem 11 q23.1 [41 ], w 
którym znajduje się locus genu ATM [17]. Dokładna analiza wszystkich chorych 
ostatecznie potwierdziła, iż NBS jest odrębną jednostką chorobową nieallelicznąz AT 
[38,46]. Stumm i wsp. [42] wykorzystując indukcję aberracji chromosomowych 
potwierdzili brak komplementacji hybryd komórkowych AT/NBS. Jednak pełne 
wyjaśnienie mogło przynieść tylko zmapowanie genu, którego mutacje są odpowiedzialne 
za powstanie zespołu NBS. Stosując analizę sprzężeń i haplotypów przy użyciu 
markerów obejmujących miejsca pęknięć na chromosomach 3 i 7 u członków 12 rodzin 
z t(3;7)(q 12;q31.3) ostatecznie wykluczono istnienie genu związanego z rozwojem 
zespołu w regionach pęknięć tych chromosomów [9], Saar i wsp. [37] przeprowadzili 
analizę sprzężeń u 14 rodzin chorych z NBS/BBS i zlokalizowali gen z dokładnością 
do 1 cM na chromosomie 8q21 między markerami D8S271 i D8S270 z wartością 
wskaźnika LOD 6,86 w D8S1811. Analiza sprzężeń była wysoce informatywna ze 
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względu na występowanie mutacji założycielskiej (ang. founder mutation), która u 
większości badanych występowała w układzie homozygotycznym. Od momentu 
zidentyfikowania tego samego allelu u pacjentów z NBS i BBS potwierdzono 
homogenność genetyczną obu tych grup. Analiza sprzężeń przeprowadzona w rodzinach 
NBS z różnych rejonów geograficznych potwierdziła sprzężenie z chromosomem 8q21 
u 6 z 7 badanych rodzin [8].

GEN NBS1

Dopiero w roku 1998 trzy niezależne grupy badawcze zidentyfikowały gen NBS1. 
Varón i wsp. [47] przy pomocy klonowania pozycyjnego zmapowali gen NBS1 na 
chromosomie 8q21 oraz zidentyfikowali nibrynęjako produkt białkowy genu NBS1. 
Carney i wsp. [5] przeprowadzając analizę biochemiczną białkowego kompleksu 
MRE11/RAD50, uczestniczącego w naprawie dwuniciowych pęknięć nici DNA, opisali 
białko p95 jako składnik tego kompleksu. Białko p95 jest produktem genu zmapowanego 
na chromosomie 8 w regionie q21.3, w loeus NBS. Porównanie cDNA p95 z cDNA 
NBS1 [47] potwierdziło homologię obu sekwencji. W tym samym czasie Matsuura i 
wsp. [31] przy użyciu klonowania pozycyjnego potwierdzili obecność genu NBS1 na 
chromosomie 8q21.3.

BUDOWA I LOKALIZACJA GENU NBS1

Gen NBS1 znajduje się na chromosomie 8 w regionie q21.13-q21.3. Gen ten 
zbudowany jest z 16 eksonów i wraz z dzielącymi je intronami zajmuje 50,6 kpz 
genomowego DNA. Wielkość poszczególnych eksonów wynosi średnio 150 pz, przy 
czym najmniejszym eksonem jest ekson 15 (50 pz), a największym 11 (448 pz).

Gen NBS1 ulega ekspresji we wszystkich dotąd przebadanych tkankach. Podczas 
analizy Northern Biot (mRNA z 16 różnych tkanek) zaobserwowano dwa sygnały 
świadczące o istnieniu dwóch transkryptów różnej długości, tj. 2,4 i 4,4 kpz, które 
stanowią produkty alternatywnego składania genu [47]. W obu przypadkach 
produktami są białka zbudowane z 754 aminokwasów, pełniące tę samą funkcję. 
Oba transkrypty mają ten sam kodon start, zlokalizowany w eksonie 1, ale istnieją 
dwa różne sygnały poliadcnylacji, występujące w eksonie szesnastym odpowiednio 
w regionach 2446-2251 i 4392-4397. Nie można jednoznacznie stwierdzić, czy 
alternatywne składanie jest tkankowo specyficzne. Transkrypt 4,4 kpz dominuje w 
większości tkanek. Dwukrotnie większą ilość obu transkryptów obserwuje się w 
śledzionie, jądrach i jajnikach [31,47],

TABELA 1. Długość eksonów genu NBS1

Ekson 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 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 I FUNKCJA BIAŁKA NIBRYNY

Produktem genu NBS1 jest białko o masie 85 kDa zwane nibryną, które wchodzi w 
skład białkowego kompleksu MRE1 l/RAD50/nibryna (M/R/N) [5,47], Białko to 
występuje również pod nazwą p95 [5], Nibryna zbudowana jest z 754 aminokwasów i 
wykazuje słabą homologię (46%) do drożdżowego białka Xrs2 w obszarze pierwszych 
115 aminokwasów [5]. W obrębie 200 reszt aminokwasowych końca aminowego 
znajdują się dwie funkcjonalne domeny: FHA (ang. forkhead associated domain) 
tworząca odcinek 24-100 reszt aminokwasowych łańcucha polipcptydowcgo i 
karboksylowa domena BRCT (ang. breast cancer carboxyterminal domain) obejmująca 
114-182 reszt aminokwasowych [2,15,19,47], Na końcu karboksylowym nibryny 
znajduje się domena wiążąca MRE11 (665-693 reszt aa) [11]. W regionie centralnym 
cząsteczki nibryny znajdują się miejsca fosforylacji, np. Ser278 i Ser343, katalizowane 
przez kinazę ATM.

Większość białek zaangażowanych w kontrolę cyklu komórkowego, rcplikację lub 
naprawę DNA ma domeny FHA albo BRCT, ale jednoczesne występowanie obu tych 
domen w jednym białku jest unikalne dla nibryny [13]. Domena FHA bierze udział w 
fosfo-serynowo-treoninowo swoistych oddziaływaniach pomiędzy łańcuchami 
białkowymi (ang. phospho-ser/thr-specific interaction), np. homodimeryzacji 
ufosforylowanego białka Chk2 oraz fosfozależnych oddziaływaniach Rad53 i Rad9 
[13]. Domena BRCT bierze udział w oddziaływaniu p53- supresora nowotworów z 
ligazą DNA lub białkiem XRCC1 [4], Domeny FHA i BRCT pełnią kluczową rolę w 
prawidłowym funkcjonowaniu kompleksu M/R/N [6,55], Mutacje konserwatywnych 
reszt aminokwasowych obu domen nie wpływają na tworzenie oraz jądrową lokalizację 
tego kompleksu, uniemożliwiają natomiast formowanie skupisk jądrowych. Prawidłowe 
funkcjonowanie domen FHA i BRCT jest niezbędne dla fosforylacji nibryny w pozycji 
Scr343 po napromieniowaniu.

Nibryna pełni istotną funkcję w utrzymywaniu integralności genomu uczestnicząc 
w naprawie dwuniciowych pęknięć DNA (ang. DSBs-double strand breaks) [5], 
DSBs są jednymi z najpoważniejszych uszkodzeń DNA, dlatego też zaburzenia 
mechanizmów ich naprawy prowadzą do niestabilności genomu charakteryzującej m.in.

