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W tym Zeszycie

U ssaków, w drodze ewolucji, został ukształtowany ekonomiczny system wytwarzają
cy z jednej komórki - megakariocytu - od 4 do 8 tysięcy płytek. Czas życia płytek 
w krwiobiegu wynosi 9 do 12 dni, ale in vitro tylko ok. 2 dni. Widocznie płytki 
wymagają jakiegoś czynnika przeżycia, którego brak w pożywkach używanych do 
hodowli. Proces apoptozy w bezjądrowych płytkach budził kontrowersje, ale po
dobna sytuacja jest w przypadku bezjądrowych erytrocytów. Jądro komórkowe 
nie jest niezbędne do indukcji procesu apoptozy. Markery apoptozy w płytkach 
krwi opisali Autorzy w artykule na stronie 603.

Mechanizmy odporności nieswoistej są pierwszą, a u większości organizmów jedyną 
linią obrony przeciw patogennym drobnoustrojom. Działanie tych mechanizmów 
zaczyna się od rozpoznania charakterystycznego wzoru molekularnego związane
go z patogenem (PAMP, pathogen-associated molecular patterns') przez białka 
zawierające powtórzenia bogate w leucynę (LRR). Roślinne białka „R” swoiście 
rozpoznają patogeny pochodzenia grzybowego, bakteryjnego oraz wirusowego. 
Zwierzęcymi białkami rozpoznającymi PAMP są receptory Toll-podobne wiążące 
domeny LRR cząsteczek patogena (o receptorach Toll-podobnych patrz też „Po
stępy Biologii Komórki” 2006; 33,247-255). Odziaływania te prowadzą do reakcji 
nadwrażliwości w rejonie infekcji u roślin; u zwierząt do produkcji chemokin, cyto- 
kin, regulatorów transkrypcji i in. Białka rodziny NOD to ostatnio opisane we
wnątrzkomórkowe receptory PAMP, które są omawiane w artykule na stronach 
635-655.

Populację komórek macierzystych mających zdolność do różnicowania się w komórki 
o charakterze neuronów, astrocytów oraz oligodendrocytów wyizolowano z ludz
kiej krwi pępowinowej. Namnażanie komórek tej populacji w obecności EGF i ich 
wielokrotne pasażowanie umożliwiło otrzymanie stabilnej, klonogennej linii neural- 
nych komórek macierzystych. Więcej na temat tych komórek znajdzie Czytelnik 
na stronach 667-681.

W dwu kolejnych artykułach Autorzy omawiają „Wielkość genomów jądrowych i ko
mórek u zwierząt” (strona 721) oraz „Ewolucję rozmiarów genomów jądrowych u 
roślin okrytozalążkowych” (strona 737). Wielkości genomów jądrowych zwierząt, 
jak i roślin różnią się tysiące razy i zupełnie nie koreluje to ze stopniem złożoności 
organizmów. Wynika to stąd, że większość genomu stanowią niekodujące sekwencje 
powtarzalne. Przedstawiono hipotezy na temat powstawania tak dużego zróżnico
wania ilości niekodującego DNA. Sugeruje się, że w odległej przeszłości następo
wała poliploidyzacja genomów. Znaczne różnice rozmiarów genomów są spowo
dowane głównie przez odmienną liczbę rund duplikacji u przodków oraz inwazję 
retroelementów. Warto przeczytać te dwa artykuły razem dla poszerzenia ogólnej 
wiedzy z zakresu biologii komórki.
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WYSTĘPOWANIE, BIOSYNTEZA I AKTYWNOŚĆ 
BIOLOGICZNA KWASU TRAUMATYNOWEGO 

U ROŚLIN*

OCCURRENCE, BIOSYNTHESIS AND BIOLOGICAL ACTIVITY
OF TRAUMATIC ACID IN PLANTS

Anna PIETRYCZUK, Romuald CZERPAK

Zakład Biochemii Roślin, Instytut Biologii, Uniwersytet w Białymstoku

Streszczenie'. Kwas traumatynowy - rrans-2-dodeceno-l,10-dikarboksylowy (TA) - jest syntetyzowa
ny w tkankach roślin z nienasyconych kwasów tłuszczowych: linolenowego ( 18:3) i linolowego ( 18:2) w 
odpowiedzi na zranienie przez fitofagi lub patogeny. Kluczowymi enzymami szlaku biosyntezy TA są 
lipoksygenazy (LOXs) i liaza wodoronadtlenkowa (HPL). Z przeprowadzonych badań wynika, że 
związek ten ma właściwości stymulujące podziały komórkowe i tworzenie tkanki gojącej (kalusa) oraz 
wzrost zawartości barwników fotosyntetycznych, monosacharydów i białek w komórkach roślin. Mo
lekularne mechanizmy działania TA oraz jego wpływ na procesy metaboliczne roślin nie zostały dotych
czas poznane. Wiadomo jedynie, że indukuje on fosforylację reszt tyrozynowych białek o masach 
molekularnych 19, 20, 22, 26, 31,42 i 74 kDa.

Słowa kluczowe', kwas traumatynowy, traumatyna, lipoksygenazy, liaza wodoronadtlenkowa, zranienie.

Summary-. Traumatic acid - Zra/îs-2-dodecenedioic acid - is synthesized in plant tissues from polyunsa
turated fatty acids, linolenic (18:3) and linoleic (18:2) in response to wounding, pathogènes attack and 
herbivores. The key enzymes in the biosynthesis pathway of TA are lipoxygenases (LOXs) and hydro
peroxide lyase (HPL). From the numerous investigations it appears that this compound stimulates the cell 
divisions, wound healing and callus formation. Moreover, TA causes the increase of the content of 
photosynthetic pigments, monosaccharides and water-soluble proteins in plants’ cells. Molecular mecha
nisms of the activity of TA and its influence on plants’ metabolic processes haven’t been recognized till 
now. It is only known that TA induces the tyrosine phosphorylation of proteins with molecular weights 
19, 20, 22, 26,31,42 and 74 kDa.

Key words-, traumatic acid, traumatin, lipoxygenases, hydroperoxide lyase, wounding.

Wykaz skrótów: ABA - kwas abscysynowy, AOS - dehydrataza wodoronadtlenkowa, HPL - liaza 
wodoronadtlenkowa, (13S)-HPOD - kwas 13-hydroperoksylinolowy, (13S)-HPOT - kwas 13-hydro-

Praca została dofinansowana ze środków Uniwersytetu w Białymstoku. 
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592 A. PIETRYCZUK, R. CZERPAK

peroksylinolenowy, JA - kwas jasmonowy, LOX - lipoksygenaza, ODA - kwas 10-oksy-irans-8- 
dekanowy, 12-oksy-PDA - kwas 12-oksy-fotodienowy, PIN II - gen inhibitora proteinaz 11,SA - kwas 
salicylowy, STS - tiosiarczan srebra,TA - kwas traumatynowy, rrans-lO-ODA - kwas 12-oksy-rrarts- 
10-dodekanowy (traumatyna).

1. WSTĘP

Poza naturalnie występującymi cytokininami będącymi pochodnymi adeniny, 
właściwości cytokinin wykazują niektóre pochodne mocznika, np. 1,3-difenylomocznik, 
5-ureidohydantoina, zwana alantoiną, a także związki o zupełnie odmiennej budowie 
chemicznej, jak kwas traumatynowy (TA) i traumatyna o właściwościach cytokinino- 
podobnych. Kwas traumatynowy, czyli iraws-2-dodeceno-l,10-dikarboksylowy i jego 
forma aldehydowa, tj. kwas 2-dodeceno-l-al-10-karboksylowy, zwany traumatyną, 
należą do pochodnych nienasyconych kwasów tłuszczowych (rye. 1). Hormony te 
zostały po raz pierwszy wyizolowane z niedojrzałych strąków fasoli w latach 1937- 
1938 przez Bonnera i Englisha [8,9]. Nazwano je hormonami przyrannymi, gdyż poja
wiają się wokół zranienia i pobudzają podziały komórek w tkance gojącej, zwanej 
kalusem. Okazało się, że traumatyna u roślin naczyniowych jest związkiem bardziej 
aktywnym biologicznie niż kwas traumatynowy.

Obecność traumatyny wykazano u wielu gatunków roślin, głównie w młodych 
rozwijających się liściach, owocach i nasionach. Młode strąki fasoli (Phaseolus vulga
ris} sąjednym z najbogatszych źródeł traumatyny i kwasu traumatynowego. Również 
u glonów kwas traumatynowy działa stymulująco na podziały komórek i ich procesy 
metaboliczne. Wraz ze starzeniem się roślin następuje przekształcanie traumatyny i jej 
kwasu w formę estrową, nieaktywną biologicznie. Kwas traumatynowy i traumatyna 
są intensywnie syntetyzowane przez rośliny jako odpowiedź na zranienie najczęściej 
spowodowane przez fitofagi lub patogeny. W ostatnich latach Mau i współaut. [22] i 
Champavier i współaut. [5] wykryli związki pokrewne z traumatyną, takie jak: kwas 
10-oksy-rra/?5-8-dekanowy (ODA) i l-okten-3-ol jako produkt uboczny w biosyntezie 
ODA w trzonach grzybów, między innymi pieczarki (Agaricus bisporus). Związki te 
działają stymulująco na wzrost grzybów i ich metabolizm.

RYCINA 1. Struktura chemiczna traumatyny (A) i kwasu traumatynowego (B) [3, 12, 14]

rcin.org.pl
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Dotychczasowe badania wskazują na to, że traumatyna i związki pokrewne dość 
powszechnie występują w świecie roślin naczyniowych i niższych, takich jak: grzyby i 
być może glony i prawdopodobnie współdziałają z innymi fitohormonami w stymulacji 
wzrostu, adaptacji do stresów i regulacji wielu procesów fizjologiczno-metabolicznych.

2. WYSTĘPOWANIE

Kwas traumatynowy, Zraws-2-dodeceno-1,10-dikarboksylowy, został po raz pierwszy 
wyizolowany ze strąków niedojrzałej fasoli (Phaseolus vulgaris L.) przez Englisha i 
Bonnera w 1937 roku i nazwany hormonem przyrannym, powodującym intensywne 
podziały komórkowe i tworzenie tkanki gojącej [8,9J. W latach późniejszych w wyniku 
badań przeprowadzonych przez Zimmermana i Coudrona stwierdzono, że właściwym 
hormonem przyrannym jest traumatyna (kwas 12-oxo-Zrans-lO-dodekanowy), a TA 
jest tylko produktem jej nieenzymatycznego, spontanicznego utlenienia [37].

Obecność traumatyny i kwasu traumatynowego została dotychczas stwierdzona w 
tkankach wielu gatunków roślin. W największych ilościach związek ten jest syntety
zowany w odpowiedzi na zranienie. Główny enzym szlaku biosyntezy traumatyny, liaza 
wodoronadtlenkowa (HPL), został zidentyfikowany i wyizolowany z tkanek różnych 
gatunków roślin [12, 14], Powszechnie występują też związki będące ubocznymi 
produktami szlaku biosyntezy traumatyny: 6-węglowe, lotne aldehydy: heksanal i (2E)- 
heksenal, które są powszechnie nazywane „aldehydami liści” [6, 12, 14],

Wykazano, że w największych ilościach traumatyna występuje w młodych, intensyw
nie rosnących organach, takich jak: liście, owoce i nasiona. Wraz z wiekiem rośliny 
następuje stopniowe przekształcanie wolnego kwasu w jego formę estrową, która jest 
nieaktywna biologicznie [37].

Ponadto kwas 10-oksy-Zra/7s-8-dekanowy (ODA), mający aktywność biologiczną 
analogiczną do roślinnej traumatyny, jest jednym z kilku dobrze poznanych stymulatorów 
wzrostu u grzybów [5].

3. BIOSYNTEZA

Z dotychczasowych badań nad szlakiem biosyntezy TA u roślin, wiadomo, że 
prekursorem tego związku są 18-węglowe, nienasycone kwasy tłuszczowe: kwas 
linolenowy (18:3, A9,12,15) i linolowy (18:2, A9,12) (ryc. 2). Kwasy te są uwalniane 
z frakcji lipidów błon cytoplazmatycznych w wyniku działania fosfolipaz typu A2 i D, 
które są aktywowane w odpowiedzi na zranienie roślin [16].

Badania molekularne dowiodły, że głównymi enzymami zaangażowanymi w szlak 
biosyntezy TA są lipoksygenazy (LOX) i liaza wodoronadtlenkowa (HPL) [3, 11, 13, 
14,15,28,35].

rcin.org.pl



594 A. PIETRYCZUK, R. CZERPAK

RYCINA 2. Szlaki biosyntezy traumatyny i kwasu traumatynowego z kwasu linolowego (A) i linolenowego 
(B) [3, 12] [zmodyfikowany]

Uwalniane z frakcji lipidów błonowych pod wpływem czynnika stresowego, najczęściej 
zranienia, nienasycone kwasy tłuszczowe ulegają reakcji utlenienia katalizowanej przez 
lipoksygenazy [3,11]. Enzymy te (EC 1. 13. 11. 12) występują w komórkach wszystkich 
organizmów eukariotycznych. Katalizują one reakcję przyłączania tlenu molekularnego 
do nienasyconych kwasów tłuszczowych. Jest to pierwszy etap biosyntezy traumatyny u 
roślin [7, 11, 12, 14], W ostatnich latach wyizolowano cDNA i określono sekwencję 
aminokwasów lipoksygenaz u wielu gatunków roślin. Zidentyfikowane zostały trzy klasy 
tych enzymów: LOX 1, LOX2 i LOX3, które kodowane są przez trzy podrodziny genów, 
nazwanych odpowiednio: loxl, lox2 i lox3. Ekspresja genów lox jest organozależna. 
Okazało się, że geny loxl ulegają ekspresji głównie w łodygach i korzeniach, lox2 w 
liściach, a lox3 w liściach i korzeniach roślin. Analiza produktów reakcji kontrolowanych 
przez wszystkie trzy klasy LOXs dowiodła, że LOX 1 katalizuje reakcje, których głównym 
produktem są kwasy 9-hydroperoksy-tłuszczowe. Kwasy: 13-hydroperoksylinolenowy 
(13-HPOT) i 13-hydropeoksylinolowy (13-HPOD), które są prekursorami traumatyny, 
są produktami reakcji utleniania odpowiednio kwasu linolenowego i linolowego 
katalizowanych przez LOX2 i LOX3 [28].

Kolejnym etapem biosyntezy traumatyny jest reakcja katalizowana przez HPL (liazę 
wodoronadtlenkową). W wyniku tej reakcji 18-węglowy łańcuch 13-HPOT lub 
13-HPOD zostaje rozszczepiony na 6-węglowe aldehydy: (2E)-heksenal lub heksanal 
oraz 12-węglowy kwas 12-okso-(9Z)-dodekanowy, który w wyniku reakcji izomeryzacji rcin.org.pl
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ulega przekształceniu do kwasu 12-okso-(10E)-dodekanowego - traumatyny [3, 14, 
15, 32], Następnie w latach osiemdziesiątych dowiedziono, że nieenzymatyczna auto- 
oksydacja traumatyny prowadzi do powstania TA [37].

HPL została po raz pierwszy wyizolowana z siewek arbuza [35]. Następnie enzym 
ten został zidentyfikowany w tkankach wielu gatunków roślin, m.in. w owocach pomi
dora, ogórka, papryki, liściach herbaty, rzodkiewnika i pomidora [3, 12 14, 17, 19,20, 
21]. Badania molekularne wykazały, że wszystkie enzymy HPL należą do rodziny 
enzymów cytochromowych P450 [3, 14, 15], Stwierdzono, że enzym ten jest związany 
bezpośrednio z zewnętrzną błoną chloroplastów [4] i jest najbardziej aktywny w miękiszu 
fotosyntezującym. Eksperymentalnie dowiedziono, że aktywność HPL zależy od zawar
tości chlorofilu i spada wraz z obniżaniem stężenia tego barwnika w tkankach [18], O 
korelacji aktywności enzymu HPL z zawartością chlorofilu w tkankach roślinnych 
świadczy również to, że lotne aldehydy, będące produktami ubocznymi w reakcji katalizo
wanej przez HPL, w największych ilościach wytwarzane są przez zielone liście [14].

Traumatyna może być również przekształcana do innej pochodnej, tj. 9-hydroksy- 
traumatyny. Gardner [ 10] stwierdził, że związek ten powstaje w wyniku reakcji utleniania 
traumatyny, katalizowanej przez lipoksygenazę lub peroksygenazę. Natomiast Stelt i 
współaut. [32] uzyskali 9-hydroksytraumatynę poprzez inkubację 13-HPOD lub 
13-HPOT z HPL, bez obecności lipoksygenazy. Zasugerowali oni, że związek ten 
może powstawać w wyniku przekształcenia albo nieenzymatycznego, albo z udziałem 
HPL, która ma aktywność monooksygenazy, podobnie jak większość enzymów z 
rodziny cytochromów P450.

Wyniki innego eksperymentu [24] wydają się być potwierdzeniem tezy, że lipoksyge- 
naza nie uczestniczy w procesie utleniania traumatyny. Podczas inkubacji traumatyny 
z aktywną i zdenaturowaną LOX w buforach o różnym pH zauważono, że 9-hydroksy- 
traumatyna produkowana jest w takich samych ilościach w obecności lub przy braku 
LOX w mieszaninie reakcyjnej. Podczas trwania tego eksperymentu wykazano 
obecność jeszcze innej pochodnej traumatyny - kwasu 12-oksy-l l-hydroksy-(lOE)- 
dodekanowego (11 -hydroksytraumatyny), którego ilość była około 5-krotnie mniejsza 
niż 9-hydroksytraumatyny [24],

Intensywność reakcji w procesie biosyntezy traumatyny u roślin jest regulowana 
przez wiele czynników zewnętrznych, takich jak: zranienie, atak roślinożerców lub 
patogenów, dotyk, szok osmotyczny, UV, susza, a także wewnętrznych (ryc. 3).

Wydaje się, że głównym punktem kontrolnym w biosyntezie traumatyny jest regulacja 
aktywności fosfolipaz, które uwalniają nienasycone kwasy tłuszczowe z frakcji lipidów 
błonowych komórek roślinnych. Wykazano, że aktywność tych enzymów wzrasta 
gwałtownie w odpowiedzi na wzmożone działanie czynnika stresowego [15].

Badania molekularne wykazały, że w odpowiedzi na zranienie liści ziemniaka 
następuje w nich gwałtowny wzrost transkrypcji genów LOX2 i LOX3. Szczegółowe 
badania dowiodły, że wzrost akumulacji mRNA lox3 osiąga maksymalną wartość po 
30 minutach od zranienia, natomiast poziom mRNA lox2 wzrasta ciągle, aż do 24 
godzin od momentu zadziałania czynnika stresowego. Jednak wzmożona transkrypcja mRNA 
lox3 dłużej wraca do podstawowego poziomu [28].
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CZYNNIKI

ZEWNĘTRZNE

Roślinożercy / zranienie 
Atak patogenów 
Dotyk
Szok osmotyczny
Susza
UV

WEWNĘTRZNE
Rozwój pyłku 
Starzenie się (?) 
Kwitnienie (?) 
Magazynowanie

Traumatyna

Jasmoniany Aldehydy

Badania z ostatnich lat wykaza
ły, że zranienie powoduje również 
ekspresję genów HPL w pomido
rze [15] i Arabidopsis thaliana 
[3]. Ponadto intensywne uwalnia
nie lotnych aldehydów, będących 
ubocznymi produktami działania 
HPL, jest ściśle związane z proce
sem niszczenia tkanki roślinnej [3], 
Związki te produkowane są inten
sywnie przez rośliny również w od
powiedzi na atak patogenów i sty
mulują produkcję fitoaleksyn [36].

Nieco inaczej przebiega szlak bio
syntezy ODA u grzybów. Kwas 
linolowyjest utleniany przy udziale 
LOX do kwasu 10-(S)-HPOD, który 
następnie ulega rozszczepieniu przez 
liazę wodoronadtlenkową na ODA i 
nienasycony alkohol l-okten-3-ol. U 
grzybów stwierdzono również wystę
powanie 13-HPOD, ale przypusz
czalnie pochodzi on z konkuren
cyjnego szlaku metabolicznego [ 1 ].

4. AKTYWNOŚĆ 
BIOLOGICZNA

RYCINA . 3. Wpływ różnych czynników wewnętrznych 
i zewnętrznych środowiska na biosyntezę traumatyny 
u roślin [15] [zmodyfikowany]

Już w XIX wieku zauważono, 
że uszkodzona tkanka jest pobudza
na do intensywnych podziałów i 
tworzenia tkanki gojącej (kalusa).

English i Bonner w roku 1937 [8] po raz pierwszy wyizolowali ze strąków niedojrzałej 
fasoli (Phaseolus vulgaris L.) TA jako hormon przyranny, powodujący intensywne 
podziały komórek i ich elongację [8,9]. Zauważyli oni, że wyizolowana substancja jest 
monokarboksylowym kwasem, który po pewnym czasie przekształca się w kwas 
dikarboksylowy, o mniejszej aktywności biologicznej [8]. Obecnie wiadomo, że właści
wym hormonem przyrannym produkowanym bezpośrednio po zranieniu jest traumatyna, 
która, jak udowodniono, ma większą aktywność biologiczną niż TA [37].

Okazało się, że TA dodany do kultur różnych gatunków jednokomórkowych glonów 
powodował ponad dwukrotny wzrost liczby komórek w porównaniu z kontrolą [25]. 
Eksperymentalnie wykazano również [34], że TA może powodować intensywne podziały 
komórkowe i tworzenie tumorów w owocach pomidora.rcin.org.pl
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W doświadczeniu wykonanym na rączniku (Ricinus communis) wykazano, że 
międzywęźla roślin potraktowane egzogennym TA charakteryzowały się znacznie 
większym wzrostem w porównaniu z kontrolnymi (bez dodatku hormonu). Podobny 
efekt, stymulację podziałów komórkowych międzywęźli, uzyskano nakłuwając je samą 
sterylną igłą. Najprawdopodobniej spowodowane to jest działaniem endogennego TA, 
który jest syntetyzowany w odpowiedzi na zranienie tkanki międzywęźla [29].

TA dodany w stężeniach od 1 pg do 20 pg powodował znacznie szybszy wzrost 
ogonków liściowych bawełny, przy czym najsilniejszymi właściwościami stymulującymi 
charakteryzował się TA w stężeniu 20 pg/ml [33].

Zimmerman i Coudron [37] udowodnili zaś, że hipokotyl sadzonek ogórka (Cucumis 
sativus L.) wykazywał znacznie większy wzrost w obecności egzogennego ¿raws-IO-ODA. 
Ponadto okazało się, że TA wykazuje nie tylko właściwości stymulujące podziały komórkowe, 
ale jest również jednym z wielu czynników inicjujących proces kwitnienia roślin [ 12,14].

Z przedstawionych danych wynika, że główną funkcją TA jest stymulowanie podzia
łów komórkowych. Molekularny mechanizm jego działania nie został dotychczas poznany. 
Nie ma też w literaturze danych dotyczących wpływu tego hormonu na podstawowe 
procesy metaboliczne i fizjologiczne zachodzące w komórkach roślin. W wyniku badań 
prowadzonych na jednokomórkowym glonie, Chlorella vulgaris (Chlorophyceae), 
stwierdzono, że TA wykazuje właściwości stymulujące wzrost ilości chlorofilu a i b, 
karotenoidów, monosacharydów i białek rozpuszczalnych [26,27].

W ostatnich latach podjęto próby wyjaśnienia mechanizmu działania TA [2, 31]. 
Wykazano, że hormon ten wzmaga fosforylację tyrozyny w białkach. Na podstawie 
badań, w których kiełki grochu (Pisum sativum) hodowane były w obecności egzogennego 
kwasu traumatynowego w stężeniu 1 pM wykazano, że związek ten powoduje 1,5-krotny 
wzrost tempa fosforylacji białek. Stwierdzono, że wzrost zawartości ufosforylowanych 
reszt tyrozynowych pod wpływem TA jest największy w przypadku białek o masach 
molekularnych 19, 20, 22, 26, 31, 42 i 74 kDa. Natomiast fosforylacja tyrozyny w 
makropeptydach o masach molekularnych 36, 47 i 49 kDa ulegała zahamowaniu po 
dodaniu TA. Wzrost lub spadek poziomu fosforylacji tyrozyny w poszczególnych białkach 
pod wpływem TA jest prawdopodobnie wynikiem oddziaływania hormonu na aktywność 
odpowiednich kinaz i fosfataz białkowych. Można przypuszczać, że połączenie się TA z 
receptorem w błonie komórkowej powoduje uaktywnienie odpowiedniej kinazy, co z kolei 
prowadzi do fosforylacji i zmiany konformacyjnej odpowiednich białek oraz uruchomienia 
dalszej kaskady przekazywania sygnałów w komórce [2],

Na podstawie badań nad mechanizmami obronnymi roślin w odpowiedzi na zranienie 
zaproponowano model ekspresji genów białek obronnych w pomidorze (Lycopersicon 
esculentum) (ryc. 4) [31]. Uszkodzenie tkanki roślinnej jest sygnałem aktywującym 
fosfolipazy błonowe. Uwolnione z frakcji lipidów błonowych nienasycone kwasy 
tłuszczowe są substratem dla LOX, a powstałe kwasy hydroperoksytłuszczowe mogą 
zostać przekształcone na dwóch szlakach. W jednym z nich w reakcji katalizowanej 
przez AOS powstaje kwas 12-oksy-fotodienowy (PDA), z którego w dalszym etapie 
tworzy się kwas jasmonowy (JA) indukujący ekspresję genów inhibitorów proteinaz 
II, które hamują aktywność enzymów hydrolizujących białko w przewodzie pokarmo
wym owada. Kwasy 13-HPOD i 13-HPOT mogą być wykorzystane również przezrcin.org.pl
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RYCINA 4. Proponowany model indukcji genów białek obronnych w pomidorze (Lycopersicon 
esculentum) [31] [zmodyfikowany]. Na schemacie uwzględniono również działanie etylenu, który 
produkowanyjest w odpowiedzi na zranienie i indukuje ekspresję genu/i OS. STS i SA działają natomiast 
jako inhibitory ekspresji genów AOS i PIN II

HPL, co w efekcie prowadzi do powstania 6-węglowych aldehydów i traumatyny. 
Traumatyna zaś indukuje ekspresję genów prosysteminy, która następnie zostaje 
przekształcona w systeminę - substancję sygnałową uczestniczącą w indukowanej 
odporności roślin [31],

Okazało się, że nie tylko mechaniczne uszkodzenie tkanki roślinnej jest sygnałem do 
uruchomienia szlaku biosyntezy traumatyny. Duże ilości tego hormonu oraz lotnych 
6-węglowych aldehydów pojawiają się również w odpowiedzi na działanie innych 
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abiotycznych i biotycznych czynników stresowych, np. atak patogenów. Eksperymen
talnie udowodniono, że heksanal i (2E)-heksenal mają właściwości grzybo- i bakterio
bójcze. W badaniach na Pseudomonas syringae phaseolica wykazano, że powodują 
one uszkodzenia struktury błon komórkowych, DNA, białek oraz zaburzają funkcjonowanie 
enzymów w komórkach mikroorganizmów. Podobnego efektu nie zaobserwowano jednak 
w przypadku TA, który wydaje się nie mieć właściwości bakteriobójczych. Po potrakto
waniu kultur bakterii różnymi stężeniami TA nie odnotowano istotnych różnic we wzroście 
kolonii mikroorganizmów w porównaniu z kontrolą [6].

Substancję o właściwościach podobnych do traumatyny zidentyfikowano również 
u grzybów, między innymi pieczarki. Kwas 1O-oksy-Zra/zs-8-dekanowy (ODA) jest 
jednym z kilku dobrze poznanych stymulatorów wzrostu plechy grzybowej [5,22,23]. 
Aktywność biologiczna tego związku jest zbliżona do traumatyny. Mau i Beelman [23] 
wykazali, że szybkość wzrostu grzybni, a zwłaszcza owocnika Agaricus bisporus 
znacznie zwiększa się w obecności ODA.

Okazało się, że stężenie endogennego ODA u grzybów zwiększa się wraz ze 
wzrostem temperatury i osiąga maksymalną zawartość przy 40°C. Dane te pozwalają 
wnioskować, że synteza ODA jest indukowana m.in. przez stresowy czynnik tempera
turowy [5], Podobne wyniki uzyskano także w badaniach nad lipoksygenazami u roślin 
naczyniowych, wykazując, że traumatyna może być syntetyzowana w odpowiedzi na 
działanie zbyt wysokiej lub niskiej temperatury [30].

5. PODSUMOWANIE

Traumatyna i związki pokrewne wykazują właściwości cytokininopodobne i należą 
do naturalnie występujących fitohormonów, które podobnie jak jasmoniany syntetyzo
wane są z nienasyconych kwasów tłuszczowych: linolowego i linolenowego. Aktualnie 
znane są dwa niezależne szlaki ich biosyntezy, które nieco różnią się u grzybów w 
porównaniu z roślinami naczyniowymi.

Biologiczna aktywność traumatyny u roślin na poziomie molekularnym została 
poznana w znikomym stopniu. Z dotychczasowych badań wiadomo, że kwas trauma
tynowy (TA) wzmaga aktywność kinaz powodujących fosforylację reszt tyrozynowych 
w białkach, które odgrywają istotną rolę w regulacji wielu procesów fizjologiczno- 
metabolicznych. Również stwierdzono, że traumatyna aktywuje mechanizmy obronne 
roślin w odpowiedzi na zranienie przez fitofagi lub patogeny. Uszkodzenie tkanki roślinnej 
jest sygnałem aktywującym fosfolipazy błonowe, a w efekcie powoduje indukcję 
ekspresji genów odpowiedzialnych za syntezę systeminy - substancji sygnałowej w 
indukowanej odporności roślin. Badania ostatnich kilkunastu lat wykazały, że wzrost 
zawartości traumatyny w roślinach naczyniowych i grzybach może być spowodowany 
nie tylko urazami mechanicznymi - zranieniami, ale także stresem temperaturowym 
uwarunkowanym zbyt wysokimi lub niskimi temperaturami, odbiegającymi od normy 
fizjologicznej. Dotychczas wykonano bardzo mało badań doświadczalnych dotyczących 
aktywności fizjologiczno-metabolicznej traumatyny i jej związków pokrewnych u roślin.
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Jest duże prawdopodobieństwo, że traumatyna wraz z innymi fitohormonami, głównie 
JA i ABA, spełnia istotną rolę w mechanizmach adaptacyjnych i obronnych roślin nie 
tylko przy zranieniach, ale także pod działaniem wielu innych stresów abiotycznych.

LITERATURA

[1] ASSAF S, HADAR Y, DOSRETZ CG. Biosynthesis of 13-hydroperoxylinoleate, 10-oxo-8-decenoic acid,
and l-octen-3-ol from linoleic acid by a mycelial pellet homogenate of Pleurotus pulmonarius. J Agrie 
Food Chem 1995; 43: 2173-3178.

[2] ASAFOVA EV, ASALEEVA GA, YAKOVLEVA VG, TARCHEVSKIIIA. The effect of traumatic acid on
tyrosine phosphorylation of proteins in Pea seedlings. Dokl Biochem Biophys 2005; 405: 426-428.

[3] BATE NJ, S1VASANKAR S, MOXON C, RILEY JMC, THOMPSON JE, ROTHSTEIN SJ. Molecular
characterization of an Arabidopsis gene encoding hydroperoxide lyase, a cytochrome P-450 that is 
wound inducible. Plant Physiol 1998; 117: 1393-1400.

[4] BLEÉ E, JOYARD J. Envelope membranes from spinach chloroplasts are a site of metabolism of fatty
acids hydroperoxides. Plant Physiol 1996; 110: 445^154.

[5] CHAMPAVIER Y, POMMIER MT, ARPIN N, VO1LAND A, PELLON G. 10-oxo-trans-8-decenoic acid
(ODA): production, biological activities, and comparison with other hormone-like substances in Agari- 
cus bisporus. Enzyme Microb Tech 2000; 26: 243-251.

[6] CROFT KPC, JÜTTNER F, SLUSARENKO AJ. Volatile products of the lipoxygenase pathway evolved
from Phaseolus vulgaris (L.) leaves inoculated with Pseudomonas syringae pv phaseolicola. Plant 
Physiol 1993; 101: 13-24.

[7] DOŁĘGOWSKA B, CHLUBEK D. Nadrodzina lipoksygenaz - struktura i funkcje w metabolizmie. Post
Bioch 2002; 48(4): 275-284.

[8] ENGLISH J, BONNER J. The wound hormones of plants. Traumatin, the active principle of the bean test.
J Biol Chem 1937; 121: 791-799.

[9] ENGLISH J, BONNER J, HAAGEN-SMIT AJ. Structure and synthesis of a plant wound hormone. Science
1939; 90: 329.

[10] GARDNER HW. 9-hydroxy-traumatin, a new metabolite of the lipoxygenase pathway. Lipids 1998; 33: 
745-749.

[11] GOLDSMITH CR, JONAS RT, STACK TDP. C-H bond activation by a ferric methoxide complex: 
modeling the rate-determining step in the mechanism of lipoxygenase. J Am Chem Soc 2002; 124: 83- 
96.

[12] GREKCH1N AN. Recent developments in biochemistry of the plant lipoxygenase pathway. Prog Lipid 
Res 1998; 37: 317-352.

[13] GREKCHIN AN, MUKHTAROVA LS, HAMBERG M. The lipoxygenase pathway in tulip (Tulipa gesne- 
riana): detection of the ketol route. Biochem J 2000; 352: 501-509.

[14] GREKCHIN AN. Hydroperoxide lyase and divinyl ether synthase. Prostag Oth Lipid M 2002; 68-69: 
457-470.

[15] HOWE GA, SCHILMILLER AL. Oxylipin metabolism in response to stress. Curr Opin Plant Biol 2002; 
5: 230-236.

[16] LEÓN J, ROJO E, SÁNCHEZ-SERRANO JJ. Wound signaling in plants. J Exp Bot 2001; 52: 1-9.
[17] MATSUI K, SH1BUTANI M, HASE T, KAJIWARA T. Bell pepper fruit fatty acid hydroperoxide lyase is 

a cytochrome P450 (CYP74B). FEBS Lett 1996; 394: 21-24.
[18] MATSUI K, SHIBATA Y, TATEBA H, HATANAKA A, KAJIWARA T. Changes of lipoxygenase and 

fatty acid hydroperoxide lyase activities in bell pepper fruits during maturation. Biosci Biotechnol 
Biochem 1997; 61: 199.

[19] MATSUI K, WILKINSON J, HIATT B, KNAUF V, KAJIWARA T. Molecular cloning and expression of 
Arabidopsis fatty acid hydroperoxide lyase. Plant Cell Physiol 1999; 40: 477.

[20] MATSUI K, UJITA C, FUJIMOTO S, WILKINSON J, HIATT B, KNAUF V, KAJIWARA T, FEUSSNER 
I. Fatty acid 9- and 13-hydroperoxide lyase from cucumber. FEBS Lett 2000; 481: 183-188.

rcin.org.pl



AKTYWNOŚĆ KWASU TRAUMATYNOWEGO U ROŚLIN 601

[21] MATSUI K, MIYAHARA C, WILKINSON J, HIATT B, KNAUF W, KAJIWARA Y. Fatty acid hydrope
roxide lyase in tomato fruits: cloning and properties of a recombinant enzyme expressed in Escherichia 
coli. Biosci Biotechnol Biochem 2000; 64: 1189-1196.

[22] MAU JL, BEELMAN RB, ZIEGLER GR. Effect of 10-oxo-rrans-8-decenoic acid on growth of Agaricus 
bisporus. Phytochemistry 1992; 31: 4059-4064.

[23] MAU JL, BEELMAN RB. Role of 1O-oxo-traws-8-decenoic acid in the cultivated mushroom, Agaricus 
bisporus. W: Royse DJ [red.] Mushroom Biology and Mushroom Products. University Park: The Penn
sylvania State University 1996: 553-562.

[24] NOORDERMEER MA, FEUSSNER I, KOLBE A, VELDINK GA, VLIEGENTHART JFG. Oxygenation 
of (3Z)-alkenals to 4-hydroxy-(2E)-alkenals in plant extracts: a nonenzymatic process. Biochem Bioph 
Res Co 2000; 277: 112-116.

[25] OVERBEEK J. Traumatic acid and thiamin as growth factors for algae. Proc Nat Acad Sci 1940; 26: 441 — 
443.

[26] PIETRYCZUK A. Wpływ kwasu traumatynowego na wzrost i biochemizm Chlorella vulgaris. Praca 
magisterska. Instytut Biologii. Uniwersytet w Białymstoku 2005: ss.123.

[27] PIETRYCZUK A, PIOTROWSKA A, CZERPAK R. Biochemical activity of traumatic acid in green alga 
Chlorella vulgaris Beijerinck. 2006 (wysłana do druku).

[28] ROYO J, VANCANNEYT G, PEREZ AG, SANZ C, STÓRMANN K, ROSAHL S, SANCHEZ-SERRANO 
JJ. Characterization of three potato lipoxygenases with distinct enzymatic activities and different organ
specific and wound-regulated expression patterns. J Biol Chem 1996; 271: 21012-21019.

[29] SCOTT FM, BYSTROM BG, SJAHOLM V. Anatomy of traumatic acid-treated internodes of Ricinus 
communis. Bot Gaz 1961; 122: 311-314.

[30] S1EDOW JN. Plant lipoxygenase: structure and function. Ann Rev Plant Physiol 1991; 42: 145-188.
[31] SIVASANKAR S, SHELDRICK B, ROTHSTEIN SJ. Expression of allene oxide synthase determines 

defense gene activation in tomato. Plant Physiol 2000; 122: 1335-1342.
[32] STELT M, NOORDERMEER MA, KISS T, ZADELHOFT G, MERGHART B, VELDINK GA, VLIE

GENTHART FG. Formation of a new class of oxylipins from N-acyl(ethanol)amines by the lipoxygena
se pathway. Eur J Biochem 2000; 267: 2000-2007.

[33] STRONG FE, KRUITWAGEN E. Traumatic acid: an accelerator of abscission in cotton explants. Nature 
1967; 215: 1380-1381.

[34] TRESHOW M. Physiology and anatomical development of tomato fruit tumor. Am J Bot 1955; 42: 198— 
202.

[35] VICK BA, ZIMMERMAN DC. Lipoxygenase and hydroperoxide lyase in germinating watermelon 
seedlings. Plant Physiol 1967; 57: 780-788.

[36] ZERINGUE HL Effects of C-6-C-10 alkenals and alkanals on eliciting a defence response in the develo
ping cotton boll. Phytochemistry 1992; 31: 2305-2308.

[37] ZIMMERMAN DC, COUDRON CA. Identification of traumatin, a wound hormone, as 12-oxo-trans-10- 
dodecenoic acid. Plant Physiol 1979; 63: 536-541.

Redaktor prowadzący - Maria Olszewska

Otrzymano: 15.03. 2006 r.-
Przyjęto: 18.07. 2006 r.
ul. Świerkowa 20B, 15-950 Białystok,
e-mail: annapiet@uwb.edu.pl

rcin.org.pl

mailto:annapiet@uwb.edu.pl


rcin.org.pl



POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 33 2006 NR 4 (603-620)

MARKERY APOPTOZY W PŁYTKACH KRWI

APOPTOSIS MARKERS IN BLOOD PLATELETS

Barbara WACHOWICZ, Beata OLAS, Joanna RYWANIAK

Katedra Biochemii Ogólnej, Uniwersytet Łódzki

Streszczenie: Płytki krwi, bezjądrzaste komórki pochodzące z megakariocytów pełnią podstawową funk
cję w hemostazie i powstawaniu zakrzepów. Dowody eksperymentalne opisywane w tej pracy wska
zują, że podczas starzenia się płytek (przechowywania), jak i ich aktywacji dochodzi do zmian morfolo
gicznych i biochemicznych oraz pojawienia się niektórych markerów apoptozy, takich jak w komórkach 
jądrzastych.

Słowa kluczowe: płytki krwi, markery apoptozy, aktywacja.

Summary '. Blood platelets, enucleate cells derived from megakaryocytes, play an essential role in haemo
stasis and thrombosis. They may be involved probably in platelet activation and programmed death. The 
experimental evidences discussed in this review indicate that during aging and activation platelets express 
apoptotic markers similar to those found in nucleated cells.

Key words: blood platelets, apoptosis, activation.

Wyłaz słrótów: A'Pm - potencjał transbłonowy mitochondrium; Apaf-1 (ang. apoptosis protease activa
ting factor-1) - czynnik 1 aktywujący proteazy w procesie apoptozy; Bcl-2 (ang. B-cell leukemia/ 
lymphoma-2) - produkt protoonkogenu Bcl-2; DcR2 (ang. decoy receptor) - receptor pułapka; MPs 
(ang. microparticles) - mikroplytki; PCs (ang. platelet concentrates) - koncentraty płytkowe; PS (ang. 
phosphatidylserine) - fosfatydyloseryna; PSD (ang. platelet storage defect) - defekt przechowywanych 
płytek; PSL (ang. platelet storage lesion) - uszkodzenie przechowywanych płytek; RFT - reaktywne 
formy tlenu; RIP (ang. receptor interactingprotein) -białko oddziałujące z receptorem; Smac/DIABLO 
(ang. second mitochondrial activator ofcaspase/direct IAP binding protein with low pl) - białko proapop- 
totyczne Smac/DIABLO; wtórny mitochondrialny aktywator kaspazy/białko wiążące bezpośrednio 
IAP o niskim pl; SRs (ang. scavenger receptors) - receptory zmiatacze; TRADD (ang. TNF- R1 associa
ted death domain) - białko adaptorowe z domeną śmierci wiążące się z receptorem TNF-R1; TRAIL (ang. 
TNF-related apoptosis-inducing ligand) - ligand z rodziny TNF indukujący apoptozę; ZVAD-fmk (ang. 
Z-Val-Ala-Asp(OMe)-fluoromethylketone) - inhibitor płytkowej kaspazy 3.
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WSTĘP

Płytki, najmniejsze elementy morfotyczne krwi człowieka, pełnią ważną rolę w 
organizmie. Zaangażowane są nie tylko w proces hemostazy, ale biorą udział w tworzeniu 
zakrzepów czy w powstawaniu zmian miażdżycowych w ścianach naczyń krwionośnych. 
Uczestniczą również w procesach zapalnych i procesie metastazy. Płytki krwi ssaków 
różnią się od komórek pełniących podobne funkcje w hemostazie innych kręgowców nie 
tylko pochodzeniem, budową morfologiczną, procesami biochemicznymi, ale również 
stopniem aktywacji warunkującym ich udział w hemostazie. Jedynie u ssaków, w drodze 
ewolucji, został ukształtowany ekonomiczny system wytwarzający z jednej komórki 
macierzystej - megakariocytu, od 4 do 8 tysięcy płytek. Z tego względu termin „płytka” 
odnosi się do pozbawionych jąder komórek krwi ssaków, a nazwę „trombocyt” rezerwuje 
się dla jądrzastych komórek krwi innych kręgowców, niepochodzących z fragmentacji 
megakariocytów, lecz powstających z sukcesywnego podziału tromboblastów w sposób 
zbliżony do powstawania erytrocytów z erytroblastów. W literaturze jednak te dwa terminy 
dość często stosowane są wymiennie. Deckhuzyen [15] po raz pierwszy w 1901 r. 
wprowadził nazwę „trombocyt”, uważając, że pomiędzy komórkami krwi różnych 
kręgowców pełniącymi funkcje hemostatyczne nie ma innych różnic aniżeli morfologiczne. 
W 1 mikrolitrze ludzkiej krwi znajduje się średnio 300 000 płytek krwi. Czas życia płytek 
krążących w krwiobiegu i nieuczestniczących w hemostazie wynosi od 9 do 12 dni. Mało 
poznane są natomiast szlaki śmierci płytek krwi. U ssaków płytki krwi są najmniejszymi 
elementami morfotycznymi krwi (średnica 2-4 pm), a ich cechą charakterystyczną jest 
brak jądra komórkowego. Płytka ssaków nie jest więc kompletną komórką, ale cechuje 
jąbardzo aktywny metabolizm [13]. Niepobudzona płytka ma kształt dyskoidalny. Wyróżnia 
ją charakterystyczne ułożenie struktur komórkowych. W centrum zlokalizowane są 
specyficzne ziarnistości a oraz ziarnistości osmofilne o dużej gęstości elektronowej. W 
tych ziamistościach są zmagazynowane liczne związki uwalniane w procesie sekrecji. 
Są to m.in.: białka adhezyjne (fibrynogen, trombospondyna), albumina, osoczowe czynniki 
krzepnięcia, czynniki wzrostu i cytokiny znajdujące się w ziamistościach a. Z ziarnistości 
osmofilnych uwalniane sąnukleotydy adeninowe nieuczestniczące w metabolizmie (ADP, 
ATP), GDP, GTP, jony wapniowe, jony magnezowe, serotonina, histamina i fosfoinozytole. 
W płytce obecne są również lizosomy, nieliczne mitochondria (1-3), aparat Golgiego, 
siateczka śródplazmatyczna, peroksysomy i ziarna glikogenu. Obwodowo pod błoną 
komórkową występuje sieć mikrotubul tworzących cytoszkielet płytki. W błonie 
komórkowej obecne są bardzo liczne receptory związane z enzyma-tycznymi drogami 
przekazywania sygnałów i aktywacją płytek krwi. Otoczkę zewnętrzną płytki stanowi 
glikokaliks.