RYCINA I. Schemat cząsteczki nibryny uwzględniający lokalizację domen FHA i BRCT, miejsce 
wiązania MRE11 oraz dwóch reszt scrynowych fosforylowanych przez ATM 
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zespół NBS. DSBs powstają w wyniku działania zewnętrznych czynników 
destrukcyjnych, np. promieniowania jonizującego, ale także towarzyszą rcaranżacji 
genów receptorów limfocytów T, stabilizacji telomcrów oraz homologicznej rekombinacji 
podczas mejozy. Interakcje szeregu białek, np. ATM, nibryna, H2AX, MRE11, Rad 50 
i innych, warunkują prawidłową odpowiedź komórki na uszkodzenie DNA. Sugeruje 
się, że podobny fenotyp komórek pozyskanych od chorych z AT i NBS jest wyrazem 
nieprawidłowego funkcjonowania białka ATM oraz kompleksu M/R/N.

Produkt autofosforylacji białka ATM (ryc. 2), zachodzącej w prawidłowych 
komórkach pod wpływem promieniowania jonizującego, katalizuje fosforylację szeregu 
substratów, w tym nibryny i histonu H2AX [1,3,16,24,47,56], Nibryna jest przemiesz­
czana do miejsca dwuniciowcgo pęknięcia DNA dzięki bezpośredniej interakcji domen 
FHA i BRCT i ufosforylowanego histonu H2AX. Również białka MRE11 i RAD50, 
związane z domeną zlokalizowaną w obrębie końca karboksylowego nibryny, są 
przemieszczane z cytoplazmy do jądra komórkowego do miejsca uszkodzenia DNA 
[5,21], Powstały kompleks białkowy tworzy skupiska jądrowe. Nibryna fosforyluje 
MRE11 rozpoczynając w ten sposób rozwijanie nici DNA [12], Kompleks M/R/N ma 
aktywność pojcdynczoniciowej cndonukleazy DNA i egzonukleazy 3'—>5'. Świadczy 
to o jego bezpośrednim udziale w przygotowaniu końców DNA do ponownego łączenia 
[35,45]. Prawidłowa odpowiedź komórki na promieniowanie jonizujące jest związana 
z uruchamianiem punktów kontroli cyklu komórkowego. Wejście w fazę S cyklu 
komórkowego jest regulowane poprzez dwa równoległe szlaki, przy czym jeden z nich 
angażuje białka ATM, nibrynę i SMC1 [14,54], Białko ATM fosforylując reszty 
aminokwasowe nibryny np. Ser278, Ser343 przygotowuje białko do udziału w 
prawidłowej odpowiedzi komórki na promieniowanie jonizujące [16,24,56], Fosforylacja 
Ser 343 in vivo jest niezbędna w procesie fosforylacji substratów kinazy ATM, w tym 
Chk2, SMC1 i FANCD [3,33,54], Nibryna jest nic tylko substratem kinazy ATM, ale 
wpływa także na jej aktywność w odpowiedzi na uszkodzenia DNA [23]. Warunkuje 
także aktywację białka Chk2 zależnego od ATM. Sugeruje się, że aktywny kompleks 
M/R/N wpływa na strukturę ATM zwiększając powinowactwo do jego substratów.

Uszkodzony produkt białkowy genu NBS1 powoduje u ludzi chorych dysfunkcję 
mechanizmów ochrony komórki. Zaburzenia w funkcjonowaniu punktów kontroli cyklu 
komórkowego prowadzą do błędów w naprawie i replikacji DNA, ii tym samym do 
niestabilności genomu. Tauchi i wsp. [44] badając linie komórek z wyłączonym genem 
NBS 1 wykazali, iż nibryna jest niezbędna w procesach naprawczych typu rekombinacja 
homologiczna w komórkach wyższych kręgowców. Nibryna jako składnik kompleksu 
M/R/N bierze również udział w stabilizacji telomcrów. Nibryna i MRE11 są obecne na 
telomerach podczas mejozy u ssaków, analogicznie jak ich homologi w komórkach 
drożdży [25,51]. Niewielkie frakcje kompleksu M/R/N są zlokalizowane w obrębie 
TRF2 (ang. telomeric repeat-binding factor) [58], RAD50 i MRE11 są obecne na 
telomerach interfazy, natomiast nibryna tylko w fazie S cyklu komórkowego. Kompleks 
M/R/N prawdopodobnie uczestniczy w tworzeniu struktury t-loop.
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RYCINA 2. Schemat udziału cząsteczki nibryny podczas odpowiedzi komórki na obecność podwójnych 
pęknięć DNA (DSB - ang. double strand break). Pojawienie się DSB aktywuje białko A IM. które 
rozpoczyna losforylację swych substratów, w tym histonu H2AX oraz nibryny. Nibryna jest przemiesz­
czana do miejsca DSB i wraz z MRE1 1 oraz RAD50 tworzy kompleks odpowiedzialny za naprawę 
DSB. Nibryna bierze również udział w kontroli cyklu komórkowego w odpowiedzi na DSB poprzez 
uczestnictwo w ATM-zalcżnej kaskadzie prowadzącej do blokady cyklu komórkowego w punktach Cii 
S, G2/M oraz supresji syntezy DNA
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Wszystkie wspomniane doniesienia wskazująna kluczową rolę nibryny w odpowiedzi 
komórki na dwuniciowe pęknięcia DNA, rekombinacji homologicznej oraz stabilizacji 
telomerów.

MOLEKULARNE INTERAKCJE NIBRYNY Z INNYMI 
BIAŁKAMI

Kompleks M/R/N wchodzi w interakcje z białkiem BRCA 1 pełniącym istotną funkcję 
w utrzymywaniu integralności genomu [48,57]. Fizjologiczna aktywność białka BRCA1 
warunkuje właściwą odpowiedź komórki na uszkodzenia DNA regulowaną przez 
kompleks M/R/N [57]. Kompleks M/R/N, BRCA1, białka supresyjne, przekaźniki 
sygnałów oraz białka rozpoznające uszkodzenia DNA tworzą większy kompleks 
białkowy BACS (ang. BRCA1-associated genome surveillance complex) [48]. 
Kompleks ten tworzy duże skupiska jądrowe. Wysunięto hipotezę, iż BĄCS bierze 
udział w identyfikacji zaburzeń struktury DNA i/lub pełni funkcje regulacyjną 
poreplikacyjnych procesów naprawczych.

MUTACJE I POLIMORFIZMY GENU NBS1

Zespół niestabilności chromosomowej NBS jest wynikiem szeregu genninalnych mutacji 
w genie NBS1. Mutacje te występują zarówno w układzie homozygotycznym, jak i 
heterozygotycznym (ang. compound mutations). Do tej pory wykryto 9 mutacji w genie 
NBS1 związanych z rozwojem zespołu Nijmegen (tab. 2) [27,33,36,47], Zlokalizowane 
w eksonach 6-10 mutacje są odpowiedzialne za przedwczesną terminację transkryptu 
nibryny jako efekt przesunięcia ramki odczytu lub wprowadzenia kodonu stop. Skrócony

RYCINA 3. Schemat genu NBS1 oraz lokalizacji mutacji związanych z rozwojem zespołu NBS
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TABELA 2. Allele genu NBS1 zidentyfikowane u chorych z zespołem NBS

Mutacja Ekson Efekt Pochodzenie Liczba

657del 6 przesunięcie ramki odczytu, kodon stop X234 słowiańskie >90%
5681deIT 6 przesunięcie ramki odczytu, kodon stop X230 rosyjskie 1
698deU 6 przesunięcie ramki odczytu, kodon stop X237 angielskie 1
742insGG 7 przesunięcie ramki odczytu, kodon stop X252 włoskie 1
835del4 7 przesunięcie ramki odczytu, kodon stop X280 włoskie 1
842insT 7 przesunięcie ramki odczytu, kodon stop X284 meksykańskie 1
900del25 8 przesunięcie ramki odczytu, kodon stop afrykańskie 2
976OT 8 X306Q326X holenderskie 1
1089OA 9 Y363X - 1
1142delC 10 przesunięcie ramki odczytu, kodon stop X403 kanadyjskie 2

TABELA 3. Lokalizacja miejsc polimorficznych 
w genie NBS1

Polimorfizm Zmieniony 
nukleotyd

Ekson Efekt

102 G/A G/A 2 L34L
553 G/C G/C 5 E185Q
IVS5+9T/C T/C 1VS5 -
IVS5+51delT derr IVS5 -
IVS9+18C/T c/r IVS9 -
1197 T/C T/C 10 D399D
IVS12-7A/G A/G IVS12 -
2016 A/G A/G 13 P672P

produkt białkowy genu jest w większości 
przypadków pozbawiony C-końca, co 
uniemożliwia jego oddziaływanie z białkiem 
MRE11 i tworzenie kompleksu M/R/N.

Mutacja słowiańska (66ł-657del- 
ACAAA) występując w postaci homo- 
zygotycznej u ponad 90% pacjentów z 
NBS tworzy słowiański haplotyp, co 
sugeruje efekt założyciela tej mutacji [47]. 
Pozostałe mutacje (tab. 2) dotyczą poje­
dynczych przypadków pochodzących z 
różnych grup etnicznych. Mutację punk­
tową 1089OA w eksonie 9 genu NBS1 
zidentyfikowano u pacjenta z anemią

Fanconiego, u którego stwierdzono wcześniej występowanie dodatkowych objawów 
klinicznych charakteryzujących zespół NBS [33]. Homozygotycznie występująca u 
niego mutacja punktowa powoduje wprowadzenie kodonu stop w pozycji 363 nibryny.

U wszystkich przebadanych pacjentów z zespołem NBS stwierdzono brak dużego 
fragmentu nibryny w obszarze końca karboksylowego, wykazano natomiast obecność 
domen końca aminowego. Sugeruje to, że domeny te mogą być niezbędne w rozwoju 
embrionu, a mutanty zerowe NBS 1 giną w okresie rozwoju płodowego. W komórkach 
pozyskanych od pacjentów z NBS z mutacją 657delACAAA stwierdzono wystę­
powanie fragmentu końca aminowego białka NBS1 o masie 26 kDa (NBSlp26) i 
fragmentu o masie 70 kDa (NBSlp70), który jest pozbawiony natywnego //-końca 
nibryny [30]. Powstanie fragmentu NBSlp70 jest wynikiem wewnętrznej inicjacji 
translacji mRNA w miejscu przesunięcia ramki odczytu w obecności mutacji 
657delACAAA. Białko NBSp26 nie łączy się z kompleksem M/R, w przeciwieństwie 
do białka NBSlp70. Mutacja 657delACAAA wydaje się być mutacją hypomorficzną, 
kodującą częściowo funkcjonujące białko. Jest to prawdopodobne, gdyż mutacje zerowe 
(ang. nuli mutations) w genach MRE11 i RAD50 powodują letalność u wszystkich 
kręgowców [26,52,53].

W genie NBS1 zidentyfikowano także szereg miejsc polimorficznych (tab. 3).
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EFEKT ZAŁOŻYCIELA MUTACJI 657del5 
W EKSONIE 6 GENU NBS1

W celu identyfikacji genu NBS1 wykorzystano analizę zaburzeń równowagi sprzężeń. 
Badania te dotyczyły przede wszystkim populacji Europy Środkowej (polskiej, czeskiej 
i niemieckiej) [47]. Zaburzenia równowagi sprzężeń i występowanie konserwatywnego 
haplotypu dotyczy głównie populacji małych i zasiedlających nowe terytoria. W 
przypadku populacji polskiej i czeskiej nie są znane jakiekolwiek bariery geograficzne, 
kulturowe czy też religijne, które doprowadziłyby do odizolowania którejś z nich. 
Wszyscy pacjenci z tych populacji sąnosicielami mutacji 657delACAAA, co sugeruje 
jej słowiańskie pochodzenie.

Lokalizacja najczęstszej mutacji genu NBS1 w obrębie specyficznego haplotypu u 
pacjentów z Niemiec i Danii jest świadectwem na rozprzestrzenianie się mutacji jako 
efektu migracji i daje podstawę do uznania jej za mutację założycielską (ang. founder 
mutation) [37,47], Mutacja ta pojawiła się prawdopodobnie w chromosomie założyciela 
(ancestralnym) w charakterystycznym układzie sąsiednich polimorficznych alleli i wraz 
z całym segmentem upowszechniła się w populacjach słowiańskich. Przyczyną 
powstawania takich mutacji jest efekt założyciela będący wynikiem dryfu genetycznego. 
Rzadkie występowanie procesu crossing-over między mutacją determinującą fenotyp 
i zlokalizowanymi w pobliżu polimorficznymi loci powoduje zaburzenie równowagi 
sprzężeń, a upowszechnienie się ancestralnego haplotypu dopełnia obrazu efektu 
założyciela.

Wśród pacjentów z zespołem NBS będących nosicielami mutacji słowiańskiej 
zaburzenie równowagi sprzężeń jest możliwe do wykrycia w odległości 0,5 cM (1,5-2 
Mpz) od genu NBS1. Świadczy to o stosunkowo krótkim okresie istnienia tej mutacji. 
Mutacja słowiańska genu NBS! w porównaniu np. z mutacją dF508 genu CFTR 
(mukowiscydoza) [32] ma ograniczony zasięg występowania w ogólnej populacji, co 
wyklucza selekcyjną przewagę heterozygot [47].

HETEROGENNOŚĆ GENETYCZNA ZESPOŁU NIJMEGEN

Obraz kliniczny zespołu Nijmegen w zdecydowanej większości przypadków jest 
efektem fenotypowym mutacji genu NBS1. Do tej pory opisano niewiele przypadków 
chorych z objawami klinicznymi zespołu NBS, ale nie mających mutacji w genie NBS1. 
Jest możliwe, iż oprócz mutacji genu NBS1 mogą występować mutacje innych genów 
wywołujących zaburzenia w funkcjonowaniu nibryny, dając tym samym łagodniejsze 
objawy fenotypowe. Opisano dotychczas dwa przypadki chorych o fenotypie NBS z 
typowymi rearanżacjami chromosomów 7 i 14 oraz nadwrażliwością na promieniowanie 
jonizujące. U pacjentów tych nie stwierdzono mutacji w genie NBS1, a stopień ekspresji 
produktu białkowego był prawidłowy [7,18]. Wyniki te sugerują istnienie mutacji w 
innym genie lub genach, dających objawy fenotypowe podobne do zespołu NBS (ang. 
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NBS-like phenotypes). Podobne zjawisko występuje u pacjentów z zespołem 
niestabilności chromosomowej AT. Znane są przypadki pacjentów z fenotypem podobnym 
do zespołu AT niebędących nosicielami mutacji w genie A TM (ang. AT-like patients). 
U niektórych z nich zidentyfikowano mutacje w genie MRE11 [40]. Taki fenotyp 
charakteryzuje się łagodnymi objawami zespołu AT i został nazwany zaburzeniem 
podobnym do zespołu ataksji telangiektazji (ang. ataxia telangiectasia-like disorder, 
ATLD).