Aby płytki krwi mogły spełniać swoje funkcje hemostatyczne, muszą ulec aktywacji. 
Fizjologicznymi agonistami płytek krwi są: trombina, kolagen, adrenalina, wazopresyna, 
czynnik aktywujący płytki (PAF), tromboksan A, (TXA,) czy ADP. Aktywacja płytek 
to proces kaskadowych, następujących gwałtownie po sobie wielu reakcji enzymatycz
nych, wywołanych przyłączeniem agonisty do specyficznego receptora i polegających 
na przekazywaniu sygnału, często przy udziale licznych heterotrimerycznych białek G do 
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wnętrza płytki. Odpowiedź płytki na działanie czynnika aktywującego prowadzi do adhezji, 
zmiany kształtu z dyskoidalnego na sferyczny, odłączania mikropłytek, powstania wypustek, 
sekrecji zmagazynowanych związków i tworzenia agregatów płytkowych. W wyniku 
tego procesu w płytce dochodzi nie tylko do gwałtownych zmian morfologicznych, ale i 
biochemicznych. Aktywacja płytek krwi prowadzi do wzrostu wewnątrzkomórkowego 
stężenia jonów Ca2+, hydrolizy fosfolipidów błony, przemiany fosfatydyloinozytolu, 
uwolnienia arachidonianu i syntezy eikozanoidów, zmiany zawartości cyklicznych 
nukleotydów AMP i GMP oraz fosforylacji i defosforylacji białek przy udziale licznych 
kinaz i fosfataz. Autokrynna stymulacja płytek krwi przy udziale związków uwalnianych 
z pobudzonych płytek (ADP, serotonina) lub syntetyzowanych przez płytki krwi (TXA,) 
jest bardzo ważna w procesie powstawania agregatów płytkowych. Agregacja następuje 
w wyniku przekazywania sygnału (,,inside-ouf'} prowadząc do aktywacji i zmian 
konformacji receptora integrynowego <X|lbP3 umożliwiając przyłączenie dimerów 
fibrynogenu do tych receptorów integrynowych obecnych na powierzchni różnych płytek. 
Przyłączenie fibrynogenu do płytki wytwarza sygnały („outside-in”) prowadząc do 
przebudowy cytoszkieletu. Aktywacji płytek towarzyszy również odszczepianie od 
powierzchni płytek mikrocząstek (mikropłytek) o właściwościach prokoagulacyjnych i 
ekspresji ujemnie naładowanych fosfolipidów (w tym fosfatydyloseryny) na powierzchni 
płytek krwi. Podczas aktywacji dochodzi do inicjowania dwóch, wzajemnie ze sobą 
powiązanych kaskad przekazywania sygnału: kaskady inicjowanej przez hydrolizę 
fosfolipidów błony i kaskady inicjowanej aktywacją niereceptorowych kinaz tyrozynowych 
[ 1,7,28,32,54,69]. Dokładne mechanizmy przekazywania sygnałów w płytkach krwi zostały 
omówione przez Olas i Wachowicz [45].

Podczas aktywacji płytek dochodzi też do powstawania reaktywnych form tlenu 
(RFT) i azotu [ 16-19,24-26,31,38,39,55,65,66]. RFT w płytkach krwi powstają przede 
wszystkim w reakcjach enzymatycznych, takich jak: przemiana kwasu arachidonowego, 
cykl fosfoinozytolu, cykl glutationowy oraz w reakcjach z udziałem oksydaz błonowych, 
głównie oksydazy NADPH i syntazy NO. Dodatkowe wytwarzanie RFT może być 
indukowane przez leki, stany zapalne, jony metali ciężkich, wysiłek fizyczny oraz 
składniki diety. W reakcji tlenku azotu (NO) powstającego w płytkach krwi [41,72] z 
anionorodnikiem ponadtlenkowym (O,-) uruchamiana jest gwałtowna reakcja tworzenia 
nadtlenoazotynu (ONOO ) [9,37,42,43], Dokładna rola reaktywnych form tlenu w 
płytkach krwi została opisana przez Olas i Wachowicz [46]. Przy zmniejszeniu 
skuteczności układów antyoksydacyjnych, nadmiar reaktywnych form tlenu i azotu 
wywołuje stres oksydacyjny, prowadząc do wielu negatywnych zmian w funkcjonowaniu 
komórek, w tym w prawidłowym funkcjonowaniu płytek krwi. Wynikiem działania 
stresu oksydacyjnego może być nawet wejście komórki na drogę apoptozy [4,20,22].

Proces apoptozy w płytkach jest zagadnieniem budzącym wiele kontrowersji. Po 
raz pierwszy problem śmierci programowanej w nieposiadających jądra płytkach krwi 
został zasygnalizowany w 1997 r. przez Vanags i wsp. [64], W ostatniej dekadzie XX 
wieku wykazano obecność niektórych markerów apoptozy w tych komórkach. Obecny 
artykuł przedstawia budowę i rolę tych markerów w płytkach krwi.
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MARKERY APOPTOZY W PŁYTKACH KRWI

Wiele markerów apoptozy występuje w płytkach krwi, ale ich dokładne funkcje są 
słabo poznane, m.in. ze względu na trudności stosowania metod genetycznych w 
komórkach pozbawionych jądra, jakimi są płytki krwi. Do tej pory, wykorzystując 
dostępne techniki badawcze, w płytkach krwi wykazano obecność licznych, typowych 
biochemicznych znaczników apoptozy, w tym markerów szlaku zewnętrznego i 
wewnętrznego apoptozy oraz „wykonawców” tego procesu [33]. Stwierdzono obecność 
„ligandów śmierci”, „receptorów śmierci”, białek adapterowych, białek rodziny Bcl-2, 
kaspaz, kalpain i wykazano zmiany potencjału transbłonowego mitochondriów (AThn), 
ekspresję fosfatydyloseryny (PS) i tworzenie mikropłytek (MPs) (ryc.l).

Na obecnym etapie badań dotyczących programowanej śmierci płytek krwi, funkcja 
enzymatycznych efektorowych białek apoptozy jest rozdzielona pomiędzy dwie grupy 
proteaz cysteinowych: kaspazy i kalpainy. Sugeruje się także możliwość przebiegu 
zdarzeń apoptotycznych w płytkach bez udziału aktywnych kaspaz [10,68].

Kaspazy

Podczas analizy koncentratów płytek krwi wykryto mRNA dla licznej grupy 
prokaspaz, włączając prokaspazy 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9 [6,12,33-35,49,59,63,67]. Nie 
stwierdzono obecności prokaspaz 5, 7 i 10 [33]. W modelowej płytkowej apoptozie 
istotną funkcję pełnią jedynie kaspazy 3 i 9, które ulegają aktywacji i indukują kaskadę 
apoptotycznych przemian. W przypadku apoptozy in vitro, wywołanej inkubacją płytek

płytka krwi w stanie 
spoczynkowym

nieaktywne

płytka krwi w stanie 
apoptozy

aktywne

RYCINA 1. Wybrane markery apoptozy w płytkach krwi ([33]; zmodyfikowano), objaśnienia w 
tekście
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w temperaturze 37°C zaobserwowano, że aktywność kaspazy 3 zaczynała wzrastać 
po 3 godzinach, osiągając maksimum w 48 godzinie inkubacji. Towarzyszył temu rozpad 
głównego substratu kaspazy 3 - gelsoliny, białka zaangażowanego w remodelowanie 
filamentów aktynowych [6,35]. Atak kaspazy 3 na gelsolinę uwalnia dwa homologiczne 
fragmenty: C-końcowy (zależny od Ca2+) i N-końcowy (niezależny od Ca2; ale aktywny 
w apoptozie) [6], Gelsolina ulega również rozpadowi w płytkach stymulowanych silnymi 
agonistami, np. A23187, trombiną z kolagenem [63]. Wzmożona aktywność kaspazy 3 
miała także miejsce po 5 dniach przechowywania płytek w warunkach standardowych, 
kiedy pojawiała się biologicznie czynna cząsteczka tej kaspazy - p 17 [36,59], w wyniku 
działania na płytki silnego stresu mechanicznego (117-388 dyn/cm2) [33] oraz w 
obecności silnych agonistów [49,59,63]. Zaobserwowano, że wzrost aktywności kas
pazy 9 następował między 6 a 9 godziną przechowywania płytek w temp. 37°C. Aktywne 
kaspazy (1, 3, 6, 8 i 9) zaobserwowano także in vivo u myszy w modelu apoptozy 
wywołanej infekcją malarii i indukowaną przez iniekcje TNF lub przeciwciał przeciw- 
płytkowych [34]. Powstawanie aktywnych form kaspaz jest kluczowym zjawiskiem 
w przebiegu apoptozy komórek jądrzastych prowadzącym do obkurczenia komórki, 
tworzenia mikropłytek, ekspozycji fosfatydyloseryny i degradacji białek cytoszkieletu.

Głównym inhibitorem płytkowej kaspazy 3 jest inhibitor Z VAD-fmk, który skutecznie 
hamuje jej funkcje, czego dowodem jest ograniczona proteoliza gelsoliny i zmniejszona 
liczba tworzących się mikropłytek [12,33,34,36,53,68]. Badania in vitro potwierdzają, że 
preinkubacja płytek ze związkiem ZVAD-fmk znacząco obniża ekspozycję fosfatydylo
seryny w płytkach stymulowanych jonoforem wapniowym A23187 i fizjologicznym 
płytkowym agonistą ADP. Inhibitor ZVAD-fmk obniża również agregację płytek wywołaną 
ADP, co może wskazywać na udział kaspaz nie tylko w apoptozie, ale także w aktywacji 
płytek [12], ZVAD-fmk hamuje również wytwarzanie mikropłytek i udostępnienie 
prokoagulacyjnych miejsc na powierzchni płytek sprzyjając zakrzepicy. Podobne działanie 
ma inhibitor DEVD-fmk [34,59]. Wzrost liczby mikropłytek w krwiobiegu jest 
obserwowany przy licznych zaburzeniach hemostazy (aktywacja krzepnięcia, niedokrwie
nie miejscowe, stany pooperacyjne, dysfunkcja mięśnia sercowego) [1,73]. Ekspozycja 
fosfatydyloseryny na powierzchni płytki oraz uwalnianie mikropłytek są zjawiskami 
towarzyszącymi prawidłowemu procesowi hemostazy i tworzeniu zakrzepów, poprzez 
dostarczanie powierzchni do przyłączenia czynników prokoagulacyjnych. Wydaje się, że 
inhibicja płytkowych kaspaz może być czynnikiem zapobiegającym powstawaniu 
zakrzepów i w związku z tym może mieć w przyszłości kluczowe znaczenie w terapii 
przeciwzakrzepowej [59].

Uważa się również, że apoptoza w płytkach krwi może zachodzić niezależnie od 
kaspaz [10,68]. Wolf i wsp. [68] nie stwierdzili aktywności kaspazy 3 po aktywacji 
płytek trombiną, trombiną i kolagenem oraz jonoforem wapniowym (A23187 lub 
jonomycyny). Aktywacja kaspazy 3 nie zachodziła także podczas starzenia się płytek 
in vitro w hodowli niezawierającej osocza przy występowaniu typowych morfologicz
nych i biochemicznych cech apoptozy [10]. W płytkach pozbawionych osocza 
(prawdopodobnie ważnego źródła czynników przeżycia) zaobserwowano również 
przyspieszoną apoptozę płytek in vitro w temp. 37°C [10], Dodanie inhibitora kaspazy 
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3 (ZVAD-fmk) nie wywoływało żadnych zmian w płytkach, dlatego zasugerowano, że 
kaspazy nie są włączone w programowaną śmierć płytek [10], Amor i wsp. [2] 
zaobserwowali po aktywacji płytek trombiną zwiększoną aktywność kaspaz 3 i 9 we 
frakcji cytoszkieletu bez zmian aktywności we frakcji cytosolowej. Zastosowanie inhibi
tora polimeryzacji aktyny obniżało aktywację obu kaspaz, co może świadczyć o związku 
tych enzymów z cytoszkieletem aktynowym. Stymulacja płytek krwi trombiną indukuje 
nie tylko przemieszczenie do cytoszkieletu form kaspaz aktywnych, ale również 
prokaspaz 3 i 9.

Fagocytoza płytek w kaspazo-niezależnej apoptozie odbywa się za pośrednictwem 
tzw. receptorów zmiataczy (SRs, ang. scavenger receptor?) [10]. Receptory zmiatacze 
wiążąsię z acetylowanymi lub utlenionymi lipoproteinami (ac- lub oxLDL) powstającymi 
w trakcie apoptozy, a także z innymi białkami o charakterze polianionów na powierzchni 
komórek apoptotycznych. Wyróżnia się dwie główne klasy tych białek receptorowych: 
SR-A i SR-B. Receptory klasy A (SR-AI i SR-AII) występują przede wszystkim na 
makrofagach i charakteryzują się domeną kolagenową zawierającą miejsca wiązania 
acetylowanych lipoprotein (acLDL). Głównymi przedstawicielami klasy B są SR-BI 
oraz CD36. W przeciwieństwie do SR-A, receptory zmiatacze klasy B mogą wiązać 
fosfatydyloserynę [60].

Rola kaspaz w płytkach krwi ciągle budzi wiele wątpliwości. Kaspazy nie uczestniczą 
w aktywacji płytek krwi [68]. Biorąc pod uwagę fakt, że apoptoza może przebiegać 
również bez udziału kaspaz, nie wyjaśniono jeszcze znaczenia kaspaz w biologii płytek 
krwi [10,68]. Eksperymenty in vitro wskazują, że wytwarzanie płytek jest skorelowane 
czasowo z początkiem apoptozy megakariocytów, w której uczestniczą kaspazy [8,11 ,- 
62,68]. Tak więc można przypuszczać, iż kaspazy pełnią potencjalną rolę w powstawaniu 
płytek krwi, a płytkowe kaspazy pochodzą z megakariocytów [68].

Kalpainy

W płytkach krwi kalpainy należące do grupy proteaz cysternowych zależnych od 
Ca2+ występują w formie nieaktywnej i stanowią ok. 2% białek płytkowych [34]. 
Aktywację kalpain stwierdzono podczas stymulowania płytek jonoforem wapniowym 
(jonomycyny lub A23187), trombiną oraz/lub kolagenem [34,64,68]. Kalpainy biorą 
udział w powstawaniu mikropłytek, ekspozycji PS, zmianie kształtu komórki, degradacji 
gelsoliny i białkowej kinazy C [34,64,68]. Kalpainy odpowiadają za rozpad białek 
cytoszkieletu - filaminy, taliny i miozyny, prowadząc do zmian morfologicznych płytek 
oraz zaburzenia drogi przekazywania sygnału w komórce [67].

Badania in vitro po zastosowaniu inhibitora kalpain - kalpeptyny dowiodły, że kalpainy 
(obok kaspaz) są również enzymami wykonawczymi apoptozy [34], Kalpeptyna hamuje 
rozwój zdarzeń apoptotycznych w apoptozie płytek indukowanej jonoforem wapniowym, 
zapobiega degradacji białek cytoszkieletu, obkurczaniu komórki, tworzeniu mikropłytek 
oraz aktywacji kaspaz 3 i 9 [64,68]. W płytkach stymulowanych dwoma silnymi agonista- 
mi (trombiną i kolagenem), kalpeptyna ogranicza tworzenie mikropłytek i rozpad mio
zyny, ale powoduje wzrost ekspozycji fosfatydyloseryny [34], Ponieważ aktywne 
kalpainy dotychczas zidentyfikowano tylko w modelu apoptozy wywołanej agonistami 
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(fizjologicznymi: trombina, kolagen i niefizjologicznymi: jonofor wapniowy A23187), 
można przypuszczać, że kalpainy są bardziej związane z aktywacją płytek niż z ich 
apoptozą, chociaż wywołane przez nie modyfikacje odzwierciedlają typowe zdarzenia 
apoptotyczne [59].

TABELA 1. Receptory śmierci, ligandy śmierci i białka 
adaptorowe obecne w komórkach jądrzastych 
i płytkach krwi ([34], zmodyfikowano)

Receptory i ligandy śmierci Komórki 
jądrzaste

Płytki 
krwi

Receptory śmierci:
TNFR1 (p55 + +
Fas (Apol) + -
DR3 (Apo3) + +
DR4 (TRAIL-R1) + +
DR5 (Apo2, TRAIL-2) + +
DcRl + -
DcR2 + +

Ligandy śmierci:
TNF +
FasL +
Apo3L +
TRAIL (Apo2L) + +

Białka adaptorowe: 
FADD +
TRADD + +
RIP + +

„Receptory śmierci”, „ligandy śmierci” i białka adaptorowe

Analiza markerów apoptotycznych na poziomie mRNA i białek wykazała, że płytki 
mają mRNA dla Uganda śmierci 
TRAIL, receptorów śmierci TNF-R1, 
DcR2, DR3, DR4 i DR5 oraz dla 
białek adaptorowych TRADD i RIP 
(tab.l) [34,53]. Badania in vitro pot- 
wiedziły ekspresję liganduTRAIL 
(czynnik proapoptotyczny z rodziny 
TNF) w pobudzonych płytkach oraz 
w czasie różnicowania megakario- 
cytów [14]. Ekspresję błonowego 
receptora DcR2 (ang. decoy recep
tor -receptor pułapka) rejestrowano 
w początkowej fazie przechowywa
nia koncentratów płytkowych [53]. 
Zaobserwowano także, że spadek po
tencjału transbłonowego mitochon- 
driów płytki ma miejsce w apoptozie 
indukowanej agonistami [63] i silnym 
stresem mechanicznym [33] oraz 
podczas starzenia się płytek in vivo 
u psów [48]. Spadek AThn wykryto 
również między 13 a 14 dniem w 
przechowywanych koncentratach 
płytkowych [33,48,67].

Białka rodziny Bcl-2

Kuter i wsp. [29] oraz Leytin i Freedman [34] wykazali w płytkach krwi zarówno 
ekspresję mRNA dla wielu białek rodziny Bcl-2, jak i ich obecność na poziomie białka 
(tab. 2). W płytkach krwi odnaleziono szereg białek z rodziny Bcl-2, w tym aktywatory 
(Bak, Bax, Bad) i inhibitory (Bcl-X[ Bfl-1, Mci-1) apoptozy. Nie stwierdzono natomiast 
obecności proapoptotycznego białka Bik i antyapoptotycznego białka Bcl-W [33,36], 
W hodowli starzejących się płytek w temp. 37°C [6] oraz poddanych działaniu wapnio
wego jonoforu jonomycyny [64] następował wzrost ekspresji białek Bak i Bax [10] 
oraz obniżenie poziomu białka Bcl-X[ (37°C), co prowadziło do wzrostu wrażliwości 
płytek na bodźce apoptotyczne [6], W płytkach stymulowanych różnymi czynnikami, 
przyczyniającymi się do indukcji apoptozy, pojawiają się zmiany w poziomie ekspresji
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TABELA 2. Białka rodziny Bcl-2 w płytkach krwi (zmiany poziomu ekspresji w zależności 
od warunków) ([34, 48], zmodyfikowano)

Rodzina 
białek 
Bcl-2

Płytki 
niestymulowane

Płytki stymulowane

Jono for 
wapniowy

Agoniści 
fizjologiczni

Przechowywane 
w temp. 37°C

Przechowywane 
w temp. 22°C

Proapoptotyczne

Bak + r, b A b A b
Bax + r, b A b A b = b
Bad + r
Bik - r
Bid + b = b
Bim + b

Antyapoptotyczne

Bcl-2 +/- r, b = b = b A b
Bcl-XL + r A b
Bel-w - r
Bfl-1 + r = b
Mcl-1 + r

+ obecne, - nieobecne, = bez zmian, +/- obecność? r - test na obecność mRNA, 
b - test na obecność białka

niektórych białek proapoptotycznych [29,34,36]. Zmiany poziomu ekspresji białek rodziny 
Bcl-2 przedstawiono w tabeli 2.

Wśród płytkowych białek antyapoptotycznych duże znaczenie ma białko Bcl-XL, 
które powstrzymuje proapoptotyczny wpływ Bid i zapobiega uwalnianiu cytochromu c 
z mitochondriów do cytoplazmy (w płytkach przechowywanych w temp. 37°C). 
Obniżenie poziomu białka Bcl-X1 nasila wrażliwość płytek na bodźce apoptotyczne 
[6], Białko Bcl-XL ma także wpływ na przeżycie macierzystych komórek płytek krwi. 
Wysoki poziom ekspresji Bcl-X,, obserwowany in vitro w populacji wczesnych komórek 
megakariocytów (prekursory CD34(+) traktowane estrem forbolu), ulega obniżeniu w 
miarę starzenia się megakariocytów [56]. Opisywanemu zjawisku towarzyszy wzrost 
liczby komórek ulegających apoptozie oraz pojawienie się cytoplazmatycznych struktur 
przypominających przedpłytki. Dlatego przypuszcza się, że białko Bcl-XL odgrywa rolę 
w powstawaniu płytek krwi poprzez regulację żywotności i różnicowania megakario
cytów [56]. Spośród zidentyfikowanych dotychczas w płytkach krwi pięciu białek 
proapoptotycznych (Bak, Bax, Bad, Bid i Bim), w stymulowanych płytkach dochodzi 
do zwiększonej ekspresji tylko dwóch białek - Bak i Bax. Białka Bax i Bak przyczyniają 
się do wypływu cytochromu c z mitochondriów, na skutek ich przyłączania do napięciowo 
-zależnych kanałów anionowych (VDAC) w błonie mitochondrialnej [6,10,64,67].
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Ekspozycja fosfatydyloseryny

Błona płytek krwi charakteryzuje się asymetrią fosfolipidów [57]. Fosfatydylocholina 
i sfingomielina są obecne na powierzchni błony płytkowej, natomiast kwaśne fosfolipidy, 
m.in. fosfatydyloseryna (PS) są zlokalizowane w części wewnętrznej błony. Podczas 
aktywacji płytek krwi trombinączy kolagenem następuje bardzo szybka redystrybucja 
niektórych fosfolipidów, zwłaszcza przemieszczenie PS, która pojawiając się w mono- 
warstwie zewnętrznej błony, nadaje jej własności prokoagulacyjne i zapewnia prawidłowy 
przebieg hemostazy. W wielu komórkach obserwowano ekspozycję PS podczas 
apoptozy, chociaż przemieszczenie fosfatydyloseryny do zewnętrznej warstwy błony 
komórkowej nie jest niezbędne dla fenotypu apoptozy. Ekspozycję fosfatydyloseryny 
na powierzchni komórki zaobserwowano w apoptozie płytek indukowanej wapniowym 
jonoforem, trombiną, kolagenem, ADP oraz w czasie przechowywania koncentratów 
płytkowych, jak i zawiesiny starzejących się płytek (także in vivo) [33,34,36,40,48,49,- 
63,64,67,68]. Zaburzenie asymetrii błonowych fosfolipidów i tym samym ekspozycję 
fosfatydyloseryny powodować mogą w płytkach miejscowe środki znieczulające, które 
wpływają na depolaryzację błony mitochondrialnej, uwolnienie cytochromu c oraz na 
przemianę prokaspaz 3 i 9 do aktywnych form [3]. Obecność fosfatydyloseryny na 
zewnętrznej powierzchni dwuwarstwy lipidowej błony płytek krwi jest uznawana za 
wskaźnik zarówno płytkowej apoptozy, jak i aktywacji.

W komórkach jądrzastych ekspozycja PS jest znacznikiem apoptozy zależnej od 
kaspaz. Fosfatydyloseryna na powierzchni płytek w stanie apoptozy przyczynia się do 
usuwania płytek z krążenia za pośrednictwem makrofagów wyposażonych w receptory 
dla fosfatydyloseryny PS-R [60]. W przemieszczenie fosfatydyloseryny do warstwy 
zewnętrznej błony zaangażowana jest skramblaza, czyli translokaza fosfatydyloseryny, 
ATP-aza zależna od Mg: i Ca2+, aktywowana przez białkową kinazę C (PK.C) [60]. 
Aktywacja skramblazy jest niezbędna do zmiany asymetrii błonowych lipidów podczas 
apoptozy. Zwiększoną ekspozycję PS na zewnętrznej stronie błony płytek krwi mogą 
wywoływać zaburzenia metaboliczne powodujące spadek poziomu ATP, aktywacja 
płytek oraz oksydacyjne uszkodzenia transporterów lipidów błonowych [3,30]. Fosfaty
dyloseryna na powierzchni błony płytek wykazuje efekt prokoagulacyjny, przyspieszając 
enzymatyczną degradację białek krzepnięcia [73]. Obecność PS na powierzchni płytek 
(oraz uwalnianie mikropłytek) wpływa na przyłączanie fibrynogenu do płytek (tworzenie 
agregatów płytkowych) oraz sprzyja powstawaniu zakrzepów poprzez dostarczanie 
powierzchni dla czynników koagulacyjnych [49]. Aneksyna należąca do białek 
antykoagulacyjnych, nieglikozylowanych, wiążących wapń i fosfolipidy może przyłączać 
się do PS płytek hamując aktywację czynników krzepnięcia [33,49,61,67]. Powierz
chniowa PS może być także wskaźnikiem jakości koncentratów płytkowych przez
naczonych do transfuzji. Wzrost ilości PS na powierzchni błony płytek może oznaczać 
uszkodzenie przechowywanych płytek i wskazywać, które płytki muszą zostać usunięte 
z krążenia przy udziale fagocytów zawierających receptory dla PS (np. receptor SR- 
BI i CD36) [30],
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Powstawanie mikropłytek

Mikropłytki pojawiają się w wyniku stymulowania płytek (zn vitro) jonoforem 
wapniowym, trombiną, kolagenem, ADP oraz podczas przechowywania płytek (w temp. 
22 i 37°C) [34], Mikropłytki powstają także in vivo u myszy w modelu apoptozy 
wywołanym infekcją malarii i indukowanym przez iniekcje TNF lub przeciwciał 
antypłytkowych [34], Formowanie mikropłytek wymaga degradacji cytoszkieletu płytki 
oraz aktywacji kalpain [33,34,49,67]. Podawanie myszom inhibitora kaspaz (ZVAD) 
powodowało spadek liczby uwalnianych mikropłytek, dlatego też sugeruje się, że 
kluczową rolę w fragmentacji płytek krwi mogą odgrywać kaspazy [34,59],

Potencjał transbłonowy mitochondriów i cytochrom c

W umierających wskutek apoptozy płytkach krwi otwieranie megakanałów 
mitochondrialnych przyczynia się m.in. do zmian potencjału transbłonowego (ATm) i 
uwolnienia z przestrzeni międzybłonowej mitochondriów białek apoptogennych. Białka 
uwalniane z przestrzeni międzybłonowej mitochondriów płytek to m.in. zymogeny 
enzymów efektorowych apoptozy - kaspazy 9 (Apaf-3) czy ich aktywatory (cytochrom 
c (Apaf-2), Smac/DIABLO) [33,67]. Stosując technikę immunoblotting potwierdzono 
obecność proapoptotycznego, mitochondrialnego białka Smac/DIABLO, które było 
uwalniane do cytozolu płytek w 11 dniu przechowywania koncentratów płytkowych w 
standardowych warunkach (temp. 22°C) [53].

APOPTOZA MEGAKARIOCYTÓW A POCZĄTEK BIOGENEZY 
PŁYTEK KRWI

Płytki krwi człowieka powstają z megakariocytów. Z jednego megakariocytu powstaje 
6 tzw. przedpłytek, a z każdej przedpłytki powstaje z kolei około 1200 płytek. Czas 
życia pojedyńczej płytki-jeśli nie zostanie zaktywowana - wynosi zaledwie 9-12 dni. 
Tak krótki czas życia powoduje, iż duża część tych komórek usuwana jest z krążenia 
bez spełnienia swojej funkcji hemostatycznej i śmierć płytki następuje w wyniku 
fagocytozy przez makrofagi [11,13].

Jak to się jednak dzieje, że makrofagi „wiedzą”, które płytki należy sfagocytować? 
Co jest sygnałem dla makrofagów, że po tak krótkim okresie życia płytka musi zostać 
unicestwiona? Pytania dotyczące śmierci tych bezjądrzastych komórek pozostawały 
przez wiele lat bez odpowiedzi. Przypuszczano, że usunięcie kwasu sialowego z 
glikoprotein powierzchniowych błony (odsłonięcie galaktozy) może być sygnałem do 
wychwytywania płytek krwi z krwiobiegu [70],

W płytkach krwi, tak jak w komórkach jądrzastych, obserwuje się aktywację 
enzymów efektorowych potrzebnych w przebiegu apoptozy, a także stwierdza obecność 
takich samych, choć nie wszystkich, markerów apoptozy dla komórek jądrzastych. 
Obecność białek pro- i antyapoptotycznych, a także ekspozycja na powierzchni płytek 
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fosfatydyloseryny czy obserwowany spadek potencjału wewnątrzbłonowego mito- 
chondrium [34,59,64,71] wraz z towarzyszącymi zmianami morfologicznymi, takimi 
jak: obkurczanie krwinek, kondensację ich cytoplazmy, tworzenie pęcherzyków błony 
komórkowej i wytwarzanie filopodiów, sugeruje możliwość zjawiska apoptozy w 
płytkach. Do niedawna wszystkie te zmiany opisywano jako aktywację płytek, ale od 
1997 roku zaczęto uważać ten proces za apoptozę [9,64]. Jako pierwsi obecność 
apoptozy w płytkach zasugerowali Vanags i wsp. w 1997 roku [64]. Obecnie wielu 
badaczy potwierdza występowanie zdarzeń podobnych do apoptozy (ang. apoptosis- 
like events) w płytkach krwi [48,68]. Badanie apoptozy w płytkach jest jednak bardzo 
trudnym wyzwaniem, gdyż płytki krwi są bardzo wrażliwe na działanie różnych bodźców. 
Pod wpływem wielu czynników fizycznych i chemicznych płytki bardzo szybko ulegają 
aktywacji, i zarówno podczas aktywacji, jak i podczas apoptozy dochodzi do podobnych 
zmian w płytkach [29,34,36,64].

Płytki mogą zawierać w swoim mitochondrialnym genomie informację genetyczną 
o programowanej śmierci pochodzącą i przekazaną od swoich komórek macierzystych 
- jądrzastych megakariocytów [58,67].

Istnieje ścisły związek pomiędzy apoptozą megakariocytów a powstawaniem płytek 
krwi. Apoptozą megakariocytu („koniec”) prowadzi do powstawania płytek, tak więc 
jest właściwie „początkiem” [8,27,62]. Pod wpływem hematopoetycznych czynników 
wzrostu, zwłaszcza tromobopoetyny, komórki pnia szpiku kostnego przechodzą procesy 
proliferacji, różnicowania, dojrzewania, stając się dojrzałymi megakariocytami. 
Zakończenie życia dojrzałego megakariocytu w drodze apoptozy jest zasocjowane w 
czasie z formowaniem się nowych płytek. Śmierć wczesnych stadiów macierzystych 
komórek płytek krwi obserwuje się jedynie w stanach patologicznych, np. w czasie 
terapii nowotworowej lub infekcji wirusem HIV [35].

W początkowym etapie biogenezy płytek z megakariocytów powstają ich prekursoro- 
we odpowiedniki - przedpłytki. Tworzenie tych struktur jest połączone z radykalnymi 
zmianami w cytoszkielecie megakariocytu, obejmującymi aktywację mikrotubul, 
polimeryzację aktyny oraz fosforylację miozyny [8,62]. Według teorii tworzenia 
przedpłytek opisanej przez Italiano i wsp. [23], prekursory płytek wyłaniają się w postaci 
długich, rurkowatych, bulwiasto zakończonych cytoplazmatycznych uwypukleń, w 
końcowo zróżnicowanych megakariocytach. Bulwiaste, nabrzmiałe zakończenia 
zawierają peryferyczne pęczki mikrotubul, które skręcają się przybierając formy 
kłębkowate i łezkowate. Powstałe przedpłytki są dynamicznymi strukturami, a dzięki 
aktywnym mikrotubulom mogą odwracalnie zmieniać kształt na tubularny czy 
rozszerzony, a następnie ulegając fragmentacji uwalniać płytki krwi do krążenia [5,23]. 
Przekształcenie dynamicznej, labilnej struktury przedpłytek, niezbędnej do tworzenia 
licznych odgałęzień, w sztywne rusztowanie następuje tuż przed uwolnieniem płytek 
dzięki zespoleniu błony z cytoszkieletem aktynowym. Formowanie gotowych płytek 
krwi odbywa się w końcowej fazie różnicowania przedpłytek [23].

Niezbędnym warunkiem dla wytwarzania płytek z megakariocytów jest aktywacja 
kaspaz [8,11,62]. Badania in vitro wykazały obecność aktywnych kaspaz 3 i 9 w 
końcowym stadium dojrzewania megakariocytów [8,62]. Spontaniczna aktywacja 
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kaspaz, obserwowana w warunkach fizjologicznych, jest niezbędna dla powstania płytek, 
gdyż wykazano, że inhibitory kaspaz znacznie obniżają tworzenie przedpłytek, a megaka- 
riocyty wyrażające silną ekspresję antyapoptotycznych białek z rodziny Bcl-2 (hamu
jących aktywność kaspaz) mają znacznie zredukowaną zdolność formowania 
przedpłytek [8,62]. Aktywacja kaspazy 3 powoduje zmiany w podstawowych białkach 
cytoszkieletu włączonych w proces tworzenia przedpłytek, tj. w miozynie (fosforylacja) 
i aktynie (polimeryzacja) [62], Aktywna kaspaza 3 modyfikuje przepuszczalność błony 
mitochondrialnej. W wyniku otwierania megakanałów dochodzi do uwolnienia z mito- 
chondrium proapoptotycznego cytochromu c, co może sugerować aktywację wew
nętrznego, mitochondrialnego szlaku apoptozy [8]. Substratami kaspazy 3 są również 
inne molekuły, np. gelsolina, Rho-kinaza (powodująca tworzenie pęcherzyków błony 
komórkowej) i PARP - polimeraza poli (ADP-rybozy) [8]. Wykazano również (in vi
tro), że inhibitor kaspaz ZVAD-fmk (główny inhibitor kaspazy 3) skutecznie blokuje 
tworzenie przedpłytek [11].

W indukcji apoptozy megakariocytów bezpośrednio związanej z tworzeniem płytek 
może odgrywać rolę tlenek azotu. Badania in vitro potwierdziły również udział tlenku 
azotu w rozwoju megakariocytów i trombopoezie. Doświadczenia przeprowadzone na 
szczurach wykazały, że zwierzęta, którym podano L-nitroargininę - inhibitor syntazy 
tlenku azotu (NOS, ang. nitric oxide synthase), miały obniżoną o 50% liczbę płytek w 
krążeniu w porównaniu ze zwierzętami kontrolnymi [5]. Megakariocyty, wytwarzając 
płytki niemal równocześnie ulegają apoptozie, która w tym przypadku może odpowiadać 
za usuwanie starych, „zużytych” megakariocytów [5].

Pedreño i wsp. [47] przedstawili zupełnie nowy, odmienny mechanizm wytwarzania 
płytek krwi umożliwiający powstawanie płytek bezpośrednio we krwi, a nie, jak dotąd 
uważano, wyłącznie w szpiku kostnym. Proces ten polega na „wyrzucaniu” ostatecznie 
dojrzałych płytek wprost do krwi przez megakariocyty znajdujące się w krążeniu, 
natomiast czynnikiem indukującym jest przypuszczalnie trombiną [47].

MODELE APOPTOZY W PŁYTKACH KRWI W WARUNKACH 
IN VITRO I IN VIVO

Apoptoza i aktywacja płytek to procesy bardzo podobne pod względem zmian 
morfologicznych czy biochemicznych. Apoptozę płytek porównywano także z procesem 
uszkodzenia płytek podczas ich przechowywania [58]. Do tej pory opisano 5 zjawisk 
modelowych, demonstrujących apoptozę w płytkach, w tym 3 modele przedstawiające 
apoptozę in vitro i 2 in vivo.

W płytkach w warunkach in vitro obserwowano:
• apoptozę indukowaną niefizjologicznymi agonistami-wapniowym jonoforem jo- 

nomycyny [64] i A23187 [36,59,68], jak i fizjologicznymi agonistami płytek: trom
biną, kolagenem, mieszaniną trombiny i kolagenu, analogiem tromboksanu A, - 
U46619 [59,68];
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• apoptozę, do której dochodzi w procesie starzenia płytek podczas przechowywania 
przemytych płytek (płytek inkubowanych przez 18-24 godzin w temp. 37°C) [10];

• apoptozę indukowaną starzeniem się koncentratów płytkowych o niskiej zawarto
ści leukocytów (PCs, ang. leukodepleted platelet concentrates) w warunkach 
standardowego przechowywania płytek w temp. 22°C [36,49,53] i 37°C [29].

W płytkach, w warunkach in vivo obserwowano: apoptozę powiązaną ze starzeniem 
płytek u psów z trombopoezą tłumioną estradiolem (podawanym w iniekcjach) [48] 
oraz apoptozę w płytkach myszy z trombocytopenią wywołaną infekcją malarii [50] i 
indukowaną przez iniekcje czynnika martwicy nowotworu (TNF, ang. tumor necrosis 
factor) [51] lub przeciwciał przeciwpłytkowych [52].

MARKERY APOPTOZY PŁYTEK KRWI 
PODCZAS ICH PRZECHOWYWANIA

Wyizolowane z krwi płytki podczas przechowywania ulegają licznym zmianom, które 
powodują upośledzenie ich prawidłowej struktury i funkcji. Te morfologiczne-me- 
taboliczne zaburzenia ograniczają możliwość przechowywania płytek i mogą być 
przyczyną osłabionej rekonwalescencji pacjenta po transfuzji masy płytkowej [49], 
Pojawiające się modyfikacje płytek są określane jako: 1) defekt przechowywanych 
płytek PSD (ang. platelet storage defect) [49]; 2) uszkodzenie przechowywanych 
płytek PSL (ang. platelet storage lesion) [58], Zaobserwowano również, że wraz z 
wydłużeniem okresu przechowywania płytek w warunkach in vitro maleje ich 
przeżywalność i dochodzi do nasilenia zmian morfologicznych i biochemicznych (zarówno 
w podwyższonej temperaturze (37°C), jak i w standardowych warunkach przecho
wywania krwi w temperaturze 20-24°C) [6,34,36,49,58,67], Zaburzenia opisywane 
jako uszkodzenia typu PSL pojawiają się w odpowiedzi na stres mechaniczny, hipoksję 
oraz obniżoną lub podwyższoną temperaturę. Uszkodzenia typu PSL prowadzą do 
tworzenia mikropłytek, reorganizacji cytoszkieletu i ekspozycji PS. Wymienione zmiany 
morfologiczne i biochemiczne towarzyszące temu uszkodzeniu płytek odpowiadają 
właściwościom apoptotycznej śmierci, ale również aktywacji płytek krwi, w związku z 
czym pojawia się wątpliwość czy uszkodzenia typu PSL są równe apoptozie [58].

Chociaż prawidłowy czas życia płytek w krążeniu oceniono na około 10 dni, 
w warunkach pozaustrojowych już po pięciu dniach w temp. 22°C pojawiają się oznaki 
apoptozy, takie jak: ekspozycja PS, podwyższenie poziomu ekspresji mRNA dla 
prokaspaz, receptorów śmierci i białek Bcl-2, wytworzenie aktywnej cząsteczki kaspazy 
3 (pl 7) i rozpad gelsoliny [34,36,49]. Przechowywane płytki są również bardziej wrażliwe 
na bodźce apoptotyczne, w tym na działanie agonistów (jonofor wapniowy, trombina, 
kolagen) [49]. Przeżywalność płytek krwi wyraźnie maleje podczas ich przechowywania 
w temp. 37°C, przy dodatkowym zwiększonym ryzyku zanieczyszczenia bakteriami. 
Dla płytek krwi temperatura 37°C została uznana za temperaturę stresową, indukującą 
apoptozę. O ile temperatura 22°C redukuje żywotność płytek dopiero po pięciu dniach, 
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w temperaturze 37°C zanik prawidłowych funkcjonalnych cech płytek w warunkach 
in vitro obserwowano już po 24 godzinach. Po trzech godzinach dochodzi do wzrostu 
aktywności kaspazy 3 (osiągającej maksimum po 48 godzinach), a między 6 a 9 godziną 
do pojawienia się aktywnej formy kaspazy 9 [6]. Innymi przejawami uruchomienia 
apototycznej maszynerii w płytkach przechowywanych (w temp. 37°C) jest rozpad 
gelsoliny, obniżenie poziomu antyapoptotycznego białka Bcl-Xp eksponowanie na 
powierzchni PS i uwolnienie cytochromu c [6,34,67]. Sugeruje się także, że indukcja 
apoptozy płytek krwi w temp. 37°C może być spowodowana niedoborem metabolicznie 
ważnych substratów, sekrecjąlub akumulacją czynników proapoptotycznych [6]. Płytki 
inkubowane przez trzy godziny in vitro w temp. 37°C zużywają tlen dwukrotnie szybciej 
niż w temperaturze 22°C [21]. Zwiększenie tempa przemian metabolicznych i zużywania 
substratów metabolicznych przyczyniać się może do skrócenia czasu życia płytek. 
Ciągle jednak pozostaje zagadką, dlaczego w warunkach in vivo płytki krwi w temp. 
37°C żyją 8-10 dni, podczas gdy w warunkach ex vivo tracą żywotność po dwóch 
dniach [6].