O’Driscoll i wsp. [34] opisali cztery przypadki pacjentów z klinicznymi objawami 
zespołu NBS. Analiza DNA tych chorych wykazała obecność mutacji w genie ligazy 
IV DNA {LIG4) wobec prawidłowej sekwencji genu NBS1. Zespół został wyod­
rębniony jako odrębna jednostka chorobowa - zespół LIG4, której fenotyp (OMIM 
606593) jest wynikiem uszkodzenia specyficznego systemu rekombinacji DNA. Linie 
komórkowe pozyskane od pacjentów z zespołem LIG4 wykazują wysoką wrażliwość 
na promieniowanie jonizujące. W przeciwieństwie do komórek NBS w komórkach 
LIG4, mimo iż rekombinacja DNA nie przebiega prawidłowo, występuje zablokowanie 
cyklu komórkowego. Podobieństwo objawów klinicznych obu zespołów wskazuje na 
kluczową rolę nibryny w naprawie dwuniciowego DNA, a fenotyp NBS jest bardziej 
wynikiem uszkodzeń systemu naprawy DNA aniżeli cyklu komórkowego.

Niedawno opisano kolejny przypadek pacjenta z objawami klinicznymi zespołu NBS 
[29]. Nie wykryto u niego mutacji w genach NBS1 i L1G4. Analiza fenotypu komórek 
potwierdziła niestabilność chromosomową oraz wrażliwość na promieniowanie joni­
zujące. Stwierdzono natomiast prawidłowe funkcjonowanie punktów kontroli cyklu 
komórkowego.

Występowanie fenotypu charakterystycznego dla zespołu niestabilności chromo­
somowej NBS wobec prawidłowej struktury pierwszorzędowej genu NBS1 sugerować 
może heterogenność genetyczną tej jednostki chorobowej.
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Streszczenie: Błonowy receptor prolaktyny wykazuje różnice zarówno międzygatunkowe, jak i we- 
wnątrzosobnicze. Występowanie różnych wariantów receptora (izoform) w narządach i tkankach u tego 
samego osobnika umożliwia regulację sygnału przekazywanego przez ten hormon. Artykuł przedstawia 
przegląd informacji na temat ekspresji różnych izoform receptora u człowieka i różnych gatunków 
zwierząt oraz najnowsze dane na temat dalszych procesów wewnątrzkomórkowych, jakie następują po 
związaniu Uganda z receptorem do etapu aktywacji określonych genów.

Słowa kluczowe: receptor prolaktyny, izoformy receptora, transdukcja sygnału, 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 
of prolactin 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 skrótów: PRL (prolactin) - prolaktyna, PRLR (prolactin receptor) — receptor prolaktynowy, 
STAT (signal transducers activators of translation) - białka STAT, SOCS (suppressors of cytokine 
signaling) - białka SOCS, MAPK (mitogen activated protein kinase) - kinaza aktywowana mitogcnem, 
J AK (just another kinase/janus kinase) - kinaza janusowa, 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 hamujący kinazę, 
GAS (y interferon activated sequence) - sekwencja aktywowana interferonem y.
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WSTĘP

Białkowy hormon prolaktyna (PRL) ma receptory (PRLR) związane z błoną 
komórkową, chociaż odkryto również receptor rozpuszczalny, swobodnie krążący w 
przestrzeni pozakomórkowej. Błonowe PRLR należą do nadrodziny receptorów cytokin 
hematopoetycznych. Do rodziny tej zaliczają się również receptory dla: hormonu wzrostu 
(GH), niektórych interleukin (IL od 2 do 15 z wyjątkiem 8), erytropoetyny (EPO), czynnika 
stymulującego kolonie granulocytów i monocytów (GM-CSF), czynnika stymulującego 
kolonie granulocytów (G-CSF), czynnika hamującego rozwój białaczki (LIF), onkostatyny 
M (OM), trombocytopoetyny (TPO), obesity’ factor leptin (OFL) oraz neurotroficznego 
czynnika rzęskowego (CNTF) [1,27,21]. Są to receptory zakotwiczone w błonie 
komórkowej. Receptory tej rodziny łączy obecność sekwencji aminokwasów o wysokiej 
konserwatywności, pomimo innej lokalizacji kodujących je genów w genomie.

Efektem interakcji hormon-receptor jest aktywacja genów specyficznych dla danego 
gatunku, narządu, płci i okresu rozrodczego [19].

GEN RECEPTORA

U człowieka pierwszorzędową strukturę PRLR koduje gen zlokalizowany na 
chromosomie 5(p 13—>14) złożony z 11 eksonów łącznie przekraczających długość 100 
kb tworzących łańcuch 622 aminokwasów zawierający 24-aminokwasowy pcptyd 
sygnałowy [1,7]. Eksony 1-9 są wspólne dla izoformy krótkiej i długiej ludzkiego PRLR, 
kodują domeny: wewnątrzkomórkową, przezbłonową i część domeny 
wewnątrzkomórkowej położonej bliżej N-końca PRLR. Powstanie różniących się 
domeną wewnątrzkomórkową izoform krótkich Sla i Slb osiągane jest dzięki 
alternatywnemu składaniu transkryptu eksonów odpowiednio 10-11 i 9-11 [74,38]. 
Izoformy pośrednie zawdzięczają swoje istnienie delecjom [47], Ponadto opisane zostało 
istnienie transkryptów mRNA, które kodują potencjalnie nowe izoformy. Jak dotychczas 
nie wykazano jednak produktów ich translacji [50].

Regulacja genu receptora

Nadzór nad transkrypcją genu receptora prolaktyny spełniają trzy regiony promotora. 
Pierwszy z nich występuje w gonadach, drugi w wątrobie, a trzeci jest rozpowszechniony 
we wszystkich tkankach, włącznie z gonadami i wątrobą [39,41,42].

BUDOWA I RODZAJE RECEPTORÓW

Receptory prolaktynowe zostały zidentyfikowane u różnych gatunków kręgowców 
od ryb do ssaków. Pomimo międzygatunkowych różnic długości łańcucha białkowego 
i sekwencji aminokwasów PRLR istnieją fragmenty łańcucha białkowego zwane 
domenami, które cechują się dużym stopniem homologii. Liczne prace doświadczalne 
wykazały, że domeny te spełniają kluczową rolę w procesach przekazywania sygnału
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biologicznego: wiązania liganda, dimeryzacji receptora, aktywacji białek transdukcji 
sygnału i aktywacji określonych genów [55,49,19].

Receptor PRL składa się z trzech odcinków tzw. domen: pozakomórkowej, 
przezbłonowej i wewnątrzkomórkowej [1,27]. W obrębie gatunku, u tego samego 
osobnika występują receptory zróżnicowane pod względem długości oraz budowy 
domeny wewnątrzkomórkowej. Wyjątek stanowi ludzki receptor ASI, który różni się 
domeną pozakomórkową. Te różniące się domeną wewnątrzkomórkową PRLR 
nazywane są izoformami. Poszczególne warianty PRL, wiążąc się do jednej z izoform 
receptora, mogą stymulować różne wewnątrzkomórkowe szlaki transdukcji sygnałów, 
stanowiąc molekularne podłoże różnorodności efektów biologicznych wywieranych 
przez ten hormon [43].

Różnorodność izoform receptora osiągana jest dzięki:
♦ zapoczątkowaniu transkrypcji w różnych miejscach inicjacji jednego z trzech pro­

motorów;
♦ alternatywnemu składaniu mRNA;
♦ potranslacyjnej modyfikacji obejmującej takie procesy, jak: glikozylacja, fosforyla­

cja, deaminacja, dimeryzacja, sulfhydrylacja oraz rozszczepianie proteolityczne 
[74,38,47,30,40,43],

U człowieka wyróżnia się trzy izoformy: długą (598 aminokwasów) i dwie krótkie 
(376 i 288 aminokwasów); a u szczura długą - 591, pośrednią - 393 i krótką - 291 
aminokwasów [1,27,31]. Ostatnio wykazano istnienie w komórkach ludzkich 
nowotworów sutka i jelita grubego pośredniej formy PRLR [47],

W niniejszym artykule budowa PRLR została przedstawiona na przykładzie długiej 
izoformy tego receptora [13].

Długa izoforma ludzkiego receptora

1. Domena pozakomórkowa, ECD (extra cellular domain)
U większości gatunków (z wyjątkiem ptaków) ECD receptora PRL składają się z 

210 aminokwasów o masie 85 kD [43], tworzących pojedynczy łańcuch białkowy, w 
którym wyróżnia się region wysokiej homologii receptora cytokin. Region ten dzieli się 
na dwie odpowiedzialne za interakcje receptor-ligand poddomeny Dl oraz D2, które 
budową przypominają fibronektynę III.

W poddomenach tych znajdują się dwa konserwatywne fragmenty. Pierwszy 
stanowią dwie pary cystein połączone mostkiem dwusiarczkowym (Cysl2-Cys22 i 
Cys51-Cys62) na N-końcu poddomeny Dl. Drugi jest pentapeptydem „WS motif' (Trp- 
Ser-other AA-Trp-Ser) w C-końcowym odcinku poddomeny D2 od strony błony 
komórkowej [68], Niektóre z receptorów w zależności od izoformy i gatunku zawierają 
dodatkowo odmienne domeny, ale dwie wyżej wymienione decydująo zdolności wiązania 
liganda. U szczura na N-końcu poddomeny Dl zawarte są miejsca N-glikozylacji 
receptora (Asn18,80, l08) [15]. Poddomena D2 dodatkowo zawiera małą powierzchnię 
uczestniczącą w przyłączeniu drugiego receptora PRLR w trakcie dimeryzacji po 
związaniu liganda.
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2. Domena przezbłonowa, TMD (trans membrane domain)
U wszystkich gatunków utworzona jest przez pojedynczy łańcuch 24 aminokwasów 

(211-234 aminokwasów w ludzkim i szczurzym PRLR) przechodzący jednokrotnie 
przez błonę komórkową. Jak dotychczas nie wykazano w tej domenie sekwencji 
aminokwasów kluczowych dla funkcjonowania receptora.

3. Domena wewnątrzkomórkowa, ICD (intracellular domain)
Zawiera cztery regiony o wysokiej konserwatywności między gatunkowej nazwane: 

boxl, V-box (variable), box 2 i X-box (extended), z. których boxl i 2 cechują się 
najwyższym stopniem konserwatywności. Bliższy błonie komórkowej box 1 składa się 
z 8 aminokwasów (243-250 w szczurzym PRLR) z dominacją proliny i aminokwasów 
hydrofobowych. Sekwencja aminokwasów zapewnia temu fragmentowi swoiste 
sfałdowanie struktury III-rzędowej rozpoznawane przez mające domenę SH3 enzymy 
realizujące dalszą transdukcję sygnału - kinazy JAK2 [36,16,26]. Położony dystalnie 
od błony komórkowej box2 zawiera serię hydrofobowych, naprzemiennie ujemnie i 
dodatnio naładowanych aminokwasów (288-298 w szczurzym PRLR). Boxl występuje 
we wszystkich izoformach receptora PRL, natomiast box2 w długich, pośrednich u 
człowieka i szczura oraz w izformie krótkiej Sla u człowieka.

Na całej długości domeny wewnątrzkomórkowej występują reszty tyrozyny (Tyr) 
odgrywające kluczową rolę dla wywołania odpowiedzi komórkowej. Długa izoforma 
ludzkiego PRLR różni się od szczurzego PRLR obecnością 10 a nie 9 reszt tyrozy- 
nowych. Jednak ich lokalizacja i sąsiadujące aminokwasy sugerują homologiczną funkcję. 
U fosfory lowane reszty Tyr są miejscem, w którym do receptora mogą wiązać się białka 
mające domeny SH2, takie jak pośredniczące w transdukcji sygnału białka STAT [62] 
oraz fosfatazy reszt tyrozynowych białek zawierających domenę SH2 (SHP2) [3]. W 
dotychczasowych pracach u szczura wykazano, że fosforylacja Tyr580 uczestniczy w 
aktywacji laktogenezy, a fosforylacja Tyr309 i 382 jest kluczowa dla aktywacji genów 
proliferacji komórek nabłonka gruczołów mlekowych w odpowiedzi na PRL [1,62]. 
Położona u człowieka najbliżej C-końca receptora Tyr587 uczestniczy w formowaniu 
miejsca przylegania białka STAT [63]. Trzeciorzędową strukturę receptora wyznacza 
głównie domena pozakomórkowa. Każda z tworzących ją poddomen Dl i D2 składa się 
z siedmiu przeciwskrętnych nici P tworzących dwie naprzeciwległe struktury [3- 
płaszczyznowe połączone pięcio-aminokwasowym odcinkiem. Płaszczyzny te fałdują się 
tworząc miejsce wiążące ligand [1].

Pośrednia izoforma ludzkiego receptora

Pośrednia forma receptora o masie 50 kD powstaje jako efekt przesunięcia ramki odczytu 
podczas składania transkryptu - prowadząc do delecji 191 aminokwasów części ICD 
położonych dystalnie od odcinka C domeny X-box i dodania 13-aminokwasowej sekwencji. 
Delecja ta w badanych modelach linii komórkowych nie upośledzała aktywacji JAK2, zależnej 
od położonej proksymalnie domeny box-1, uniemożliwiała jednak aktywację kinazy tyrozynowej 
Fyn związanej z fosforylacjąreszt tyrozynowych receptora. Następstwem delecji jest słabsza 
w porównaniu z długąizoformąreceptora zdolność do transdukcji sygnału biologicznego [47].
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AS 1 izoforma ludzkiego receptora

Mająca masę 70 kD izoforma AS 1 jest również produktem alternatywnego składania 
transkryptu - delecji eksonu 4 i 5, skutkiem czego izoforma ta pozbawiona jest poddomeny 
Dl N-końca receptora. Cecha ta wyróżnia tę izoformę spośród innych: pozostałe 
różnią się między sobą ICD, podczas gdy ta różni się ECD. Brak uczestniczącej w 
wiązaniu liganda poddomeny Dl osłabia 7-krotnie zdolność wiązania PRL przez izoformę 
AS 1 w porównaniu z izoformą długą [46],

Rozpuszczalna izoforma ludzkiego receptora

Receptor rozpuszczalny występujący w płynie pozakomórkowym, w ludzkim osoczu 
osiąga stężenie 14 ng/ml, gdzie wiąże ok. 36% krążącej PRL. Ma masę 32 kD, składa 
się tylko z domeny pozakomórkowej 206 aminokwasów i utożsamiany jest z białkiem 
wiążącym prolaktynę (PRLbp) [6]. Jest on produktem alternatywnego składania egzonów 
7-11 mRNA PRLR [74], Poprzez analogię z innymi białkami osocza wiążącymi hormony 
przypuszczać należy, że białko to wydłuża okres półtrwania w osoczu ograniczając 
degradację oraz hamuje sekrecję i moduluje biologiczne oddziaływanie PRL.