UWAGI KOŃCOWE

Istnieje hipoteza, że apoptoza i aktywacja płytek to prawdopodobnie ten sam proces 
[63,68]. Hipoteza ta uwzględnia wspólne cechy morfologiczne i biochemiczne apoptozy 
i aktywacji, takie jak: zmiana kształtu płytki, modyfikacja cytoszkieletu, fuzja ziarnistości 
z błoną plazmatyczną, tworzenie pęcherzyków błony, uwolnienie mikropłytek, ekspono
wanie na powierzchni fosfatydyloseryny [6,33,34,49,67,68], Wydaje sięjednak, że nie 
ma znaku równości między apoptozą a aktywacją płytek krwi (tab. 3). Większość 
danych eksperymentalnych wskazuje na odmienność tych dwóch procesów. Przema
wiają za tym przede wszystkim typowe zjawiska apoptotyczne, których nie obserwuje 
się w czasie aktywacji płytek, a do których zalicza się spadek potencjału wewnątrz- 
błonowego mitochondriów ATm, uwolnienie cytochromu c, wzrost ekspresji proapopto
tycznych białek Bcl-2 oraz obecność aktywnej kaspazy 3 i 9 [6,10,33,34,36,48,- 
49,59,63,67,68]. W procesie apoptozy płytek nie zaobserwowano ani adhezji płytek do 
komórek śródbłonka, ani zwiększonego metabolizmu inozytoli czy fosforylacji wtórnych 
przekaźników białkowych [68]. Dodatkowym elementem różniącym wspomniane 
procesy jest szybkość ich przebiegu i pojawiania się charakterystycznych cech, tzn. w 
aktywacji płytek zmiany pojawiają się gwałtownie i niemal natychmiast, podczas gdy 
odpowiedź płytek na bodziec apoptotyczny przebiega wolniej [49,68]. Wiele wątpliwości 
i sprzeczności wzbudza udział kaspaz i kalpain w tych procesach. Kaspazy są powszech
nie uznawane za głównych wykonawców apoptozy, nie tylko w komórkach jądrzastych, 
ale również w płytkach krwi [12,33,34,36,44]. Znacznie mniejszą rolę przypisuje się 
kalpainom, jak dotąd aktywnym jedynie w modelu apoptozy płytek indukowanej silnymi 
agonistami [34,68]. Chociaż kalpainy zostały uznane za znaczniki płytkowej apotozy 
[34], ich funkcja jest znacznie lepiej udowodniona w procesie aktywacji, w którym nie
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TABELA 3. Zmiany morfologiczne i biochemiczne towarzyszące aktywacji i apoptozie płytek krwi

Aktywacja płytek krwi Apoptoza płytek krwi

Tworzenie mikropłytek
Ekspozycja osfatydyloseryny 
Reorganizacja białek cytoszkieletu 

(udział kalpain)

tworzenie mikropłytek 
ekspozycja fosfatydyloseryny 
reorganizacja białek cytoszkieletu 

(udział kaspazy 3 i 9, kalpain) 
obecność ligandów śmierci 
obecność receptorów śmierci 
obecność białek adaptorowych 
obecność rodziny białek Bcl-2 
zmiany potencjału transbłonowego 

mitochondriów

biorą udziału aktywne kaspazy. Wolf i wsp. [68] przedstawili trzy dowody potwierdzające 
udział kalpain a nie kaspaz w aktywacji płytek: 1) apoptoza, a nie aktywacja jest 
skorelowana z procesem aktywacji kaspaz; 2) zdarzeniom apoptozopodobnym podczas 
stymulowania płytek A23187 zapobiega inhibicja kalpain a nie kaspaz; 3) w czasie 
aktywacji płytek nie dochodzi do uwolnienia z mitochondriów cytochromu c jako 
kluczowego elementu aktywacji kaspaz (szlak mitochondrialny).

Na obecnym poziomie wiedzy można przypuszczać, że przebieg procesu apoptozy w 
płytkach krwi na szlaku zewnętrznym czy wewnętrznym w znacznym stopniu zależy od 
rodzaju czy siły induktora apoptozy. Zastosowanie w badaniach megakariocytów (jądrzastych 
prekursorów płytek krwi) czy megakariocytycznych linii komórkowych powinno zwiększyć 
postęp wiedzy o szlakach procesu apoptozy i ich regulacji w płytkach krwi.
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Strzeszczenie: Toll-like receptors (TLRs), receptory dla TNF (TNF-R), NF-kB oraz białka biorące udział 
w aktywacji transkrypcyjnego czynnika jądrowego mogą wpływać na zjawisko apoptozy, cykl komór
kowy, wydzielanie cytokin oraz cząsteczek adhezyjnych za pośrednictwem regulacji transkrypcji okre
ślonych genów, które determinują przebieg tych procesów zarówno w komórkach nowotworowych, jak 
i komórkach krwi krążącej. Celem pracy jest przedstawienie najnowszej wiedzy dotyczącej roli TLRs 
oraz rodziny cząsteczek NF-kB w regulacji tych zjawisk. W pracy przedstawiono: charakterystykę 
rodziny Toll-like receptors (TLRs) oraz ich rolę w kaskadzie zjawisk prowadzących do aktywacji czyn
nika NF-kB, najważniejsze mechanizmy aktywacji transkrypcji określonych genów kodujących białka 
uczestniczące w cyklu komórkowym (m.in. cyklina Dl, pl6INK4A, GADD45), zjawisku apoptozy 
(m.in. TNF-R, XIAP, cIAPl,2, Bcl-XL) oraz onkogenezie (m.in. p53, VCAM, ICAM, cytokiny) za 
pośrednictwem TLRs i NF-kB. Poznanie mechanizmów regulacyjnych szlaku TLRs i TNF-R —> białka 
pośredniczące —> NF-kB —> ekspresja genów —■» produkt ekspresji stwarza w przyszłości możliwość 
wpływania na proces aktywacji wybranych czynników antyneoplastycznych i zablokowania cząste
czek proneoplastycznych pojawiających się zarówno w komórkach nowotworowych, jak i komórkach 
krwi krążącej, co być może będzie początkiem nowego podejścia do walki z rozwijającą się chorobą 
nowotworową oraz da szansę na wprowadzenie nowych metod postępowania leczniczego (immunotera
pia, nowe kryteria rozległości zabiegów operacyjnych).rcin.org.pl
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Słowa kluczowe-, komórki krwi, komórki nowotworowe, TLRs, transkrypcyjny czynnik jądrowy
NF-kB, apoptoza, cykl komórkowy, cytokiny, cząsteczki adhezyjne.

Summary-. Toll-like receptors (TLRs), TNF receptor (TNF-R), NF-kB and the nuclear factor NF-kB 
family could influence cell-cycle progression, cell apoptosis, cytokines and adhesion molecules by regu
lation of proper genes which determine these process in neoplasm cells and blood cells. The aim of this 
study was to introduce the latest knowledge of the nuclear factor NF-kB family role in oncogenesis and 
neoplasm progression. In this study the characterization of Toll-like receptors family and role in nuclear 
factor NF-kB family activation, regulatory mechanisms of transcription genes of cell-cycle progression 
(e.g. cyclin Dl, pl6INK4A, GADD45), cell apoptosis apoptozy (e.g. TNF-R, XIAP, clAPl,2, Bcl-XL) 
and oncogenesis (e.g. p53, VCAM, 1CAM, cytokines) which determine these processes in neoplasm cells 
were introduced. Knowledge of mechanisms of activation by TLRs and TNF-R —> intermediary proteins 
—> NF-kB -» cell-cycle, apoptosis, cytokines and adhesion molecules genes —» product of expression, 
could allowe to activate antineoplastic fators and blocked proneoplastic molecules and use new therapeu
tic methods (immunotherapy, new criterions for operations).

Key words: blood cells, neoplasm cells, Toll-like receptors (TLRs), transcription nuclear factor NF-kB, 
cell apoptosis, cell-cycle process, cytokines, adhesion molecules.

Pomimo braku bezpośrednich dowodów na to, iż komórki nadzoru immunologicznego 
chronią przed rozwojem nowotworu, pośrednie obserwacje kliniczne oraz badania 
doświadczalne wskazują na ich aktywność w odpowiedzi immunologicznej skierowanej 
przeciwko komórkom nowotworowym różnego pochodzenia. Niewiele wiadomo 
również na temat wpływu komórek guza na aktywność komórek krwi krążącej, tj. 
limfocytów T, komórek NK, monocytów i neutrofilów, wzajemnego modulowania funkcji 
oraz regulację przeciwnowotworową odpowiedzi immunologicznej w mechanizmie 
aktywacji Toll-like receptors (TLRs), receptorów dla TNF (TNF-R) i rodziny 
cząsteczek transkrypcyjnego czynnika jądrowego NF-kB. TLRs, TNF-R, NF-kB oraz 
białka biorące udział w aktywacji tych cząsteczek mogą wpływać na zjawisko apoptozy, 
cykl komórkowy, wydzielanie cytokin oraz cząsteczek adhezyjnych za pośrednictwem 
regulacji transkrypcji określonych genów, które determinują przebieg tych procesów 
zarówno w komórkach nowotworowych, jak i komórkach krwi krążącej. Dokładne 
poznanie mechanizmów regulacyjnych szlaku TLRs i TNF-R białka pośredniczące 
—> NF-kB —> ekspresja genów związanych z apoptozą, cyklem komórkowym, wydzie
laniem cytokin i cząsteczek adhezyjnych —> produkt ekspresji stwarza w przyszłości 
możliwość wpływu na proces aktywacji wybranych czynników antyneoplastycznych i 
zablokowanie cząsteczek proneoplastycznych pojawiających się zarówno w komórkach 
nowotworowych, jak i komórkach krwi krążącej, co być może będzie początkiem 
nowego podejścia do walki z rozwijającą się chorobą nowotworową oraz da szansę na 
wprowadzenie nowych metod postępowania leczniczego.

Celem pracy jest przedstawienie najnowszej wiedzy dotyczącej roli Toll-like 
receptors TLRs oraz rodziny cząsteczek NF-kB i białek biorących udział w aktywacji 
transkrypcyjnego czynnika jądrowego w regulacji cyklu komórkowego, apoptozy i 
produkcji cząsteczek adhezyjnych w onkogenezie i progresji nowotworu.

rcin.org.pl
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I. CHARAKTERYSTYKA RODZINY TLRs

Rodzina Toll-like receptors (TLRs) odgrywa fundamentalną rolę w aktywacji 
procesów wrodzonej odporności [71,75]. Do tej pory w błonach komórkowych 
(transmembrane receptors) populacji ludzkich leukocytów stwierdzono i opisano 
ekspresję 10 rodzajów tych receptorów [4], Wszystkie TLRs charakteryzują się obec
nością wielokrotnych powtórzeń fragmentów bogatych w leucynę (LRRs) w części 
zewnątrzbłonowej receptora oraz domeny wewnątrzbłonowej będącej homologiem 
IL-1R (TIR), dlatego też TLRs zaliczane są do superrodziny białek IL-1R [105]. 
Obecność TLR1 została potwierdzona na powierzchni wszystkich ludzkich leukocytów, 
tj. monocytów, limfocytów T i B, komórek NK oraz na komórkach wielojądrzastych, 
jak również w błonach komórek nabłonkowych [72]. Występowanie TLR2, TLR4 i 
TLR5 wykazano natomiast na komórkach szeregu mielomonocytarnego. TLR3 
wyodrębniono na komórkach dendrytycznych oraz limfocytach w węzłach chłonnych 
[71], Pozostałe receptory TLR6, TLR7, TLR8, TLR9, TLR 10 mogą występować rów
nież w błonach ludzkich leukocytów, rozpoznając specyficzne ligandy m.in. cząsteczki 
wirusów (TLR5, TLR7), CpG DNA komórek bakterii (TLR9) [75]. Badania Nishimura 
i wsp. [75], w których autorzy oceniali mRNA dla TLRs, potwierdziły występowanie 
tych receptorów w błonach komórkowych wielu tkanek. Największą ekspresję mRNA 
TLR1 wykazano w płucach, śledzionie i nerkach [75]. Rock i Matsuguhi [67,72] 
stwierdzili występowanieTLR2 w mózgu, sercu i mięśniach, jak również w płucach i 
śledzionie. Ekspresja mRNA dla TLR7 i TLR8 była największa w płucach, śledzionie 
i rdzeniu kręgowym [22]. Ekspresję TLRs potwierdzono również w błonach komórko
wych nabłonków różnego pochodzenia, w tym komórkach raków płaskonabłonkowych 
głowy i szyi, raka pęcherzyka żółciowego i prostaty [63,94].

Regulacja ekspresji LTRs w błonach komórkowych pozostaje nadal w piśmiennictwie 
przedmiotem licznych dyskusji. Ekspozycja komórek na działanie wielu cząsteczek 
m.in. prozapalnych cytokin (m.in. IL-1 [3, TNFa, IFNy), przeciwzapalych cząsteczek 
(IL-10), lipopolisacharydów (LPS) zwiększa ekspresję LTR4 na monocytach i komór
kach wielojądrzastych, podczas gdy IL-10 blokuje ten efekt [71]. Liczne badania 
potwierdziły działanie prozapalnych cytokin, które indukowały transkrypcję TLR4 [71]. 
Badania Muzio i wsp. [71 ] wykazały, że obecność LPS lub IL-10 w środowisku komórek 
całkowicie blokuje aktywację TLR4 na powierzchni ludzkich monocytów i jednocześnie 
pozostaje bez wpływu na ekspresję TLR2. Autorzy nie potwierdzili aktywacji TLR1 za 
pośrednictwem lipopolisacharydów lub cytokin, z wyjątkiem ujemnego wpływu na 
transkrypcję receptora w limfocytach T stymulowanych mitogenem (PHA) i braku 
ekspresji TLR2, TLR4 i TLR5 na tych komórkach. W badaniach z wykorzystaniem 
technik biologii molekularnej stwierdzono, że LTR4 stanowi niezbędny składnik 
kompleksu receptorowego aktywowanego przez LPS i kontrolującego przebieg zjawisk 
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej in vivo [21,41,82]. Inni przedstawiciele rodziny 
TLRs, m.in. TLR2, mogą również wpływać na zwiększoną wrażliwość komórek na 
inne cząsteczki występujące w ich środowisku, np. peptydoglikany, zymosan, składniki 
ściany bakterii Gram-dodatnich, takich jak Staphylococcus aureus [97,98]. Wynikircin.org.pl
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TABELA I. Wybrane cząsteczki związane z aktywacją rodziny Toll-like receptors (TLRs)

Intracellular adhesion molecule ICAM1, CD54
Myeloid differentiation primary response gene (88) MyD88
Suppressor of cytokine signaling 1 SOCS1
Interleukin-1 receptor-associated kinase 1, 2, 3, 4 IRAK 1, 2, 3, 4
TNF receptor-associated factor 6 TRAF6
NF-kB - inducing kinase NIK
Mitogen-activated protein kinase/ERK kinase 1 MEKKI
Janus kinase JAK
Signal transducer and activator of transcription STAT
TIR-containing adaptor-inducing interferon TR1F
TRIF-related adaptor molecule TRAM
Mitogen-activated protein MAP

badań przedstawione w dostępnym piśmiennictwie wskazują na możliwość aktywacji 
TLRs drogą bezpośrednią (LPS) lub za pośrednictwem cytokin [21,41,71,97,98]. 
Potwierdza się również wspólne oddziaływanie receptorów rodziny TLRs. Badania 
Takeuchi i wsp. [96] wykazały, że koekspresja TLR1 hamuje odpowiedź związaną z 
pobudzeniem TLR2, podczas gdy wspólne występowanie w błonie komórkowej 
receptorów TLR1 i TLR6 nasila pobudzenie receptora TLR6. Również obecność w 
środowisku komórek nabłonkowych, czynników prozapalnych jest przyczyną regulacji 
miejscowej ekspresji TLRs. Abreu i wsp. [2] wykazali wpływ IFNyi TNFa na ekspresję 
mRNA TLR4 w komórkach nabłonka jelita cienkiego. Obecność tych cytokin w 
środowisku komórek jelita wiązała się ze wzmożoną ekspresją TLR4, co dowodzi znaczenia 
cytokin szeregu Thl w nasilaniu zmian zapalnych przez aktywację TLRs [2].

II. ROLA RODZINY TLRs W KASKADZIE ZJAWISK 
PROWADZĄCYCH DO AKTYWACJI CZYNNIKA NF-kB

W licznych badaniach potwierdzono znaczenie pobudzenia receptorów TLRs w 
kaskadzie zjawisk aktywującej czynnik NF-kB. Najlepiej poznanymi są receptory TLR2 
i TLR4, które aktywują NF-kB, indukują ekspresję IL-1, IL-6, IL-8 i cząsteczki 
kostymulatora B7 [5,14,47,69]. Podczas aktywacji TLRs tworząhomodimery, co powoduje 
charakterystyczne zmiany konformacyjne domeny TIR i prowadzi do aktywacji cząsteczki 
adaptacyjnej MyD88 [5,77]. Domena śmierci białka MyD88 aktywuje IRAK (IL-1 
receptor associated kinase) poprzez przyłączenie do receptorowego kompleksu [77]. 
IRAK następnie ulega autofosforylacji, odłącza się od kompleksu i pobudza TRAF6 
(TNF receptor-associated factor 6), co aktywuje kolejne kinazy, tj. NIK (NF-kB- 
inducing kinase) i MEKKI {mitogen-activated protein kinase/ERK kinase 1) [52]. 
Dokładny mechanizm tej aktywacji nie jest dokładnie poznany. TRAF6 ma zdolność 
interakcji z innym białkiem (ESCIT), które pomaga w przejściu MEKKI w aktywną 
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formę, podczas gdy NIK może ulec pobudzeniu przez TAKI (TGFfl activated kinase) 
[55]. TAK 1 wiąże się z TRAF6 poprzez proteiny TAB1 i TAB2. Cząsteczki NIK i 
MEKKI mają zdolność aktywacji kompleksu IKK (IkB kinase) [74,95]. Ostatecznie 
IkB ulega fosforylacji i degradacji, co prowadzi do translokacji NF-kB i transkrypcji 
genów. Czynnik NF-kB za pośrednictwem TLRs może ulec także aktywacji przy udziale 
MAPK (mitogen-activated protein kinase), która rozpoczyna kaskadę zdarzeń 
prowadzącą do transkrypcji TNFa oraz grupy białek zwanych SOCS (suppressor of 
cytokine signaling). SOCS stanowią klasę negatywnych regulatorów dla JAK/STAT 
(Janus kinase/signal transducer and activator of transcription) i hamują szlak 
związany z pobudzeniem receptorów TLRs [9].

III. CHARAKTERYSTYKA RODZINY CZĄSTECZEK 
TRANSKRYPCYJNEGO CZYNNIKA JĄDROWEGO NF-kB

NF-KB/Rel to rodzina białek będących aktywatorami transkrypcji [7,8,10,34,92,101]. 
Obejmuje ona białka strukturalnie podobne (u ssaków 5 rodzajów), takie jak: NF-kB 1 
(p50/p 105), NF-kB2 (p52/p 100), RelA (p65), RelB, c-Rel, które wiążąsięz DNA jako 
homo- lub heterodimery i których aktywność jest regulowana przez białka z rodziny 
IkB(IkB-oł IkB-P, IkB-c, pl05, plOO) [18]. Wszystkie białka rodziny NF-kB mają 
homologiczną Rei domenę odpowiedzialną za łączenie się z DNA, dimeryzację i 
interakcję z IkB [18]. Najlepiej scharakteryzowanym heterodimerem, określanym jako 
NF-kB jest p50/RelA. Zbudowany jest on z dwóch podjednostek: białka p50, będącego 
produktem genu NF-kB 1 i białka p65, stanowiącego produkt genu RelA [34]. NF-kB/ 
Rei odpowiedzialny jest za aktywację transkrypcji genów w odpowiedzi na obecność 
w środowisku pozakomórkowym: cytokin (np. TNFa), mitogenów (np. PHA, anti- 
CD3, anti-CD2) oraz bakterii (enterotoksyny Staphylococcus, Mycobacterium 
tuberculosis), wirusów (HBV, HTLV-1), leków (np. cykloheksamid) i wielu innych 
czynników [7,8,10,34,83,92,101]. Również jednym z mechanizmów aktywujących 
NF-kB jest stres oksydacyjny [83]. Do genów aktywowanych przez NF-kB należą 
m.in. geny dla cytokin (IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNFa, LTa/[3), czynników wzrostu 
(GM-CSF), immunoreceptorów (MHC), molekuł adhezyjnych (ICAM, VCAM, ELAM), 
białek ostrej fazy (SAA), enzymów (iNOS, COX-2), wirusów i wielu innych białek biorących 
udział w regulacji odpowiedzi immunologicznej (TGF-beta 1), procesów zapalnych, w 
kontroli cyklu komórkowego i apoptozy oraz onkogenezy (cIAPl, cIAP2, FasL, c-myc, 
p53, Cyklina Dl) [7,8,10,18,34,48]. NF-kB odpowiedzialny jest także za inicjację m.in. 
transkrypcji genów chroniących komórkę przez apoptozą lub genów zwiększających 
oporność komórek guza na stosowane leczenie przeciwnowotworowe [ 16,31,78,80,101 ]. 
We wszystkich komórkach z wyjątkiem limfocytów B nieaktywny NF-kB występuje w 
cytoplazmie w połączeniu z białkiem IkB [7,10,34,92], Aktywacja NF-kB występująca 
w odpowiedzi na zadziałanie sygnału pozakomórkowego polega na translokacji NF-kB z 
cytoplazmy do jądra komórkowego [28,34], IkB, ulegający fosforylacji przez IKKoc/p 
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(IkB kinase), hamuje aktywność heterodimeru p50/RelA utrzymując go w cytoplazmie 
i uniemożliwiając jego wiązanie z DNA [ 18]. W odpowiedzi na sygnał pozakomórkowy 
np. TNFa (p55) dochodzi do fosforylacji reszt serynowych IkB, ubikwitinizacji i jego 
degradacji. Odłączenie \kB i uwolnienie NF-kB pozwala na translokację NF-kB z 
cytoplazmy do jądra komórkowego, wiązanie z DNA i aktywację odpowiednich genów 
m.in. genów dla mediatorów zapalenia, karcynogenezy, pro- i antyapoptotycznych 
regulatorów oraz genów dla IkB [18]. Nowo zsyntetyzowany \kB łączy się w jądrze 
komórkowym z NF-kB (p50/RelA) i transportuje go z powrotem do cytoplazmy [34]. 
Nakayama i wsp. [73] podkreślają znaczenie IKKajako wewnątrzkomórkowego sygnału 
hamującego różnicowanie komórek nabłonkowych w rakach płaskonabłonkowych, 
sugerując znaczącą rolę kinazy C - PKC (protein C kinase). Według autorów aktywacja 
kinazy C indukuje wzrost aktywności transkrypcyjnej NF-kB.

Rola NF-kB w aktywacji apoptozy

Apoptoza, czyli programowana śmierć komórki jest szczególnym mechanizmem 
eliminowania, tj. samounicestwienia komórek, które stanowią potencjalne lub rzeczywiste 
zagrożenie. Apoptoza występuje zarówno w warunkach fizjologicznych, jak i patologicz
nych. Układ regulacyjny apoptozy obejmuje dwa zasadnicze mechanizmy kontroli. Jeden 
podlega białkom z rodziny Bcl-2/Bax [40,57,84,85,103,104], drugi kontrolowany jest 
przez kaspazy [20,57,58,66]. Sygnałem do rozpoczęcia apoptozy może być zadziałanie 
czynników tak pozakomórkowych, jak i wewnątrzkomórkowych [6,35]. Zainicjowanie 
apoptozy może wiązać się z pobudzeniem receptora Fas/APO-l/CD95, receptora 
dlaTNF (TNFR-1), receptora dla NGF (NGFR), CD30, CD40, 0X40, 4-1BB, które 
mają części zwane domenami śmierci (DD - death domain). Receptory te przekazują 
sygnał apoptotyczny aktywujący prokaspazy, głównie kaspazę-8. W końcowym etapie 
apoptozy dochodzi do zmian nieodwracalnych w komórce, m.in. fragmentacji DNA i 
dezintegracji jądra komórkowego [18]. Sygnałem do rozpoczęcia apoptozy może być 
uszkodzenie DNA komórki prowadzące do wzrostu ilości białka p53 [18,62]. Wzrost 
ilości białka p53 poprzez p21 aktywuje geny hamujące proliferację i doprowadza do 
zatrzymania komórki w fazie G, na okres potrzebny do naprawy DNA [57,62,84]. Gdy 
naprawa DNA nie jest możliwa, p53 kieruje komórkę na drogę apoptozy poprzez 
aktywowanie transkrypcji Bax i jego translokację z cytoplazmy do mitochondrium [ 102], 
Regulacja apoptozy na poziomie mitochondrium związana jest z działaniem białek 
promujących apoptozę, tj. Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs oraz białek hamujących apoptozę, tj. 
Bcl-2, Bcl-XL. Łączą się one w homo- i heterodimery tworząc kanały w błonie 
mitochondrialnej, które odgrywają istotną rolę w kontroli zmian międzybłonowego 
potencjału mitochondrialnego [51]. Przesunięcie równowagi w stronę białek promujących 
apoptozę doprowadza do otwarcia kanałów i ucieczki do cytoplazmy cytochromu c, 
jonów Ca2+, wody i czynnika indukującego apoptozę (AIF - apoptosis inducingfactor), 
białka Diablo/Smac [61,99]. Uwolniony cytochrom c rozpoczyna reakcje kaskadową 
aktywując Apaf-1 (Apoptosis activation factor), który dalej aktywuje kaspazę-9 i 
kaspazę-3. Kaspaza-3 odpowiedzialna jest za proteolizę białek, tj.PAK (y2\-activated 
kinases), pRb, białek cytoszkieletu [20,57,61]. Proteina Diablo/Smac uwolniona z 
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mitochondrium promuje proces apoptozy poprzez przyłączenie się do cząsteczek XIAP, 
cIAPl i cIAP2 umożliwiających aktywację kaspaz [99]. Sygnał ten również aktywuje 
kaspazę-8, a następnie kaspazę-9 i kaspazę-3.

Rola rodziny białek NF-kB w regulacji procesu apoptozy jest nadal dyskutowana. 
Antyapoptotyczne działanie NF-kB uwidacznia się poprzez m.in. pobudzenie receptora 
dla TNFa (TNF-R) aktywującego NF-kB, który indukuje transkrypcję i ekspresję 
inhibitorów kaspaz, tj. XIAP, cIAPl i cIAP2 oraz aktywuje BcI-XL i Blf-1 
[26,59,79,83,84], Innym przykładem aktywacji procesu apoptozy związanego z 
pobudzeniem białka NF-kB jest wzrost ekspresji proteiny, biorącej udział w regulacji 
cyklu komórkowego, tj. cykliny Dl [37,38,50]. Antyapoptotyczne działanie czynnika 
jądrowego uwidacznia się również poprzez aktywację cząsteczek TRAFI i TRAF2 
[100]. W dostępnym piśmiennictwie można znaleźć prace potwierdzające znaczenie 
rodziny białek NF-kB w promowaniu procesu apoptozy w różnych typach komórek 
[3,12]. Jednym z mechanizmów pobudzenia zjawisk prowadzących do apoptozy jest 
wpływ NF-kB na wzrost ekspresji genów dla TNFa oraz c-myc [42,68]. Kaur i wsp. 
[54] potwierdzili w badaniach dotyczących raka wątroby, że NF-kB przeciwdziała 
aktywności TGF-|3 1, indukującego proces apoptozy poprzez wzmożoną ekspresję genów 
i produkcję XIAP i Bcl-X(L). Wiele badań wskazuje także na rolę NF-kB w promowaniu 
apoptozy poprzez pobudzenie transkrypcji receptora FasL [46,53], Niektórzy badacze 
nie potwierdzająjednak możliwości aktywacji apoptozy przez NF-kB za pośrednictwem 
ekspresji genu dla FasL [60,86,87]. Rodrigez i wsp. [87] nie zaobserwowali jednak 
korelacji ekspresji NF-kB i receptora Fas w guzach regionu głowy i szyi. W regulacji 
procesu apoptozy ważną rolę odgrywają również wzajemne oddziaływania białek 
biorących udział w kaskadzie programowanej śmierci komórki. Przykładem jest 
opisywane w literaturze, potencjalne znaczenie proteiny p53 w aktywności NF-kB. W 
dostępnym piśmiennictwie można znaleźć prace, które dowodzą istnienia kompety- 
cyjnego współzawodnictwa między NF-kB a p53 o możliwość przyłączenia do 
koaktywatora p300 [99]. Praca Liu i wsp. [64] potwierdza antagonistyczne działanie 
p53 w stosunku do NF-kB. Autorzy podkreślają znaczenie enzymu - kinazy fosforyzu
jącej p53 w odpowiedzi na uszkodzenie DNA, który może fosforylować również 
karboksylowy koniec cząsteczki iKB-a. Również Gurowa i wsp. [36], analizując wyniki 
badań dotyczących raka nerki, sugerują możliwość występowania zjawiska inhibicji 
NF-kB i jednoczesnej aktywacji p53, co może prowadzić do nasilonej apoptozy. Inne 
doniesienia nie potwierdzają tych spostrzeżeń. Ryan [88] i Perkins [81] dowodzą, że 
białko p53 może aktywować NF-kB za pomocą nie do końca jeszcze poznanego, 
mechanizmu lub przez indukcję ekspresji białka p21Wafl, które hamuje cyklinę E/Dck2 
i blokuje zdolność do łączenia się NF-kB z koaktywatorem p300 i CBP. Chen i wsp. 
[18] opisują inny mechanizm wzajemnego oddziaływania białek kaskady czynnika 
NF-kB. Autorzy podkreślają rolę kaspazy-3 w degradacji cząsteczki IkB, co powoduje 
łatwiejszą jej degradację przez enzymy proteasomów w odpowiedzi na działanie 
czynników indukujących NF-kB. Badacze podkreślająjednak możliwość przyłączenia 
i hamowania, również NF-kB. W tym mechanizmie geny antyapoptotycznych 
cząsteczek nie ulegają transkrypcji, a proces apoptozy nie jest hamowany [18]. Inni 
autorzy potwierdzają możliwość aktywacji czynnika NF-kB przez kaspazy, pod pewnymi rcin.org.pl
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warunkami. Chaudhary i wsp. [17] opisują rolę kaspazy-8, kaspazy-10 oraz MRIT w 
aktywacji zjawisk prowadzących do pobudzenia NIK i interakcji z IKKot/[3 i co za tym 
idzie czynnika NF-kB. Przytoczone prace wskazują zatem, że regulacja pozytywna 
lub negatywna procesu apoptozy w drodze aktywacji rodziny czynnika transkrypcyjnego 
NF-kB, jest procesem złożonym i zależy od przewagi czynników pobudzających lub 
hamujących ekspresję białek uczestniczących w kaskadzie opisywanych zjawisk.

Rola NF-kB w regulacji cyklu komórkowego

Proliferacja kontrolowana jest na poziomie cyklu komórkowego przez szereg czynników 
ze środowiska zewnętrznego, jak i wewnętrznego. Motorem cyklu komórkowego są 
kompleksy cyklin z kinazami proteinowymi zwanymi kinazami zależnymi od cyklin (CDK 
- cyclin-dependent kinases) [13,24,27,43,44,91]. Zidentyfikowano 9 typów cyklin 
oznaczonych od A do I oraz 11 kinaz zależnych od cyklin. Ekspresja cyklin: B1, A, E, D 
jest periodyczna i występuje w ściśle określonych fazach cyklu. Kompleksy cyklin z 
kinazami zależnymi od cyklin fosforylują białka w poszczególnych fazach cyklu 
komórkowego, umożliwiając przejście komórki z jednej fazy cyklu do drugiej, np. cyklina 
D (Dl, D2, D3) wraz z CDK4 lub CDK6 jest odpowiedzialna za fosforylację pRb, 
uwolnienie czynników transkrypcyjnych (E2F, DPI 1 -2), przejście komórki z fazy Go do 
G, i wejście komórki do fazy S. Aktywacja CDK zależy od przyłączenia cykliny, fosforylacji 
i defosforylacji oraz obecności inhibitorów. Inhibitory hamujące w sposób bezpośredni 
lub pośredni kompleksy cyklina/CDK podzielono na: INK4 - inhibitor CKD4, w skład 
którego wchodzą p 15, p 16, pl 8, p 19 oraz CIP/KIP (cyclin/kinase inhibitory proteins) 
składające się z p21, p27, p57. Inhibitory z grupy INK4 działają wyłącznie na kompleks 
cykliny D z CDK4 lub CDK6. Inhibitory z grupy CIP/KIP mogą hamować funkcję 
kompleksów cykliny z CDK występujących w fazie Gj i S (cyklina D/CDK4, cyklina E/ 
CDK2, cyklina A/CDK2) oraz w mniejszym stopniu cyklina B/CDK1 [ 13,24,27,43,44,91 ]. 
Dodatkową kontrolę sprawują białka z rodziny Rb oraz p53, których działanie polega na 
supresji proliferacji, np. p53 poprzez zwiększenie ekspresji p21 aktywuje geny hamujące 
proliferację doprowadzając do zahamowania cyklu komórkowego w fazie G/S i 
ewentualnie indukcji apoptozy w przypadku uszkodzenia DNA lub zahamowania cyklu 
w fazie G?/M, gdy DNA nie ulegnie replikacji [ 13,24,25], Udział białek z rodziny czynnika 
transkrypcyjnego NF-kB w regulacji cyklu komórkowego polega na ułatwieniu przejścia 
z fazy G[ do S poprzez hamowanie aktywacji lub funkcji p53, jak również wzmożonej 
ekspresji cykliny Dl [15,37,38,50]. NF-kB może też pobudzać przejście fazy G2 do M 
poprzez hamowanie ekspresji GADD45 (DNA-damageprotein 45), białka blokującego 
kompleks cyklina B/CDK2 [18].

Rola NF-kB w onkogenezie

Zdolność białek z rodziny czynnika transkrypcyjnego NF-kB w supresji apoptozy 
oraz regulacji cyklu komórkowego wskazuje, że NF-kB może odgrywać istotną rolę w 
onkogenezie. Wzmożona ekspresja NF-kB została potwierdzona w wielu rakach, m.in. 
raku piersi, płuca, tarczycy, prostaty, pęcherzyka żółciowego i wątroby, T i B białaczkach 
oraz rakach głowy i szyi [11,34,49,70,76,93]. Jiang i wsp. [49] wykazali wzmożoną 
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ekspresję specyficznych sekwencji (-235/-266) w cząsteczce NF-kB w liniach 
komórkowych HepG2 raka wątroby. Wcześniejsze prace wskazują na rolę NF-kB w 
transformacji nowotworowej, co potwierdza fakt, że v-Rel, homolog c-Rel o właściwoś
ciach onkogenu powoduje transformację komórek ssaków in vivo [18]. Hamowanie 
aktywności NF-kB przez wzmożoną ekspresję IkB-oc, powodowało rozrost komórek 
T białaczki i związane było z dłuższym przeżyciem transgenicznych myszy [18], Geny 
kodujące c-Rel, NF-kB2 (p 100/p52), p65/RelA, Bcl-3 są ponadto zlokalizowane w 
tych regionach genomu, który związany  jest mi.in ze zjawiskiem amplifikacji onkogenów. 
Zjawisko to potwierdzono w przypadkach chłoniaków nieziamiczych (B non-Hodking 
lymphoma), w wielu chłoniakach, w tym chłoniakach skóry oraz komórkach raków 
[18,34]. Inny mechanizm przedstawia Wadgaonkar i wsp. [100], którzy podkreślają 
znaczenie antagonistycznego działania NF-kB w stosunku do białka p53, jak i wzmożonej 
ekspresji cykliny D, co w rezultacie prowadzi do nieograniczonej proliferacji [15,37,- 
38,50], Również wzmożona transkrypcja antyapoptotycznych genów dla cIAP 1, cIAP2, 
XIAP, Bcl-XL aktywowana za pośrednictwem NF-kB dodatkowo sprzyja możliwości 
ucieczki mechanizmów zachodzących w komórce spod kontroli i w następstwie tego 
do zahamowania apoptozy [19], Czynnikami sprzyjającymi onkogenezie jest także 
pozytywna regulacja ekspresji genów dla m.in. molekuł adhezyjnych, VEGF, COX-2, 
chemokin, które bezpośrednio nasilają proces angiogenezy [18]. Abdel i wsp. [1] 
podkreślają znaczenie regulacyjnej roli NF-kB w ekspresji genów dla cytokin m.in. 
IL-1 i IL-8 oraz enzymów, które uczestniczą w aktywacji zjawisk immunologicznych 
prowadzących do nasilenia procesu metaplazji i ontogenezy w gruczolakoraku przełyku.

IV. CHARAKTERYSTYKA WYBRANYCH BIAŁEK 
AKTYWOWANYCH ZA POŚREDNICTWEM NF-kB

Cyklina D1

Cyklina Dl jest białkiem produkowanym w wyniku ekspresji genu, uważanego za 
protoonkogen, CCND1/PRĄD 1, który zlokalizowany jest na chromosomie 11 (1 lql3). 
Cyklina D1 zbudowana jest z 295 aminokwasów o m. cz. 36 kD i należy, wraz z cykliną 
E do cyklin fazy G] cyklu komórkowego. Rolą cykliny D1 jest aktywacja kinaz białkowych 
serynowo-treoninowych cyklinozależnych CDK4 i CDK6. W fazie G] cyklu komórkowego 
kompleks cyklina D1/CDK4 (CDK6), poprzez fosforylację białka pRb wpływa na jego 
aktywność. Białko pRb reguluje m.in. proliferacje komórek poprzez wpływ na prawidłowy 
przebieg fazy Gj i przejście z fazy G, do fazy S. Odbywa się to poprzez oddziaływanie 
postaci nieufosforylowanej białka pRb z czynnikiem transkrypcyjnym E2F i postaci 
ufosforylowanej tego białka z cząsteczkąpl6INK4A [24,29,32,39].

W komórkach licznych nowotworów stwierdza się nadekspresję cykliny Dl, co 
spowodowane jest najczęściej amplifikacją lub translokacją genu CCND1/PRAD1 
[29,33]. Zaburzenia ekspresji genów regulujących przejście fazy Gt do fazy S cyklu 
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komórkowego odgrywają kluczową rolę w transformacji nowotworowej komórki i 
występują w niemal wszystkich typach nowotworów występujących u człowieka [65].

Białko pl6INK4A

Białko pl6INK4A jest kodowane przez gen pl6INK4A (cycli-dependent kinase- 
4-inhibitor), który jest zlokalizowany na chromosomie 9 (9p21). Produkt białkowy 
tego genu zbudowany jest z 148 aminokwasów o m. cz. 15,8 kD i zaliczany jest do 
białek supresorowych. Białko pl6INK4 A tworzy kompleksy z kinaząCDK4 i CDK6, 
których jednostkami regulatorowymi są cykliny D. Podstawowa funkcja pl6INK4A 
polega na konkurencyjnym wiązaniu CDK4 i CDK6 i tym samym hamowaniu fosfory
lacji białka pRb, przeprowadzanej przez cyklinozależne kinazy [23,24,30,39],

Cytokiny

Rola limfocytów T cytotoksycznych (CTL - cytotoxic lymphocytes) polega na 
odróżnianiu i zabijaniu komórek potencjalnie nowotworowych. Limfocyty cytotoksyczne 
to w większości limfocyty CD8+, które poprzez swoisty receptor TCR (T Celi 
Receptor) mają zdolność rozpoznawania antygenu nowotworowego obecnego na 
cząsteczce MHC klasy I. Aktywacja limfocytów T cytotoksycznych CD8+ odbywa 
się z udziałem uprzednio pobudzonych limfocytów T pomocniczych CD4+ [56]. 
Pobudzenie limfocytu T pomocniczego CD4+ wymaga bezpośredniego kontaktu z 
komórką prezentującą antygen APC (makrofagi, komórki dendrytyczne, komórki NK), 
co powoduje pobudzenie limfocytu Th i uwalnianie przez niego do środowiska szeregu 
cytokin, m.in. IL-2, ale również ekspresję receptorów dla IL-2 i cząsteczek adhezyjnych, 
np. LFA-1. Wśród cytokin zasadnicze znaczenie ma IL-2, która w drodze autokrynnej 
stymuluje limfocyt Th do ostatecznego różnicowania i proliferacji. Aktywacja limfocytów 
Th może prowadzić do śmierci limfocytu poprzez apoptozę, anergii, czyli tolerancji 
immunologicznej lub proliferacji i różnicowania komórek. Pobudzone limfocyty Th mają 
zdolność do produkowania szeregu cytokin, różnych w zależności od rodzaju subpopulacji 
limfocytów Th (Thl i Th2). Największe znaczenie w obronie przeciwnowotworowej 
pełnią cytokiny profilu Thl: IL-2, IL-12, IL-18, IFN-y, TNF-a. Wywierają one działanie 
sprzyjające rozwojowi odpowiedzi typu komórkowego, w którym elementami 
efektorowymi są limfocyty cytotoksyczne CD8+ [45,56,89,90]. Cytokiny uwalniane 
przez limfocyty Tel: IL-2, IFN-y, TNF-oc biorą udział w nasilaniu reakcji komórkowych 
skierowanych przeciw komórkom nowotworowym (indukcja apoptozy m.in. w 
mechanizmie FAS-FAS-L, przy udziale perforyn, granzym i kaspaz) [45,56,89,90]. Należy 
podkreślić, że aktywność skierowana przeciw komórkom nowotworowym wymaga 
współpracy różnych typów komórek. Limfocyty Th2 przez IL-4, IL-5, IL-6 wspomagają 
syntezę swoistych przeciwciał przez limfocyty B, natomiast Thl i Tcl przez działanie 
IFN-y aktywują makrofagi, przez IL-2 aktywują komórki NK. Thl mogą również 
bezpośrednio zabijać komórki nowotworowe (TNF-[3) lub hamować ich proliferację 
(interferony, TNF-|3). Cytokiny spełniają, zatem bardzo ważną rolę w zjawiskach 
odporności przeciwnowotworowej. Do tej grupy zaliczane są interleukiny (IL), 
interferony (IFN-a,[3), czynniki martwicy nowotworu (TNF-a,[3) oraz czynniki wzrostu
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(GM-CSF). Znaczenie tych czynników w onkologii klinicznej opiera się na ich 
własnościach modyfikowania odpowiedzi immunologicznej. W chwili obecnej największe 
nadzieje budzi terapia skojarzona z zastosowaniem cytokin: IL-2, a także IL-1, IL-4, 
IL-6, IL-12, IFN oraz TNF.
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Streszczenie-. Mechanizmy odporności nieswoistej są pierwszą, a u większości organizmów jedyną linią 
obrony przeciw patogennym drobnoustrojom. Działanie tych mechanizmów zaczyna się od rozpoznania 
charakterystycznego wzoru molekularnego związanego z patogenem (PAMP) przez białka zawierające 
powtórzenia bogate w leucynę (LRR). Roślinne białka „R” zbudowane są z domen TIR, NBD oraz LRR 
i specyficznie rozpoznają patogeny pochodzenia grzybowego, bakteryjnego, jak i wirusowego. Po roz
poznaniu obecności patogena zapoczątkowują one kaskadę sygnałową, w większości przypadków pro
wadzącą do wywołania reakcji nadwrażliwości w rejonie infekcji. Najlepiej dotąd poznanymi zwierzęcy
mi białkami rozpoznającymi PAMP są receptory Toll-podobne. Podczas infekcji przy pomocy zewną- 
trzkomórkowej domeny LRR wiążą one cząsteczki patogena. Oddziaływania te prowadzą do wystąpie
nia reakcji immunologicznej: produkcji chemokin, cytokin, regulatorów transkrypcji, translacji i proce
sów proteolitycznych oraz białek sekrecyjnych, takich jak składniki układu dopełniacza. Białka z rodzi
ny NOD to ostatnio odkryte wewnątrzkomórkowe receptory PAMP. Pod względem struktury przypo
minają one roślinne białka „R”. Ich funkcja polega na rozpoznawaniu składników bakteryjnych ścian 
komórkowych i uruchamianiu reakcji zapalnych poprzez aktywację czynnika jądrowego NF-kB. Wyka
zano, że obecność mutacji w białku NOD2 ma związek z występowaniem choroby Leśniowskiego- 
Crohna, młodzieńczej sarkoidozy, syndromu Blau’a oraz pewnych typów nowotworów.