RYCINA 2. Uproszczony schemat procesu dimeryzacji receptora prolaktynowego - transdukcji sygnału 
szlakiem kinaz JAK i białek STAT. 1) Związanie liganda PRL z jednym receptorem PRLR (monomer). 2) 
Związanie przez ligand drugiego rerceptora PRLR (dimer). 3) Aktywacja konstytutywnie związanej 
kinazy JAK, fosforylacja reszt tyrozynowych receptora, związanie białek STAT i ich fosforylacja. 4) 
Oddysocjowanie ufosforylowanych białek STAT, utworzenie kompleksu, migracja kompleksu białek 
STAT na teren jądra komórkowego, związanie z promotorem określonego genu (tu GAS), indukcja 
transkrypcji (zmodyfikowane wg Clevanger i wsp. [20])
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Krótkie izoformy ludzkiego receptora S1 a, S1 b

Alternatywne składanie transkryptu mRNA części lub całości eksonów 10 oraz 11 
prowadzi do powstania izoform krótkich: Sla o masie 56, oraz Slb o masie 42 kD. 
Pierwszy z tych receptorów ma domeny box 1 i box2, podczas gdy drugi tylko fragmenty 
domeny box 1. Podobnie jak w przypadku zwierząt izoformy te nie wykazują aktywności 
biologicznej, a poprzez wiązanie liganda do swojej cząsteczki osłabiają działanie PRL 
[74,38].

TRANSDUKCJA SYGNAŁU

Połączenie receptor - ligand zapoczątkowuje kaskadę reakcji wewnątrzkomórkowych 
prowadzących docelowo do aktywacji genów - odbiorców sygnału. Mechanizmy 
uczestniczące w procesie transdukcji sygnału w układzie PRL-PRLR nie zostały w 
pełni odkryte i wiele szczegółów tego procesu pozostaje niewyjaśnionych.

Dimeryzacj a receptora

Proces przyłączenia PRL do receptora przebiega dwuetapowo. W pierwszym etapie 
cząsteczka hormonu wiąże się za pomocą powierzchni wiążącej do jednego receptora 
PRL. Powstały monomer jest jednak pozbawiony aktywności biologicznej. W drugim 
etapie ta sama cząsteczka hormonu za pomocą drugiej powierzchni wiążącej łączy się 
z drugim receptorem PRL. Dopiero tak utworzony dimer jest obdarzony zdolnością do 
wywołania biologicznego efektu. Dimeryzacja receptora, do jakiej dochodzi w trakcie 
wiązania PRL, musi dotyczyć tej samej izoformy receptora [25,16].

W interakcji receptor-ligand, kluczowa rola przypada strukturze pierwszo- i 
trzeciorzędowej domeny pozakomórkowej, zwłaszcza obecności regionów cechujących 
się konserwatyzmem ewolucyjnym.

Transdukcja

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

Szlak kinaz JAK - białko STAT

Jak wszystkie receptory nadrodziny cytokin hematopoetycznych PRLR przekazuje 
sygnał wewnątrzkomórkowo kooperując z kinazami JAK [59,21]. Główną kinazą w 
odniesieniu do PRL jest JAK2 [14]. Badania nad kinazą JAKI i JAK3 nie potwierdziły 
jednoznacznie ich udziału w transdukcji sygnału biologicznego [29],
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Oddziaływanie w układzie PRLR-JAK2 zachodzi na poziomie boxl domeny 
wewnątrzkomórkowej receptora. Domena ta występuje we wszystkich izoformach 
receptora (długiej, pośredniej i krótkiej) [27]. Obecność proliny w poddomenie boxł 
warunkuje III-rzędową strukturę przestrzenną zdolną do konstytucyjnego (a więc 
niezależnego od wiązania liganda) wiązania kinaz JAK mających domeny SH3 [67,51]. 
Dotychczas nie udało się jednak odnaleźć pasujących do box 1 sekwencji aminokwasów 
kinazy JAK2 [58]. Wiele danych sugeruje współudział reszt aminokwasów C- 
końcowego odcinka PRLR [25] lub współudział białka adaptorowego. Delecja boxl 
lub mutacja w obrębie C-końca receptora PRL pozbawiają go aktywności biologicznej 
[1,16].

Aktywacja receptora odbywa się przez przyłączenie PRL, co zapoczątkowuje 
dimeryzację receptora prowadząc do przestrzennego zbliżenia dwóch związanych z 
domeną wewnątrzkomórkową kinaz JAK2. Taki układ przestrzenny umożliwia 
ich wzajemną fosforylację (autoaktywacja), fosforylację reszt tyrozynowych 
receptora oraz białek STAT [36,33]. Zjawisko fosforylacji reszt tyrozynowych 
dotyczy izoformy długiej i pośredniej PRLR, natomiast nie zachodzi w krótkiej 
mimo obecności czterech Tyr [34]. W tej ostatniej izoformie szczurzego PRLR 
kluczową rolę odgrywa 30 C-końcowych aminokwasów (aminokwasy od 262 do 
291) o sekwencji niespotykanej w pozostałych izoformach [1].

Długa izoforma szczurzego PRLR ma w domenie wewnątrzkomórkowej 9 reszt 
tyrozynowych. Kluczowa rola przypada Tyr580, która ulega fosforylacji pod wpływem 
PRL. Jest ona niezbędna do aktywacji genu promotora p-kazeiny i białka STAT5. 
Szczegółowe badania [62] dowiodły, że fosforylacji może również ulegać Tyr473 i 479, a 
w warunkach nadmiaru JAK2 również Tyr309, 402, 515. W pośredniej izoformie receptora 
szczurzego, która zawiera trzy reszty tyrozynowe fosforylacji ulega tylko C-końcowa 
Tyr382. Dla aktywacji genów związanych z laktogenezą i innymi funkcjami 
metabolicznymi fosforylacja jest niezbędna, podczas gdy dla wywołania efektu 
mitogennego receptor nie wymaga fosforylacji reszt tyrozynowych [16].

Ufosforylowanie reszt tyrozynowych receptora zapewnia domenie wewnątrz­
komórkowej konformację (docking site) umożliwiającą wiązanie domen SH2 białka 
STAT [62], Następnie kinaza JAK fosforyluje białko STAT. Tak zmodyfikowane białko 
oddysocjowuje od kompleksu receptor-JAK, aby w interakcji pomiędzy resztami 
ufosforylowanej tyrozyny i domenami SH2 utworzyć dimer złożony z dwóch białek 
STAT. Powstały dimer białek STAT migruje na teren jądra komórkowego, gdzie aktywuje 
promotory określonych genów.

Kompleks białek STAT przyłącza się do fragmentu DNA zawierającego sekwencję 
nukleotydów TTCXXXGAA zwanego GAS [37]. Sekwencja ta występuje w promotorach 
wielu genów i oprócz białek STAT aktywuje ją in vivo wiele innych cytokin [32],
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Szlak kinaz Ras/Raf/MAPK

Z dużym prawdopodobieństwem należy sądzić, że ufosforylowane reszty Tyr mogą 
stać się miejscem przyłączania białek adaptorowych Shc/Grb2/SOS, które sprzęgają 
PRLR z kinazami Ras/Raf/MAPK [22,57]. Nowsze doniesienia sugerują związek 
pomiędzy szlakiem JAK/STAT i MAPK.