Słowa kluczowe: odporność nieswoista, wzory cząsteczkowe związane z patogenami, PAMP, domena 
LRR, receptory Toll-podobne, NOD, CARD.
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Summary: Innate immunity is the first and in most organisms sole line of defence against pathogenic 
microorganisms. The activity of mechanisms of innate immunity starts with recognition of pathogen- 
associated molecular pattern (PAMP) by proteins that contain leucine rich repeats (LRR) domain. Plant 
proteins ‘R’ contain TIR, NBD and LRR domains and recognize specifically fungal, bacterial or viral 
pathogens. After pathogen detection signal cascade is initiated that results in most cases with hypersen
sitive reaction in region of infection. In animals Toll-like receptors are best described PAMP-recognizing 
molecules to date. With its extracellular LRR domain they can bind pathogen-derived molecules but also 
molecules that are produced by host organism during infection. Such interaction leads to immunic reaction: 
production of chemokins, cytokines, regulators of transcription, translation and proteolytic processes or 
synthesis of secretional proteins including these belonging to complement system. NOD proteins are 
recently discovered mammalian intracellular PAMP receptors that resembles plant ‘R' proteins by its 
domain structure. They recognize components of bacterial cell wall and trigger inflammatory reaction by 
activation of nuclear factor (NF-kB). Mutations in NOD protein N0D2 has been found to be related to 
Crohn disease, early onset sarcoidosis, Blau syndrom and certain types of cancer.

Key words: innate immunity, pathogen-associated molecular pattern, PAMP, LRR domain, Toll-like 
receptors, NOD, CARD.

WSTĘP

Historia patogennych mikroorganizmów pasożytujących na organizmach wyższych 
jest równie długa jak historia istnienia samych wielokomórkowców. Zarówno u roślin 
[77], jak i u zwierząt [52] stwierdzono występowanie złożonych systemów mających 
za zadanie ochronę przed patogenami. Systemy te wyewoluowały pod wpływem 
wzajemnego oddziaływania patogena i atakowanego przez niego organizmu, co 
skutkowało lepszym rozprzestrzenianiem się patogenów wykształcających nowe cechy 
pozwalające pokonać bariery odpornościowe gospodarza. Z drugiej strony wśród 
gospodarzy większe szanse na przekazanie swych genów potomstwu miały osobniki 
wyposażone w doskonalszy układ odpornościowy [58].

W związku z odmiennymi strategiami życia roślin i zwierząt, różna jest specyfika 
atakujących je pasożytów oraz strategii i mechanizmów obrony przed nimi. Zwierzęta 
mają zdolność ruchu, zatem mogą sobie przekazywać patogeny. Mają także mniej lub 
bardziej rozwinięty układ krążenia z wyspecjalizowanymi w obronie komórkami żernymi 
oraz komórkami produkującymi przeciwciała [52]. Rośliny prowadzą osiadły tryb życia, 
co wymusza na ich pasożytach zdolność do poruszania się lub korzystania z wektorów 
zwierzęcych umożliwiających ich przenoszenie na gospodarza. U roślin, w trakcie ich 
ewolucji, nie wykształcony został układu krążenia. Jednocześnie nie mająone krytycznych 
organów, których uszkodzenie prowadzić mogłoby do śmierci całego organizmu. Dlatego 
najczęstszą odpowiedzią rośliny na infekcję jest reakcja nadwrażliwości (ang. hypersen
sitive response', HR), w wyniku której komórki w miejscu zaatakowanym obumierają, 
zanim patogen zdąży rozprzestrzenić się poza miejsce ataku [77].
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1. UKŁAD ODPORNOŚCI WRODZONEJ

U zwierząt i człowieka wyróżnia się odporność nabytą i wrodzoną. Ta pierwsza 
wykształca się w czasie życia osobniczego pod wpływem kontaktów z patogenami. 
Funkcjonującą również u roślin odporność wrodzoną tworzy system mechanizmów 
obronnych, działających niezmiennie od początku życia obu grup organizmów. System 
odporności wrodzonej jest ewolucyjnie bardzo stary. Jego składniki zostały odnalezione 
u większości organizmów, a receptory do niego należące charakteryzują się bardzo 
zbliżoną budową u roślin, zwierząt bezkręgowych oraz kręgowców, w tym również u 
człowieka [17, 32, 60, 67].

W odróżnieniu od receptorów układu odporności nabytej, które bardzo specyficznie 
rozpoznają konkretne epitopy odpowiedniego antygenu, receptory należące do układu 
odporności wrodzonej rozpoznają konserwatywne motywy charakterystyczne dla całej grupy 
patogenów: lipopolisacharydy (LPS), peptydoglikany (PGN), bakteryjne sekwencje CpG 
DNA i inne, zwane ogólnie wzorami cząsteczkowymi związanymi z patogenem (ang. 
pathogen-associated molecular patterns', PAMP). W związku z tym reakcje organizmu 
wywoływane przez aktywację systemu odporności wrodzonej są niespecyficzne. U zwierząt 
wykrycie obecności patogena przez receptory układu odporności wrodzonej prowadzi do 
zwiększonej produkcji cytokin, a zwłaszcza interferonów (IFN), czynników martwicy 
nowotworów (TNF), interleukin (IL) oraz chemokin. Do reakcji systemu odporności 
wrodzonej zalicza się także uśmiercanie zainfekowanych lub uległych transformacji 
nowotworowej komórek przez limfocyty NK, makrofagi, komórki dendrytyczne i układ 
dopełniacza w sposób niezależny od głównego kompleksu zgodności tkankowej (ang. major 
histocompatibility’ complex', MHC) [52].

2. BIAŁKA R - KLUCZOWY ELEMENT SYSTEMU 
ODPORNOŚCI WRODZONEJ ROŚLIN

W latach 40. XX wieku, stosując metody genetyki klasycznej Flor opracował model 
„gen na gen”, opisujący mechanizm działania odporności wrodzonej roślin [30], Odkrył, 
że do wystąpienia odpowiedzi na atak patogena konieczne jest współdziałanie produktu 
roślinnego genu, określonego jako gen odporności (ang. resistance', R) oraz pochodzą
cego od patogena czynnika (elicitora), będącego produktem genu awirulencji (ang. 
avirulence’, Avr). Oba rodzaje genów dziedziczone są jako dominujące.

Patogen atakujący roślinę jest rozpoznawany przy udziale roślinnych genów 
odporności (/?), które aktywują się pod wpływem obecności odpowiadających im genów 
awirulencji (Avrg ulegających ekspresji w komórkach patogena (rye. 1). Odpowiedź 
protekcyjna rośliny następuje tylko w przypadku jednoczesnego występowania 
odpowiedniego genu Avr u patogena i specyficznego dla niego genu R u rośliny. W 
innym przypadku odpowiedzi nie ma i choroba może się rozwijać [77, 84]. Tak więc
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RYCINA 1. Model “gen na gen”. W modelu 
„gen na gen“ wyróżnia się cztery etapy 
reakcji komórki roślinnej na atak patogena: 
dostarczenie cząsteczki elicitora do komórki 
roślinnej; rozpoznanie elicitora przez komór
kę roślinną przy udziale białka R, przeka
zanie sygnału, aktywacja mechanizmów ob
ronnych (na podstawie [84], zmodyfiko
wane)

ten rodzaj odporności opiera się na informacji wpisanej w genom rośliny, na podstawie 
której tworzy ona ściśle wyspecjalizowane cząsteczki białka, wykrywające konkretny 
gatunek patogena.

Jak dotąd opisano zaledwie jeden przypadek bezpośredniego oddziaływania pomiędzy 
białkiem R i czynnikiem wirulencji. Występujące u ryżu białko Pita, poprzez swoją 
domenę LRR (patrz poniżej) łączy się z białkiem Avr-Pita, pochodzącym od pasożytu
jącego na ryżu grzyba Magnaporthe grisea, wywołując reakcję odpornościową [53]. 
W wielu innych badanych układach nie udało się jednak potwierdzić takiego oddzia
ływania [62].

Obecnie coraz więcej dowodów przemawia za tzw. teorią strażnika, w której białka 
R nie rozpoznają produktów genów Avr bezpośrednio, lecz są częścią większego 
kompleksu. Czynniki Avr są wprowadzane do wnętrza komórki, by zaatakować pewne 
krytyczne punkty systemu metabolicznego komórki i umożliwić inwazję patogena. Białko 
R działa jako strażnik, pilnujący prawidłowego działania potencjalnie atakowanego punktu. 
Wykrywa przyłączenie czynnika wirulencji do cząsteczki docelowej, uruchamiając 
reakcję odpornościową [28].

W ostatnich latach odkryto naturę produktów genów R. Białka kodowane przez te 
geny sklasyfikowano w pięciu rodzinach [28], Największa z nich obejmuje polipeptydy 
mające miejsce wiązania nukleotydu (ang. nucleotide binding site', NBS) oraz domeny 
zawierające powtórzenia bogate w leucynę (ang. nucleotide binding site and leucine- 
rich repeat domains', NBS-LRR proteins) (rye. 2). W komórce białka te występują w 
cytoplazmie, prawdopodobnie w bliskim sąsiedztwie błony komórkowej i mogą odpowiadać 
pośrednio lub bezpośrednio za wykrycie obecności patogena [20]. Zsekwencjonowanie 
genomu Arabidopsis thaliana (rzodkiewnika pospolitego) pozwoliło na identyfikację 
wszystkich 149 genów należących do rodziny NBS-LRR [67].

Stosując metody genetyki klasycznej wykazano, że wiele genów R ułożonych jest w 
genomie pakietowo [47]. Komputerowe analizy zsekwencjonowanych genomów 
roślinnych potwierdziły te odkrycia u Arabidopsis i ryżu [ 11,66, 73].

Około 2/3 genów NBS-LRR (109 ze 149) u Arabidopsis jest ułożonych w 43 grupy. 
Największa z nich (RPP4/RPP5) znajduje się na chromosomie 4 i zawiera sekwencje 
nukleotydowe kodujące 7 różnych białek NBS-LRR [67].
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RYCINA 2. Rodzaje białek R. Większość białek R zawiera powtórzenia bogate w leucynę (LRR), 
odpowiedzialne za specyficzność rozpoznawania patogena. Największą grupę wśród białek R tworzą 
białka NBS-LRR, zawierające na N-końcu domenę TIR lub CC. Rodzina eLRR to białka z zewnątrz- 
komórkową domeną LRR połączoną z domeną transbłonową. Po stronie cytoplazmatycznej plazmolemy, 
może być do nich dołączona domena o aktywności kinazy serynowo-treoninowej (KIN). Białko RPW8 
z Arabidopsis składa się jedynie z domeny transbłonowej oraz przypuszczalnej domeny CC. Odkryte u 
pomidora białko Ve2 zawiera zewnątrzkomórkową domenę LRR, natomiast po stronie cytoplazmatycznej 
błony komórkowej ma domenę PEST odpowiedzialną za degradację białek oraz krótkie motywy mające 
związek z zależną od receptora endocytozą (RME) (na podstawie [54], zmodyfikowane)

W obrębie grupy białek NBS-LRR można wyróżnić dwa podtypy charakteryzujące 
się występowaniem bądź brakiem regionu homologicznego do domeny TIR (Toll/ 
Interleukin-1 Receptor) w rejonie N-końcowym (ryc. 3). TIR jest wysoce konserwa
tywnym motywem, zidentyfikowanym pierwotnie u owadów, a następnie u ssaków, 
który podobnie jak u roślin bierze udział w procesach odpowiedzi wrodzonej na atak 
patogenów [21,65, 66],

Większość białek pozbawionych domeny TIR ma N-końcowy motyw CC (ang. 
coiled coil), który zlokalizowany jest w odległości 25 do 50 reszt aminokwasowych 
(aa) od N-końca. Białka te tworzą podgrupę białek NBS-LRR nazwaną CNL (CC- 
NBS-LRR). Nie stwierdzono przypadku, aby motywy CC oraz TIR występowały obok 
siebie w obrębie tego samego polipeptydu [65, 67],

Występowanie miejsc wiązania nukleotydu (NBS) stwierdzono u wielu różnych 
białek. Ich funkcja polega na wiązaniu ATP lub GTP [75, 86], Zdolność roślinnych 
białek NBS-LRR do wiązania nukleotydów (ATP, dATP, ADP, dADP), jak również ich 
hydrolizy została wykazana dla białek 12 oraz Mi pomidora [78],

Na swym C-końcu białka NBS-LRR mają region o zmiennej długości, zbudowany z 
różnej liczby powtórzeń bogatych w reszty leucynowe (LRR) [15, 16, 21,37], Powtó
rzenia te występują w liczbie od 8 do 25 (najczęściej 14) [67]. Wykazano, że oprócz 
wiązania różnego typu ligandów domeny LRR mogą brać udział w tworzeniu 
oddziaływań wewnątrzcząsteczkowych, odpowiedzialnych za modulację sygnału [48].
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RYCINA 3. Budowa białek NBS-LRR: I - miejsce oddziaływania z przekaźnikami sygnału downstream, 
II - miejsce przyłączania i hydrolizy ATP lub GTP z dostarczeniem energii koniecznej dla uwolnienia 
sygnału, III - miejsce przyłączania czynników modulujących sygnał, IV - miejsce oddziaływania z 
aktywatorem upstream (na podstawie [67], zmodyfikowane)

3. ZWIERZĘCE RECEPTORY UKŁADU ODPORNOŚCI 
WRODZONEJ

3.1. Budowa i działanie TLR

Najważniejsze ze zwierzęcych receptorów wchodzących w skład układu odporności 
wrodzonej należą do rodziny znanej jako TLR (ang. Toll-Like Receptors). Gen toll 
został odkryty w roku 1980 w genomie Drosophilci melanogaster przez Nusslein- 
Volhard i Wieschausa. Zidentyfikowano go jako gen odpowiedzialny za zróżnicowanie 
grzbietowo-brzuszne w rozwoju muszki owocowej i nazwano toll, co w języku 
niemieckim oznacza „świetny, klawy” [69], W 1995 r. za badania te wyżej wymienieni 
naukowcy zostali uhonorowani NagrodąNobla w dziedzinie fizjologii i medycyny. Później 
okazało się także, że ten sam gen u dorosłych osobników muszki owocowej jest 
odpowiedzialny za odporność na infekcje grzybowe [60].

Podobne geny oraz ich produkty zostały odnalezione także u innych organizmów - 
zarówno bezkręgowców, jak i kręgowców, a także u roślin [17, 39, 67].

Białka kodowane przez geny podobne do toll określane są mianem TLR. U człowieka 
motyw identyczny z TLR odkryto w receptorze interleukiny 1, gdzie stanowi on 
cytozolową domenę białka. TLR uważane są obecnie za najważniejsze cząsteczki 
rozpoznające PAMP, znajdujące się po zewnętrznej stronie błony komórkowej [32].

Do tej pory u człowieka odkryto 11 różnych typów TLR. Każdy z nich odpowiada 
za rozpoznanie specyficznej grupy cząsteczek charakterystycznych dla patogena (ryc. 
4). Wykazano także, że TLR zdolne są także do rozpoznawania pewnych cząsteczek 
endogennych. Obserwacje te są zgodne z założeniami modelu zagrożenia (ang. danger 
model), według której do aktywacji odpowiedzi immunologicznej dochodzi nie tylko 
poprzez działanie ligandów pochodzących od patogena, ale też poprzez działanie 
endogennych cząsteczek, tzw. sygnałów zagrożenia, uwalnianych przez ginące lub 
martwe komórki [63], Do endogennych ligandów TLR należą: białka szoku cieplnego, 
białko A surfaktantu płucnego i kwas hialuronowy [35, 80, 83].
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RYCINA 4. Receptory TLR oraz ich ligandy. Objaśnienia: LRR - reszty bogate w leucynę; CRD - 
domena bogata w cysteinę (na podstawie [82], zmodyfikowane)

Receptory TLR są zlokalizowane na powierzchni niektórych komórek układu 
immuno-logicznego oraz na powierzchni innych typów komórek w rejonach ciała, 
które w naturalnych warunkach pozostają sterylne [7]. Niższą ekspresją TLR 
charakteryzują się natomiast komórki nabłonka, w miejscach stałego kontaktu z 
mikroflorą, np. w świetle jelita [1], Sposobem na uniknięcie stałego pobudzania 
receptorów TLR przez bakterie jest odpowiednie ich umiejscowienie w obrębie komór
ki lub tkanki. Wykrywa-jący obecność bakteryjnej flagelliny TLR5 jest zlokalizowany 
wyłącznie w bazolateralnej części komórek nabłonka jelit, co powoduje, że jego 
aktywacja zachodzi dopiero po translokacji flagelliny przez warstwę komórek nabłonka 
[33]. Podobnie TLR4 ulega ekspresji w komórkach nabłonkowych krypt jelita, gdzie 
bakterie występują w o wiele mniejszych ilościach niż ma to miejsce w świetle jelita. 
TLR4 nie jest jednak w tym przypadku białkiem powierzchniowym, ale umiejscowiony 
jest w błonie aparatu Golgiego. Wykazano, że LPS jest transportowany przez komórki 
do tych organelli, gdzie następuje aktywacja TLR4 i inicjacja odpowiedzi zapalnej 
[43], Wewnątrz-komórkowa lokalizacja TLR4 została odkryta także w nabłonku płuc, 
gdzie receptor ten pełni kluczową rolę w powstawaniu odpowiedzi immunologicznej 
na chorobotwórcze bakterie Gram-ujemne [36].

TLR ssaków sątransbłonowymi białkami mającymi zewnątrzkomórkową domenę 
LRR, zawierającą wielokrotne powtórzenia sekwencji aminokwasowych bogate w 
leucynę oraz wewnątrzkomórkową domenę TIR (Toll-IL-1-Receptor), która oddziałuje 
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z białkami rozpoczynając kaskadę sygnałową, kończącą się w jądrze komórkowym 
uruchomieniem ekspresji czynników obronnych [2],

Wynikiem przyłączenia ligandu do receptora TLR jest uruchomienie kaskady 
sygnałowej z udziałem takich białek, jak: MyD88, kinaza IRAK (ang. IL-lRl-associcited 
protein kinaseś), kinaza TAKI (ang. transforming growth factor-^-activated kina
se), białko wiążące kinazę TAK 1 - TAB 1 i TAB2 oraz czynnik związany z receptorem 
TNF - TRAF6 (ryc. 5).

Pobudzenie receptora TLR sprawia, że cząsteczka adaptorowa przyłącza się do 
kompleksu receptorowego, co inicjuje proces dołączania się kolejnych cząsteczek. 
Pierwszą zidentyfikowaną cząsteczką adaptorową dla receptorów TLR jest MyD88. 
Do niej, po związaniu się z receptorem TLR, przyłączają się kinazy IRAK-1 oraz 
IRAK-4. W trakcie formowania tego kompleksu dochodzi do aktywacji IRAK-4, która 
fosforyluje IRAK-1, co z kolei indukuje przyłączenie TRAF6 do kompleksu 
receptorowego. Dołączenie czynnika TRAF6 powoduje zmiany konformacyjne białek 
tworzących kompleks receptorowy, prowadzące do oddysocjowania od niego hetero- 
trimeru IRAK-4/IRAK-1/ TRAF6. Białka te przyłączają się do innego, związanego z 
błoną komórkową kompleksu, w skład którego wchodzą TAKI, TAB1 i TAB2. W

RYCINA 5. Szlak sygnałowy zależny od TLR, opis w tekście (na podstawie [4], zmodyfikowane)
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efekcie tego zachodzi fosforylacja TAB2 i TAKI oraz ich translokacja wraz z TAB1 i 
TRAF6 do cytozolu. Tam w wyniku kolejnej aktywacji TAKI dochodzi do oddziaływania 
z kompleksem kinazy IęB, co prowadzi do aktywacji czynnika jądrowego NF-kB i 
indukcji transkrypcji genów kodujących chemokiny, regulatory transkrypcji, translacji i 
procesów proteolitycznych oraz białka sekrecyjne, takie jak składniki układu dopełniacza 
[4, 81]. Ponadto aktywacja TAKI w obrębie cytoplazmy powoduje aktywację kinaz 
MAPi JNK [3, 13],

3.2. Białka NOD i ich rola w mechanizmach odporności wrodzonej

Jak wspomniano wcześniej, lokalizacja zewnątrzkomórkowych receptorów TLR 
ogranicza się głównie do sterylnych rejonów ciała, natomiast w miejscach stałego 
kontaktu z bakteriami receptorów tych brak. Występują natomiast w niektórych tkankach 
wewnątrzkomórkowe odmiany TLR, dzięki czemu alarm ma miejsce dopiero po 
pokonaniu przez ligand bariery nabłonka. Niedawno u ssaków wykryto rodzinę genów 
NOD (ryc. 6), kodujących peptydy przypominające roślinne białka R. Białka NOD 
należą do rodziny cytoplazmatycznych białek CATERPILLER (CARD, Transcription

RYCINA 6. Białka z rodziny NOD ¡domeny wchodzące w ich skład. Domena CARD białka CIITA ujęta 
w nawias występuje w izoformie tego peptydu ulegającej ekspresji w komórkach dendrytycznych. W 
pobliżu C-końca białka CARD7 umiejscowiona jest niekompletna domena DAPIN. Objaśnienia: AD - 
Activation Domain', BIR - Baculovirus Inhibitor of apoptosis Repeat: CARD - CAspase Recruitment 
Domain: DAPIN - Domain in APoptosis andINterferon response: LRRs - Leucine Rich Repeats: NOD 
-Nucleotide binding Oligomerisation Domain: WDR - WD40 Repeats (na podstawie [51 ], zmodyfikowane) 
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Enhancer, R(purine)-binding, Pyrin, Lots of Leucine Repeats), uczestniczących w 
procesach regulacji apoptozy i odpowiedzi zapalnej. U człowieka w skład rodziny 
CATERPILLER wchodzi około dwudziestu różnych białek, charakteryzujących się 
podobnym układem domen [38]. N-końcową część tych białek tworzy zwykle domena 
PYD lub CARD, której zadaniem jest przekazywanie sygnału cząsteczce efektorowej. 
Centralną część białka zajmuje domena NACHT/NOD wraz z towarzyszącymi jej 
domenami NAD (NACHT-AssociatedDomains), odpowiadająca za zdolność do oligo- 
meryzacji białek, a także wiązania trifosfonukleotydów. W części C-końcowej znajdują 
się powtórzenia bogate w leucynę, dzięki którym następuje rozpoznanie ligandu.

Podobnie jak białka R, a w odróżnieniu od TLR białka z rodziny NOD nie mają 
domen transbłonowych ani zewnątrzkomórkowych i umiejscowione są w cytozolu. 
Dwa z nich - NOD 1 i N0D2 pełnią rolę cytoplazmatycznych receptorów, składników 
bakteryjnej ściany komórkowej oraz inicjatorów szlaku sygnałowego prowadzącego 
do reakcji zapalnej [51].

NOD1 oraz NOD2 znaleziono w genomowych bazach danych przeszukiwanych 
pod kątem występowania białek o strukturalnej homologii do Apaf-1, jednego z 
kluczowych białek zaangażowanych w inicjację procesu programowanej śmierci 
komórki (tzw. apoptozy). Wykazano, że NOD1 ulega ekspresji w makrofagach oraz 
komórkach nabłonka, a także w nabłonku wyścielającym światło jelita [49].

Ligandem specyficznie rozpoznawanym przez Nodl jest kwas MurNAc-L-Ala-D-Glu- 
mezo-diaminopimelinowy (M-Tri[)Ap), składnik peptydoglikanu (PGN) występującego w 
ścianiach komórkowych bakterii Gram-ujemnych. Dzięki temu białko to pełni kluczową 
rolę w rozpoznawaniu obecności tego typu bakterii przez komórki nabłonka oraz w aktywacji 
odpowiedzi zapalnej poprzez czynnik transkrypcyjny NF-kB [34J. Obecnie coraz większą 
uwagę skupia na sobie białko NOD2, którego nieprawidłowe działanie kojarzone jest z 
występowaniem wielu poważnych schorzeń, włączając w to nowotwory [61 ].

4. CHARAKTERYSTYKA GENU NOD2 I BIAŁKA, 
KTÓRE KODUJE

4.1. Odkrycie i budowa genu NOD2

W 1996 roku Hugot i wsp. przeprowadzili przeszukiwanie genomów rodzin z 
występującymi licznymi przypadkami choroby Leśniowskiego-Crohna. Posługując się 
analizą sprzężeń [68], zidentyfikowali przypuszczalny locus związany z podatnością 
na chorobę. Stwierdzili, że występuje on na chromosomie 16. Genowi, który się tam 
znajdował, nadali nazwę IBD1 [46].

Związek choroby Leśniowskiego-Crohna z locus IBD1 został potwierdzony przez 
kilka innych ośrodków, w tym przez IBD (International Genetics Consortium) [22]. 
W maju 2001 r. dwa zespoły badawcze niezależnie odkryły pierwszy gen związany z 
występowaniem choroby Leśniowskiego-Crohna - NOD2 [45, 70]. Stwierdzono, że 
gen ten składa się z 12 egzonów (ryc. 7 i 8) i koduje białko o długości 1040 aa i masie
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RYCINA 7. Budowa genu NOD2. Gen składa się z 12 egzonów oznaczonych cyframi. Domeny białka 
kodowane przez poszczególne egzony wyróżniono kolorami: ciemnoczerwonym - CARD, pomarańczo
wym - NOD, zielonym - LRR

115 kDa. Wykazano również, że polipeptyd kodowany przez NOD2 jest wewnątrz
komórkowym receptorem, częścią systemu odporności wrodzonej. Bierze on udział w 
rozpoznawaniu składników ściany komórkowej bakterii i wywoływaniu reakcji obronnej 
przeciw tym bakteriom poprzez czynnik jądrowy kB (NF-kB) aktywujący transkrypcję 
cytokin prozapalnych, cząstek adhezyjnych, a także cząstek MHC (głównego układu 
zgodności tkankowej) klasy II [26, 76].

4. 2. Komórkowy i tkankowy wzorzec ekspresji NOD2

Początkowo ustalono, że NOD2 ulega ekspresji jedynie w monocytach [71 ]. Później 
wykazano również, że wysoka ekspresja tego genu zachodzi również w komórkach 
Panetha [59], Odkryte w 1888 r. przez Josepha Panetha komórki (nazwane później 
jego nazwiskiem) stanowią część nabłonka jelit. Występują głównie w kryptach jelita 
cienkiego w pobliżu komórek macierzystych nabłonka [31 ]. Syntetyzują one substancje 
anty bakteryjne i gromadzą je w cytoplazmatycznych ziarnistościach. W obecności 
patogenów prokariotycznych w świetle jelita substancje te są uwalniane poza komórkę 
[8]. Do czynników przeciwdrobnoustrojowych, produkowanych przez komórki Panetha 
należą lizozym, fosfolipaza A2, trypsyna, oc-defensyny oraz angiogeniny [8, 31,42].

W wyniku aktywacji genu NOD2 następuje rozpoznanie i eliminacja bakterii przez 
komórki nabłonkowe jelita. W przypadku powstania mutacji prowadzącej do upośledzenia

RYCINA 8. Budowa białka NOD2 (CARD 15). Na N-końcu białka zlokalizowane są dwie domeny CARD 
(Caspase Recruitment Domain). Środkową część łańcucha polipeptydowego stanowi domena wiążąca 
nukleotyd (NOD), zaś C-końcowa część białka składa się z 11 powtórzeń bogatych w leucynę (LRR) 
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funkcji tego genu opisany proces ulega zaburzeniu. U chorych z najczęstszymi warian
tami mutacji zaobserwowano nieprawidłową odpowiedź na pojawianie się PG i LPS 
(powstających w wyniku rozkładu składników bakteryjnych ścian komórkowych) w 
cytoplazmie komórek nabłonkowych jelita [18]. W rezultacie może dochodzić do 
spotęgowania reakcji zapalnych.

Ostatnio wykazano jednak, że prócz monocytów i komórek Panetha ekspresja NOD2 
może zachodzić w komórkach śródbłonka naczyń krwionośnych człowieka [72].

4. 3. Budowa białka N0D2

Białko NOD2 zbudowane jest z czterech domen. Na N-końcu białka znajdują się 
dwie domeny CARD (Caspase Recruitment Domain). Za nimi umiejscowiona jest 
domena wiążąca nukleotyd (NOD). C-końcową część białka tworzy domena LRR, 
składająca się z 11 powtórzeń bogatych w leucynę. Ze względu na obecność domen 
CARD, komisja do spraw nazewnictwa HUGO (Humań Genome Organisatiori) nada
ła genowi NOD2 nazwę CARD 15 [44],

4. 3. 1. Domena CARD
Domena CARD po raz pierwszy została opisana jako motyw wiążący białka, który 

oddziałuje z kaspazą poprzez wiązanie się z jej własną domeną CARD. Później domena 
ta została wykryta także w innych białkach nieoddziałujących bezpośrednio z kaspazami, 
a biorących udział w przekazywaniu sygnałów wywołujących apoptozę i aktywację 
czynnika NF-kB. Sygnały prowadzące do programowanej śmierci komórki są przenoszo
ne dzięki oddziaływaniom pomiędzy domenami CARD białek uczestniczących w 
kaskadzie sygnałowej.

Także aktywacja kaspaz, które są obecne w komórce jako nieaktywne zymogeny, 
zachodzi dzięki cząsteczkom adaptorowym zawierającym domenę CARD. Ponadto 
białka zawierające tę domenę zaangażowane są w regulację ekspresji genów związanych 
z przetrwaniem komórki i odpowiedzią immunologiczną poprzez aktywację czynnika 
NF-kB [41,79].

W przypadku białka CARD 15 znajdująca się na jego N-końcu domena CARD 
odpowiada za interakcję z domeną tego samego rodzaju, należącą do serynowo- 
treoninowej kinazy białkowej RICK (znanej też pod nazwą RIP2), która odpowiada za 
aktywację czynnika jądrowego NF-kB [71],

4. 3. 2. Domena NOD
Domeny NOD (nazywane też NACHT) to motywy o długości 300^400 aa mające 

właściwości trifosfatazy nukleotydowej (NTP-azy). Znajdowane są w białkach zwie
rzęcych, grzybowych i bakteryjnych. U zwierząt domena NOD występuje w poli- 
peptydach związanych z apoptozą i reakcjami systemu odpornościowego. Jednym z 
konserwatywnych motywów w obrębie tej domeny jest pętla P, charakterystyczna dla 
miejsc wiążących ATP/GTP (kaseta Walkera A) oraz miejsce wiążące jony Mg2+ (kaseta 
Walkera B). Specyficzną cechą domeny NOD, odróżniającą ją od innych domen o 
aktywności trifosfatazy nukleotydowej, jest występowanie reszty aminokwasu o niskiej 
masie cząsteczkowej (glicyna, alanina, seryna) bezpośrednio po C-końcowej stronie 
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krytycznej dla działania kasety Walkera B reszty asparaginianu, w miejsce innego 
aminokwasu o charakterze kwasowym. Inną cechą charakterystyczną dla domeny 
NOD jest występowanie na jej C-końcu konserwatywnego motywu złożonego z 
aminokwasów polarnych, aromatycznych i hydrofobowych, niewystępującego w obrębie 
żadnej innej rodziny NTP-az [57].

Poprzez domenę NOD białka mają zdolność tworzenia homo- i heterodimerów. 
Oligomeryzacja NOD 1, a zapewne i NOD2, ułatwia zbliżenie cząsteczki białka RICK 
oraz podjednostek kinazy I-kB (IKK), prowadząc do aktywacji IKK i NF-kB [23].

Aby ustalić udział domeny NOD w mechanizmie działania NOD2, przeprowadzono 
badania z użyciem syntetycznego dipeptydu muramylowego i białek N0D2 z mutacjami 
w rejonie badanej domeny. Zamiana konserwatywnej reszty asparaginianu w pozycji 
379 (D379A), gdzie znajduje się kaseta B Walkera (miejsce wiązania jonów magnezo
wych i hydrolizy nukleotydów [86]), sprawiała, że taki mutant nie reagował na MDP, 
co sugeruje, że hydroliza nukleotydu jest warunkiem aktywacji czynnika NF-kB zależnej 
od MDP. Analogiczna mutacja w białku N0D1 (D284A) także blokuje zależną od 
ligandu aktywację NF-kB [79].

4.3.3. Domena LRR
Motywy LRR występują w wielu białkach o różnych funkcjach. Głównym ich 

zadaniem jest stworzenie strukturalnego rusztowania umożliwiającego specyficzne 
oddziaływania międzycząsteczkowe; najczęściej typu białko-białko [56].

Komputerowe modelowanie trójwymiarowej struktury domeny LRR białka N0D2 
pozwoliło stwierdzić, że mutacje w obrębie genu NOD2 kodującego ten region białka 
powodują utratę zdolności rozpoznawania ligandu. Ich skutkiem jest substytucja 
aminokwa-sów tworzących zwroty a-helis domeny LRR lub struktury typu [3-kartki, 
formujące wklęsłą stronę domeny LRR. Wszystkie mutacje powodujące utratę funkcji 
białka dotyczyły reszt aminokwasowych należących do C-końcowych powtórzeń 
bogatych w leucynę - od LRR6 do LRR 11. Wyniki tych badań jednoznacznie sugerują, 
że C-końcowe domeny LRR odpowiadają za rozpoznawanie motywów ściany komórko
wej bakterii [79],

Opisano również wpływ mutacji w obrębie NOD2 kodujących początkowe 
powtórzenia LRR oraz w regionie pomiędzy domenami NOD i LRR na upośledzenie 
funkcji białka NOD2.

4. 4. Polimorfizm genu NOD

Mutacje nonsensowne w obrębie domen CARD skutkują niezdolnością do aktywacji 
NF-kB. W C-końcowym odcinku regionu LRR (reszty aminokwasowe od 855 do 
1040) mutacje takie nie upośledzają procesu aktywacji NF-kB, zakłócona jest jednak 
zdolność do rozpoznawania składników pochodzenia bakteryjnego. W przypadku 
występowania w komórce białek NOD2, których transkrypcja w wyniku mutacji 
nonsensownej kończy się w rejonie od 664 do 854 aa (C-końcowa część domeny 
NOD i N-końcowe LRR), obserwuje się podwyższoną aktywność podstawową czynnika 
NF-kB. Gdy jednak białko zakończone jest w rejonie C-końcowych LRR (reszty rcin.org.pl
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aminokwasowe od 855 do 1040), aktywność podstawowa NF-kB pozostaje na 
normalnym poziomie. Stosując technikę immunodetekcji białek wykazano, że poziomy 
ekspresji nonsensownych mutantów NOD2 nie odbiegają od poziomu ekspresji 
prawidłowego NOD2 [79],

Badanie mutantów NOD1 potwierdziło, że mechanizm aktywacji NF-kB jest 
konserwatywny u NOD1 i NOD2. Białka NOD1 o łańcuchach polipeptydowych 
kończących się w wyniku mutacji nonsensownych w C-końcowym rejonie domeny 
NOD i N-końcowych LRR również wywołują zwiększoną stałą aktywność NF-kB i 
brak reakcji na obecność specyficznego ligandu [79].

Sugeruje to, że omawiany region pełni funkcje regulatorowe, modulujące stopień 
aktywacji czynnika NF-kB. Obecnie uważa się, że rejon C-końcowej części domeny 
NOD i N-końcowych LRR odpowiada za aktywację NF-kB, natomiast C-końcowe 
LRR, oprócz rozpoznawania składników ściany komórkowej bakterii, pełnią także 
funkcję inhibitora aktywności podstawowej (niezależnej od ligandu) NOD 1 i NOD2.

4.5. Funkcje i regulacja działania NOD2

Główną funkcją białka NOD2 jest rozpoznawanie pochodzącego ze ściany komór
kowej bakterii muramylodipeptydu i uruchamianie kaskady sygnałowej prowadzącej 
do mobilizacji mechanizmów obrony immunologicznej. Muramylodipeptyd to składnik 
peptydoglikanu (PGN), charakterystyczny zarówno dla bakterii Gram ujemnych, jak i 
dodatnich.

PGN to skomplikowana makromolekuła, główny składnik ścian komórkowych bakterii, 
nadający ich komórkom odporność na zewnętrzne ciśnienie osmotyczne. Bakteryjna 
osłona zbudowana z warstw PGN, mimo iż pełni funkcję ochronną, jest strukturą niezwykle 
dynamiczną, ulegającą ciągłym przemianom, związanym ze wzrostem i podziałem komórek. 
Na kształt trójwymiarowej struktury PGN mają wpływ obecne w niej enzymy: glikozylo- 
transferazy, transpeptydazy, D, D-karboksypeptydazy i hydrolazy [40].

Po związaniu określonego ligandu NOD2 ulega homodimeryzacji, po czym wchodzi 
za pomocą N-końcowej domeny CARD w interakcję z domeną tego samego rodzaju, 
należącą do serynowo-treoninowej kinazy białkowej RICK (znanej też pod nazwą RIP2) 
[50]. Kinaza RICK wiąże się z kompleksem kinazy IkB (IKK) poprzez podjednostkę 
y IKK, aktywując IKK [50]. Fosforylacja IkB przez kinazy IkB (IKK) prowadzi do 
aktywacji NF-kB [55]. Białko blokujące IkB jest stabilnie związane z czynnikiem 
jądrowym NF-kB [10]. To oddziaływanie blokuje motyw NLS (sygnał lokalizacji 
jądrowej) NF-kB, dzięki czemu cały kompleks pozostaje w cytoplazmie [14], Aktywacja 
NF-kB związana z odłączeniem cząsteczki IkB, odsłania sygnał lokalizacji jądrowej 
(NLS), co pozwala na translokację NF-kB do jądra komórkowego [9], gdzie inicjuje on 
ekspresję odpowiednich genów.

Czynnik jądrowy NF-kB wykryto w wielu typach komórek zarówno w tkankach 
prawidłowych, jak i w czasie stanów chorobowych. Jego działanie polega na aktywowaniu 
ekspresji genu przez przyłączanie się do specyficznych sekwencji DNA w obrębie 
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promotora. NF-kB stymuluje ekspresję genów kodujących chemokiny, regulatory 
transkrypcji, translacji i procesów proteolitycznych oraz białka sekrecyjne, takie jak 
składniki układu dopełniacza [81].

Za aktywację NF-kB może odpowiadać wiele różnorodnych czynników: cytokiny, 
wolne rodniki, promieniowanie UV, a także czynniki pochodzenia bakteryjnego i 
wirusowego. Anomalię aktywacji czynnika NF-kB wiąże się z występowaniem stanów 
zapalnych obserwowanych w przypadku autoagresyjnego zapalenia stawów, astmy, 
szoku septycznego, zwłóknienia płuc, zapaleniu kłębuszków nerwowych, miażdżycy i 
AIDS. Z kolei całkowita lub długotrwała inaktywacja tego czynnika prowadzi do 
apoptozy, nieprawidłowego rozwoju komórek układu odpornościowego i opóźnienia 
wzrostu komórki [25].

Wrażliwość komórek na MDP może być regulowana przez zmianę poziomu ekspresji 
genu NOD2 lub też przez interakcje białka N0D2 z innymi polipeptydami, wpływającymi 
na jego aktywność. Na poziomie ekspresji NOD2 regulowany jest przez czynnik 
martwicy nowotworów typu ot (TNF cc) oraz interferon y (IFN-y). Pod wpływem 
TNF-a oraz IFN-y w komórkach nabłonka jelit następuje aktywacja ekspresji NOD2, 
co powoduje podwyższenie wrażliwości tych komórek na składniki ściany komórkowej 
bakterii [74],

Ostatnie poszukiwania potencjalnych regulatorów wpływających na poziom ekspresji 
NOD2 doprowadziły do odkrycia kilku białek. Pierwszym z nich jest Ipaf (opisywane 
także pod nazwą CLAN lub CARD 12). Poprzez tworzenie heterodimeru z CARD 15, 
zachodzące przy udziale domen NOD, białko to reguluje aktywność N0D2, hamując 
przekazywanie sygnału prowadzącego do aktywacji NF-kB [27],

Chen i wsp. [24] opisali hamujące działanie NOD2 na proces aktywacji NF-kB 
zależny od kinazy TAKI (TGF-/3-Activated Kinase 7). Dzika forma białka NOD22, 
oddziałując poprzez swój region LRR z TAKI hamuje zależną od tej kinazy aktywację 
czynnika NF-kB skuteczniej niż skrócona w wyniku mutacji 1007fs forma NOD2. 
Z drugiej strony obecność funkcjonalnej kinazy TAKI okazała się być niezbędna do 
stymulowanej MDP, a zależnej od NOD2 aktywacji NF-kB [24].

Kolejnym białkiem oddziałującym z N0D2 zarówno in vitro, jak i in vivo oraz 
wpływającym na jego aktywność jest ERBIN. Białko to zostało odkryte jako cząsteczka 
niezbędna do prawidłowej lokalizacji receptora ErbB2 w bazolateralnej części plazmolemy 
komórek nabłonkowych [19], Wykazano także, że obniżona ekspresja ERBINjest związana 
ze złymi rokowaniami we wczesnym pierwotnym raku piersi [6,64,85].

Przeprowadzona przez Barnicha i wsp. [12] analiza delecyjnych i substytucyjnych 
mutantów NOD2 pozwoliła zaobserwować, że białkowy produkt tego genu ma zdolność 
przyłączania się do wewnętrznej strony plazmolemy komórek nabłonkowych jelita, 
podczas gdy mutant 3020insC (1007fs) charakteryzuje się brakiem takiej zdolności. 
Wykazano, że do aktywacji czynnika jądrowego NF-kB po detekcji przez N0D2 
obecności MDP w cytoplazmie komórek nabłonkowych jelita konieczne jest związanie 
NOD2 z błoną komórkową. Za przyłączanie się NOD2 do błony komórkowej odpowia
dają dwie reszty leucynowe oraz motyw zawierający tryptofan zlokalizowane w pobliżu 
C-końca białka NOD2.
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RYCINA 9. Zależna od NOD2 aktywacja NF-kB. MDP zostaje rozpoznany przez domenę LRR 
NOD2, który poprzez oddziaływanie pomiędzy domenami CARD, wiąże się z białkiem RICK. RICK 
posiadający aktywność kinazy ser/thr, oddziałuje z podjednostką gamma kompleksu IKK. Aktywowany 
IKK fosforyluje inhibitor NF-kB - IkB, powodując jego oddysocjowanie od NF-kB i jego transport do 
wnętrza jądra. W jądrze NF-kB aktywuje transkrypcję genów związanych z reakcją zapalną

NOD2 jest także zaangażowany w modulowanie zależnej od TLR reakcji na patogeny. 
W przeprowadzonych niedawno doświadczeniach Ferwerd i wsp. [29] wykazali, że do 
rozpoznania zakażenia prątkiem gruźlicy niezbędne jest działanie receptorów TLR oraz 
NOD2. Komórki jednojądrowe krwi osób z mutacją 1007fs w obu allelach genu NOD2 
w odpowiedzi na obecność Mycobacterium tuberculosis charakteryzowały się osła
bieniem o 80% syntezy obronnych cytokin w porównaniu z osobami bez mutacji. Ponadto 
zaobserwowano synergistyczne działanie receptora wewnątrzkomórkowego NOD2 i 
zewnątrzkomórkowego TLR2 w procesie mobilizacji cytokin: TNF, IL-6 oraz IL-1 [3 w 
odpowiedzi na obecność składników bakteryjnej ściany komórkowej. Zarówno w 
przypadku komórek z dysfunkcyjnym TLR2, jak i NOD2 synergii tej nie obserwowano. 
Leukocyty nosicieli mutacji w genie NOD2 nie są więc w stanie odpowiednio 
zareagować na obecność prątków gruźlicy.
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PODSUMOWANIE

Badania prowadzone w ostatnich latach wykazują ogromne znaczenie mało dotąd 
poznanych mechanizmów odporności nieswoistej w obronie organizmu przed 
mikroorganizmami patogennymi. Stwierdzono, że zwierzęce i roślinne receptory 
związane z funkcjonowaniem układu odporności wrodzonej zawierają domeny LRR, 
dzięki którym dochodzi do rozpoznania cząsteczek substancji związanych z atakiem 
patogena na organizm (PAMP). Zewnątrzkomórkowymi receptorami u zwierząt są 
receptory Toll-podobne, natomiast rolę receptorów wewnątrzkomórkowych pełnią białka 
z rodziny NOD. Przedstawiciel tej ostatniej grupy-N0D2, jest przykładem na to, jak 
ważna jest rola prawidłowego działania mechanizmów odporności wrodzonej. 
Nieprawidłowe funkcjonowanie tego białka, spowodowane mutacjami, wiąże się z 
występowaniem choroby Leśniowskiego-Crohna, syndromu Blau’a, młodzieńczej postaci 
sarkoidozy, a także ze zwiększonym ryzykiem wystąpienia reakcji typu przeszczep 
przeciwko gospodarzowi w przypadku allogenicznego przeszczepu szpiku kostnego i 
szoku septycznego u noworodków. Ponadto wykazano częstsze zachorowania na 
niektóre nowotwory u nosicieli mutacji w genie NOD2. Pomimo bardzo odległego 
pokrewieństwa filogenetycznego roślin i zwierząt, roślinne receptory wykrywające 
PAMP są niezwykle podobne do występujących u zwierząt. Oprócz domeny LRR 
zawierają one domenę NBD, homologiczną do domeny NOD. Część z nich zawiera 
także domenę TIR, która przypomina cytoplazmatyczną domenę receptorów TLR.
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ROLA PIERWOTNYCH POMP METALOWYCH 
(P1B-ATPaz) W UTRZYMYWANIU HOMEOSTAZY 

METALI CIĘŻKICH W KOMÓRKACH ROŚLINNYCH*

THE ROLE OF PRIMARY METAL PUMPS (P|B-ATPases) IN THE 
MAINTAINING OF HEAVY METALS HOMEOSTASIS IN PLANT CELLS

Magdalena MIGOCKA

Instytut Biologii Roślin, Zakład Fizjologii Roślin, Uniwersytet Wrocławski

Streszczenie: PjB-ATPazy, należące do rodziny P-ATPaz, transportują metale ciężkie przez błony komórkowe 
wykorzystując ATP jako źródło energii. W związku z pełnioną funkcją mają specyficzne motywy strukturalne 
(motyw Cys-Pro-Cys/His/Ser) lub fragmenty bogate w His, które mogą odpowiadać za przyłączanie i przeno
szenie jonu metalowego. Rośliny, w porównaniu z innymi organizmami, mają więcej P-ATPaz typu P . 
W związku z tym przypuszcza się, że roślinne pompy metalowe wykazują zróżnicowanie zarówno pod 
względem pełnionych funkcji, jak i rozmieszczenia w komórce. Badania z ostatnich lat potwierdzają te przy
puszczenia, wskazując na potencjalną rolę tych białek w dystrybucji metali w obrębie komórek i tkanek oraz 
w usuwaniu nadmiaru jonów metalowych poza obszar cytoplazmy. Poszczególne białka tej podrodziny 
wykazują przy tym odmienne powinowactwo do różnych metali. W pracy zebrano dotychczasowe dane 
dotyczące PBj-ATPaz, ze szczególnym uwzględnieniem ich roli w utrzymaniu równowagi metali ciężkich w 
komórce roślinnej: udziału w żywieniu mineralnym roślin i detoksykacji komórek roślinnych w warunkach 
nadmiaru metali ciężkich w środowisku.

Słowa kluczowe: metale ciężkie, transportery pierwotne, ATP-azy.

Summary: The sub-family of the P-type ATPases superfamily, P^-ATPases, comprises primary metal 
transporters using ATP as the source of energy. According to their function, they contain the specific 
structural motifs (Cys-Pro-Cys/His/Ser motif) and His rich domains, that may participate in metal 
binding and transport across the membranes. Higher plants possess more P|B-ATPases then do other 
organisms and these are located in different cell membranes and tissues having a variety of tasks. It was 
shown that plant P|B-ATPases play a crucial role in the distribution of metals inside the cells and tissues 
as well as in the exclusion of toxic metals from the cytosol. According to this, the different metal specifi
city was revealed for various members of plant P|B-ATPases.We present the family of P[B-ATPases with 
emphasis on the role of plant metal pumps in maintaining of metal homeostasis: delivery of the essential 
metals to target proteins and detoxification of cell from the heavy metals excess.

Keywords: heavy metals, primary transporters, ATPases.
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WSTĘP

W ostatnich latach obserwujemy stale wzrastające zanieczyszczenie gleb uprawnych 
metalami ciężkimi. Wynika to przede wszystkim z przemysłowej i rolniczej działalności 
człowieka. Wiele nawozów stosowanych w rolnictwie zawiera w swoim składzie takie 
metale ciężkie, jak Pb i Cd, stąd zanieczyszczenie spowodowane tymi metalami występuje 
powszechnie na użytkach rolnych. Rośliny jako organizmy nieprzemieszczające się w 
trakcie całego cyklu życiowego są szczególnie narażone na nadmiar jonów metali ciężkich 
w glebie. Toksyczne stężenia metali objawiają się u roślin takimi symptomami, jak: chlorozy 
i nekrozy, karłowacenie, odbarwienie liści czy zahamowanie wzrostu korzeni [22], Na 
poziomie subkomórkowym metale ciężkie mogą zaburzać aktywności enzymów lub 
funkcje białek strukturalnych, poprzez wiązanie do ich grup aminowych, karboksylowych 
i sulfhydrylowych. Konsekwencją nadmiernego pobierania metali ciężkich przez roślinę 
może być również deficyt innych, niezbędnych dla prawidłowego metabolizmu jonów, 
zaburzanie procesów transportu komórkowego i stres oksydacyjny [22], Z drugiej strony, 
większość metali pełni istotne funkcje w metabolizmie roślinnym. Rośliny musiały zatem 
rozwinąć bardzo precyzyjne mechanizmy utrzymujące stężenie jonów metali ciężkich w 
cytosolu na odpowiednim poziomie. Kluczową rolę odgrywają tu procesy transportu metali 
przez zewnętrzne i wewnętrzne błony komórkowe. Są one bardzo efektywne u 
hyperakumulatorów, roślin wykorzystujących wyspecjalizowane błonowe systemy 
transportowe do usuwania nadmiaru metali do wakuoli lub apoplastu. Szczególną rolę w 
regulacji komórkowej homeostazy metali ciężkich przypisuje się w ostatnich latach 
pierwotnym transporterom metali ciężkich z podrodziny P1B-ATPaz należącej do grupy 
P-ATPaz. Wydaje się, że to właśnie pompy metalowe odpowiadają w dużej mierze za 
dystrybucję i/lub wydalanie jonów metali ciężkich z komórek roślinnych [23]. Z uwagi na 
liczne doniesienia, opisujące badania nad poszczególnymi białkami tej podrodziny, w artykule 
zebrano dotychczasowe wyniki i wnioski dotyczące charakterystyki, budowy i 
przewidywanej funkcji P|B-ATPaz u roślin.

P1B-ATPazy W ŚWIECIE ŻYWYM

Dotychczasowe badania wykazały, że pompy metalowe wyodrębniły się wcześnie 
w procesie ewolucji jako osobna podrodzina z grupy P-ATPaz [3]. Obecność P - 
ATPaz wykazano zarówno u Archea, jak i u Eucaryota, a zatem u organizmów tak 
różnych, jak: bakterie, drożdże, rośliny i człowiek [3]. Pierwsze doniesienia dotyczące 
charakterystyki P[B-ATPaz pochodziły z badań opisujących dwie miedziowe ATPazy: CopA 
i CopB u Enterococcus hirae [18]. Wykazano wtedy, że CopA uczestniczy w imporcie 
Cu(I) do komórki w warunkach deficytu miedzi w środowisku, natomiast CopB wyrzuca 
Cu(I) na zewnątrz w warunkach nadmiaru tego metalu w komórce. Białka te wykazywały 
również powinowactwo do Ag(I). Do podrodziny pomp metalowych należą również dwie 
ludzkie P-ATPazy miedziowe: ATP7A i ATP7B [6], Dysfunkcja tych białek powoduje
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zaburzenia w metabolizmie miedzi u człowieka: chorobę Menkesa (defekt w ATP7A) i 
chorobę Wilsona (defekt w ATP7B) [6]. Obydwie ATPazy są podobne w 40% do białka 
CopA E. hirae [22]. Zidentyfikowane u drożdży białko CCC2, transportujące miedź do 
pęcherzyków Golgiego, to także ATPaza typu P|B [22], Pierwszą zidentyfikowaną roślinną 
P1B-ATPazą było białko PAA1 Arabidopsis thalicma [22]. Później, u tej samej rośliny, 
odkryto RANI, pompę metalową przenoszącą do pęcherzyków systemu wydzielniczego 
miedź, niezbędną do syntezy funkcjonalnie czynnych receptorów etylenu [23]. Wykorzystanie 
nowoczesnych metod biologii molekularnej oraz wyników badań prowadzonych na 
bakteriach, drożdżach i zwierzętach umożliwiło w ostatnich latach identyfikację licznych 
genów, kodujących pompy metalowe u roślin: rzodkiewnika (osiem), ryżu (dziewięć), 
jęczmienia (dziesięć), tobołków, kukurydzy i glonów. W podrodzinie tych białek wyodrębniono 
dwie grupy: pierwsza grupa obejmuje ATPazy transportujące metale jednowartościowe 
Cu/Ag; druga przenosi przez błony jony dwuwartościowe Zn/Cd/Pb/Co [2]. Co ciekawe, 
tylko prokarionty i fotosyntetyzujące eukarionty mają drugą podgrupę P1B-ATPaz. 
Przypuszcza się, że rośliny mogły nabyć geny kodujące te białka w wyniku horyzontalnego 
transferu genów od prokariotycznego endosymbionta, który dał początek piasty dom [23]. 
Stosunkowo duża liczba genów kodujących metalowe ATPazy u roślin wyższych sugeruje, 
że białka tej podrodziny mogą być zróżnicowane zarówno pod względem pełnionej funkcji, 
jak i miejsca występowania w komórce. Na rycinie 1 przedstawiono prawdopodobne 
wewnątrzkomórkowe rozmieszczenie roślinnych P||{-ATPaz.

STRUKTURA P-ATPaz.
1 D

Jako białka należące do większej rodziny P-ATPaz, pompy metalowe mają domeny 
charakterystyczne dla tej grupy białek, jak również fragmenty specyficzne tylko dla 
swojej podgrupy. Przypuszcza się, że P|B-ATPazy mają 8 domen transbłonowych, 
podczas gdy Ca-ATPazy, należące do tej samej rodziny, mają ich 10 [ 12]. W strukturze 
Ca-ATPaz występują dwie pętle skierowane do cytoplazmy: mała, między helisami 2 i 
3, oraz duża, między helisami 4 i 5. Podobnie jest u P|B-ATPaz z tą różnicą, że mała 
pętla oddziela helisy 4 i 5, a duża 6 i 7 (ryc. 2). U wszystkich P-ATPaz, włączając 
pompy metalowe, występuje domena P, składająca się z trzech charakterystycznych 
motywów: motywu DKTGT(LIVM)(TIS), zawierającego resztę asparaginianową 
podlegającą fosforylacji podczas wiązania ATP, motywu GDGxNDxP, który może 
wiązać Mg2*,  oraz motywu PxxK, który może wchodzić w interakcję z tlenem 
pochodzącym od reszty fosforanowej ATP [23]. Również domena A, zawierająca 
specyficzny motyw S/TGE, który prawdopodobnie reguluje stan otwarcia/zamknięcia 
pomp ATPazowych, jest obecna w pompach metalowych [23]. Natomiast cechą 
charakterystyczną tylko dla P|B-ATPaz jest obecność dwóch specyficznych elementów 
strukturalnych [23]:
1. motywu CPx w transbłonowej domenie 6 (cysteina-prolina-histydyna/cysteina/se- 

ryna), który uczestniczy w transporcie metali przez błonę komórkową;
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RYCINA 1. Przewidywane wewnątrzkomórkowe rozmieszczenie białek z rodziny P|0-ATPaz (wg 
Williams i Mills [23], zmodyfikowane): Uproszczona komórka zawiera wakuolę (W), aparat Golgiego 
(AG), jądro (J), chloroplast (CHL) i mitochondrium (M), otoczone zewnętrzną błoną komórkową (PM). 
Zaproponowano następujące funkcje dla poszczególnych białek: HMA6 i HMA8 transportują Cu do 
stromy i światła tylakoidów, gdzie metal wbudowywany jest w metaloproteiny (Cu/Zn dysmutazę 
nadtlenkową, plastocyjaninę) [1]; Hma7 transportuje Cu do cystern aparatów Golgiego, gdzie metal 
zużywany jest do syntezy funkcjonalnie czynnego receptora etylenu ETR1 [9]; Hma2 i Hma4 usuwają 
nadmiar Cu i Zn do apoplastu, biorąc udział w detoksykacji komórki [ 12, 21 ]; Hma 1 może dostarczać Zn 
do chloroplastów, natomiast Hma3 i Hma5 mogą uczestniczyć w detoksykacji komórki z Pb i Cd (Hma3) 
oraz Cu (Hma5), w warunkach zwiększonego stężenia tych metali w środowisku [23]

2. locus HP; obecne tu konserwatywne reszty histydynowe i glutaminianowe mogą 
współtworzyć miejsce wiążące ATP.

Poza tym, w obrębie odcinków N- i C-końcowych P)B-ATPaz występują specyficzne 
domeny wiążące jony metali. Należą tu: domena HMA (Heavy-Metal Associated) z. 
charakterystycznym motywem CxxC (od której przyjęto obecnie stosowane nazew-nictwo 
dla roślinnych pomp metalowych) oraz regiony bogate w reszty histydynowe i cysteinowe 
[23]. Z pozostałych właściwości strukturalnych odróżniających P1B-ATPazy od reszty 
P-ATPaz należy wymienić krótszą i bardziej zmienną domenę wiążącą nukleotyd oraz 
znacznie krótszy region, oddzielający odcinki DKTGT i GDGxNDxP w domenie P [23].

FIZJOLOGICZNA ROLA P, -ATPaz U ROŚLIN
1I>

Badania nad modelową rośliną Arabidopsis thaliana przybliżyły znaczenie pomp 
metalowych w transporcie i utrzymywaniu homeostazy metali ciężkich u roślin. 
Arabidopsis ma 8 P|B-ATPaz: AtHMAl-AtHMA5, AtHMAó (znana także jako 
PAA1), AtHMA7 (znana także jako RANI) i AtHMA8 (znana także jako PAA2). Sąrcin.org.pl
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RYCINA 2. Model strukturalny białka należącego do P|B-ATPaz, AtHMA4 (wg Williams i Mills [23], 
zmodyfikowany): Białko składa się prawdopodobnie z ośmiu transbłonowych domen, przy czym w 
domenie 6 występuje motyw CPC, charakterystyczny tylko dla P|B-ATPaz. Pętle cytoplazmatyczne 
oraz N- i C-końce łańcucha polipeptydowego skierowane są do wnętrza komórki. Motywy charakte
rystyczne dla P-ATPaz to: domena wiążąca nukleotyd (domena N), domena podlegająca fosforylacji 
(domena P) oraz domena regulująca stan otwarcia/zamknięcia kanału (domena A). W domenach N- i 
C-końcowych występują sekwencje charakterystyczne dla pompy HMA4, które mogą odpowiadać za 
wiązanie jonów metalowych

to białka zróżnicowane pod względem występowania w tkankach i błonach komór
kowych, specyficzności substratowej i regulacji. To zróżnicowanie wskazuje na 
rozmaitość funkcji, jakie pompy metalowe pełnią u roślin. W celu wyjaśnienia, jakie 
metale są transportowane przez roślinne pompy metalowe oraz jakiego rodzaju związek 
zachodzi pomiędzy strukturą tych białek a ich funkcją, przeprowadzano heterologiczną 
ekspresję wybranych przedstawicieli P Arabidopsis w komórkach Saccharo
myces cerevisiae i Escherichia coli. Na podstawie tych badań wykazano, że roślinne 
P|B-ATPazy mogą spełniać funkcje o dwojakim charakterze [23], dostarczając metale 
niezbędne dla prawidłowego metabolizmu roślinnego do kompartymentów komórkowych 
i odpowiednich białek oraz usuwając metale z komórek w warunkach stresu metali 
ciężkich w środowisku.

W zaopatrzeniu rośliny w niezbędne metale biorą udział dwie pompy metalowe 
zidentyfikowane u Arabidopsis thaliana'. AtHMAó i AtHMA8. Dowiedziono, że te 
blisko spokrewnione ze sobą białka, nazywane także odpowiednio PAA1 i PAA2, pełnią 
kluczową rolę w transporcie Cu do miedzio-zależnych białek w chloroplastach [ 1,19]. 
Obydwa białka występują w odmiennych błonach chloroplastowych. AtHMA6/PAAl 
to białko związane z zewnętrzną błoną chloroplastową, transportujące miedź do stromy. 
Kiedy miedź znajdzie się w stromie chloroplastów, może być wykorzystana do syntezy 
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Zn/Cu-dysmutazy nadtlenkowej lub przeniesiona dalej, do światła tylakoidów. Za ten 
drugi proces odpowiada pompa AtHMA8/PAA2, związana z systemem błon 
tylakoidowych. W tylakoidach Cu wbudowywana jest w plastocyjaninę. AtHMAó/ 
PAA1 występuje zarówno w pędach, jak i w korzeniach, może więc funkcjonować w 
zielonych i niezielonych plastydach [1J. AtHMA8/PAA2 obecna jest tylko w pędach, a 
więc może być aktywna tylko w fotosyntetyzujących chloroplastach [ 1 ]. Mutacja w 
obydwu genach kodujących te białka jest letalna dla Arabidopsis, co dowodzi 
ogromnego znaczenia obydwu pomp metalowych dla życia rośliny [ 1 ].

Ciekawym odkryciem ostatnich lat jest możliwa interakcja pomiędzy P|B-ATPazami 
i metalochaperonami - wolnymi białkami przenoszącymi metale wewnątrz komórki. 
Wykazano, że dwie pompy metalowe sinicy Synechocystis, CtaA i PacS, odpowiadają 
za dostarczanie Cu do syntezy plastocyjaniny [20]. Pompa CtaA transportuje Cu do 
komórki, gdzie metal przyłączany jest do metalochaperonu Atxl. Następnie, Atxl 
przenosi Cu do pompy PacS, transportującej metal do światła tylakoidów [20]. U 
Arabidopsis zidentyfikowano niedawno białko chloroplastowe o charakterze metalo
chaperonu, AtCCSl, które może być funkcjonalnym homologiem Atxl [23], Można 
przypuszczać, że roślinne pompy AtHMA6/PAAl i AtHMA8/PAA2 funkcjonują 
podobnie jak sinicowe białka CtaA i PacS [20], z pośrednictwem chloroplastowego 
metalochaperonu AtCCSl [23]. Nie ma jednak dowodów na interakcję AtCCSl z 
chloroplastowymi P1H-ATPazami. Chociaż postuluje się istnienie większej liczby 
metalochaperonów u roślin, jak dotąd zidentyfikowano niewiele białek tego typu u A. 
thaliana (np. AtCCHl i AtCOX170) [4,17],

Pompa metalowa AtHMA7/RAN 1 była pierwszą roślinną P1B-ATPazą, którą opisano 
pod względem funkcjonalnym [9]. Tak jak AtHMA6/PAAl i AtHMA8/PAA2, pompa 
ta również uczestniczy w dostarczaniu miedzi do białek, których aktywność zależy od 
obecności tego metalu [9]. Pod względem budowy pompa AtHMA7/RAN 1 przypomina 
pompy miedziowe występujące u drożdży (CCC2) i człowieka (ATP7A i ATP7B) [9]. 
Wydaje się, że szlaki transportu miedzi z udziałem roślinnej AtHMA7/RAN 1 i drożdżowej 
CCC2 są podobne. Obydwie pompy występują w błonach pęcherzyków Golgiego. 
Prawdopodobnie białko o charakterze metalochaperonu dostarcza Cu, obecną w 
cytoplazmie, do pomp metalowych systemu pęcherzyków Golgiego, a te z kolei przenoszą 
metal do światła pęcherzyków [9]. Tutaj metal może być wykorzystywany do syntezy 
receptora etylenu ETR1 [9]. Obecność miedzi w homodimerze ETR1 warunkuje 
wysokie powinowactwo receptora do etylenu [15]. Jednakże dowody na obecność 
AtHMA7/RAN 1 w pęcherzykach Golgiego i udział tego białka w transporcie miedzi 
do pęcherzyków nie są wystarczające. Doświadczenia z mutantami upośledzonymi 
pod względem ekspresji AtHMA7/RANl wskazują, że białko to może być także 
zaangażowane we wzrost komórki, bowiem mutanty AtHMA7/RANl były letalne na 
poziomie rozety [23]. W procesie starzenia zmienia się ekspresja genu kodującego 
AtHMA7/RANl, co może wskazywać na udział pompy w mobilizacji miedzi ze 
starzejących się liści [10].

AtHMA4 była pierwszą pompą metalową z podgrupy Zn/Cd/Co/Pb, której funkcję 
określono poprzez heterologiczną ekspresję tego białka u drożdży i bakterii [12], 
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Wykazano wówczas prawdopodobny udział tej pompy w wydalaniu Zn przez 
plazmolemę do apoplastu [12, 13]. Podobną rolę spełniała kolejna pompa należąca do 
tej samej podgrupy, AtHMA2 [7,23]. Mutanty Arabidopsis z zaburzeniami w biosyntezie 
AtHMA2 i AtHMA4 cechowały się karłowatością i chlorozami [11], Objawy te 
ustępowały, gdy zaopatrzono mutanty w takie stężenia cynku, które dla zdrowych roślin 
są toksyczne [11]. Opisane cechy fenotypowe objawiały się tylko u roślin z podwójną 
mutacją genów kodujących AtHMA2 i AtHMA4, co sugeruje, że białka te uzupełniają 
się wzajemnie pod względem funkcji pełnionej w komórkach [11]. Podwójne mutanty 
gromadziły duże ilości Zn w korzeniach, ale nie w pędach [11]. Wykazano, że pompa 
metalowa AtHMA4 występuje w komórkach walca osiowego otaczających układ 
wiązek przewodzących korzenia [21 ]. W związku z tym przypuszcza się, że AtHMA4 
w korzeniu może odpowiadać za transport Zn z komórek miękiszowych otaczających 
naczynia do naczyń [21]. Rezultaty badań, wykazujące obecność AtHMA2 w zewnętrz
nej błonie komórkowej, pozwalają przypuszczać, że białko to także bierze udział w 
międzykomórkowym transporcie metali [11]. Uczestnicząc w załadowaniu cynku do 
naczyń, białka AtHMA4 i AtHMA2 mogą regulować daleki transport metalu do pędów. 
Białka te zidentyfikowano także w tkankach floemu (gdzie mogą odpowiadać za 
załadowanie lub rozładowanie tej tkanki z Zn), w rozwijających się pręcikach i w 
podstawie kształtujących się łuszczynek (gdzie mogą uczestniczyć w zaopatrzeniu nasion 
w Zn) [23].

Udział w zaopatrywaniu roślin w niezbędne metale to nie jedyna funkcja pełniona 
przez AtHMA4. Badania na drożdżach wykazały, że pompa ta może transportować 
zarówno Zn, jak i Cd [12, 13]. Mutant Arabidopsis, niezdolny do syntezy AtHMA4, 
cechował się, w porównaniu z dzikim typem, znacznym zahamowaniem wzrostu w 
warunkach nadmiaru Zn i Cd w środowisku [13]. Natomiast nadekspresja genu 
kodującego AtHMA4 u Arabidopsis powodowała zwiększoną tolerancję rośliny na 
Co [ 12,21 ]. Powyższe doniesienia wskazują na możliwy udział AtHMA4 w detoksykacji 
komórek roślinnych z nadmiaru Zn, Cd i Co.

Podobną rolę może spełniać AtHMA3, kolejna pompa metalowa z podgrupy Zn/Cd/ 
Co/Pb, przy czym mechanizm jej działania prawdopodobnie polega na usuwaniu 
nadmiaru Cd i Pb do wakuoli [8]. Jakkolwiek doniesienia o występowaniu tego białka 
w tonoplaście pochodzą tylko z badań na drożdżach i niezbędne jest wykazanie 
obecności AtHMA3 w wakuolach Arabidopsis.

Natomiast pompa metalowa AtHMA5 może uczestniczyć w usuwaniu nadmiaru Cu 
przez zewnętrzną błonę komórkową do apoplastu [23], Mutanty Arabidopsis z wyłączoną 
ekspresją genu kodującego tę pompę wykazują nadwrażliwość na Cu [23]. Jakkolwiek 
nie ma dotąd badań, które wskazywałyby na występowanie AtHMA5 w plazmolemie.

Ponieważ dowiedziono udziału P|B-ATPaz w detoksykacji komórek roślinnych z 
nadmiaru metali ciężkich, wydaje się, że białka te mają kluczowe znaczenie dla roślin, 
które doskonale rosną na glebach zanieczyszczonych metalami. Do takich roślinnych 
hyperakumulatorów należy Thlaspi caerulescens, gatunek gromadzący toksyczne 
stężenia Zn i Cd w pędach. Wykazano, że pompa metalowa TcHMA4, odpowiednik 
AtHMA4 u A. thaliana, transportuje jony cynku i kadmu. Ponadto, ekspresja genu 
kodującego pompę jest wzmocniona w obecności tych metali w środowisku [14], Gen 
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TcHMA4 ulega ekspresji tylko w korzeniach Thlaspi caerulescens, przy czym poziom 
syntezy mRNA jest wyższy niż w przypadku genu AtHMA4 u Arabidopsis. 
Prawdopodobnie metale, transportowane przez pompę TcHMA4 do naczyń korzenia, 
przemieszczają się następnie do pędów, gdzie są akumulowane w większych ilościach 
[14]. Ponieważ nadekspresjazłr//Af44 prowadzi do nagromadzenia Cd i Zn w liściach 
Arabidopsis [21], uważa się, że zarówno AtHMA4, jak i TcHMA4 odpowiadają za 
daleki transport metali do części nadziemnych rośliny. Z drugiej strony zaobserwowano 
wzmożoną ekspresję genu TcHMA4 w warunkach niedoboru Zn w środowisku [14]. 
W związku z tym funkcja TcHMA4 obejmowałaby nie tylko detoksykację komórek z 
nadmiaru Zn, ale również utrzymywanie homeostazy Zn w pędach, co z kolei umożliwia 
roślinie reprodukcję w warunkach stresowych [14]. Podobnie jak Thlaspi caerulescens, 
inny hyperakumulator - Arabidopsis halleri wykorzystuje pompy metalowe do 
utrzymania względnej homeostazy metalowej w komórkach. Wykazano, że poziom 
ekspresji AtHMA3 jest znacznie wyższy u A. halleri niż u A. thaliana w warunkach 
zarówno małej, jak i dużej podaży cynku [5], Konstytutywnie silna ekspresja tego genu 
może odpowiadać za tolerancję A. halleri na stres spowodowany nadmiarem lub 
niedoborem Zn w środowisku [14].

Dotychczasowe dowody i przypuszczenia dotyczące specyficzności substratowej 
roślinnych P1 B-ATPaz zebrano w tabeli 1.

TABELA 1. Podział wybranych P -ATPaz u roślin i glonów pod względem transportowanych 
metali

P]B-ATPazy Transportowane metale

AtHMA5, AtHMA6, AtHMA7, AtHMA8, OsHMA4, OsHMA9, 
CmHMA2, CrHMA2, CrHMA3, BnRANl, ZmQ6JAH7, 
SbQ6JAG2, SbQ6JAG3, HvHMA4, HvHMA5, HvHMA8

Cu7Ag+

AtHMA2, AtHMA3, AtHMA4, OsHMA2, OsHMA3, TcHMA4, 
HvHMA2, HvHMA3

Zn2+/Cd2+/Pb2+

AtHMAl, OsHMAl, CrHMAl, CmHMAl, HvHMAl, 
HvHMA10,GmO22498

Co2+/Zn2+/Cd2+/Pb2+

Numery dostępu sekwencji w banku genów: dla Arabidopsis thaliana'. AtHMA4, 064474; 
AtHMA2, Q9SZW4; AtHMA3, Q9SZW5; AtHMAl, Q5JZZ1; AtHMA5, Q9SH30; 
AtHMA6, Q9SZC9; AtHMA7, Q9S7J8; AtHMA8, Q7YO51; dla Oryza sativa: OsHMAl, 
PlantsT 64489; 0sHMA2, PlantsT 64494, OsHMA3, PlantsT 4499; ÓsHMA4, PlantsT 
64504; OsHMA5, PlantsT 64509; OsHMA6, BAD25508.1; OsHMA7, PlantsT 4519; 
OsHMA8, PlantsT 64524; OsHMA9 [16]; dla Thlaspi caerulescens: TcHMA4, Q70LF4; 
BnRANl, 94ILI. Numery dostępu dla genów Glycine max, Zea mays i Sorghum bicolor 
odpowiadają podanym w tabelce. Numery dostępu dla genów Chlamydomonas reinhardtii 
i Ch. merolae: CrHMAl_10220; CrHMA2, C_650007; CrHMA3, C_260147; CmHMAl, 
CMS330C; CmHMA2, CMP215C. Sekwencje zidentyfikowane u Hordeum vulgare zamiesz
czono w [23]
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PODSUMOWANIE

W organizmach roślinnych zidentyfikowano znacznie więcej białek należących do 
podrodziny P1B-ATPaz w porównaniu z drożdżami i komórkami zwierzęcymi, co 
wskazywałoby, że u roślin białka te pełnią zróżnicowane funkcje występując w różnych 
kompartymentach komórki, tkankach i organach. Coraz więcej doniesień na temat 
pierwotnych pomp metalowych u Arabidopsis opisuje ich udział w dostarczaniu 
niezbędnych metali do poszczególnych przedziałów komórkowych czy organów. Z drugiej 
strony, w pracach na mutantach Arabidopsis i transformowanych drożdżach potwier
dzono rolę P|B-ATPaz w usuwaniu nadmiaru metali do apoplastu lub wakuoli. Jakkolwiek 
do tej pory nie potrafimy odpowiedzieć na szereg istotnych pytań dotyczących precyzyj
nego rozmieszczenia poszczególnych P]B-ATPaz w komórkach i tkankach roślinnych, 
mechanizmów ich regulacji i specyficzności substratowej. Pojawiły się pierwsze doniesienia 
dotyczące identyfikacji genów kodujących pompy metalowe u roślin jednoliściennych: 
kukurydzy, soi i jęczmienia. W związku z tym przypuszcza się, że są to białka powszechne 
i homologicznie funkcjonalne u wszystkich roślin wyższych. Niewątpliwie są to transportery 
o bardzo istotnym znaczeniu dla życia roślin, ich prawidłowego wzrostu, rozwoju i 
rozmnażania, przez co badania prowadzone w kierunku ich poznania uległy znacznej 
intensyfikacji w ostatnich latach. Bardzo efektywnie spełniają swoją rolę u metalofitów, 
umożliwiając im przeżycie w środowisku skrajnie zanieczyszczonym metalami. Poznanie 
dokładnych mechanizmów działania i regulacji pomp metalowych u tych roślin może 
zaowocować w przyszłości wyprodukowaniem specjalnie skonstruowanych genetycznie 
gatunków, opornych na wysokie stężenia metali bądź akumulujących metale ciężkie w 
tkankach, a przez to oczyszczających skażone nimi gleby.
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Streszczenie'. Populację komórek macierzystych/progenitorów, mających zdolność do różnicowania się w 
komórki o charakterze neuronów, astrocytów i oligodendrocytów wyizolowano z frakcji mononukleamej 
ludzkiej krwi pępowinowej, pozbawionej komórek hematopoetycznych (CD 34’, CD 45 ). Ekspansja tej 
populacji, poprzez wielokrotne pasażowanie komórek nieprzylegających w obecności EGF, umożliwiła 
otrzymanie stabilnej, klonogennej linii neuralnych komórek macierzystych z ludzkiej krwi pępowinowej 
(HUCB-NSC), bez uprzedniej immortalizacji. Opracowano metody pozwalające na utrzymanie w ho
dowli linii HUCB-NSC na różnych etapach zaawansowania rozwojowego. Ustalono warunki in vitro 
standaryzowanej hodowli dla HUCB-NSC, w których możemy kierować decyzjami rozwojowymi ko
mórek przy pomocy czynników wzrostowych, mitogenów lub neuromorfogenów. Analiza molekularna 
(mikromacierze DNA) i immunocytochemiczna komórek niezróżnicowanych HUCB-NSC wskazuje na 
aktywację szlaków komórkowych WNT, DELTA/NOTCH oraz FGFR1. W obecności dBcAMP HUCB- 
NSC różnicują się głównie w kierunku neuronalnym (do 80%). W komórkach zróżnicowanych wykazano 
ekspresję zarówno mRNA, jak i białek receptorowych (dopaminergicznych, gabaergicznych, glutamater- 
gicznych, serotoninergicznych i cholinergicznych) oraz związanych z przekaźnictwem synaptycznym. 
Badania elektrofizjologiczne wykazały obecność w komórkach HUCB-NSC typowych dla neuronów 
prądów potencjało-zależnych i receptorowych. Udowodniono, że HUCB-NSC jest linią neuralnych 
komórek macierzystych, zdolną do różnicowania w komórki typowe dla OUN. Jest to pierwsze donie
sienie dotyczące otrzymania i różnicowania funkcjonalnego w kierunku neuronalnym, nieimmortalizowa- 
nej, somatycznej linii komórek macierzystych.
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Słowa kluczowe: neuralne komórki macierzyste, ludzka krew pępowinowa, różnicowanie neuronalne, 
mikromacierze DNA, elektrofizjologia.

Summary: The population of stem/progenitor cells was selected from human cord blood non-hematopo- 
ietic (CD’4 and CD4' negative) mononuclear fraction and was shown to attain neural features. Due to 
repeated expansion and selection of these cells in the presence of EGF we have established the first 
clonogenic, non-immortalized human umbilical cord blood neural stem cell like line (HUCB-NSC). This 
line can be maintained in culture at different developmental stages and their fate decisions can be experi
mentally manipulated in vitro by the presence of trophic factors, mitogenes and neuromorphogenes. 
Standardized conditions for their growth and differentiation have been established. The activation of the 
WNT, DELTA/NOTCH and FGFR.1 signaling pathways in HUCB-NSC was shown by molecular and 
immunocytochemical analysis. Differentiation in the presence ofdBcAMP directed HUCB-NSC predo
minantly (80%) into neuronal lineage, as revealed by DNA microarray and immunocytochemistry. This 
included expression of several functional proteins: glutamatergic, GABA-ergic, dopamine, serotonin and 
acetylcholine receptors or synaptic vesicle proteins. That was further confirmed by electrophysiological 
studies showing in differentiated HUCB-NSC two types of voltage-sensitive and several ligand gated 
currents typical for neuronal cells. Obtained results confirm the stem character and neural commitment of 
HUCB-NSC cell line. This is the first report of establishment and functional neuronal differentiation of 
nonimmortalized somatic stem cell line.

Key words: neural stem cells, human cord blood, neuronal differentiation, DNA microarray, electrophy
siology.

WSTĘP

Komórki macierzyste (Stem Cells, SC) mają zdolność do samoodnowy przez ciągłe 
podziały (odpowiednikiem funkcjonalnym jest klonogenność) oraz do różnicowania się 
w dojrzałe komórki tkanek i narządów. Na określonych etapach rozwoju osobniczego 
SC wykazują różny stopień ograniczenia potencjału do dalszego różnicowania, 
począwszy od komórki totipotencjalnej, która może różnicować się we wszystkie 
pozostałe komórki organizmu (jedynie zapłodniona komórka jajowa i pierwsze komórki 
potomne), poprzez pluri-, multi- oraz unipotencjalne.

Zarodkowe komórki macierzyste (Embryonic Stem Cells, ESC) mogą namnażać 
się w hodowli in vitro logarytmicznie, w czasie nieograniczonym, zachowując 
jednocześnie swoją pluripotentność, to jest zdolność do różnicowania się we wszystkie 
(poza płciowymi) komórki organizmu [1]. Dzięki temu można otrzymać w krótkim 
czasie dużą ilość komórek do zastosowania w terapii transplantacyjnej. Jednakże linie 
komórkowe wyprowadzane z ESC wykazują cechy niestabilności genetycznej i 
epigenetycznej [2], co może być powodem ich skłonności do tworzenia guzów w 
organizmach otrzymujących przeszczep komórkowy.

Te problemy natury biologicznej, a także zastrzeżenia natury etyczno-moralnej 
związane ze sposobem otrzymywania ESC skłoniły wielu badaczy do poszukiwania 
alternatywnych źródeł komórek macierzystych z jednej strony bezpiecznych onkolo
gicznie, z drugiej strony podobnie jak ESC wykazujących zdolność do ekspansji in 
vitro. Specyficzne tkankowo, somatyczne komórki macierzyste (Somatic Stem Cells, 
SSC) są drugim źródłem komórek macierzystych stosowanym w terapii transplanta
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cyjnej i podobnie jak ESC wykazują zdolność do strukturalnej i funkcjonalnej integracji 
z tkankąbiorcy przeszczepu, jednakże mają ograniczoną zdolność do podziałów i ekspansji 
in vitro. Początkowo uważano, że SSC mogą różnicować się jedynie w komórki tkanki, 
z której pochodzą. Badania ostatnich lat wykazały jednak, że SSC sąmultipotencjalne 
nie tylko w obrębie jednej tkanki, ale mogą także przekraczać bariery tkankowe i 
różnicować się w komórki pochodzące z innych listków zarodkowych. Taka zdolność 
SSC tłumaczona jest zjawiskiem plastyczności (przeprogramowania-transdyferencjacj i 
populacji już ukierunkowanych tkankowo komórek) i/lub transpotencji (wyjściowego 
braku zaprogramowania - utrzymania autonomicznego, niezróżnicowanego stanu 
pluripotencjalności części komórek występujących w określonej niszy tkankowej) [3], 
Mechanizmy molekularne tych zjawisk nie są do końca poznane, choć koncepcja „open 
transcriptosom”, która zakłada, że większość genów w komórkach macierzystych 
jest utrzymywana w tzw. „stanie otwartym”, czyli z aktywacją na niskim poziomie [4], 
ma coraz więcej zwolenników. Podstawą tej hipotezy było wykrycie, że w niektórych 
typach somatycznych komórek macierzystych (np. mezenchymalnych) ekspresji 
podlegają wybrane transkrypty typowe dla różnych listków zarodkowych [5, 6]. Z 
drugiej strony istnieje coraz więcej dowodów na to, że w dojrzałych tkankach 
somatycznych znajdują się pluripotencjalne komórki o charakterze ESC, których podziały 
w warunkach in vivo są skutecznie hamowane przez sygnały płynące z otaczającej 
niszy tkankowej [7, 8], W sprzyjających warunkach in vitro, promujących aktywność 
proliferacyjną, takie „uśpione” pluripotencjalne komórki macierzyste izolowane z tkanki 
somatycznej mogłyby podlegać pozytywnej selekcji [9,10,11],

Ukierunkowane tkankowo komórki macierzyste (również komórki prekursorowe 
układu nerwowego) zwykle, w hodowli z'// vitro, po pewnej liczbie podziałów 
nieodwracalnie przestają się dzielić i spontanicznie różnicują się. Jedną z przyczyn tego 
zjawiska jest tzw. asymetria podziałów komórek macierzystych pochodzących z tkanek 
somatycznych [12], Z pojedynczej komórki tego typu po podziale powstaje jedna 
komórka macierzysta, która jest kopią komórki matczynej i jedna komórka progeni- 
torowa, czyli komórka macierzysta „ukierunkowana” już w dalszym rozwoju. O 
podziałach lub dalszej specjalizacji komórki decydują sygnały zarówno pochodzenia 
wewnątrzkomórkowego, jak i z otaczającego ją środowiska [13, 14, 15]. W niszach 
mózgu jest to wystarczające do utrzymania stałej puli komórek macierzystych, natomiast 
in vitro, jeśli nie zostaną zapewnione odpowiednie warunki do stymulacji podziałów 
symetrycznych, przesunięcie kinetyki podziałów komórkowych w stronę podziałów 
asymetrycznych prowadzi do starzenia się i zamierania hodowli komórkowej. Dlatego 
problemem wciąż trudnym w przypadku SSC jest opracowanie metody nieograniczonego 
namnażania tych komórek in vitro i możliwość wyprowadzenia, bez uprzedniego 
unieśmiertelniania, ustalonych linii komórkowych. Takie linie komórkowe są niezwykle 
potrzebne zarówno dla dalszych badań podstawowych, jak i dla oczekiwanego 
zastosowania terapeutycznego.

W pracy Bużańska i wsp. [9] dokumentujemy wyprowadzenie stabilnej, nietrans- 
formowanej linii neuralnych komórek macierzystych z krwi pępowinowej. Tym samym 
dostarczamy dowodów na to, że możliwe jest w warunkach in vitro wyselekcjonowanie 
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somatycznych komórek macierzystych, które mogą namnażać się w sposób nieograni
czony (podobnie jak dzielące się symetrycznie embrionalne komórki macierzyste). 
Podobną stymulację do podziałów symetrycznych w hodowli in vitro uzyskano dla 
somatycznych komórek macierzystych izolowanych z mózgów płodowych szczura i 
człowieka [ 10]. Co więcej, Conti i wsp. [ 10] zastosowali protokoł doświadczalny podobny 
do naszego w kontekście zarówno sposobu izolacji komórek zdolnych do podziałów 
symetrycznych, jak i metody utrzymywania w hodowli komórek proliferujących.

Ludzkie neuralne komórki macierzyste (Human Neural Stem Cells - hNSC) można 
otrzymywać in vitro z hodowli ESC [16, 17] i z mózgowych tkanek somatycznych 
(płodowych - [ 18] i dorosłego człowieka -[19]), ale również ze szpiku kostnego [20, 
21, 7] i skóry człowieka [22]. Praca podjęta przez nasz Zespół i realizowana od 2000 
roku we współpracy z Zakładem Hematologii Doświadczalnej Instytutu Onkologii w 
Warszawie udowodniła, że źródłem neuralnych komórek macierzystych może być 
również ludzka krew pępowinowa [23]. Badania te, wówczas pionierskie, zostały 
przedstawione na Konferencji ISN/ASN (International Society of Neuroscience/ 
American Society of Neuroscience) w sierpniu 2001 roku w Buenos Aires [24]. 
Podobne wyniki rónolegle otrzymał zespół pracujący w Tampie (Floryda) [25].