Szlak kinaz c-src i Fyn

Opisana została aktywacja kinaz c-src pod wpływem działania PRL [71 ] oraz kinazy 
Fyn (p59) [5]. Kinazie Fyn przypisywany jest udział w aktywacji kinazy fosfaty- 
dyloinozytolu (PI’3K) oraz fosforylacja Tyr substratu receptora insulinowego I (IRS1) 
[11,76]. Wykazano również udział kinazy Fyn w aktywacji kanałów K+ i proliferacji linii 
komórkowej LNCaP [75].

Oddziaływanie na kanały jonowe

Poddomena boxl ICD PRLR uczestniczy w aktywacji kanału K*  zależnego od 
kinazy tyrozynowej poprzez JAK2. C-końcowy fragment PRLR uczestniczy w 
powstawaniu przekaźników wewnątrzkomórkowych pochodnych inozytolu otwie­
rających kanały Ca2+ bramkowane potencjałem (inozytolo 1,3,4,5 tetrafosforanu - 
Ins( 1,3,4,5)P4, inozytolo sześciofosforanu - InsP6) [65,72].

REGULACJA TRANSDUKCJI

Spośród ośmiu białek STAT w transdukcji sygnału prolaktyny zaangażowane są: 
STAT 1, 3 oraz 5a i 5b. STAT5a i 5b są najlepiej udokumentowanymi czynnikami 
odpowiedzialnymi za transdukcję sygnału przez długą i pośrednią izoformę PRLR. 
[56,28]. Każde z białek tej rodziny składa się z pięciu domen: wiążącej DNA, SH3, 
SH2, N-końcowej i C-końcowej [54,76,17]. Aby móc się związać z receptorem, 
białko STAT wymaga obecności ufosforylowanych reszt Tyr [70]. Ponieważ w krótkiej 
izoformie nie dochodzi do fosforylacji Tyr, miejscem przyłączania się STAT1 mogą 
stać się ufosforylowane reszty Tyr kinaz JAK2. Po związaniu z receptorem fosfo­
rylacji podlegają reszty tyrozynowe białka STAT przykładowo Tyr694 STAT5, ale 
również Ser, Thr [60], w procesie tym uczestniczy prawdopodobnie kinaza białkowa 
C (PCK-a) oraz kinaza kazeiny 11 [76], Nowsze doniesienia wskazują, że białko 
STAT5 może również odgrywać rolę inhibitora transkrypcji [53].

Fosfatazy Tyr

Fosfatazy tyrozynowe SHP1 i SHP2 mające domenę SH2 odgrywają przez rozkład 
wiązań fosfoestrowych rolę regulatora negatywnego, jakkolwiek jest to rola słabsza 
niż w innych receptorach cytokinowych [61,23,10,24,64]. Jednocześnie SHP-2 przez 
defosforylację Tyr1007 kinazy JAK2 hamuje zależną od SOCS1 ubikwitynację- 
degradację tej kinazy wzmacniając pośrednio efekt wywierany przez PRL [4], 
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Równocześnie SHP-2 wiąże się z białkiem STAT5a i razem z nim migruje na teren 
jądra komórkowego, gdzie uczestniczy w aktywacji promotora genu [3-kazeiny [18],

Białka indukowane cytokinami zawierające SH2 (CIS) oraz białka supresorowe 
sygnału cytokin (SOCS)

Do rodziny tej należy osiem białek hamujących transdukcję sygnału szlakiem JAK/ 
STAT, który jednocześnie odgrywa rolę ich induktora. Tak więc białka rodziny SOCS 
są elementem pętli hamowania zwrotnego [59]. Wszyscy członkowie tej rodziny mają 
centralną domenę SH2 oraz C-końcową SOCS box, a białka SOCS 1 i 3 dodatkowo N- 
końcową domenę KIR [48]. CIS konkurują kompetencyjnie z białkami STAT o miejsce 
wiązania na PRLR [35,76], a SOCS1 i SOCS3 wiążąc się poprzez swoją domenę SH2 
z Yyrioo7 JĄK2 inhibują centrum katalityczne tej kinazy [61,8,52,73]. SOCS2 
przypisywana jest zdolność do przywracania wrażliwości komórek na działanie PRL 
poprzez supresję inhibicji wywołanej przez SOCS 1.

PODSUMOWANIE

Potencjalna rola receptora prolaktynowego w regulacji procesów przekazywania 
sygnału laktogenezy oraz różnicowania i proliferacji komórek pozostaje nie w pełni 
wyjaśniona. Dane doświadczalne otrzymane z badań in vitro przeprowadzonych na 
komórkach linii hodowlanych poddanych genetycznym modyfikacjom nie pozwalają 
na przeniesienie wyników na organizmy w warunkach in vivo. Oceniając uzyskane 
wyniki należy także uwzględnić różnice międzygatunkowe - dotychczas opisane w 
literaturze receptory: myszy, szczura, królika, świni, bydła domowego, daniela i czło­
wieka mają pewne wspólne domeny, ale pozostałe fragmenty wykazują różnice. Wciąż 
poszukiwane są fragmenty receptora odpowiedzialne za konkretne działanie. Wiele 
odkryć jest ukryte w dalszym procesie transdukcji sygnału - rozszyfrowanie łamigłówki 
białek i innych związków uczestniczących w tym procesie oraz ich wzajemnych korelacji 
stanowi klucz do zrozumienia molekularnych zjawisk stanowiących podłoże ob­
serwowanego działania biologicznego PRL. Zagadnienia te wymagają wielu badań z 
zastosowaniem nowych technik badawczych.
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Szybki i bezpośredni kontakt z Komitetem Organizacyjnym umożliwia skorzystanie 
ze strony internetowej:

WWW.immuno.prot.pl.
lub

e-mail:ppożarowski@o2.pl

Aby uzyskać bliższe informacje, prosimy ponadto o kontakt z Piotrem 
Pożarowskim - sekretarzem Zjazdu - teł. (+81) 742 50 26 fax. (+81) 746 70 10

ul. Jaczewskiego 8, 20-950 Lublin

Przewodniczący Komitetu Organizacyjnego

prof, dr hab. Jacek Roliński

rcin.org.pl
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Wskazówki przygotowania rysunków i streszczeń do publikacji w PBK

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny być napisane w Wordzie, wersja 6,0 lub wcześniejsza. 
Jeśli w tekst zostały wstawione rysunki, powinny one zostać umieszczone osobno na dyskietce. 
Powinny to być albo mapy bitowe (TIF, JPG), albo pliki z Corela, wersja 9,0 lub wcześniejsza. Każda 
wersja Worda lub Corela pozwala na zachowanie pracy w formacie wersji wcześniejszej. Rysunki, 
schematy, zdjęcia i wykresy w podpisach i w powołaniach w tekście powinny nosić nazwę rycina 
(Ryc.) i być numerowane kolejno. Na zdjęciach konieczne jest umieszczanie podziałki wskazującej 
powiększenie obiektów, a nie podawanie powiększeń w podpisach, gdyż zdjęcia ulegają zmniejszeniu 
do formatu Bs.