Niniejsza praca stanowi przegląd wyników prezentowanych w cytowanych publika
cjach [9, 23, 26, 27, 28] i dotyczy następujących zagadnień:
• otrzymywanie progenitorów neuralnych z ludzkiej krwi pępowinowej i dowody na 

ich zdolność do wielokierunkowego różnicowania się w komórki o charakterze 
neuronów, astrocytów i oligodendrocytów [23];

• wyprowadzenie stabilnie ukierunkowanej linii neuralnych komórek macierzystych 
(Human Umbilical Cord Blood - Neural Stem Cells'. HUCB-NSC) z progeni
torów pochodzących z krwi pępowinowej [9];

• standaryzacja wzrostu i różnicowania HUCB-NSC: opracowanie metod hodowli in 
vitro umożliwiających utrzymywanie HUCB-NSC na różnych etapach zaawansowa
nia rozwojowego (od niezróżnicowanych, poprzez ukierunkowane progenitory neural
ne o zawężonym spektrum rozwojowym, do komórek zróżnicowanych) [26,27];

• analiza molekularna mechanizmów leżących u podstaw utrzymania „macierzysto- 
ści” wyprowadzonej linii HUCB-NSC [9];

• różnicowanie HUCB-NSC w komórki o charakterze funkcjonalnych neuronów: dowo
dy na podstawie badań molekularnych (mikromacierze DNA), immunocytochemicz- 
nych (ekspresja białek) oraz elektrofizjologicznych (metoda,patch clamp") [9,27,28].

OTRZYMYWANIE PROGENITORÓW NEURALNYCH 
Z LUDZKIEJ KRWI PĘPOWINOWEJ

Nasze badania udowodniły, że ludzka krew pępowinowa może być źródłem komórek 
macierzystych, które pod wpływem odpowiednich warunków środowiska (obecność 
surowicy i stymulacja neuromorfogenami) mogą różnicować się w komórki o charakterze 
neuronów, astrocytów i oligodendrocytów [23].
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Założeniem wyjściowym do przeprowadzanych doświadczeń było uzyskanie frakcji 
mononukleamej krwi pępowinowej zawierającej komórki klonogenne o możliwie najniższym 
stopniu ograniczenia potencjału do różnicowania. W tym celu przeprowadzono 
immunodeplecję (metodą sortowania magnetycznego) komórek macierzystych już 
ukierunkowanych hematopoetycznie (CD34+), a następnie przez 6 tygodni stabilizowano 
hodowlę w obecności 10% surowicy. Otrzymana jednowarstwowo rosnąca hodowla komórek 
mononukleamych była CD34(-), CD45(-), tj. negatywna odpowiednio pod względem 
powierzchniowych markerów hematopoetycznych i endotelialnych. Dalsza selekcja polegała 
na zmianie warunków hodowli w kierunku stymulacji do podziałów tej części komórek, 
która jest wrażliwych na czynnik wzrostowy EGF (Epidermal Growth Factor). 
Wcześniejsze prace [ 19] wykazały, że EGF specyficznie stymuluje do podziałów neuralne 
komórki macierzyste izolowane z OUN (Ośrodkowego Układu Nerwowego). Wybór do 
dalszej selekcji i propagacji w hodowli komórek nieprzylegających był również nieprzy
padkowy. Założeniem było, że są to komórki niezróżnicowane, wrażliwe na EGF i o dużej 
zdolności proliferacyjnej. Doprowadziło to do skutecznego wyizolowania frakcji namnaża- 
jących się komórek o charakterze neuralnych komórek macierzystych. Komórki te wykazy
wały zdolność do tworzenia klonów, pozytywnych pod względem ekspresji nestyny (zarówno 
na poziomie białka, jak i RN A) - typowego markera dla neuralnych komórek macierzystych. 
Co więcej, w obrębie tego samego klonu zidentyfikowano immunocytochemicznie komórki 
różnicujące się do trzech różnych fenotypów neuralnych (neuronów, astrocytów i oligodendro- 
cytów), co świadczy o multipotencjalnym charakterze izolowanych komórek. Zastosowanie 
kwasu retinowego (RA) z BDNF (brain derived neurotrophic factor) lub tylko RA, 
powoduje różnicowanie wyizolowanej frakcji komórek macierzystych krwi pępowinowej 
w komórki o charakterze neuronów (35%), astrocytów (30%) i oligodendrocytów (10%). 
Stymulacja do różnicowania neuralnego jest jeszcze bardziej skuteczna w obecności 
czynników typowych dla niszy neurogennej w mózgu niż sama obecność badanych 
czynników wzrostowych. Udowodniono to w doświadczeniach, w których komórki 
macierzyste z krwi pępowinowej znakowano pochodnymi chlorometylowymi dwuoctanu 
fluoresceiny (Molecular Probs) i hodowano w ko-kulturze z komórkami izolowanymi z 
kory mózgu szczura. Spowodowało to ok. 10% wzrost zdolności do różnicowania zarówno 
w kierunku neuronalnym, jak i w kierunku astrocytalnym.

WYPROWADZENIE LINII HUCB-NSC Z PROGENITORÓW 
POCHODZĄCYCH Z KRWI PĘPOWINOWEJ

Stabilna linia komórkowa neuralnych komórek macierzystych wywodzących się z 
krwi pępowinowej HUCB-NSC (Human Umbilical Cord Blood-Neural Stem Cells) 
została otrzymana bez uprzedniego unieśmiertelniania komórek [9], Stało się to możliwe, 
dzięki zastosowaniu metody hodowli in vitro przez selekcję komórek niezróżnicowanych 
(klonogennych, nieprzylegających) i ich propagację - wielokrotne pasażowanie w 
obecności mitogennego czynnika wzrostowego EGF, promującego przeżycie komórek 
ukierunkowanych neuralnie [19], Ustabilizowanie linii jako neuralnej linii komórek 
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macierzystych nastąpiło po jej przejściowej hodowli w warunkach bez surowicy w 
obecności czynników wzrostowych EGF, bFGF (basic fibroblast growth factor) i 
LIF (leukemia inhibitory factor). Umożliwiło to jednoczesną selekcję komórek 
ukierunkowanych neuralnie i ich stymulację do proliferacji. Badania immunocyto- 
chemiczne i molekularne wykazały, że komórki tak wyprowadzonej linii, po zastosowaniu 
neuromorfogenów (np. dBcAMP) [9] lub niektórych czynników wzrostowych (np. 
CNTF - ciliary neurotrophic factor) [27] mogą się różnicować do fenotypów neural- 
nych w ok. 80% badanej populacji, co potwierdza neutralny charakter tej linii.

Linia HUCB-NSC utrzymywana jest już ponad cztery lata w ciągłej hodowli (60. 
pasaż). Wykazano, że komórki HUCB-NSC mają prawidłowy ludzki kariotyp (46xy) i 
są wysoce klonogenne (wydajność 10%), co pozwoliło na otrzymanie klonalnych podlinii. 
W celu ustalenia, czy linia komórkowa jest stabilna i czy spełnia cechy linii neuralnych 
komórek macierzystych, porównywano dane dotyczące kinetyki wzrostu, klonogenności, 
stabilności kariotypu i potencjału do różnicowania pomiędzy wczesnymi (<10) i późnymi 
(>25, obecnie w pasażu 42.) pasażami linii podczas prawie trzech lat ciągłej hodowli. 
Wyniki wykazały brak różnic statystycznych pomiędzy porównywanymi pasażami 
udowadniając, że linia jest stabilna i spełnia cechy linii neuralnych komórek macie
rzystych. Stabilność kariotypu, brak zwiększonej ekspresji typowych onkogenów (np. 
myc, ras), inhibicja kontaktowa w warunkach hodowli konfluentnej, a także brak 
tworzenia guzów nowotworowych po przeszczepie HUCB-NSC do myszy NOD/SCID 
(non-obese diabetic (NOD)/severely combined-immunodeficient (SCID), pozbawio
nej odporności immunologicznej, pozwalają sądzić, że nie jest to linia transformowana 
[9 oraz dane niepublikowane].

Propagacja hodowli komórek HUCB-NSC prowadzona jest w trzech różnych 
warunkach:

1) bez surowicy w obecności czynników LIF, EGF i bFGF - hodowla niezróżnico- 
wanych, nieprzylegających komórek w formie luźno pływających nieregularnych lub 
typowych regularnych agregatów określanych jako „neurosfery” (rye. 1 A, B),

2) w pożywce z niską zawartością surowicy (2%), wzbogaconą ITS (insulin/ 
transferin/selenium), bez dodatkowych czynników wzrostowych - hodowla mieszana: 
komórek pływających (niezróżnicowanych) i przylegających do podłoża ukierunko
wanych progenitorów oraz (rye. 1 C),

3) w obecności 10% surowicy z dodatkiem mitogenów EGF i bFGF - hodowla 
komórek tylko przylegających, ale ciągle proliferujących zaawansowanych progenitorów 
neuralnych (rye. 1 D).

Badaliśmy ekspresję określonych białek typowych dla komórek rozwijającego się i 
dojrzałego OUN w różnych warunkach hodowli, stosując metodę znakowania 
immunocytochemicznego. W komórkach niezróżnicowanych HUCB-NSC, hodowa
nych bez surowicy wysokiej ekspresji podlegają białka typowe dla neuralnych komórek 
macierzystych, takie jak: nestyna (ok. 90%), GFAP (glial fibrillary acidic protein, 
ok. 40%) oraz neurofilament NF-200 (ok. 20%). Struktura włóknista, typowa dla tych 
białek nie była widoczna. Białka typowe dla komórek zaawansowanych w różnicowaniu 
neuralnym ([3-TUBULINA III, MAP2 - microtubul associated protein 2 dla neuronów, 
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RYCINA 1. Stadia rozwojowe HUCB-NSC podczas różnicowania w kierunku linii neuralnych. A-D: 
kontrast fazowy, wskaźnik powiększenia: 100 pm. A - neurosfery w hodowli niezróżnicowanych HUCB- 
NSC - nisza utrzymująca komórki w „uśpieniu” (przejściowy stan GO), w środowisku bez surowicy; 
B - samoodnawiające się, nieadherentne HUCB-NSC stymulowane do podziałów w środowisku bez 
surowicy z dodatkiem mitogenów (EGF i bFGF); C - hodowla mieszana: komórek pływających 
(niezróżnicowanych) i przylegających do podłoża ukierunkowanych progenitorów w środowisku z 
niską zawartością surowicy (2%), bez dodatkowych czynników wzrostowych; D - hodowla komórek 
tylko przylegających, ale mających zdolność do proliferacji zaawansowanych progenitorów neuralnych 
(przejściowa faza GO, w obecności 10% surowicy z dodatkiem mitogenów EGF i bFGF); E - 
immunodetekcja (metoda znakowania ref. [26]): [3-TUBULINY III, w komórkach o charakterze neuronów 
(NU), GFAP w komórkach o charakterze astrocytów (AS) oraz GAL C w komórkach o charakterze 
oligodendrocytów (OL), niebieskie - jądra barwione Hoechst 33258. Komórki różnicowane przez dwa 
tygodnie w 2% surowicy z dodatkiem neuromorfogenów, nie proliferują, są w końcowej fazie GO. Wskaźnik 
powiększenia 50 pm. Komórki macierzyste proliferujące lub będące w przejściowej fazie GO nie wchodzą 
na ścieżkę apoptozy

S100P dla astrocytów, GAL C - galaktocerebrozyd C dla oligodendrocytów) w 
warunkach hodowli niezróżnicowanej nie podlegają ekspresji. W komórkach adhe- 
rentnych, hodowanych w obecności 2% surowicy zarówno ekspresja, jak i organizacja 
strukturalna tych białek zmieniła się: dla nestyny i GFAP poziom ekspresji spada 
odpowiednio do 15% i 23% komórek w populacji, w przypadku NF200 zwiększa się do 
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ok. 30%, przy czym wszystkie te białka, w tej fazie różnicowania, występują już w 
formie spolimeryzowanej. Wynik ten tłumaczymy stopniowym ukierunkowaniem 
progenitorów neuralnych, jakimi są komórki przylegające HUCB-NSC. Łączy się to 
ze stopniową utratą ekspresji wczesnych markerów dla neuralnych komórek macierzys
tych, do których należą nestyna i GFAP, z jednoczesnym zwiększeniem ekspresji białek 
charakterystycznych dla neuronów, takich jak NF-200. Równocześnie we frakcji 
przylegającej komórek HUCB-NSC, hodowanych w pożywce z niską zawartością 
surowicy, pojawia się ekspresja [3-TUBULINY III, S100(3 i galaktozy-cerebrozydu - 
GAL C, co świadczy o stymulacji do różnicowania tej hodowli we wszystkie trzy linie 
typowe dla OUN. Na uwagę zasługuje pozornie nietypowa ekspresja GFAP - białka 
charakterystycznego dla zróżnicowanych astrocytów, w niezróżnico-wanych, 
nieadherentnych HUCB-NSC. Badania prowadzone w wielu laboratoriach wykazały, 
że białko to podlega ekspresji również w neuralnych komórkach macierzys-tych, ale 
tylko pochodzenia ludzkiego [30, 10].

HUCB-NSC hodowane w wysokim stężeniu surowicy, bez mitogenów lub w pożywce 
z małą zawartością surowicy, ale w obecności neuromorfogenów zmieniają fenotyp na 
bardziej przypominający komórki o charakterze neuronów, astrocytów czy oligoden- 
drocytow zarówno morfologicznie, jak i pod względem ekspresji białek. Świadczy to o 
znaczącym wpływie warunków hodowli i związaną z tym dostępnością czynników 
epigenetycznych na różnicowanie HUCB-NSC.

W innej pracy [31 ] wykazaliśmy również wpływ czynników genetycznych na zdolność 
do różnicowania HUCB-NSC. Podobnie jak w przypadku ludzkich transformowanych 
komórek macierzystych linii DEV [32], podejmowanie decyzji rozwojowej o sposobie 
różnicowania zależy m.in. od ekspresji czynników transkrypcyjnych typu bHLH (basie 
helix loop helix). Różnicowanie w kierunku neuronów komórek linii HUCB-NSC 
hamowane jest obecnością bądź endogennego, bądź dostarczonego drogą transfekcji 
czynnika ID 1 (inhibującego czynniki proneuralne, takie jak neurogeniny lub neuroD), 
a rozmieszczenie wewnątrzkomórkowe białka ID1 (jądro lub cytoplazma) może być 
wskaźnikiem stanu macierzystości komórek HUCB-NSC.

STANDARYZACJA WZROSTU I RÓŻNICOWANIA HUCB-NSC

Stabilna linia HUCB-NSC zarówno stanowi łatwo dostępne źródło neuralnych 
komórek macierzystych, jak również umożliwia standaryzację układów eksperymen
talnych do badań in vitro. Co więcej, wykazaliśmy [26, 8, 9], że HUCB-NSC mogą 
być hodowane jako warstwa przylegających do podłoża komórek (ryc.l C,D) lub jako 
przestrzenne, pływające konglomeraty niezróżnicowanych komórek o charakterze 
neurosfer (rye. 1 A). „Neurosfery” są to struktury typowe dla hodowli neuralnych 
komórek macierzystych zarówno somatycznych (izolowanych z mózgu płodu lub mózgu 
dorosłego osobnika [33]), jak i zarodkowych (wyprowadzanych z blastocysty rozwija
jącego się zarodka [34]). Zdolność HUCB-NSC do tworzenia „neurosfer” potwierdza 
neuralny charakter wyprowadzonej przez nas linii komórkowej.
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Opracowaliśmy metody umożliwiające utrzymywanie komórek linii HUCB-NSC w 
hodowli in vitro, na różnych etapach rozwoju, które odzwierciedlają hierarchię ich 
wzrostu i różnicowania: od niezróżnicowanych, poprzez progenitory neuralne o 
zawężonym spektrum rozwojowym, do komórek zróżnicowanych [26] (rye. 1). Możli
wość izolacji frakcji komórek HUCB-NSC odzwierciedlającej określony etap rozwoju 
ontogenetycznego neuralnych komórek macierzystych sprawia, że linia HUCB-NSC 
jest dobrym modelem badań nad neurotoksycznością rozwojową [26, 27].

W pracy Bużańska i wsp. [26], ustaliliśmy optymalne warunki wzrostu i różnicowania 
HUCB-NSC w długo- i krótkoterminowej hodowli HUCB-NSC. Badania prowadzono 
w 2-wymiarowej hodowli adherentnej i przestrzennej 3-wymiarowej hodowli reprezen
towanej przez neurosfery. W warunkach standaryzowanej hodowli przylegającej, 
oszacowaliśmy tempo proliferacji i przeżywalność komórek oraz ich zdolność do różnico
wania. Wykazaliśmy, że podczas różnicowania spontanicznego indukowanego jedynie 
adhezją komórek do podłoża (hodowla 2-wymiarowa, adherentna), komórki częściej 
uzyskują fenotyp neuronalny (ok. 30 %) niż glejowy (astrocyty ok. 10%, oligodendrocyty 
ok.2%). Badaliśmy również proliferację i zdolność do różnicowania komórek HUCB- 
NSC rosnących w neurosferach. Adhezja neurosfer do podłoża stymuluje spontaniczną 
migrację i różnicowanie komórek HUCB-NSC. Proces ten może być kontrolowany 
obecnością czynników wzrostowych (np. LIF/CNTF stymuluje proliferację komórek w 
neurosferach), a także składnikami macierzy zewnątrzkomórkowej (np. fibronektyna 
hamuje zarówno proliferację, jak i migrację komórek) [26],

Procesem różnicowania HUCB-NSC możemy sterować - w warunkach przylegania 
do podłoża i w obecności neuromorfogenów podejmowane decyzje rozwojowe dotyczące 
neuronalnego lub astocytalnego, czy oligodendroglialnego fenotypu zależą od rodzaju 
zastosowanego neuromorfogenu lub czynnika wzrostowego [27]. Badaliśmy wpływ 
niektórych czynników wzrostowych i neuromorfogenów (PDGF-AA, PDGF-BB, RA, 
T3, CNTF, cAMP) stosowanych w 10 różnych kombinacjach w standaryzowanej hodowli 
na kierunkowe różnicowanie HUCB-NSC w komórki o charakterze neuronów, astrocytów 
i oligodendrocyte w. Wykazaliśmy, że CNTF promuje różnicowanie w kierunku neuronów 
(ok. 80% komórek [3-TUBULINA III pozytywnych) (rye. 2A), PDGF-BB + RA w 
kierunku astrocytów (ok. 65% komórek S100[3 pozytywnych) (rye. 2B), natomiast PDGF- 
AA + T3 w kierunku oligodendrocytów (ok. 12% komórek GAL C pozytywnych) (ryc. 
2C) [27 oraz dane niepublikowane].

ANALIZA MOLEKULARNA MECHANIZMÓW LEŻĄCYCH 
U PODSTAW UTRZYMANIA „MACIERZYSTOŚCI” 

WYPROWADZONEJ LINII HUCB-NSC

Analiza molekularna z zastosowaniem mikromacierzy DNA polegała na badaniu 
profilu transkrypcyjnego komórek niezróżnicowanych linii HUCB-NSC i różnicowanych 
pod wpływem dBcAMP {HUCB-NSC Differentiated - HUCB-NSCD) oraz populacji 
referencyjnej komórek mononukleamych izolowanych z krwi pępowinowej w taki sam
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RYCINA 2. HUCB-NSC znakowane immunocytochemicznie przeciwciałami skierowanymi przeciwko 
P-TUBULINIE III (A), S1OOP (B), GAL C (C), w komórkach różnicowanych przez 2 tygodnie 
odpowiednio: w kierunku neuronów (w obecności CNTF), astrocytów (w środowisku z PDGF +RA), 
oraz oligodendrocytów (w obecności T3). Niebieskie - jądra barwione Hoechst 33258, wskaźnik 
powiększenia 50 pm. Zdjęcia spod mikroskopu fluorescencyjnego. Szczegóły znakowania w ref. [27]

sposób, w jaki izolowano komórki linii HUCB-NSC (frakcja komórek CD 34, CD 45) - 
(HUCB-MC) [9].

Porównywaliśmy profil transkrypcyjny niezróżnicowanych komórek HUCB-NSC i 
wyjściowych - CD 34(-) HUCB-MC. Wykazaliśmy, że 93% genów, określanych jako 
typowe dla neuralnych, ludzkich komórek macierzystych [35], które są aktywne w 
HUCB-NSC, nie podlega ekspresji w frakcji referencyjnej komórek mononukleamych. 
Świadczy to o neuralnym charakterze linii HUCB-NSC.

Za utrzymywanie „macierzystości”, czyli zdolności do samoodnowy zarówno 
komórek somatycznych, jak i embrionalnych odpowiedzialna jest aktywacja komór
kowych szlaków przekazywania sygnału, takich jak: WNT/[3CATENINA [36] oraz 
LIF/JAK/STAT [37, 35]. Neuralne komórki macierzyste charakteryzują się aktywacją 
szlaków DELTA/NOTCH oraz FGFR1 [38], W naszych badaniach, w niezróżnico- 

rcin.org.pl



NEURALNE KOMÓRKI MACIERZYSTE Z LUDZKIEJ KRWI PĘPOWINOWEJ 677

wanych komórkach HUCB-NSC wykazaliśmy wzmożoną aktywność szeregu genów 
związanych z wymienionymi drogami sygnałowymi. Dla szlaku inicjowanego sygnałem 
liganda Lif są to geny: LIFR, LIF, JAK oraz STAT. Aktywacja drogi WNT koreluje z 
nadekspresją takich genów, jak: WNT, FRIZZLED, LPR, ft-CATENINA, 
CADHERYNA i TCF, natomiast o aktywacji szlaku DELTA/NOTCH świadczy 
zwiększona ekspresja JAGGED2, NOTCH3, HEY1 oraz PEN2. Neuralne ukierunko
wanie niezróżnicowanej frakcji komórek HUCB-NSC jest związane między innymi ze 
zwiększoną ekspresją genów dla czynników wzrostowych FGF, PDGF, NRG1 oraz 
ich receptorów: FGFR1, FGFR3, PDGFR oraz ERBB2. Na szczególą rolę w tym 
procesie receptora FGFR1 wskazuje aż 600-krotne zwiększenie aktywności tego genu 
w porównaniu z wyjściową frakcją mononukleamą komórek krwi pępowinowej [9],

RÓŻNICOWANIE HUCB-NSC W KOMÓRKI O CHARAKTERZE 
FUNKCJONALNYCH NEURONÓW

Analizę molekularną przy użyciu mikromacierzy DNA zastosowano również do badania 
ekspresji genów w komórkach różnicowanych w obecności dBcAMP [9]. Różnicowaniu 
towarzyszy aktywacja genów związanych z receptorami białek G (GPR17), a także wzrost 
ekspresji genów specyficznych dla neuronów, np. MAPT (białko Tau), LXN (lateksyna), 
CALB2 (kalretynina), GAD 67 (dekarboksylaza kwasu glutaminowego 67), czy też genów 
kodujących białka zasocjowane z receptorem GABAp GABARAPL3 i GABARAPL1, 
co sugeruje gabaergiczny charakter różnicowania części komórek HUCB-NSC. Analiza 
immunocytochemiczna potwierdziła obecność białek kodowanych przez te geny (ryc. 3). 
Uwagę należy zwrócić również na wzrost ekspresji genów związanych z przekaźnictwem 
synaptycznym: SV2a (synaptic vesicle 2a), SYNJ1 (synaptojanin /), PCLO (piccolo) 
oraz NPTX1 (neuronal pentraxin) [9].

Badania elektofizjologiczne [28] prowadzone metodą ,patch clamp" wykazały w 
komórkach różnicowanych potencjał spoczynkowy wysokości 50 mV oraz obecność 
potencjało-zależnych prądów potasowych (Kir - inward rectifying potassium current 
oraz I - outward potassium current) (ryc. 4 a-e). Prądy te są specyficznie i w 
sposób odwracalny blokowane przez inhibitory Kir i IK : Kir był inhibowany obecnością 
jonów Cs , Ba2+ i Cd2+, natomiast I antagonistami kanałów potasowych: TEA 
(tetraethylammonium) lub 4-AP (4-aminopridine) (ryc. 4 c,e).

Wykazano również aktywność receptorów dopaminergicznych, gabaergicznych, 
glutamatergicznych i serotoninergicznych. W obecności kwasu kainowego, acetylo
choliny (ACH), serotoniny (5-HT), glicyny, GABA i dopaminy (DA) Kir w różnicowa
nych komórkach HUCB-NSC był znacząco modyfikowany. Ekspresja tych receptorów 
na poziomie białka została potwierdzona immunocytochemicznie. Badania profilu 
transkrypcyjnego różnicowanych HUCB-NSC przy zastosowaniu mikromacierzy DNA 
wykazały ekspresję genów dla potencjało-zależnych kanałów potasowych i sodowych, 
jak również niektórych typów receptorów: dla ACH, GABA, 5-HT, DA, glicyny czy 
kwasu glutaminowego. Świadczy to o funkcjonalnym różnicowaniu HUCB-NSC w
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RYCINA 3. HUCB-NSC różnicowane przez 2 tygodnie w obecności dBcAMP. A - koekspresja białka 
TAU (czerwone) i [3-TUB III (zielona), B - koekspresja kalretyniny CALB (czerwona) i P-TUB III 
(zielona), C - ekspresja dekarboksylazy kwasu glutaminowego 67 (GAD 67), D - ekspresja białka 
zasocjowanego z receptorem GABAA1. Niebieskie - jądra barwione Hoechst 33258, wskaźnik 
powiększenia 50 pm (A i B), 20 pm (C i D). Zdjęcia spod mikroskopu fluorescencyjnego. Szczegóły 
znakowania w ref. [9]

komórki o charakterze neuronów. Jednakże brak zapisu potencjałów czynnościowych, 
jak również brak ekspresji niektórych receptorów (np. NMDA) wskazują na to, że 
komórki HUCB-NSC różnicowane w obecności dBcAMP mają cechy funkcjonalnego, 
ale jeszcze niedojrzałego systemu neuronalnego [28,27]. Obecnie prowadzone badania, 
w których HUCB-NSC różnicowane są bezpośrednio na powierzchni modyfikowanej 
do przeprowadzenia pomiarów elektro fizjologicznych (z wbudowanymi elektrodami), 
wskazują na możliwość uzyskania potencjału czynnościowego w komórkach HUCB- 
NSC (dane niepublikowane).

PODSUMOWANIE

Komórki macierzyste wyizolowane z mononuklearnej frakcji ludzkiej krwi 
pępowinowej można skutecznie różnicować w komórki o charakterze neuronów, 
astrocytów i oligodendrocytów. Stabilna, nieimmortalizowana linia neuralnych komórekrcin.org.pl
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RYCINA 4. Prądy potencjało-zależne Kir oraz IR indukowane w komórkach HUCB-NSC przez skokowe 
zmiany potencjału od -140 do +50 mV (skok có 10 mV), potencjał spoczynkowy +50 mV. Badania 
prowadzono metodą „patch clamp" w komórkach różnicowanych przez 2 tygodnie w obecności dBcAMP. 
Prądy te są specyficznie i w sposób odwracalny blokowane przez inhibitory Kir i I : Kir był inhibowany 
obecnością jonów Cs\ (B,C,D), natomiast 1K antagonistami kanałów potasowych: TEA (tetraethylam- 
monium) lub 4-AP (4-aminopridine) (E). Szczegóły metodyczne ref. [28]

macierzystych HUCB-NSC jest potencjalnym źródłem komórek somatycznych do badań 
związanych z terapią chorób neurodegeneracyjnych, jest również dobrym modelem 
do badań nad neurotoksycznością rozwojową.

Przedstawione dowody otrzymania neuralnych komórek macierzystych z ludzkiej 
krwi pępowinowej i wyprowadzenie stabilnej linii komórkowej HUCB-NSC są pionier
skie w dziedzinie badań komórek macierzystych.
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ROLA METALOPROTEINAZ MACIERZY 
POZAKOMÓRKOWEJ W NOWOTWORACH PIERSI, 

ZE SZCZEGÓLNYM UWZGLĘDNIENIEM ROLI 
ŻELATYNAZY A ORAZ ŻELATYNAZY B

THE ROLE OF MATRIX METALLOPROTEINASES
IN BREAST CANCER, WITH PARTICULAR 

ROLE OF GELATINASE A AND GELATINASE B

Anna ŁAPKA, Anna GOŻDZIALSKA, Jerzy JAŚKIEWICZ

Zakład Analityki Biochemicznej, Wydział Farmaceutyczny z Oddziałem Analityki 
Medycznej Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellońskiego, Kraków

Streszczenie: Metaloproteinazy macierzy pozakomórkowej (MMPs) są enzymami bezpośrednio zaan
gażowanymi w procesy tworzenia przerzutów nowotworowych. W warunkach fizjologicznych MMPs 
uczestniczą w takich procesach, jak: embriogeneza, angiogeneza, cykliczne zmiany w endometrium, 
gojenie ran oraz agregacja płytek. Zmiany aktywności tych enzymów obserwowano w wielu procesach 
patologicznych, takich jak: choroba nowotworowa, procesy zapalne oraz choroby degeneracyjne układu 
nerwowego. W procesach nowotworowych MMPs uczestniczą w regulacji wzrostu i proliferacji komó
rek, tworzeniu przerzutów, angiogenezie oraz w odpowiedzi immunologicznej organizmu. Szczególnie 
ważną rolę odgrywają żelatynaza A (MMP-2) oraz żelatynaza B (MMP-9). Są to enzymy mające 
największą zdolność do degradacji kolagenu typu IV będącego głównym składnikiem błony podstawnej 
(BM). Utrata ciągłości w strukturze BM warunkuje zapoczątkowanie procesu migracji komórek nowo
tworowych z pierwotnego guza i tworzenie przerzutów w miejscach odległych.

Słowa kluczowe: metaloproteinazy macierzy zewnątrzkomórkowej, żelatynaza A, żelatynaza B, nowotwór piersi.

Summary: Matrix metalloproteinases (MMPs) are the enzymes which are directly involved in metastasis. 
Under physiological conditions MMPs are involved in such processes as embryogenesis, angiogenesis, 
cyclic changes in endometrium, wound healing and platelet aggregation. There is evidence that MMPs 
activity changes in many pathological conditions, including tumor disease, inflammatory and the degenera
tive diseases of nervous system. In cancer MMPs regulate growth and cancer-cell proliferation, metastasis, 
angiogenesis and the immune response to cancer. Gelatinase A (MMP-2) and gelatinase B (MMP-9) play an 
important role in cancer, because of their ability to degrade type IV collagen. The collagen type IV is the 
major component of basement membrane (BM). Loss of the continuity in BM structure determines the 
beginning of the cancer cell migration from primary tumor and creation of remote metastasis.

Key words: matrix metalloproteinases, gelatinase A, gelatinase B, breast cancer.rcin.org.pl
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WSTĘP

Rak gruczołu piersiowego jest obecnie najczęściej występującym nowotworem u 
kobiet. W Stanach Zjednoczonych oraz krajach Unii Europejskiej rocznie na raka piersi 
zapada 6-7 proc, kobiet. W Polsce nowotwór ten stanowi około 19 proc, ogółu 
rejestrowanych nowotworów złośliwych u kobiet i zajmuje pierwsze miejsce pod 
względem zachorowalności oraz umieralności z powodu nowotworów [45].

Diagnoza zmian nowotworowych opiera się głównie na zastosowaniu metod 
histopatologicznych i obrazowych. Innąjeszcze metodą wykrywania zmian nowotworowych 
jest oznaczanie markerów nowotworowych w krwi [14,21], Ze względu na fakt, że rozwój 
choroby nowotworowej poprzedza mutacja określonych genów, poszukuje się obecnie metod, 
które pozwoliłyby na wykrycie komórek transformowanych nowotworowo. Innym jeszcze 
kierunkiem badań mogą być oznaczenia stabilności macierzy tkanek, w których rozwijająsię 
zmiany nowotworowe. Wszystkie te działania prowadzą do wykrycia przedprzerzutowego 
stadium zmian nowotworowych. Wczesne wykrywanie komórek transformowanych 
nowotworowo umożliwia wdrożenie takich metod terapeutycznych, które zwiększają 
prawdopodobieństwo wyleczenia lub wydłużajączas przeżycia [ 16,39],

Rak piersi charakteryzuje się dużą inwazyjnością poprzez wczesną migrację komórek 
nowotworowych drogą naczyń krwionośnych i limfatycznych. Ogniska przerzutów 
najczęściej wykrywane są w płucach, kościach, wątrobie oraz mózgu [23, 34]. Nabycie 
przez komórkę nowotworową fenotypu inwazyjnego warunkuje inicjację procesu migracji 
do otaczających tkanek, a tym samym możliwość tworzenia przerzutów. Aktywacja 
tego procesu zależy od przebiegających równolegle dwóch procesów, a mianowicie 
utraty połączeń pomiędzy komórkami guza i degradacji białek macierzy pozakomórkowej 
(ECM - extracellular matrix) [13, 21, 35].

Pierwszym etapem procesu migracji jest pokonanie bariery, jaką stanowi macierz 
pozakomórkowa oraz błona podstawna (BM - basement membrane) [8, 14],

W warunkach fizjologicznych macierz pozakomórkową tworzą specyficzne białka. Wśród 
tych związków wyróżnia się białka kolagenowe oraz elastynę, a także specyficzne 
glikoproteiny, proteoglikany i glikozaminoglikany [8], Skład i proporcje tych związków są 
charakterystyczne dla poszczególnych tkanek oraz wyznaczają ich strukturę i funkcję. 
Kolageny oraz elastyna tworzą rusztowanie ECM, zapewniając tym samym zachowanie 
prawidłowej struktury tkanki oraz transdukcję sygnałów międzykomórkowych [30,31,42]. 
Błona podstawna, będąca jedną z form ECM, utworzona jest głównie przez białko kolagenowe 
typu IV, fibronektynę, lamininę, entaktynę oraz siarczan heparanu [7, 30]. Glikoproteiny 
biorą udział w adhezyjności, migracji oraz różnicowaniu się komórek poprzez wiązanie 
z integrynami. Proteoglikany występujące w ECM ułatwiają migrację komórek [8].

Zaburzenie funkcji macierzy pozakomórkowej oraz błony podstawnej poprzez patogenne 
działanie metaloproteinaz jest procesem warunkującym tworzenie przerzutów. Równolegle 
w zmienionej nowotworowo tkance zachodzi aktywnie proces angiogenezy. Destrukcja 
macierzy tkankowej oraz angiogeneza to etapy rozwoju zmian nowotworowych umożliwiające 
migrację komórek z następowym tworzeniem przerzutów [21],
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1. CHARAKTERYSTYKA BIOCHEMICZNA ORAZ BUDOWA 
METALOPROTEINAZ

Enzymy hydrolizujące białka macierzy są zaliczane do klasy endopeptydaz. 
W piśmiennictwie bywają określane jako proteinazy lub proteazy. Obecna klasyfikacja 
metaloproteinaz wyszczególnia 25 odrębnych enzymów, a z grupy tej 22 występuje u 
ludzi [8, 38]. Enzymy te ze względu na specyfikę substratową oraz budowę zostały 
podzielone na 8 grup, a mianowicie: kolagenazy, żelatynazy, stromielizyny, matrylizyny, 
enamelizyny, metaloelastazy, metaloproteinazy błonowe oraz pozostałe, niezaklasy- 
fikowane do żadnej z wyżej wymienionych grup (tab. 1). W tabeli podano także poznane 
substraty dla poszczególnych grup enzymów. Substratami są białka macierzy pozako- 
mórkowej, w tym białka kolagenowe, laminina, fibronektyna, elastyna oraz proteogłikany 
[8, 34]. Podobieństwo enzymów o tej samej specyfice substratowej potwierdzone jest 
homologią domen tych enzymów [38].

Synteza MMPs w warunkach prawidłowych zachodzi w komórkach macierzy 
współtworzącej określoną tkankę łączną, w tym również w komórkach krwi. 
W warunkach patogennych MMPs są ponadto syntetyzowane przez komórki nowotwo
rowe. We wszystkich przypadkach MMPs produkowane są jako preproenzymy, a 
większość z nich wydzielana jest do ECM w postaci nieczynnych proenzymów. Istnieje 
możliwość wewnątrzkomórkowej aktywacji MMPs, jak ma to miejsce w przypadku 
MMP-14, której proces aktywacji zachodzi w aparacie Golgiego [8, 10, 38], Funkcja 
aktywnych form MMPs zależy od pH i jest największa w pH obojętnym. Aktywność 
przemian uczynniania zależna jest także od stężenia jonów Ca2 oraz Zn2+ [8, 10, 26].

2. FUNKCJA METALOPROTEINAZ 
W WARUNKACH FIZJOLOGICZNYCH

W warunkach prawidłowych metaloproteinazy biorą udział w regulacji rozwoju 
płodowego oraz procesach wzrostu i przebudowy tkanek. Odpowiedzialne są także za 
cykliczne zmiany w endometrium oraz zmiany zachodzące podczas ciąży, porodu i połogu 
[38]. Uczestniczą w procesach angiogenezy, a także migracji komórek odpowiedzi 
zapalnej biorąc udział w procesach gojenia ran oraz tworzenia blizn [33, 38], MMP-2 
odgrywa istotną rolę w regulacji czynności płytek krwi poprzez stymulację agregacji 
niezależną od tromboksanu A, (TXA,). Natomiast MMP-9 hamuje proagregacyjne 
działanie MMP-2. Antagonistyczne działanie MMP-2 i MMP-9 stanowi jeden z mecha
nizmów pozwalających na utrzymanie hemostazy naczyniowej [33].

2a. Budowa i charakterystyka MMP-2 oraz MMP-9

Metaloproteinaza MMP-2, zwana żelatynazą A lub kolagenazą72 kDa oraz MMP-9, 
określana też jako żelatynaza B lub kolagenaza 92 kDa, mają domeny wspólne dla całej 
grupy MMPs, a także domeny charakterystyczne, stanowiące o ich odmiennych
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TABELA 1. Specyfika substratowa metaloproteinaz macierzy pozakomórkowej [7]

Grupa enzymów MMP Substraty

Kolagenazy

Kolagenaza 1 MMP-1 kolagen typu I, II, III, VII, VIII, X, XI, żelatyna, agrekan, entaktyna, fibronektyna, 
laminina, tenascyna, vitronektyna, al-antychymotrypsyna, «2-makroglobulina, fibryna, 
fibrynogen, pro-MMP-2, pro-MMP-9, pro-TNFa

Kolagenaza 2 MMP-8 kolagen typu I, II, III, agrekan, «2-makroglobulina, fibrynogen

Kolagenaza 3 MMP-13 kolagen typu I, II, III, IV, VI, IX, XIV, żelatyna, agrekan, fibronektyna, tenascyna, 
a2-makroglobulina, kazeina, czynnik XII, fibrynogen, pro-MMP-9

Kolagenaza 4 MMP-18 kolagen typu I, żelatyna

Żelatynazy

Żelatynaza A MMP-2 kolagen typu I, II, III, IV, Vil, IX, X, XI, żelatyna, agrekan, elastyna, entaktyna, 
fibronektyna, IGFBP, laminina, tenascyna, vitronektyna, fibryna, fibrynogen, pro-MMP-9, 
pro-MMP-13, plazminogen, pro-TNFa

Żelatynaza B MMP-9 kolagen typu IV, V, XI, XIV, żelatyna, agrekan, dekoryna, elastyna, IGFBP, laminina, 
vitronektyna, a2-makroglobulina, endotelina, kazeina, fibryna, fibrynogen, ILIĄ pro- 
MMP-2, plazminogen, pro-TNFa

S tro mie lizyny

Stromielizyna 1 MMP-3 kolagen typu III, IV, V, VII, IX, X, XI, żelatyna, agrekan, dekoryna, elastyna, entaktyna, 
fibronektyna, IGFBP, laminina, osteonektyna, perlekan, tenascyna, vitronektyna, 
al-antychymotrypsyna, a2-makroglobulina, kazeina, E-kadheryna, fibryna, fibrynogen, 
IL-1Ą pro-MMP-1, pro-MMP-7, pro-MMP-8, pro-MMP-9, pro-MMP-13, pro-TNFa

Stromielizyna 2 MMP-10 kolagen typu III, IV, V, żelatyna, agrekan, elastyna, fibronektyna, kazeina, fibrynogen, 
pro-MMP-1, pro-MMP-7, pro-MMP-8, pro-MMP-9

Stromielizyna 3 MMP-11 IGFBP, a2-makroglobulina

Matry lizyny

Matry lizyna MMP-7 kolagen typu I, IV, żelatyna, agrekan, dekoryna, elastyna, entaktyna, fibronektyna, 
laminina, tenascyna, vitronektyna, kazeina, E-kadheryna, fibrynogen, pro-MMP-1, pro- 
MMP-2, pro-MMP-9, plazminogen, pro-TNFa

Matrylizyna 2 MMP-26 kolagen typu IV, żelatyna, fibrynogen, fibronektyna, vitronektyna, kazeina, pro-MMP-9

Ena me lizyna MMP-20 agrekan

Metaloelastaza MMP-12 kolagen typu I, IV, żelatyna, agrekan, elastyna, entaktyna, fibronektyna, laminina, 
vitronektyna, czynnik XII, a2-makroglobulina, fibrynogen, IgG, plazminogen, pro-TNFa

Metaloproteinazy błonowe

MT1-MMP MMP-14 kolagen typu I, II, III, żelatyna, agrekan, entaktyna, fibronektyna, perlekan, vitronektyna, 
a2-makroglobulina, CD44, czynnik XII, fibryna, fibrynogen, ov integryna, pro-MMP-2, 
pro-MMP-13, tenascyna, pro-TNFa

MT2-MMP MMP-15 agrekan, entaktyna, fibronektyna, laminina, perlekan, tenascyna, pro-MMP-2

MT3-MMP MMP-16 kolagen typu III, żelatyna, kazeina, fibronektyna, pro-MMP-2

MT4-MMP MMP-17 żelatyna, fibryna, fibrynogen, pro-MMP-2, pro-TNFa

MT5-MMP MMP-24 żelatyna, fibronektyna, pro-MMP-2

MT6-MMP MMP-25 kolagen typu IV, żelatyna, fibronektyna, fibrynogen, fibryna, pro-MMP-2
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właściwościach. W obrębie domeny katalitycznej MMP-2 i MMP-9 występują trzy 
powtórzone fragmenty podobne do fibronektyny. Fragmenty te odpowiedzialne są za 
wiązanie z substratem, jakim jest kolagen i elastyna oraz innymi substratami, które 
zostały zestawione w tabeli 1 [1,9,36]. Ponadto MMP-9 w obrębie regionu zawiasowego 
ma domenę kolagenu typu V o niepoznanej dotychczas funkcji [8, 38].

W cząsteczce MMPs występuje sekwencja sygnałowa, a także domena katalityczna 
z centrum aktywnym oraz domena hemopeksynopodobna zakończona grupą karbo
ksylową [8,31]. Sekwencję sygnałową tworzą aminokwasy N-końca cząsteczki, które 
decydują o sekrecji proenzymu z siateczki endoplazmatycznej do macierzy zewnątrz- 
komórkowej Propeptyd zbudowany jest z sekwencji PRCG(X)PDV (Pro- Arg- Cys- 
Gly- (X)- Pro- Asp- Val) i zawiera ok. 80 aminokwasów [24]. Wśród aminokwasów 
szczególną rolę odgrywa cysteina, której reszta wiążąc atom cynku utrzymuje tym sa
mym enzym w stanie nieaktywnym. Domena katalityczna, zbudowana z ok. 170 
aminokwasów, zawiera centrum aktywne, o tylko częściowo poznanej sek-wencji 
HEXXHXXGXXH [24,38], Trzy cząsteczki histydyny, obecne w domenie katalitycznej 
wiążąatom cynku [8,24], Równoczesne wiązanie atomu cynku przez reszty histydyny 
z domeny katalitycznej i resztę cysteiny z sekwencji sygnałowej czyni kompleks białkowy 
nieaktywnym. Rozerwanie połączenia cysteiny z sekwencją sygnałową jest wstępnym 
procesem prowadzącym do uaktywnienia enzymu.

3. REGULACJA AKTYWACJI I INHIBICJI MMP-2 ORAZ MMP-9

Prawidłowa ekspresja MMPs regulowana jest na poziomie transkrypcji genów, 
translacji, aktywacji proenzymów oraz poprzez aktywatory i inhibitory tkankowe (TIMPs 
-tissueinhibitors of metalloproteinases) [8,27, 36,38]. W warunkach patologicznych 
wzrost ekspresji metaloproteinaz jest spowodowany głównie zaburzeniami regulacji 
transkrypcji. Pierwszym etapem tych przemian jest zmiana funkcji protoonkogenów w 
onkogeny. Szczególna rola przypada na protoonkogeny fos i jun. Mutacja w obrębie 
tych genów często prowadzi do wystąpienia nowotworów [21, 22]. Białka Fos i Jun 
łączą się w czynnik transkrypcyjny AP-1. Czynnik ten ma zdolność tworzenia połączeń 
z promotorami genów MMP-2 oraz MMP-9, a także wielu innych MMPs [ 15,27,38]. 
W regulacji poziomu ekspresji MMP-2 bierze także udział onkogen HER2/neu (zwany 
również c-erbB-2) oraz czynnik transkrypcyjny AP-2 [17, 22].

Onkogen HER-2/neu jest genem kodującym błonowy receptor dla kinazy 
tyrozynowej, zawierający sekwencje homologiczne z receptorem dla epidermalnego 
czynnika wzrostu (EGF - epidermal growth factor) [17, 22]. Białko HER-2/neu ma 
aktywność kinazy tyrozynowej, co powoduje pobudzenie sygnału mediowanego 
receptorem nawet przy braku ligandu. Nadekspresja tego białka obserwowana jest u 
20-30% kobiet chorych na nowotwory piersi i najczęściej wynika z amplifikacji genu 
HER-2/neu [5, 17,22]. Nadmierna ekspresja genu HER-2/neu, która została potwier
dzona w nowotworach gruczołu sutkowego prowadzi do wzrostu aktywności MMP-2.
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Czynnik transkrypcyjny AP-2 jest białkiem, którego znaczenie zostało potwierdzone 
w procesach wzrostu, różnicowania oraz apoptozy komórek [22,40]. Odgrywa zasadniczą 
rolę w procesach nowotworowych. Wiąże się z regionem promotorowym protoonkogenu 
HER-2/neu aktywując jego ekspresję [22]. Dodatkowo czynnik transkrypcyjny AP-2 
odgrywa znaczną rolę w procesie transkrypcji MMP-2 oraz odpowiada za zwiększenie 
aktywności obszaru promotorawego genu MMP-9. Efekt wpływu nadekspresji genu 
HER2/neu na zdolność komórek nowotworowych do tworzenia przerzutów jest zatem 
związany ze zwiększeniem poziomu ekspresji MMP-2 oraz MMP-9, a także ze wzrostem 
aktywności proteolitycznej tych enzymów [ 16,27].

Wzrost poziomu ekspresji MMPs może być także wynikiem spadku poziomu ekspresji 
genów supresorowych, których produkty białkowe, w prawidłowych warunkach, hamują 
wzrost i proliferację komórek. Najczęściej występującą mutacją genów supresorowych 
w raku piersi jest mutacja genu p53. Jest to gen, którego białkowy produkt, wiążąc się 
z DNA kontroluje proces syntezy DNA, transkrypcji oraz apoptozę. W dziedzicznych 
nowotworach piersi najczęściej obserwowanymi mutacjami są mutacje genów BRCA-1 
i BRCA-2. Białka kodowane przez geny BRCA-1 i BRCA-2 są białkami jądrowymi. Ich 
funkcja nie została dokładnie poznana, natomiast prawdopodobnie biorą udział w procesach 
naprawy DNA i regulacji transkrypcji. Mutacja genu kodującego E-kadherynę powodująca 
spadek ekspresji tego białka prowadzi do zmniejszenia kohezji międzykomórkowej. Ułatwia 
to inwazyjność oraz tworzenie przerzutów w nowotworach piersi, raku jelita grubego, 
przełyku, jajnika [21,37]. Mutacje genów kodujących poszczególne enzymy są rzadko 
wykrywane [8, 32, 38].

Ekspresja genów MMPs regulowana jest przez wiele czynników stymulujących oraz 
hamujących. Do czynników stymulujących ekspresję należą między innymi estry forbolu, 
białka macierzy zewnątrzkomórkowej, stres komórkowy oraz cytokiny [8,20,38], Czynniki 
wzrostu, w tym interleukiny, interferon, EGF, FGF, VEGF, PDGF, TNF-a, TGF-[3 to 
również ważne regulatory ekspresji MMPs [13, 28, 36], Innym jeszcze czynnikiem 
pobudzającym MMPs są białka komórek nowotworowych. Przykładem jest cząsteczka 
białka EMMPRIN (extracellular matrix metalloproteinase inducer), glikoproteina, 
zlokalizowana na powierzchni komórki nowotworowej [2,24], Białko to stymuluje znajdujące 
się w bliskim sąsiedztwie fibroblasty do produkcji metaloproteinaz, w tym MMP-2. Poprzez 
aktywację MMP-2 białko EMMPRIN pobudza proteolizę ECM. Obecność EMMPRIN 
została stwierdzona na powierzchni komórek nowotwo-rowych guzów piersi, płuc, 
przewodu pokarmowego, pęcherza moczowego, a także komórek czerniaka [24],

MMP-2 oraz MMP-9, tak jak pozostałe enzymy tej grupy, wydzielane są do 
środowiska pozakomórkowego w postaci nieaktywnego biologicznie proenzymu (pro- 
MMPs). Aktywacja pro-MMPs do aktywnej MMPs zachodzi w środowisku zewnątrz- 
komórkowym, ale związana jest z funkcją komórki [ 10,29]. Do pełnej aktywacji latentnej 
formy enzymów konieczny jest proces proteolityczny, tzw. cysteine-switch. Efektem 
jest odcięcie N-terminalnego propeptydu bogatego w cysteinę, a w następstwie 
odsłonięte zostaje centrum aktywne z trzema resztami histydyny oraz jonem cynku 
(Zn2+) [1,40]. Mechanizm aktywacji zachodzi poprzez rozerwanie wiązań pomiędzy 
grupątiolowącysteiny ajonem cynku [38]. Odłączenie propeptydu maskującego miejsce 
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aktywne zawierające Zn2+ powoduje skrócenie łańcucha aminokwasowego oraz 
zmniejszenie masy cząsteczkowej o ok. 10 kDa [10, 38].

Efektywna aktywacja pro-MMP-2 może nastąpić w drodze zależnej od MMP-14 
(MT1 -MMP) oraz niezależnie od działania tego enzymu. MMP-14 to metaloproteinaza 
transbłonowa, której cząsteczka jest związana z błoną komórkową komórek tkanki 
łącznej. Aktywacja MMP-2 poprzez szlak zależny od MMP-14 wymaga powstania 
kompleksu tego enzymu z MMP-14 i TIMP-2 na powierzchni błony komórkowej 
[24,40]. Działanie MMP-14 polega na rozerwaniu wiązania pomiędzy Asn37- Leu38 
w cząsteczce pro-MMP-2. Dalsze przekształcenie polegające na rozerwaniu wiązania 
pomiędzy Asn80- Tyr81 jest procesem autokatalitycznym. Proces aktywacji MMP-2 może 
także zachodzić wskutek interakcji pomiędzy metaloproteinazą błonową MMP-14 oraz 
integryną avP3. Cząsteczki integryny obecne są w komórkach śródbłonka oraz 
w komórkach nowotworowych różnych tkanek, w tym także w tkankach nowotworowych 
piersi. Integryną «¥03 odgrywa krytyczną rolę w procesach wzrostu nowotworu i 
tworzenia nowych naczyń krwionośnych. Interakcja pomiędzy hemopeksy-nopodobną, 
C-końcową domeną MMP-2 a integryną av(33 umożliwia efektywne dojrzewanie 
MMP-2. Sama integryną zatem aktywuje MMPs, lecz w połączeniu z vitronektyną 
specyficznie wiążąca się z integryną, blokuje proces aktywacji proMMP-2, 
prowadząc tym samym do spadku poziomu aktywnych form MMP-2 [4].

Kolejny mechanizm aktywacji metaloproteinaz może dokonywać się pod wpływem 
proteinaz serynowych, obecnych w środowisku pozakomórkowym, takich jak: trypsyna, 
proteinazy systemu aktywacji plazminogenu do plazminy, elastaza leukocytama oraz 
katepsyna G. Trypsyna w takich warunkach wydzielana jest przez komórki nowo
tworowe [33], Aktywacja dokonuje się także przy udziale aktywnych form metalo
proteinaz [38], Zwiększenie ekspresji oraz aktywacji MMPs w procesach nowotwo
rowych prowadzi do zwielokrotnienia efektu destrukcji macierzy, a zatem widoczny 
jest tu typowy mechanizm reakcji kaskadowej.

W wyniku działania związków nieorganicznych, takich jak cyjanek lub jodek potasu, 
siarczan dodecylu sodu oraz związków organicznych zawierających rtęć, a także 
mocznika i stresu oksydacyjnego, będących niespecyficznymi aktywatorami MMPs 
zachodzą zmiany konformacyjne w obrębie cząsteczki pro-MMP. Zmiany te prowadzą 
w efekcie do odłączenia peptydu regulatorowego i aktywacji proenzymu [10, 33],

W warunkach prawidłowych głównymi inhibitorami metaloproteinaz są tkankowe 
inhibitory metaloproteinaz TIMP, stanowiące grupę specyficznych inhibitorów MMPs. 
Są to białka o masie cząsteczkowej pomiędzy 20-29 kDa, które łączą się wiązaniami 
niekowalencyjnymi z MMP w stosunku stechiometrycznym 1:1 [3,36,38,41 ]. Kompleks 
taki może ulec dysocjacji z odzyskaniem pełnej aktywności TIMPs oraz MMPs [9]. 
Dotychczas poznano i scharakteryzowano cztery geny, które kodują białka TIMP-1,2, 
3 oraz 4. Skład i sekwencja aminokwasowa wszystkich TIMPs jest podobna w 37- 
51%. Wszystkie zawierają w swej strukturze 12 reszt cysternowych, które tworzą 
6 mostków disiarczkowych oraz 6 pętli polipeptydowych [10,19,38], Pętle 1-3 znajdują 
się w C-końcowym fragmencie struktury, natomiast pętle 4-6 znajdują się we fragmencie 
N-końcowym białka [10,36]. Obie domeny N- i C-końcowa mają zdolność do tworzenia 
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połączeń z MMPs, natomiast największa aktywność inhibicyjna związana jest głównie 
z możliwością tworzenia wiązań pomiędzy N-końcem TIMP a N-końcem enzymu. 
Aktywność inhibicyjna poszczególnych białek TIMP jest różna w stosunku do różnych 
MMPs. Domena C-końcowa (pętle 4-6) TIMP-1 ma większe powinowactwo do 
domeny hemopeksynopodobnej MMP- 9 niż do domeny hemopeksynopodobnej MMP- 
2. C-końcowa domena TIMP-2 ma natomiast znacznie większe zdolności do wiązania 
z domeną hemopeksynopodobną MMP-2 [9, 10, 25]. Paradoksalnie TIMP-2 ma 
działanie nie tylko inhibicyjne, ale również bierze udział w procesie aktywacji MMP-2 
przy udziale MMP-14. TIMP-3 wykazuje znacznie większe powinowactwo w stosunku 
do MMP-9 niż pozostałe białkowe inhibitory [10, 38]. Białka TIMPs oprócz inhibicji 
metaloproteinaz mają także zdolność pobudzania wzrostu komórek, a także supresji 
sygnałów prowadzących do pobudzenia mitozy oraz apoptozy [38].

Do endogennych inhibitorów metaloproteinaz należy także trombospondyna-2, 
trombospondyna-1, niewielkie cząsteczki białkowe z fragmentami homologicznymi do 
TIMPs, inhibitor związany z błoną komórkową RECK (reversion-inducing cysteine- 
rich protein with kazał motifs) oraz oc2-makroglobulina, będąca białkiem osoczowym. 
Bierze ona udział w nieodwracalnej inhibicji MMPs [8,27].

Zmniejszenie aktywności MMPs możliwe jest także na etapie transkrypcji, poprzez 
zablokowanie odcinków DNA, które kodują poszczególne enzymy. Zmniejszenie 
aktywności może też odbywać się poprzez zablokowanie aktywnych już form enzymów.

4. PRZEBUDOWA MACIERZY POZAKOMÓRKOWEJ

Aby komórki rakowe mogły pokonać gęstą sieć elementów budujących macierz 
zewnątrzkomórkową, niezbędna jest proteoliza poszczególnych składników tego 
środowiska. Szczególna rola w procesie proteolizy składników ECM związana jest z 
aktywnością metaloproteinaz macierzy zewnątrzkomórkowej. Szczególne znaczenie dla 
zagrożenia migracją komórek ma proteolityczne działanie MMPs na E-kadherynę, białko 
adhezyjne, które uczestniczy w interakcji pomiędzy komórkami. Cząsteczka E-kadheryny 
zlokalizowana jest na powierzchni komórek nabłonkowych. Degradacja białka prowadzi 
do zaburzenia oddziaływań międzykomórkowych, a także inicjuje proces transformacji 
komórek nabłonkowych w komórki mezenchymatyczne. Taka zmiana fenotypu 
komórkowego związana jest ze stopniem zaawansowania oraz złośliwością nowotworu. 
[8,14,38]. Żelatynaza A (MMP-2) oraz żelatynaza B (MMP-9) mają największe zdolności 
do degradacji białka kolagenowego typu IV, będącego głównym składnikiem błony 
podstawnej [42]. MMP-2 ulega ekspresji w bardzo wczesnej fazie raka piersi i jest 
traktowana, jako jeden z pierwszych czynników umożliwiających formowanie się 
nowotworu. W większości przypadków jest nieobecna w normalnej dorosłej tkance piersi, 
ale ulega ekspresji w łagodnych nowotworach, takich jak np. włókniaki [35], Uszkodzenia 
struktury błony podstawnej stanowiąjeden z elementów warunkujących migrację komórek. 
Metaloproteinazy te odgrywają krytyczną rolę w procesie transformacji nowotworu in 
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situ w jego postać inwazyjną. Wzrost ekspresji MMPs głównie MMP-2 oraz MMP-9 
odpowiedzialnych za degradację kolagenu typu IV został stwierdzony w tkankach 
nowotworowych tych nowotworów piersi, których komórki mają zdolność do tworzenia 
przerzutów. Natomiast wzrost ekspresji enzymów nie został potwierdzony w tkance 
nowotworowej in situ [7, 12]. Ekspresja MMP-2 zachodzi głównie w zrębie złośliwych 
nowotworów i jest zwiększana przez parakrynne pobudzanie mediowane przez czynniki 
rozpuszczalne. Dla odmiany ekspresja MMP-9 w fibroblastach pochodzących z tkanki 
nowotworowej wymaga bezpośredniego kontaktu ze złośliwym nabłonkiem nowotworo
wym [35].

5. ROLA METALOPROTEINAZ MMP-2 ORAZ MMP-9 
W PROCESACH NOWOTWOROWYCH

Dotychczas rola metaloproteinaz w procesach nowotworowych ograniczona była 
jedynie do udziału w inwazji i tworzeniu przerzutów. Jednak wykazano także działania 
MMPs na innych etapach karcinogenezy.

5a. MMPs a procesy wzrostu i apoptozy komórek nowotworowych

MMPs regulują procesy wzrostu oraz proliferacji komórek. W prowadzonych 
badaniach doświadczalnych wykazano, iż proliferacja komórek nowotworowych u myszy, 
które nie miały genu kodującego MMP-9 była w znacznym stopniu zahamowana [8].

MMPs generują sygnały pobudzające komórki do intensywnego namnażania się, 
uwalniają związane z błoną komórkową prekursory czynników wzrostu, np. TGF-a. 
Rozkładają kompleks IGF-BP (insulin-like growth factor-binding protein), uwolniony 
zostaje czynnik IGF, który pobudza wzrost komórek nowotworowych. MMP-9 obniża 
także zdolność komórek nowotworowych do apoptozy [7, 8].

5b. MMPs a tworzenie przerzutów

Rola MMPs w procesach tworzenia przerzutów jest znana już od kilku lat. Potencjał 
inwazyjny nowotworu może być zależny od interakcji pomiędzy MMPs a TIMPs. 
Przewaga aktywności enzymów nad ich tkankowymi inhibitorami prowadzi do zwięk
szenia potencjału inwazyjnego [22]. Pierwszym krokiem jest migracja komórek 
nowotworowych do otaczających tkanek, a następnie do tkanek znacznie oddalonych 
od miejsca pierwotnego guza [6, 3]. Aby proces ten mógł zaistnieć, niezbędne jest 
zmniejszenie adhezyjności komórek nowotworowych do podłoża. Dochodzi do tego na 
skutek degradacji białek adhezyjnych, w tym E-kadheryny przez metaloproteinazy [8, 
38]. MMP-2 oraz MMP-14 degradują lamininę-5 w błonie podstawnej. W wyniku tego 
działania odsłonięciu ulega miejsce w strukturze lamininy, które w warunkach 
fizjologicznych jest ukryte. Ekspozycja tej części białka inicjuje migrację komórek 
nowotworowych. Podczas wędrówki komórki muszą odłączyć się od sąsiadujących 
komórek oraz od otaczających je składników macierzy zewnątrzkomórkowej.
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Niezbędnym do tego procesu jest lokalizacja MMP-9 na powierzchni błony komórkowej 
[8], Na błonie komórek nowotworowych obecne jest białko adhezyjne CD44 będące 
głównym receptorem dla kwasu hialuronowego. Łączy się także z MMP-9 wiążąc 
tym samym tę metaloproteinazę na powierzchni komórki nowotworowej. Powstały 
kompleks sprzyja inwazyjności komórek guza [8, 18], Kompleks CD44 - MMP-9 
rozkładany jest przez MMP-14 i uwolniona zostaje pozakomórkowa domena, co 
powoduje zmniejszenie inwazyjności nowotworu [8].

5c. MMPs a angiogeneza

Angiogeneza warunkuje lokalny rozwój nowotworów, a także umożliwia tworzenie 
przerzutów. Zahamowanie procesu angiogenezy prowadzi do supresji wzrostu guza 
oraz uniemożliwia migrację komórek nowotworowych do innych tkanek [ 18, 43,44]. 
W doświadczeniach in vitro wykazano, że endogenne inhibitory MMPs redukują 
powstawanie nowych naczyń krwionośnych. Nasuwa się zatem wniosek, że MMPs 
wyraźnie zwiększają możliwości angiogenezy. MMPs degradują składniki ECM, dzięki 
czemu komórki nabłonkowe przenikają w głąb zrębu nowotworu. Przeprowadzono 
szereg badań in vitro oraz wiele eksperymentów na modelach zwierzęcych, z których 
wynika, że MMP-2, MMP-9 oraz MMP-14 są bezpośrednimi regulatorami angiogenezy 
[8,26]. MMPs degradują kolagen typu IV, I oraz fibronektynę, co powoduje rozluźnienie 
ścisłej struktury ECM i umożliwia przenikanie komórek nabłonkowych, które dadzą 
początek nowym naczyniom krwionośnym. Rozkład kolagenu typu IV dodatkowo 
sprzyja procesowi angiogenezy przez umożliwienie połączenia pomiędzy zdegradowanym 
kolagenem IV a integrynąavP3. Metaloproteinazy zwiększają dostępność proangio- 
gennych czynników wzrostu np. VEGF, FGF-2, TGF-0. Czynniki te stymulują prolife
rację i migrację komórek nabłonkowych, w wyniku czego dochodzi do organizowania 
nowych naczyń krwionośnych [8,21,44].

5d. MMPs a odpowiedź immunologiczna organizmu

Układ odpornościowy jest zdolny do rozpoznawania i niszczenia komórek 
nowotworowych poprzez takie komórki, jak: makrofagi, limfocyty T, limfocyty NK i 
neutrofile. Komórki nowotworowe wykształciły wiele systemów umożliwiających 
uniknięcie zniszczenia przez układ immunologiczny. Jednym z takich systemów są 
metaloproteinazy [8], Istotnym czynnikiem do wzbudzenia reakcji odpornościowej jest 
proliferacja limfocytów T pod wpływem stymulującego działania kompleksu IL-2- Rot 
(interleukin-2-receptor-a). MMPs, a szczególnie MMP-9 mają zdolność do rozkładu 
tego kompleksu, przez co następuje oczywisty spadek proliferacji limfocytów T, a tym 
samym znaczące zahamowanie reakcji odpornościowej typu komórkowego [8, 33]. 
MMPs aktywują również TGF-|3 (transforming growth factor), który jest jednym 
z inhibitorów odpowiedzi limfocytów T skierowanej przeciwko komórkom nowo
tworowym [11]. MMP-9 degraduje IL-8 (interleukin-8), która jest chemoatraktan- 
tem dla fagocytujących komórek. W procesach nowotworowych, w tym także 
w nowotworach gruczołu piersiowego, pojawiają się komórki zapalne. Komórki te 
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produkują wiele różnych MMPs, w tym także MMP-9, MMP-12, MMP-14, a zatem 
pośrednio biorą udział w stymulacji progresji nowotworu i zapewniają komórkom 
nowotworowym ochronę przed działaniem układu immunologicznego [8].

6. PODSUMOWANIE

Wczesna diagnoza i określenie stanu zaawansowania nowotworu pozwala na 
zwiększenie przeżywalności chorych na nowotwory piersi. Ważne jest poszukiwanie 
nowych czynników prognostycznych i diagnostycznych, które umożliwią wczesne 
wykrycie nowotworów piersi, a jednocześnie pozwolą na wykorzystanie dostępnych 
możliwości leczenia w postaci chemioterapii, radioterapii lub hormonoterapii obok 
zabiegu operacyjnego [ 16,39]. Wprowadzenie wczesnej diagnozy i skutecznego leczenia 
staje się misją współczesnej ochrony zdrowia, zwłaszcza w przypadku tak częstego 
schorzenia, jakim jest rak piersi u kobiet. Uczestnictwo MMP-2 oraz MMP-9 zarówno 
w angiogenezie, jak i inwazyjności oraz progresji nowotworu i zwiększenie ich ekspresji 
zgodne z powiększeniem stopnia zaawansowania nowotworu staje się niekorzystnym 
czynnikiem prognostycznym [13]. Kobiety, u których w tkance nowotworowej guza 
piersi stwierdzono zwiększoną ekspresję MMP-2, mają znacznie gorsze rokowania. 
MMP-9 wykazuje wysoką ekspresję w nowotworze gruczołu piersiowego i wydaje się 
być związane z tworzeniem przerzutów do węzłów limfatycznych. Głębsze poznanie 
działania metaloproteinaz zbliża naukę do możliwości odkrycia coraz to nowszych endo- 
i egzogennych inhibitorów, które zwiększą szansę selektywnego blokowania poszcze
gólnych enzymów, w tym MMP-2 oraz MMP-9.
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NAPRAWA DNA PRZEZ WYCINANIE 
NUKLEOTYDÓW W KOMÓRKACH SSAKÓW*

NUCLEOTIDE EXCISION REPAIR IN MAMMALIAN CELLS

Tomasz ŚLIWIŃSKI, Janusz BŁASIAK

Katedra Genetyki Molekularnej, Uniwersytet Łódzki

Streszczenie: Naprawa DNA przez wycinanie nukleotydów (NER) jest jedną z najważniejszych odpo
wiedzi komórki na uszkodzenia DNA, wnoszącą istotny wkład w utrzymanie stabilności genomowej. W 
NER usuwane są obszerne addukty oraz uszkodzenia zniekształcające strukturę DNA, takie jak wywo
łane przez promieniowanie UV cyklobutanowe dimery pirymidyny czy 6-4 fotoprodukty. NER cechuje 
heterogenność naprawy genomu, związana z organizacją chromatyny w transkrypcyjnie aktywnych i 
nieaktywnych domenach genomu oraz znaczeniem sekwencji w obrębie genów. Uszkodzenia DNA wy
wołane przez promieniowanie UV usuwane są przez dwa szlaki: globalną naprawę DNA oraz naprawę 
sprzężoną z transkrypcją. Naprawa w pierwszym szlaku zachodzi wolniej niż w szlaku drugim i ma 
charakter losowy, natomiast naprawa w szlaku sprzężonym z transkrypcją prowadzoną przez polime- 
razę RNA II jest wysoce specyficzna. Zrozumienie mechanizmów naprawy przez wycinanie nukleoty
dów u ssaków może mieć ważne znaczenie w profilaktyce i terapii poważnych chorób, w tym nowotwo
rów złośliwych.

Słowa kluczowe: naprawa przez wycinanie nukleotydów, uszkodzenia DNA, syndrom Cockayne’a, 
xeroderma pigmentosum.

Summary: Nucleotide excision repair (NER) is one of the main cellular reaction to DNA damage, contribu
ting to genomic stability. NER is a major cellular pathway that removes bulky DNA adducts and helix
distorting lesions, such as the UV-induced photoproducts cyclobutane pyrimidine dimers and 6—4 pyri
midine photoproducts. The heterogeneity of NER seems to be governed by the functional compartmen
talization of chromatin into transcriptionally active and inactive domains as well as by functional role of 
sequences within genes. UV-induced DNA damages are removed by global genome repair and transcrip
tion coupled repair. Global genome repair is a random process that occurs slowly, while the transcription 
coupled repair, which is tightly linked to RNA polymerase II transcription, is highly specific and efficient. 
Understanding of these pathways may be important in the prevention and therapy of serious diseases, 
including cancer.

Key words: nucleotide excision repair, DNA damage, Cockayne syndrome, xeroderma pigmentosum.

Praca wykonana w ramach grantu Ministerstwa Nauki i Informatyzacji nr 3 P04A 032-25.
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WPROWADZENIE

Czynniki środowiskowe i endogenne produkty metabolizmu mogą oddziaływać z 
komórkowym DNA wywołując jego modyfikacje, które mogą prowadzić do mutacji, 
niestabilności genomowej, transformacji nowotworowej czy też wreszcie śmierci komór
ki. Dlatego naprawa DNA odgrywa ważną rolę w prawidłowym funkcjonowaniu 
komórki. W naprawie DNA przez wycinanie nukleotydów (NER) usuwane jest szerokie 
spektrum uszkodzeń DNA. Substratami dla NER są uszkodzenia powodujące zniekształ
cenie drugorzędowej struktury DNA lub blokujące procesy replikacji i transkrypcji. 
Przykładem takich uszkodzeń są cyklobutanowe dimery pirymidyny (CPDs) oraz 6-4 
fotoprodukty (6-4 PPs), wywoływane przez promieniowanie UV [90].

Większość badań systemu NER u ssaków wykonywana jest z użyciem komórek 
mających mutacje białek uczestniczących w różnych etapach naprawy, w tym komórek 
człowieka charakterystycznych dla chorób określanych jako genetyczne: xeroderma 
pigmentosum (XP), syndrom Cockayne'a (CS), czy trichotiodystrofia (TTD). Chociaż 
objawy kliniczne tych schorzeń są różne, od wysokiej podatności na nowotwory do 
wczesnego starzenia się, mogą one być związane z określoną wrażliwością na światło 
słoneczne. Komórki te są zróżnicowane pod względem genetycznym, z wieloma grupami 
komplementacyjnymi, reprezentowanymi przez różne geny naprawy. Kodowane przez 
te geny białka nazwane zostały zgodnie z ich przynależnością do określonych grup 
komplementacyjnych [6,24]. Dla syndromu XP zostało zidentyfikowanych siedem grup 
(XPA-XPG) oraz dwie dla CS (CSA, CSB).

NER jest procesem stosunkowo złożonym przebiegającym przy udziale wielu białek, 
a powiązanie jej mechanizmów z objawami klinicznymi jest przedmiotem badań. Etapy 
podstawowych szlaków tego szlaku naprawy są zasadniczo niezmienne ewolucyjnie 
w komórkach zarówno pro-, jak i eukariotycznych [65].

PODSTAWOWE ETAPY NER

Naprawa sprzężona z transkrypcją (TCR) jest związana z uszkodzeniami występu
jącymi w genach transkrybowanych, natomiast naprawa związana z pozostałą częścią 
genomu nazywana jest globalną naprawą DNA przez wycinanie nukleotydów (GGR) 
[30]. Prawdopodobnie TCR może być realizowana zarówno przez wycinanie zasad (BER), 
jak i nukleotydów; to który z tych szlaków naprawy DNA będzie „egzekutorem” TCR, 
zależy od rodzaju uszkodzenia. Pierwszym etapem w NER jest rozpoznanie uszkodzenia. 
Etap ten jest różny w zależności od tego, czy zachodzi TCR, czy też GGR (rye. 1).

Rozpoznanie uszkodzeń w DNA. Globalna naprawa DNA

W GGR kompleks białkowy XPC-hHR23B jako pierwszy rozpoznaje uszkodzenie 
w DNA [89]. Jest on bardzo ważny dla przyłączenia do miejsca uszkodzenia kolejnych 
czynników NER [89], Kompleks ten lokalizuje uszkodzenie na podstawie wywoływanego 
przez nie zaburzenia w drugorzędowej strukturze DNA [16], Im silniejsze zniekształcenie rcin.org.pl
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podwójnej helisy DNA, tym szybciej kompleks XPC-hHR23B umiejscawia uszkodzenie i 
umożliwia jego usunięcie. Z tego względu (6-4) fotoprodukty usuwane są z cząsteczki 
DNA z większą wydajnością niż cyklobutylowe dimery pirymidynowe, gdyż wywoływane 
przez CPDs zniekształcenia w strukturze DNA są na tyle niewielkie, że nie są rozpoznawane 
z wysoką wydajnością przez kompleks XPC-hHR23B [18]. Czynnikiem, który ułatwia 
wykrywanie uszkodzenia przez XPC-hHR23B, jest czynnik wiążący uszkodzony DNA 
(DDB) - heterodimer białek p 127 i p48, który łączy się z DNA w miejscu uszkodzenia [23, 
45]. Oprócz wprowadzania przez białko DDB zagięcia DNA o kąt 55° w pobliżu CPD, 
będącego sygnałem do przyłączenia kompleksu XPC-hHR23B, czynnik ten pośredniczy 
w acetylacji bądź ubikwitynacji białek, w tym histonów, znajdujących się w pobliżu 
uszkodzenia [22]. Aktywności te pozwalają na rozluźnienie struktury nukleosomowej i 
zwiększają dostępność substratu dla białek naprawy systemu NER [18].

Białko hHR23 zawiera dwie domeny ubikwitynowe oraz wiąże i stymuluje białko 
XPC in vitro [41], Domena białka XPC oddziałująca z DNA znajduje się w regionie 
C-końcowym, częściowo pokrywając regiony oddziałujące z innymi czynnikami systemu 
NER, np. hHR23, oraz czynnikiem transkrypcyjnym TFIIH [82].

Uszkodzenia wywołujące wiązania krzyżowe w DNA blokująjego funkcje, co może 
prowadzić do transformacji nowotworowej bądź śmierci komórki. Kluczowym komplek
sem białkowym rozpoznającym tego typu uszkodzenia jest XPA-RPA [23]. Z ostatnich 
badań wynika, że również kompleks XPC-hHR23B rozpoznaje uszkodzenia wywołujące 
wiązania krzyżowe w DNA zarówno samodzielnie, jak i współdziałając z kompleksem 
XPA-RPA [23, 76].

Naprawa sprzężona z transkrypcją

W transkrypcyjnie aktywnych obszarach genomu, naprawa sprzężona z transkrypcją 
wydajnie usuwa różne typy uszkodzeń i przebiega szybciej niż w pozostałej części genomu 
[58, 84]. Wiele uszkodzeń DNA blokuje proces elongacji transkrypcji, powodując 
zatrzymanie polimerazy RNA, podczas gdy w niciach nietranskrybowanych uszkodzenia 
te są omijane [57]. Prawdopodobnie w TCR przy rozpoznaniu uszkodzenia w DNA 
funkcję kompleksu XPC/hHR32B przejmuje kompleks polimerazy RNA II, której 
zatrzymanie jest sygnałem dla białek CSA i CSB [18, 84]. CSA zawierające motyw, 
który może oddziaływać z CSB i XAB2 pełniąc rolę platformy umożliwiającej utworzenie 
kompleksu białek systemu NER [18], CSA stabilizuje ponadto przejściowe połączenie 
pomiędzy białkiem CSB a unieruchomionąpolimerazą RNA II, nie oddziałując przy tym 
z kompleksem elongacyjnym. CSB powoduje rozluźnienie połączenia kompleks 
elongacyjny - DNA dzięki aktywności ATPazy zależnej od DNA. Ponadto czynnik ten 
oddziałuje z białkami biorącymi udział w kolejnych etapach naprawy, z TFIIH i XPA, 
zwiększając tempo tworzenia kompleksu naprawczego [71]. Stosunkowo niedawno 
odkryto nowe białko, które może brać udział w TCR, jest to białko XAB2, zbudowane z 
855 aa składających się głównie z 15 powtórzeń 34-peptydowych (TPR). XAB2 oddziałuje 
z CSA, CSB, XPA, jak również z polimerazą RNA II. Przeciwciała dla XAB2 hamują 
zarówno TCR, jak i transkrypcję in vivo, nie wpływają zaś na GGR [62].
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Na podstawie dotychczasowej wiedzy o funkcji białek uczestniczących w TCR 
można rozważać schemat rozpoznania uszkodzenia i zapoczątkowania naprawy w tym 
szlaku w komórkach ssaków (ryc.l). Polimeraza RNA II zatrzymuje się w miejscu 
uszkodzenia, dzięki czemu zostaje rozpoznana przez kompleks CSA-CSB, który odsuwa 
ją od tego miejsca. CSA-CSB wiąże również białko XPA i TFIIH i przyspiesza tym 
samym tworzenie kompleksu inicjującego NER. W komórkach ssaków na TCR może 
wpływać położenie kompleksu transkrypcyjnego w miejscu uszkodzenia, jak również 
bezpośrednie oddziaływanie pomiędzy białkami NER i czynnikami transkrypcyjnymi. 
Białka CSA, CSB, TFIIH i XAB2 mogą odgrywać ważną rolę w przebudowie kompleksu 
transkrypcyjnego, podnosząc efektywność TCR. W zależności od rodzaju uszkodzenia 
w takim DNA zachodzi określony typ naprawy związany z transkrypcją. Oprócz NER 
związek z transkrypcją może mieć BER, jeśli zaburzenia w nici transkrybowanej DNA 
mającharakter modyfikacji zasad, które sąsubstratem dla BER [46]. Glikozylazy DNA, 
enzymy uczestniczące w naprawie przez wycinanie zasad, powodują zablokowanie 
działania polimerazy RNA, podobnie jak uszkodzenia rozpoznawane przez NER, co 
staje się sygnałem dla białek uczestniczących w naprawie DNA związanej z transkryp
cją. Wyniki ostatnich badań wskazują, że jedno z uszkodzeń oksydacyjnych będących 
substratem dla BER, 8-oksoguanina, nie blokuje elongacji polimerazy RNA u E. coli, 
w przeciwieństwie do produktu pośredniego naprawy tego uszkodzenia, spowodowa
nego przez Endo III [88]. Wyniki te sugerują sprzężenie BER z TCR poprzez produkty 
pośrednie naprawy przez wycinanie zasad, które mogą blokować działanie polimerazy 
RNA [11], To może wyjaśniać brak aktywności TCR podczas naprawy uszkodzeń 
alkilacyjnych, ponieważ miejsca apurynowe/apirymidynowe, powstałe w wyniku 
aktywności glikozylaz jednofunkcyjnych na uszkodzenia alkilacyjne DNA, nie powodują 
zatrzymania działania kompleksu polimerazy RNA [73]. To czy taki związek występuje 
w komórkach ssaków, jest sprawą otwartą i wymaga dalszych badań.

Tworzenie otwartego kompleksu naprawczego

Po rozpoznaniu uszkodzenia następuje wytworzenie naprawczego kompleksu 
otwartego, umiejscowionego w jego pobliżu. Wymagane jest do tego celu współdziałanie 
kompleksu XPC-hHR23B oraz innych czynników systemu NER: TFIIH, XPA, RPA 
oraz XPG [20, 77],

TFIIH jest kompleksem zawierającym co najmniej sześć białek, w skład którego wchodzą 
między innymi XPB oraz XPD wykazujące aktywność helikazy DNA, jak również ATPazy 
zależnej od DNA [72]. Białko XPB denaturuje nici DNA w kierunku 3’—> 5’, podczas gdy 
XPD w przeciwnym, wykorzystując energię z hydrolizy ATP [36].

XPA wiąże się z DNA i wykazuje powinowactwo do uszkodzeń wywoływanych 
przez promieniowanie UV [60]. Stopień tego powinowactwa jest związany ze stopniem 
zniekształcenia struktury DNA. Istotną rolą XPA jest udział w odpowiednim rozmiesz
czeniu białek kompleksu naprawczego względem siebie [16]. Co więcej, XPA bierze 
udział w weryfikacji uszkodzenia, wskazując tym samym, że rozpoznaje charakter 
modyfikacji struktury DNA oraz „zaznacza” nić DNA, w obrębie której występuje 
uszkodzenie [50]. Ponadto XPA, w połączeniu z RPA, uwalnia białka XPC-hHR23B z
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RYCINA 1. Rozpoznanie uszkodzenia przez czynniki uczestniczące w NER oraz wytworzenie 
naprawczego kompleksu otwartego. W globalnej naprawie przez wycinanie nukleotydów uszkodzenie 
(różowy kwadrat) zostaje rozpoznane przez kompleks XPC-hHR23B (zielony i ciemnozielony), 
następnie zostają przyłączone XPA, RPA,TFIIH i XPG (odpowiednio: ciemnoniebieski, czerwony, 
brązowy i jasnoniebieski) i zostaje utworzony kompleks otwarty. W naprawie sprzężonej z transkrypcją 
polimeraza RN A II (żółty) zatrzymuje się przed uszkodzeniem i jest to sygnałem dla przyłączenia białek 
CSA i CSB (odpowiednio różowy i fioletowy). Następnie przyłączane są białka takie jak w globalnej 
naprawie i zostaje utworzony kompleks otwarty (oryginalne) 
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kompleksu naprawczego, umożliwiając ponowne ich wykorzystanie w rozpoczęciu 
kolejnej naprawy [18].

Podjednostka RPA, składająca się z 3 domen DBD wiążących DNA, podczas 
naprawy pokrywa około 30 nukleotydów na nici nieuszkodzonej, chroniąc ją tym samym 
przed działaniem endonukleaz. Wyniki badań prowadzonych in vitro sugerują, że do 
zabezpieczenia jednoniciowego DNA na odcinku o długości około 30 nukleotydów, 
niezbędnyjest udział tylko jednej cząsteczki heterotrimerycznego RPA [16, 18].

Nacięcie nici DNA

Kolejnym etapem NER jest wprowadzenie dwóch nacięć w uszkodzonej nici DNA, 
po jednym z każdej strony uszkodzenia (ryc. 2). Usuwany fragment DNA zawierający 
uszkodzenie liczy 25-32 nukleotydów [18]. Białko RPA oprócz ochrony nici nieuszkodzo
nej nadaje specyficzność endonukleazom występującym w etapie nacinania dzięki 
bezpośredniemu oddziaływaniu z nimi [18], Zorientowany w kierunku 3’ od uszkodzenia 
jeden koniec RPA wiąże się z nukleazą ERCC1-XPF, a przeciwny oddziałuje z endonuk- 
leaząXPG. Oddziaływanie to powoduje hydrolizę wiązania fosfodiestrowego w nici 
uszkodzonej [95]. Białko XPG dokonuje pierwszego cięcia po stronie 3’ w odległości 
3-9 nukleotydów od uszkodzenia, co wprowadza zmiany konformacyjne w DNA będące 
sygnałem dla przyłączenia endonukleazy ERCC1-XPF, która hydrolizuje wiązanie 
fosfodiestrowe w odległości 16-25 nukleotydów od uszkodzenia, po jego stronie 5' 
[95]. Właściwe umiejscowienie obu endonukleaz jest kluczowym etapem dla 
precyzyjnego nacięcia uszkodzonego fragmentu DNA. RPA związane z nieuszkodzoną 
nicią wpływa na odpowiednie przyłączenie kompleksu ERCC1-XPF do miejsca 
uszkodzenia, a oddziaływanie z XPA może ułatwiać i stabilizować umiejscowienie 
kompleksu na uszkodzonej nici DNA [80]. Wycięty uszkodzony fragment DNA 
oddysocjowuje, a w DNA pozostaje jednoniciowa luka.

Synteza naprawcza DNA

Luka powstała po usunięciu uszkodzonego oligonukleotydu z grupą3’-OH zostaje 
wypełniona przez polimerazę DNA [89]. Prawdopodobnie na tym etapie większość 
białek uczestniczących w NER opuszcza uszkodzony obszar i ich miejsce zajmuje 
kompleks syntezy naprawczej. Białko RPA jest wymagane przy wypełnianiu powstałej 
luki w DNA dla zabezpieczenia matrycy DNA przed nukleazami.

Dwie polimerazy DNA syntetyzują nowy fragment DNA. Wyniki ostatnich badań 
in vitro sugerują, że zarówno polimeraza 8, jak i e przeprowadzają syntezę DNA w 
NER [35]. Do efektywnej syntezy naprawczej dla obu polimeraz wymagane są również 
inne czynniki pomocnicze, czyli kofaktory, takie jak jądrowy antygen komórek 
proliferujących (PCNA) oraz czynnik replikacyjny C (RF-C). Kofaktory te działają 
jako kompleks, który ułatwia związanie obu polimeraz. Kompleks ten jest wytwarzany 
po związaniu czynnika RF-C z końcem 3’ starterów DNA, ułatwiając tym samym 
przyłączenie białka PCNA [16], W badaniach in vitro potwierdzono opisany model 
uzyskując syntezę naprawczą w obecności pięciu składników: PCNA, RF-C, RPA 
oraz Pol 8 bądź Pol 8 [ 16, 18]. Ostatnim krokiem kończącym syntezę naprawczą NER
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RYCINA 2. Nacinanie i synteza naprawcza w NER. Po utworzeniu kompleksu otwartego i rozpleceniu 
dupleksu DNA przez podjednostki TFIIH, helikazy XPB, XPD (odpowiednio: ciemno- i jasnobrązowy) 
następuje nacięcie uszkodzonej nici DNA przez endonukleazy XPG oraz ERCC1-XPF (pomarańczowy) 
odpowiednio po stronach 3’ i 5’ uszkodzenia. Następnie zachodzi synteza naprawcza, w której uczestniczą 
czynnik RC-F (naprzemiennie czerwony-szary), PCNA (naprzemiennie żółty-zielony) oraz polimeraza 
5/e (błękitny). Naprawę kończy ligaza DNA I (ciemnozielony) (oryginalne) 
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jest ligacja końca 5’ nowo zsyntetyzowanej nici z oryginalną sekwencją. Proces ten 
jest przeprowadzany przez ligazę DNA I [16].

BIAŁKA NER

W naprawie DNA przez wycinanie nukleotydów u ssaków bierze udział około 30 
białek. Podzielić je można na białka uczestniczące w rozpoznaniu uszkodzenia, 
wytwarzaniu kompleksu otwartego, syntezie naprawczej oraz koordynacji składowych 
etapów naprawy.