Prosimy Autorów o podawanie adresów e-mail, o ile je mają.
Cennik dla Autorów w 2004 r.

odbitek prac barwne ryciny str. druku (ponad 15)
Liczba odbitek 50 100 200 1 szt. 1 str.
Cena zł 100,00 120,00 150,00 400,00 50,00

Zamówienie na odbitki musi być złożone wraz z przesłaną korektą pracy

Warunki prenumeraty kwartalnika PBK

Prenumerata roczna
Redakcja przyjmuje opłatę prenumeraty za rok 2005 pod adresem:
FUNDACJA BIOLOGII KOMÓRKI I BIOLOGII MOLEKULARNEJ,
ul. Marymoncka 99,01 -813 Warszawa; tel. 8340 344, fax. 8340 470, email: jkawiak@cmkp.edu.pl 
na konto: FUNDACJA BIOLOGII KOMÓRKI I BIOLOGII MOLEKULARNEJ,
ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa; Bank Polska Kasa Opieki S. A.,
IV O/Warszawa 20124010531111000004409533.
Cena prenumeraty rocznika na rok 2005

dla instytucji (bibliotek) wynosi 150 zł
dla odbiorców indywidualnych 50 zł

Subscription orders for POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI for 2005 
should be placed at local press distributors or directly at Editorial Board of 

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI, Marymoncka str. 99, 01-813 Warszawa /Poland, 
tel. 8340 344, fax. 8340470, email: jkawiak@cmkp.edu.pl:
On account: FUNDACJA BIOLOGII KOMÓRKI I BIOLOGII MOLEKULARNEJ,
ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa; Bank Polska Kasa Opieki S. A.,
IV O/Warszawa, No 20124010531111000004409533.
Price per year 25 dollars USA or 21 euro.

rcin.org.pl

mailto:jkawiak@cmkp.edu.pl
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INFORMACJE DLA AUTOROW

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI drukują artykuły przeglądowe z zakresu najnowszych osiągnięć biologii 
komórki, niepublikowane dotąd w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadają za ścisłość podawanych 
informacji. Obowiązuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym, 
anatomicznym i embriologicznym. Artykuły drukowane w POSTĘPACH BIOLOGII KOMÓRKI nie mogą 
być bez zgody redakcji publikowane w innych periodykach. Prosimy Autorów o nadsyłanie prac bezpośrednio 
do Redaktorów odpowiedniej specjalności (adresy na 2 str. okładki), a do Redakcji w Warszawie tylko te 
artykuły, które nie odpowiadają żadnej z wymienionych specjalności.

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI zamieszczają
1) artykuły przeglądowe nie przekraczające 15 stron druku ido 100 pozycji bibliograficznych koniecznie z ostatnich 5 

lat (natomiast wcześniejsze prace mogą być pracami przeglądowymi); 2) doniesienia z ostatniej chwili na 3- 5 stronach 
druku z kilkoma pozycjami bibliograficznymi z ostatniego roku (licząc od daty wysłania do redakcji); 3) listy do redakcji 
(do 1 strony maszynopisu).

Tekst pracy i załączniki należy przesyłać w dwóch egzemplarzach. Maszynopis powinien być pisany 
jednostronnie na papierze formatu A4 w układzie normalnym 1800 znaków na stronie z podwójnym odstę­
pem. Ostateczna wersja tekstu i rysunki (wskazówki s. 763) powinna być przysłana na dyskietce 3,5" jako 
plik (file) Windows lub ASCII. Pierwsza strona nienumerowana przeznaczona dla redakcji winna zawierać: 
imiona, nazwiska, tytuły naukowe autorów i adresy: w pracy, domowy wraz z telefonem i e-mail, tytuł pracy 
w języku polskim i angielskim oraz liczbę stron maszynopisu, liczbę tabel i rycin. Na pierwszej (numerowanej) 
stronie należy podać kolejno tytuł pracy w języku polskim i angielskim, imiona (w pełnym brzmieniu) i 
nazwiska autorów, nazwę zakładu naukowego, nazwisko i adres autora prowadzącego korespondencję, infor­
mację o dofinansowaniu pracy oraz skrót tytułu (do 40 znaków). Następna strona powinna zawierać w języku 
polskim i angielskim streszczenie (do 1 str.) oraz słowa kluczowe 3 do 10 słów zgodnych z terminami w 
Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile są tam zawarte. W tytule i streszczeniu można stosować 
jedynie powszechnie przyjęte skróty, np. DNA. Tekst artykułu należy rozpocząć od nowej strony. W tekście 
nie zamieszczać tabel, schematów lub rycin, a jedynie zaznaczyć ołówkiem na marginesie ich lokalizację (np. 
tab. 1, ryc. 1 itp.). Dla przejrzystości tekst można podzielić na tytułowane i numerowane rozdziały oraz 
podrozdziały. Od nowej strony należy podać spis literatury. Skróty nazw czasopism podawać należy według 
Index Medicus (listy czasopism publikowane są corocznie w numerze styczniowym). Powołanie w tekście 
następuje przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym (np. [5]). Spis 
literatury należy zestawić alfabetycznie według następującego 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 schematów i rycin powinny być załączone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki 
muszą być wykonane w postaci nadającej się do reprodukcji. Fotografie powinny być kontrastowe i wykonane 
na błyszczącym papierze. Barwne ryciny i zdjęcia są płatne.Wymiary poszczególnych rycin, schematów 
i fotografii nie mogą przekraczać 125 x 180 mm lub ich połowy. Na zdjęciach prosimy zamieszczać podział- 
kę, a nie podawać powiększenia w podpisie w związku z potrzebą zmniejszania ilustracji. Jeżeli załączniki są 
zapożyczone z innych źródeł, należy podać, skąd zostały zaczerpnięte i dołączyć zgodę autora i wydawnictwa 
na reprodukcję, jeżeli materiały te zamieszcza się w niezmienionej formie. Wszystkie załączniki, np. wykaz 
skrótów, muszą mieć na odwrocie nazwisko 1. autora i oznaczenie góry i dołu ilustracji. Jednostki miar muszą 
być zgodne z układem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrótów uzgodnionych z autorem. Autor zobowiązany jest 
do wykonania korekty autorskiej i zwrócenia jej w ciągu doby. Koszty, spowodowane większymi zmianami 
tekstu wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami błędów drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymują- 
bezpłatnie 1 egz. zeszytu PBK z opublikowaną pracą oraz mogą zamówić odbitki odpłatnie odsyłając korektę. 
Poprawioną po recenzji wersję pracy należy zwrócić do redakcji koniecznie w ciągu 30 dni. Redakcja 
zrezygnuje z publikacji maszynopisu, którego autorzy do 30 dni nie odpowiedzą na list redaktora. Od stycznia 
2003 r. Redakcja wprowadza odpłatność 300,- zł za artykuł nie przekraczający 15 str. druku.

Redakcja prosi także o dołączenie tytułu artykułu i podpisanej odpowiedzi na następujące pytania: 
Dołączono 2 kopie maszynopisu, tabel Treść pracy nie była uprzednio publikowana,
i rycin tak nie nie została wysłana do innej redakcji tak nie
Wszyscy Autorzy znają i akceptują pracę tak nie Dołączono kopię pracy wraz z rycinami na dyskietce z 
Jest zgodaosób, których informacje nie- podaniem nazwy pliku i użytego programu edycyjnego
publikowane są zamieszczone w tekście tak nie z komputera IBM tak nie

Odpowiadam za całość pracy opisanej w załączonym maszynopisie tak nie
Wyrażam zgodę na to, że artykuł po przyjęciu do druku w „Postępach” przechodzi na własność Fundacji Biologii 

Komórki i Biologii Molekularnej i jego reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpisy wszystkich autorów
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