XPC tworzy kompleks z czynnikiem hHR23B podczas rozpoznania uszkodzenia w 
GGR. hHR23B stymuluje aktywność XPC in vitro, prawdopodobnie w sposób bardziej 
strukturalny niż katalityczny, jako że domena hHR23B o długości 54 aa wiążąca XPC 
jest wystarczająca do tego, aby je aktywować [41]. hHR23B występuje w komórkach 
ssaków liczniej niż białko XPC oraz hHR23A, homolog hHR23B występujący w komórce 
głównie w formie niezwiązanej [41, 66], hHR23A może zastępować hHR23B w 
wiązaniu i stymulowaniu białka XPC in vitro [37], Czynniki hHR23B oraz hHR23A 
zawierają fragment ubikwitynowy w częściach A-terminalnych łańcucha aminokwaso- 
wego [41, 66], Kompleks XPC-hHR23B oraz samo białko XPC wykazują podobny 
stopień powinowactwa do uszkodzonego promieniowaniem UV, DNA jedno- i 
dwuniciowego [75]. XPC-hHR23B jest pierwszym czynnikiem, który działa w GGR, 
nawet przed XPA oraz RPA i włącza kolejne białka do kompleksu naprawczego [75],

Kompleks TFIIH bierze udział w transkrypcji polimerazy RNA II, w obu szlakach 
NER oraz regulacji cyklu komórkowego [71]. Jego składowe XPB i XPD wykazują 
aktywność ATP-azy zależnej od DNA oraz helikazy [14]. Dzięki właściwości helikazy 
zależnej od ATP TFIIH bierze udział w tworzeniu kompleksu otwartego, rozciągającego 
się na długość od 20 do 30 par zasad [16], Kompleks kinazowy zależny od cykliny 
(CAK) fosforyluje domenę C-końcowądużej podjednostki polimerazy RNA II, dzięki 
czemu może ona brać udział w regulacji cyklu komórkowego oraz w inicjacji transkrypcji 
[71], Podjednostki p34 i p44 zawierają motyw palca cynkowego oraz mają zdolność 
wiązania DNA [4]. Kompleks rdzeniowy składa się z podjednostek: p34, p44, p52, p62, 
i XPB. XPD jest związany zarówno z rdzeniem TFIIH, jak i z kompleksem CAK [70],

XPA odgrywa kluczową rolę w początkowych etapach zarówno szlaku GGR, jak i 
TCR [44], Jest białkiem wiążącym DNA, wykazującym preferencje przyłączania do 
uszkodzonego DNA [44, 50], XPA ma strukturę palca cynkowego, która zwiększa 
powinowactwo do wiązania DNA [44], XPA wykazuje szczególnie silne powinowactwo 
do uszkodzonego DNA o wysokim stopniu zniekształcenia struktury helisy [12], Białko to 
łączy inne czynniki kompleksu naprawczego, ERCC1, XPF, podjednostki p32, p70 białka 
RPA oraz czynnik TFIIH [70, 85]. XPA występuje w komórce w formie wolnej jako 
homodimer, natomiast w kompleksie z RPA - jako RPA-XPA2 [98]. Sugeruje to ważną 
rolę dimeryzacji XPA w etapie rozpoznania uszkodzenia NER. Wysoki poziom tego białka 
nie jest niezbędny dla prawidłowego działania NER w komórce, ponieważ dopiero obniżenie 
poziomu tego białka poniżej 10% powoduje zaburzenia w funkcjonowaniu NER [44],
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RPA jest białkiem wiążącym jednoniciowy DNA i składa się z 3 podjednostek. 
Podjednostka p70 jest głównie odpowiedzialna za wiązanie DNA, chociaż pozostałe 
podjednostki również wykazują taką zdolność [8], W NER całkowite otwarcie kompleksu 
naprawczego wokół uszkodzonego DNA wymaga białka RPA, które stabilizuje ten 
kompleks przez związanie z nieuszkodzoną nicią DNA [8, 16, 18].

Mutacje w genach kodujących białka NER mogą prowadzić do powstawania szeregu 
schorzeń. Z brakiem NER bądź z zaburzeniami w jego funkcjonowaniu związane są 
choroby genetyczne, głównie neurologiczne oraz nowotwory wynikające z nadwrażli
wości skóry na światło słoneczne. Korelacja genotyp-fenotyp w schorzeniach XP i po
chodnych może zostać podzielona ze względu na mutacje genów z określonych grup 
komplementacyjnych oraz obecność nowotworu skóry i/lub zaburzeń neurologicznych 
(tabela 1).

TABELA 1. Korelacja genotyp-fenotyp w schorzeniach xeroderma pigmentosum i 
pochodnych (oryginalne)

Grupa 
komplemen- 
tacyjna

Mutacja 
w genie

Nowotwór 
skóry

Fenotyp

A XPA + XP

B ERCC3 + XP/CS

B ERCC3 - TTD

C XPC + XP

D ERCC2 + XP

D ERCC2 + XP/CS

D ERCC2 + XP/TTD

D ERCC2 - TTD

D ERCC2 - COFS

E XPE + XP

F ERCC4 + XP

G ERCC5 +
XP oraz XP z objawami zaburzeń 
neurologicznych

G ERCC5 + XP/CS
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ROLA NER W REGULACJI CYKLU KOMÓRKOWEGO
I APOPTOZIE

Uszkodzenia usuwane przez NER związane są bezpośrednio z blokowaniem 
transkrypcji i replikacji, co w dalszej kolejności może wpływać na regulację cyklu 
komórkowego oraz na indukcję apoptozy [79]. Białko Rad3, związane z recesywną 
autosomalną chorobą dziedziczną, ataxia telangiectasia (ATR), jest jednym z głównych 
białek indukowanych uszkodzeniami DNA spowodowanymi przez promieniowanie UV. 
W przeciwieństwie do zmutowanego białka występującego w ataxia telangiectasia 
(ATM), które jest związane z odpowiedzią na uszkodzenia wywoływane przez 
promieniowanie jonizujące, białko ATR odpowiada na zatrzymanie widełek replikacyj- 
nych [28], ATR wiąże się bezpośrednio z 6^4 fotoproduktami, co powoduje aktywację 
jego właściwości kinazowych [83]. Po aktywacji, ATR reguluje cykl komórkowy, co 
może prowadzić do jego zatrzymania w fazie G1 i G2 oraz opóźnieniu fazy S [33]. ATR 
może fosforylować serie różnych substratów, w tym p53 oraz kinazę Chkl. Etapy te 
kończą się zatrzymaniem cyklu komórkowego poprzez zahamowanie transkrypcji genów 
odpowiedzialnych za jego postęp, co daje systemowi NER dodatkowy czas na usunięcie 
fotoproduktów UV, które mogą zatrzymywać replikację DNA [83].

Polimeraza poliADP-rybozy 1 (PARP-1) może odgrywać ważną rolę w TCR 
[99], Po przyłączeniu do miejsca uszkodzenia PARP-1 zaczyna ADP-rybozylację 
wielu białek jądrowych, włączając histony oraz samorybozylację [49], Proces ten 
bezpośrednio wpływa na zdolności naprawcze komórki. PARP-1 zmniejsza szybkość 
elongacji transkrypcji prowadzonej przez polimerazę RNAII, która odsuwa się od miejsca 
uszkodzenia, gdy PARP-1 ulegnie automodyfikacji [87], Aktywność PARP-1 hamuje czynniki 
transkrypcyjne, zapobiegając ich wiązaniu z DNA, co wskazuje, że poliADP-rybozylacja 
negatywnie reguluje transkrypcję polimerazy RNA II, która przyłącza się do sekwencji 
promotorowej w formie hipoufosforylowanej (Ha) [99]. Czynnik TFIIH wykazuje 
aktywność kinazy odpowiedzialnej za fosforylację domeny C-końcowej większej 
podjednostki polimerazy RNA II, która zaraz po tym opuszcza miejsce promotorowe 
i zaczyna etap elongacji już jako forma hiperufosforylowana (Ilo) [99], Komórki 
mające defekt we wznawianiu procesu syntezy RNA po powstaniu uszkodzeń DNA 
spowodowanych przez promieniowanie UV, tj. komórki ze zmutowanym białkiem 
CSB, wykazują akumulację formy Ilo podczas ekspozycji na promieniowanie UV, 
czego nie obserwuje się u komórek z funkcjonalnym białkiem CSB [52, 68]. CSB 
bierze udział w degradacji zatrzymanych kompleksów transkrypcyjnych, co pozwala 
na usuwanie uszkodzeń oraz na powtórne rozpoczęcie elongacji transkrypcji [68].

Niskie dawki promieniowania UV prowadzą do indukcji mechanizmów ochronnych 
w komórkach, włączając w to zatrzymanie cyklu komórkowego oraz naprawę 
uszkodzeń DNA, zaś wysokie dawki promieniowania przyspieszają proces apoptozy 
[48], Obniżenie poziomu transkrypcji przez działanie czynników uszkadzających DNA 
jest jednym z pierwszych sygnałów dla jej indukcji [ 15]. W komórkach defektywnych 
w systemy usuwające uszkodzenia DNA w nici transkrybowanej aktywnych genów, 
w stosunku do komórek ze sprawnym TCR, tempo apoptozy wzrasta, nawet jeśli zostały 
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one poddane działaniu niskich dawek promieniowania UV. Sugeruje to, że zdolność do 
usuwania uszkodzeń z aktywnych genów jest niezbędna dla wydajnej syntezy RNA 
oraz przeżycia komórki [51]. Oprócz usuwania uszkodzeń DNA kompleks naprawczy 
może inicjować apoptozę, gdy liczba nagromadzonych uszkodzeń jest bardzo duża i 
zagraża życiu komórki [13]. NER jest regulowany we wczesnych etapach apoptozy 
przez białko p53 w komórkach z uszkodzonym DNA [23]. Ta wczesna regulacja 
występuje jako wynik pozytywnie kontrolowanej transkrypcji genów XPC oraz p48 
przez białko p53 [ 1 ]. Odkąd stwierdzono, że komórki z niedoborem białka p53 (syndrom 
Li-Fraumeni) są dużo mniej wydajne w wiązaniu czynników XPC oraz TFIIH do miejsc 
uszkodzeń CPDs, białko p53 wydaje się być niezbędne dla efektywnego działania 
kompleksu naprawczego NER [2]. Wyniki badań nad zmniejszeniem zdolności napraw
czej komórek ze zmutowanym białkiem p53 wykazały, jak ważną rolę odgrywa ten 
czynnik w ułatwianiu dostępu białek systemu NER do miejsca uszkodzenia [69]. Oprócz 
regulacji transkrypcji genów uczestniczących w szlaku GGR, p53 odgrywa też rolę w 
szlaku TCR, o czym świadczy oddziaływanie tego białka z czynnikami XPB, XPD czy 
CSB [2,91],

INNE ASPEKTY NER

NER wpływa również na postreplikacyjną metylację DNA oraz jest silnie zależny 
od nukleosomalnej struktury chromatyny.

NER a metylacja

Uszkodzenia DNA oraz ich naprawa mogąprowadzić do zmian we wzorze metylacji 
DNA, a to z kolei może powodować zmiany w ekspresji genów. Wzory metylacji 
rodzicielskiego DNA są zachowywane podczas replikacji, przez co metylacja nici 
potomnych zachodzi w miejscach metylacji nici rodzicielskich [17, 81]. Ten mechanizm 
pozwala na przekazanie wzoru metylacji DNA do komórek potomnych. U ssaków 
bezpośrednio po replikacji 5’-metylocytozyna jest obecna tylko w jednej nici. Nowo 
powstałe nici zostają zmetylowane przez metylazy. Enzymy te rozpoznają hemimety- 
lowane DNA i dodają grupę metylową do nici niezmetylowanej zaraz po zakończeniu 
syntezy DNA. Ważnym aspektem jest to, czy wprowadzana do DNA, przez syntezę 
naprawczą związaną z NER, nowa cytozyna może zostać właściwie zmetylowana. W 
ludzkich fibroblastach poddanych działaniu promieniowania UV, czy też N-metylo-N- 
nitrozomocznika metylacja deoksycytydyny wprowadzonej podczas syntezy naprawczej 
zachodzi powoli i niekompletnie [40], W komórkach w logarytmicznej fazie wzrostu 
wytwarzanie 5’-metylocytozyny, związane z syntezą naprawczą NER, jest szybsze i 
bardziej obszerne, aczkolwiek nie jest na tym samym poziomie w porównaniu z komór
kami replikującymi nieuszkodzone DNA. Jeśli uszkodzona zasada znajduje się przed 
widełkami replikacyjnymi w pobliżu miejsca metylacji, usuwana jest przez system NER, 
w wyniku czego jedna z dwóch potomnych cząsteczek DNA nie zostanie zmetylowana 
i nastąpi zaburzenie wzoru metylacji. Podobny efekt występuje, gdy uszkodzona zostaje 
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nić rodzicielska zaraz po zakończeniu procesu replikacji (ryc. 3). Metylacja cytozyny 
w komórkach ssaków jest bezpośrednio związana z obecnością różnego typu uszkodzeń 
w DNA. Przykładowo zróżnicowany poziom kancerogenów chemicznych hamuje 
transfer grup metylowych z S-adenozylometioniny do hemimetylowanego DNA w reakcji

RYCINA 3. Zmiany wzoru metylacji w NER. Po lewej stronie schematu pokazana jest naprawa 
uszkodzenia bezpośrednio przed widełkami replikacyjnymi: A - naprawa jest zapoczątkowana w 
pobliżu sekwencji metylowanej; B - metylowana zasada zostaje usunięta; C - usunięta zasada zostaje 
zastąpiona zasadą niezmetylowaną; D - replikacja tego regionu przed dokonaniem metylacji może 
powodować powstawanie niezmetylowanego dupleksu DNA. Druga część hemimetylowanego dupleksu 
DNA podlega metylacji. Po prawej stronie schematu pokazana jest naprawa uszkodzonego DNA w 
pobliżu sekwencji zmetylowanej, bezpośrednio po replikacji. A’, B’ - wycięcie uszkodzenia przed 
zmetylowaniem nici potomnej; C’ - brak zmetylowania w nici znajdującej się w części dupleksu DNA, 
w której nastąpiła naprawa, która nie jest substratem dla metylazy (modyfikacje wg [25]) 
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katalizowanej in vitro za pomocą metylotransferazy pochodzącej ze śledziony mysiej 
[94]. Niektóre kancerogeny bezpośrednio modyfikują i inaktywująmetylotransferazę, 
wskutek czego DNA zawierające miejsca z utraconymi zasadami ma zmniejszoną 
zdolność do przyłączania grup metylowych. Wynika stąd, że czynniki uszkadzające 
mogą zmieniać wzór metylacji 5’-metylocytozyny za pomocą różnych mechanizmów.

U ssaków obszary genomu zawierające geny są bogate w dinukleotydy CpG, których 
cytozyna może być zmetylowana, w zależności od stanu aktywności transkrypcyjnej 
tego obszaru [43, 67]. Podobnie jak w przypadku replikacji, wzór metylacji, a więc 
wzór determinujący ekspresję genów, może zostać zmieniony podczas NER.

NER a chromatyna

Informacja genetyczna ma w komórkach eukariotycznych postać chromatyny, czyli 
kompleksu DNA, histonów i innych białek. Podstawową jednostką strukturalną 
chromatyny jest nukleosom, zbudowany z oktameru histonowego (centralny tetramer 
[H3/H4]2 i dwa peryferyjne dimery [H2A/H2B]), wokół którego owinięte jest DNA o 
długości 146 par nukleotydów. Pomiędzy kolejnymi nukleosomami znajduje się, wrażliwy 
na działanie nukleaz, DNA łącznikowy o zmiennej długości (10-90 par zasad), który 
może oddziaływać z histonem H1 lub innymi niehistonowymi białkami chromatyny [32, 
97], Aby DNA stał się dostępny dla działania kompleksów enzymatycznych uczestni
czących w replikacji, rekombinacji czy naprawie DNA, ta naturalna bariera komórkowa 
musi zostać przez te kompleksy pokonana.

W komórkach eukariotycznych wyróżnia się dwie główne rodziny enzymów 
modyfikujących chromatynę, czyniących ją bardziej dostępną dla kompleksów biorących 
udział we wszystkich procesach związanych z DNA [21]. Białka przynależne do 
pierwszej rodziny wprowadzają zmiany kowalencyjne histonów, gdzie fosforylacja, 
acetylacja, metylacja, ubikwitynacja, biotynylacja i mono-ADPrybozylacja histonów 
wpływa na ich oddziaływania z innymi czynnikami czy DNA [21 ]. Druga rodzina składa 
się z kompleksów zależnych od ATP modelujących chromatynę, charakteryzujących 
się zdolnością do wiązania zmodyfikowanych histonów/nukleosomów oraz rozerwaniu 
wiązania histon-DNA w rdzeniu nukleosomowym, w środowisku zależnym od ATP 
[53]. Wynika stąd, że modyfikacje kowalencyjne histonów odgrywają kluczową, 
dynamiczną rolę w odnajdywaniu i zatrzymywaniu modelujących kompleksów zależnych 
od ATP i następnie ułatwianiu dostępu do miejsc uszkodzeń czynnikom uczestniczącym 
w naprawie DNA. Wskazuje to na kluczową rolę modyfikacji histonu/chromatyny w 
procesach naprawy DNA.

Podatność DNA na uszkodzenia związana jest ze stopniem upakowania chromatyny, 
w szczególności zaś z jej strukturą nukleosomalną. Poziom adduktów indukowanych 
przez czynniki chemiczne oraz promieniowanie UV jest wyższy w DNA łącznikowym 
niż w DNA rdzeniowym. Podczas naprawy uszkodzeń spowodowanych przez promie
niowanie UV następuje zmiana pozycji nukleosomów. Synteza naprawcza DNA 
zachodzi zarówno w DNA łącznikowym, jak i rdzeniowym, aczkolwiek początkowo 
zachodzi szybciej w DNA łącznikowym. DNA podlegające naprawie znajduje się w 
różnych stanach, związanych z tymczasowymi zmianami w strukturze nukleosomów 
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[93], Wyniki szeregu badań sugerują, że synteza naprawcza nie zachodzi losowo, lecz 
w określonych miejscach rdzenia nukleosomu [96], Podczas wczesnej, zachodzącej 
szybko fazy naprawa DNA przez wycinanie nukleotydów w chromatynie przebiega 
preferencyjnie w pobliżu końca 5’ rdzenia nukleosomu, natomiast w pobliżu końca 3’ 
naprawa zachodzi w mniejszym stopniu, pozostawiając nienaruszony środkowy region 
rdzenia [59], Po pewnym czasie synteza naprawcza zachodzi już losowo, co sugeruje 
powolne przemieszczanie się histonów rdzenia wzdłuż DNA na odległość około 50 par 
zasad zaraz po zakończeniu naprawy [59, 93, 96],

Model zmian w konformacji nukleosomów oraz w organizacji struktury podczas 
naprawy przez wycinanie nukleotydów został przedstawiony na rycinie 4. Brak innych 
aspektów metabolizmu DNA, takich jak transkrypcja czy replikacja, którym towarzyszy 
rozwinięcie struktury chromatyny sugeruje, że specyficzne rozpoznanie uszkodzenia przez 
białka NER prowadzą do rozluźnienia włókien chromatyny [59,93], Dostęp kompleksu 
naprawczego do miejsc uszkodzeń ułatwiony jest przez specyficzne rozmieszczenie 
uszkodzeń w DNA ułożonego w nukleosomach. Takie zmiany struktury nukleosomów 
podlegają różnym mechanizmom podczas wczesnych i szybkich oraz późniejszych i 
wolniejszych etapów naprawy. Po ligacji DNA jest szybko układane wewnątrz struktury 
nukleosomu, aczkolwiek układanie histonów rdzenia zachodzi powolnie z powodu 
formowania włókien chromatynowych w struktury wyższego rzędu [59, 93].

Do tej pory poznana została tylko rola acetylacji histonów w NER. Odkąd stwierdzo
no, że te same reszty lizyny H3 i H4 są acetylowane podczas transkrypcji i NER, 
sugeruje się, że modyfikacje histonów mogą być decydujące przy wyborze szlaku NER 
przez komórkę, pomiędzy TCR i GGR. Działanie kwasu masłowego, inhibitora 
deacetylaz histonów (HDACs) stymuluje działanie początkowych etapów NER in vivo, 
korelowane ze zwiększeniem poziomu acetylacji histonu H4 [74], Wyniki tych samych 
autorów pokazują, że synteza naprawcza w komórkach ssaków następująca po działaniu 
promieniowania UV jest znacząco wzmocniona w hiperacetylowanych pojedynczych 
nukleosomach, zaś nie jest wynikiem zwiększenia uszkodzeń wywołanych tym promie
niowaniem w hiperacetylowanej chromatynie. Jedną z acetylotransferaz histonów jest 
białko GCN5, wchodzące między innymi w skład kompleksu transkrypcyjnego TFTC. 
Innym składnikiem tego kompleksu jest białko SAP 130, wykazujące silną homologię z 
podjednostką pl27 białka UV-DDB. Stwierdzono, że czynnik TFTC preferencyjnie 
wiąże się z chromatyną uszkodzoną przez promieniowanie UV i katalizuje acetylację 
histonów w miejscu uszkodzenia [10]. Wyniki badań prowadzonych w ostatnich latach 
pokazują, że promieniowanie UV prowadzi do zwiększenia poziomu acetylacji lizyny 9 
i 14 histonu H3 in vivo [3]. Odkąd wiadome jest, że TFTC jest koaktywatorem 
transkrypcji i może on być głównie związany z TCR, interesująca jest odpowiedź na 
pytanie, czy acetylacja H3 jest częściowo związana z TCR, a acetylacja histonu H4 z 
GGR? Dodatkowo jeśli te same reszty lizyny histonów H3 i H4 są acetylowane podczas 
transkrypcji, to czy w komórce potrzebna jest dodatkowa modyfikacja histonów dla 
dokonania wyboru pomiędzy transkrypcją a szlakami NER, w szczególności GGR?
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RYCINA 4. Zmiany w strukturze chromatyny podczas naprawy przez wycinanie nukleotydów 
(modyfikacje wg [25])
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Heterogenność NER

Preferencyjna naprawa nici transkrybowanej sprawia, że mutacje znacznie częściej 
wywoływane są przez uszkodzenia nici sensownej niż nici anty sensownej, mimo że 
obie nici uszkadzane są z podobną częstością. Różne obszary genomu kontrolowanego 
przez GGR naprawiane są z różną wydajnością. Uszkodzenia usuwane są kilka razy 
wolniej z DNA znajdującego się w skondensowanej heterochromatynie, w stosunku do 
DNA zawierającego geny znajdujące się w rozluźnionej euchromatynie [9, 19]. Genomy 
ssaków zawierają regiony bogate w powtórzone sekwencje DNA. Uszkodzenia spowo
dowane promieniowaniem UV są wydajnie naprawiane w obszarach DNA 
zawierających takie powtórzenia [5]. Wyniki tych badań pozwalają wyjaśnić wpływ 
promieniowania UV na zwiększenie wydajności NER w tego typu DNA przez zmianę 
konformacji DNA bądź poprzez stymulowanie czynników, które zwiększają aktywność 
działania białek NER [5].

Również odmienne preferencje naprawy przez wycinanie nukleotydów występują 
w różnych regionach pojedynczego genu. W genie reduktazy dihydrofolianowej komórek 
jajowych chomika chińskiego (CHO) preferencyjnie naprawiane są regiony DNA w 
końcu 5’ oraz flankujących go sekwencji. Wydajność w tym fragmencie DNA jest 
dużo wyższa niż w regionach w górę genu oraz w regionach położonych przy końcu 3’. 
Wyniki tych badań sugerują polamość NER, ze zmniejszającą się efektywnością tego 
systemu naprawczego w niektórych regionach genu w kierunku 5’—» 3’, porównywalną 
z taką, jaka występuje w regionach niekodujących [29].

Synteza DNA na uszkodzonej matrycy

Synteza DNA na uszkodzonej matrycy (TLS) jest mechanizmem pozwalającym 
komórce na powielanie materiału genetycznego zawierającego uszkodzenia. W procesie 
tym uczestniczą specjalistyczne polimerazy DNA, których większość należy do rodziny 
polimeraz Y działających wolniej i z mniejsządokładnością w porównaniu z polimerazami 
uczestniczącymi w replikacji [64], Wyróżnia się dwie rodziny polimeraz Y u Escherichia 
coli (polimerazy IV i V), dwie u Saccharomyces cerevisiae (polimerazy r| i Revi) i 
cztery w komórkach ssaków (polimerazy r|, i, kí Revi). Dodatkowo, należąca do 
rodziny B, polimeraza £ również odgrywa ważną rolę w TLS w komórkach eukario
tycznych [47].

Konserwatywna struktura centrum aktywnego dwóch trzecich polimeraz z rodziny 
Y znajduje się w N-końcu sekwencji aminokwasowej tych białek. Polimerazy z tej 
rodziny umiejscowione są w jądrze i podczas trwania fazy S polr|, r|, i i Revi 
przemieszczają się w okolicę kompleksu replikacyjnego [38]. Podczas replikacji białka 
te w postaci wolnej obecne są w środowisku, w którym zachodzi proces powielania 
DNA. Ten stan może sugerować, że komórka może być narażona na włączenie do 
procesu replikacji polimerazy o niskiej dokładności działania, jednak w normalnych 
warunkach nie jest prawdopodobne, aby polimerazy replikujące o wysokiej dokładności 
mogły zostać zastąpione przez inne polimerazy [42],
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Najbardziej znaną polimerazą TLS jest polr| występująca w komórkach ssaków, 
której niedobór wywołuje odmianę xeroderma pigmentosum (XP-V) o zwiększonej 
podatności na nowotwory skóry [55], Większość pacjentów z XP jest upośledzonych 
w usuwaniu uszkodzeń spowodowanych promieniowaniem UV za pomocą NER, zaś 
około 20% z nich, niemających tego defektu, wykazuje zmniejszoną zdolność replikacji 
DNA po działaniu UV. In vitro DNA zawierający dimery pirymidynowe polr| replikuje 
równie wydajnie i dokładnie jak nieuszkodzony DNA [56]. Ze względu na niską proce- 
sywność polr| jest prawdopodobne, że odłącza się ona zaraz po ominięciu uszkodzenia. 
Komórki XP-V mają podwyższoną częstość mutacji wywołanych UV, co wskazuje na 
rolę polp w ustanawianiu niskiego poziomu mutacji w normalnych komórkach poddanych 
działaniu UV [54]. Jest wielce prawdopodobne, że w przypadku braku polr| podczas 
TLS wykorzystywane są inne polimerazy bądź kombinacja polimeraz tego szlaku. Ze 
względu, że są one mniej efektywne niż polp, może to prowadzić do nagromadzenia 
mutacji w komórkach XP-V [78].

Fotoprodukty pirymidynowe nie mogą zostać ominięte przez polp ze względu na to, 
że wywołują poważniejsze zniekształcenia DNA niż dimery pirymidynowe. Wyniki badań 
na komórkach ludzkich sugerują, że polimerazami prowadzącymi syntezę pomimo 
uszkodzeń tego.typu są pol^ i Revi, aczkolwiek szczegółowy mechanizm nie został 
jeszcze poznany [61], Pol^ jest heterodimerem zawierającym podjednostkę katalityczną 
Rev3 oraz podjednostkę regulatorowąRev7 [63], Revi, Rev3 i Rev7 zostały pierwotnie 
zidentyfikowane w S. cerevisiae, a następnie u człowieka. Uczestniczą one w TLS 
uszkodzeń wywołanych przez wiele czynników uszkadzających DNA [26,27].

Ważne staje się pytanie, jak polimerazy uczestniczące w TLS są przyłączane do widełek 
replikacyjnych, podczas gdy zostaje zablokowany kompleks powielający DNA? Ta zamiana 
polimeraz replikacyjnych na polimerazy TLS jest nazywana przełączaniem polimeraz. 
Kluczową rolę w tej zamianie odgrywa czynnik PCNA [34]. U S. cerevisiae, podczas 
zatrzymania widełek replikacyjnych spowodowanych uszkodzeniami wywo-łanymi przez 
siarczan metylometanu (MMS), ulega ubikwitynacji lizyna 164 w PCNA. Ta ubikwitynacja 
jest wywołana produktami genów, które do tej pory uważano za związane z replikacją 
uszkodzonego DNA, aczkolwiek ich rola dotychczas nie jest do końca poznana. Mono- 
ubikwitynacja PCNA prowadzona jest przez białka E2 Rad6 i E3 Radl 8, które następnie 
przyłączane są do lizyny 63 przez heterodimery E2 Mms2-Ubcl3 i E3 Rad5. Mono- 
ubikwitynacja uważana jest za związaną z procesem TLS, natomiast poli-ubikwitynacja 
za związaną ze szlakiem usuwania uszkodzeń za pomocą naprawy DNA, niewprowa- 
dzającym błędów [34]. Polimerazy T|, i i K mają klasyczny motyw wiążący PCNA 
(PIP), aczkolwiek oddziaływania te są bardzo słabe [31,86]. Mono-ubikwitynacja PCNA 
zwiększa jego powinowactwo do poll] [39,92], Wykazano również, że polimerazy i, K i 
Revi mają domeny wiążące ubikwitynę (UBDs) i tak jak w przypadku polp i poli, 
prawdopodobnie także polimerazy k i Revi wiążą ubikwitynę [7], Kombinowane 
możliwości związania przez polimerazy ubikwitynowanego PCNA za pomocą PIP czy 
UBDs rozszerza możliwości oddziaływania pomiędzy polimerazami a PCNA, ułatwiając 
zarówno ich przyłączanie do zatrzymanych widełek replikacyjnych, jak i ich przełączanie.

Podczas ewolucji komórki ssaków wykształciły szeroką gamę specjalnych polimeraz 
uczestniczących w TLS pojedynczo czy współdziałających ze sobą do omijania różnych rcin.org.pl
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typów uszkodzeń DNA. Ich brak bądź osłabione działanie pociąga za sobą szeroko 
idące konsekwencje prowadzące do ciężkich schorzeń, związanych również z nieprawid
łowym funkcjonowaniem NER.

UWAGI KOŃCOWE

Poznanie szlaków naprawy DNA przez wycinanie nukleotydów pozwoli w przyszłości 
pomagać w diagnozowaniu oraz przy wykorzystaniu terapii genowej leczyć choroby 
wywołane mutacjami w genach kodujących białka uczestniczące w tym typie naprawy. 
Aktualna wiedza jest jeszcze daleka od tego, żeby zrozumieć złożoność procesów 
zachodzących w komórce z uszkodzonym DNA. Identyfikowane są geny, które 
podlegają ekspresji w sytuacji związanej ze stresem spowodowanym uszkodzeniami 
DNA. Służy to do poznania odpowiedzi komórki, uzależnionych od rodzaju uszkodzenia 
DNA, w szczególności odnoszących się do indukcji naprawy oraz genów związanych 
z apoptozą wywołaną uszkodzeniami spowodowanymi przez promieniowanie UV. Szlaki 
naprawy DNA przez wycinanie nukleotydów w określonych warunkach charakteryzuje 
zdolność niezależnego działania od innych reakcji komórkowych. Indywidualne czynniki 
odpowiedzi komórkowej pełnią nie tylko rolę opóźniającą cykl komórkowy, ale również 
bezpośrednio bądź pośrednio oddziałują z naprawą. To jak te czynniki rozpoznają 
uszkodzenia w DNA po to, by wybrać drogę naprawy DNA czy też apoptozy, pozostaje 
do zbadania. Do zbadania pozostaje również, gdzie umiejscawia się uszkodzenie 
wewnątrz kompleksu polimerazy RNA oraz jak wpływa ono na zatrzymanie, czy też 
na omijanie uszkodzenia przez enzym. Oprócz odpowiedzi na te pytania należy również 
odpowiedzieć, jakie zmiany konformacyjne zachodzą w polimerazie RNA w zależności 
od typu uszkodzenia, jak również czy polimeraza RNA powraca do miejsca zatrzymania 
po zakończeniu naprawy i czy ten powrót wymaga oddziaływania dodatkowych białek. 
Poznanie tych zagadnień jest niezbędne dla całkowitego poznania związku naprawy 
DNA z transkrypcją i roli tego sprzężenia dla właściwego funkcjonowania komórki.

Te aspekty odpowiedzi na uszkodzenia DNA muszą zostać w przyszłości wyjaśnione 
dla lepszego zrozumienia odpowiedzi komórkowej na czynniki genotoksyczne. Wiedza 
ta może pozwolić na rozwinięcie strategii mających na celu ochronę przeciwno- 
wotworową oraz chemioterapię. Wyniki pochodzące z sekwencjonowania genomu 
człowieka są także ogromnym źródłem informacji, które mogą pomóc w zrozumieniu, 
jak ewoluowały systemy obrony organizmów w odpowiedzi na oddziaływanie na DNA 
czynników środowiskowych i komórkowych.
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NUCLEAR GENOME SIZE AND CELL SIZE IN ANIMALS: 
MECHANISMS OF DIFFERENTIATION, PHYSIOLOGICAL 

AND ECOLOGICAL CONSEQUENCES
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Streszczenie'. Wielkość genomów jądrowych zwierząt różni się tysiące razy i zupełnie nie koreluje ze 
stopniem złożoności organizmów. Wynika to stąd, iż większość genomu stanowią niekodujące sekwencje 
powtarzalne. Krótko przypomniano najważniejsze typy i sposoby powstawania tych sekwencji. Przed
stawiono hipotezy na temat powstawania tak dużego zróżnicowania ilości niekodującego DNA. Według 
obecnego stanu wiedzy istnieje łańcuch przyczynowo-skutkowy od ilości DNA poprzez wielkość jądra 
do wielkości komórek. Ponieważ rozmiary komórek silnie wpływają na tempo metabolizmu i rozwoju, 
ilość DNA i mechanizmy wpływające na jej zmiany znajdują się także pod silną presją selekcyjną. Zatem 
zróżnicowanie ilości DNA jest odzwierciedleniem zróżnicowania równowagi mutacyjno-selekcyjnej.

Słowa kluczowe', sekwencje powtarzalne, ewolucja wielkości genomu, tempo metabolizmu, tempo rozwoju. 

Summary. Nuclear genome size differs thousands-fold in animals and does not correlate with their com
plexity. Such pattern results from domination of non-coding, most often repetitive sequences in genomes. 
Most common types of repetitive sequences and their origin are mentioned. Then, some hypotheses on 
the origin of so great variability in the amount of non-coding DNA are presented. According to the present 
state of knowledge, a cause-and-effect chain exists, from the amount of DNA, through nucleus volume, to 
cell size. Because cell size affects strongly the metabolic rate and developmental rate, the amount of DNA 
and mechanisms changing this amount must be also under strong selection pressure. Thus, the variability 
of DNA amount reflects the variability of mutation-selection balance among organisms.

Key words', repetitive sequences, genome size evolution, metabolic rate, developmental rate.

* Praca była finansowana z subsydium profesorskiego FNP (JK), tematu DS/757/UJ(JK) i DS/IZ/775/UJ(JS).
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Publikację tę dedykujemy 
Śp. Profesorowi Henrykowi Starskiemu 

jednemu z pionierów badań związków między 
ilością DNA, wielkością komórek i tempem metabolizmu.

Wprawdzie Jego najsłynniejszy artykuł na ten temat publikowany był w 1970 r. w Naturę 
[35], ale już w 1974 r. Profesor omówił obszernie te zagadnienia w pierwszym tomie Postępów 
Biologii Komórki [36],

WSTĘP

Cała informacja genetyczna, zawarta w chromosomach jakiegoś gatunku lub w 
DNA mitochondrialnym czy chloroplastowym, nosi nazwę genomu. Badając skład DNA 
genomu jądrowego stwierdzono, że w chromosomach większości zwierząt można 
znaleźć zarówno odcinki unikatowe, jak i takie, które powtarzają się wielokrotnie. 
Struktura genomu organizmów zwierzęcych to mozaika sekwencji kodujących rozmiesz
czonych na przemian z niekodującymi, niepowtarzalnych na przemian z powtarzającymi 
się. Bakterie zawierają niewielką ilość (kilka procent) takich sekwencji, jednokomórkowe 
Eukaryota, takie jak drożdże, zajmują pozycję pośrednią, a wśród Protista i innych 
organizmów eukariotycznych jest pod tym względem ogromne zróżnicowanie.

Choć zsekwencjonowano dotychczas niewiele genomów, i to organizmów o 
niewielkiej ilości DNA, liczba funkcjonalnych genów zdaje się dobrze odzwierciedlać 
stopień złożoności, mierzonej choćby liczbą typów komórek. Inaczej wygląda sprawa z 
całkowitą ilością DNA. W 1971 roku Thomas [9] zauważył brak korelacji między 
wielkością genomu jądrowego, mierzoną w pikogramach (pg) lub w milionach par 
zasad (Mpz) a złożonością organizmów. Ponieważ ilość DNA w haploidalnej komórce 
nazwano C-value, zjawisko to zostało nazwane C-value paradox (paradoks wartości 
C). Rozwój genetyki wyjaśnił całkowicie ten paradoks poprzez stwierdzenie, że ogromna 
większość materiału genetycznego Eukaryota nie koduje informacji. Znikł więc paradoks 
wartości C, ale pozostała zagadka wartości C (C-value enigma [9]): dlaczego istnieją 
tak wielkie, nieskorelowane ze złożonością organizmów różnice w ilości niekodującego 
DNA? A różnice te są rzeczywiście ogromne. Genomy Protozoa pokrywają cały 
zakres zmienności wartości C u Eukaryota, od ułamka pg do kilkuset pg (z pominięciem 
ekstremalnej wartości znalezionej dla ameby, powodowanej zapewne silną poliploidy- 
zacją lub błędem pomiarowym) [9]. Zmienność wśród roślin naczyniowych, zwłaszcza 
okrytozalążkowych jest też ogromna [24]. Metazoa mają zakres wielkości haploidalnego 
genomu od 0,03 pg u nicienia Meloidogyne graminicola do 130 pg u ryby dwudysznej 
Protopterus aethiopicus, ale niewiele ustępują jej płazy ogoniaste (od 10 do 120 pg) 
[12]. Co interesujące, płazy bezogonowe nie tylko mają mniejsze genomy (wartość C 
mniej więcej od 1 do 14 pg), ale zakres zmienności prawie nie zachodzi na zakres 
zmienności wielkości genomów płazów ogoniastych. Inne kręgowce mają genomy 
mniejsze, z wyjątkiem ryb chrzęstnoszkieletowych, u których zarówno minimalna (ok. 
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2,5 pg), jak i maksymalna (ok. 17 pg) wartość C jest znaczna [12], Małe genomy mają 
ryby kostnoszkieletowe (C od 0,35 do 4,90), a także ptaki (C od 0,97 do 2,16) i ssaki (C 
od 1,73 do 8,40). Wśród pozostałych Metazoa zakres zmienności w obrębie poszcze
gólnych grup jest spory. Najmniejszy zakres zmienności opisano dotychczas u nicieni, a 
stosunkowo duży u skorupiaków [12]. Jest charakterystyczne, że dla większości grup 
systematycznych średnia wielkość genomu jest stosunkowo niewielka, mamy więc do 
czynienia z mocno prawoskośnymi rozkładami. Jest to szczególnie widoczne w przypadku 
grup o dużej zmienności wielkości genomów [13].

Wyjaśnienie zagadki wielkości genomów musi obejmować trzy zagadnienia [10]:
(i) mechanizm zmian ilości DNA (rozdz. 2),
(ii) mechanizm związku między ilością DNA, wielkością jądra i wielkością komórki 

(rozdz. 3) i
(iii) siły selekcyjne mogące prowadzić do wzrostu lub spadku ilości DNA, a więc 

konsekwencje wielkości genomów dla cech fizjologicznych i ewentualnie anatomicznych 
organizmów.

Terminologia związana z badaniami ilości DNA jest ciągle nieuporządkowana [16]. 
Na potrzeby tej pracy przyjęliśmy, że wartość C oznacza haploidalną ilość DNA 
(mierzoną w pg lub milionach par nukleotydów), natomiast wymiennie używamy 
terminów „ilość DNA” lub „wielkość genomu” tam, gdzie nie ma potrzeby określać 
tych wartości ilościowo. Natomiast termin „wielkość genomu” nie określa liczby 
funkcjonalnych genów.

2. MECHANIZMY PROWADZĄCE DO ZMIANY ILOŚCI DNA 
U ZWIERZĄT

Synteza nowych cząsteczek DNA odbywa się głównie w wyniku replikacji już 
istniejących, trzeba więc założyć, iż zwiększenie się zawartości materiału genetycznego 
zachodziło drogą wielokrotnego podwojenia się, czyli duplikacji sekwencji wyjściowych. 
Badania nad strukturą genów i kodowanych przez nie białek, a w szczególności 
rozwinięte w ostatnich latach metody sekwencjonowania czy klonowania DNA oraz 
metody analiz komputerowych, umożliwiających szybką ocenę podobieństwa między 
sekwencjami, dostarczają licznych danych świadczących o wspólnym pochodzeniu 
wielu genów lub ich fragmentów [1,6].

2.1. Mechanizmy zwiększania wielkości genomów: duplikacje genów i 
sekwencji niekodujących

W zwiększaniu ilości materiału genetycznego Eukaryota ważną rolę odgrywają 
duplikacje genów, zachodzące w wyniku poprzecznych pęknięć chromosomów i łączenia 
się powstałych fragmentów w odmiennym układzie. Zjawiska takie zachodzą zwykle 
spontanicznie, ale mogą się nasilać pod wpływem działania czynników mutagennych. 
Duplikacje mogą też zachodzić na skutek przemieszczania się transpozonów, czyli 
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ruchomych elementów DNA w chromosomach. Jednym z mechanizmów powstawania 
duplikacji jest niesymetryczny crossing over, spowodowany wzajemnym przesunięciem 
koniugujących chromosomów w czasie mejozy. Obecność jednej duplikacji sprzyja 
powstawaniu następnych, gdyż wskutek podwojenia identycznych odcinków w chromo
somach zwiększają się szanse ich niesymetrycznej koniugacji. Jeżeli proces taki zajdzie 
wielokrotnie, powstaje szereg, tzw. tandem zduplikowanych genów. Zwielokrotnione 
odcinki DNA mogą pozostawać razem w chromosomach albo też w wyniku dalszych 
zmian rozproszyć się w różne miejsca genomu [19,22].

Duplikacja genów może przynosić pewne korzyści ewolucyjne. Na przykład, jeżeli 
istnieje duże zapotrzebowanie metaboliczne na produkty jakiegoś genu, to wcielenie do 
genomu wielu identycznych kopii tego genu umożliwia znacznie wydajniejszą syntezę 
kodowanych przez nie związków. Jeżeli zaś obecność jednego genu wystarcza w 
zupełności dla utrzymania ważnej życiowo funkcji, to jego druga kopia -jako dodatkowa 
i w zasadzie zbędna-zostaje wyzwolona spod rygorystycznej presji selekcyjnej i może 
poprzez mutacje przekształcić się w jakościowo nowy, nieistniejący poprzednio gen. 
Klasycznym przykładem takiego procesu są rodziny genów kodujących globiny. Np. w 
genomie ludzkim zakodowanych jest pięć różnych łańcuchów B globiny. Każdy z nich 
ulega ekspresji na innym etapie rozwoju, od zarodka po dojrzały organizm. Geny te 
ułożone są tandemowo na 11 chromosomie [19].

Proces duplikacji segmentów genomu obserwuje się także dość często w komórkach 
organizmów wyższych hodowanych przez kilka pokoleń w obecności związków 
toksycznych. Podczas barwienia chromosomów można w nich zaobserwować jednorod
nie barwiące się fragmenty nieobserwowane wcześniej w komórkach wyjściowych. 
Struktury te zawierają dużą liczbę kopii segmentów DNA o długości 1 Mb lub 
dłuższych, w których obrębie znajduje się zazwyczaj gen, którego produkt umożliwia 
zneutralizowanie efektu czynnika toksycznego wprowadzonego do medium. Te struktury 
zwane są amplikonami. Amplifikacja zachodzi przez wielokrotną replikację w jednym 
lub kilku sąsiednich replikonach podczas jednego cyklu komórkowego lub przez 
niesymetryczny crossing over. Zjawisko to obserwuje się często w komórkach 
nowotworowych, ale można przypuszczać, że podobny proces mógł towarzyszyć 
powstawaniu w chromosomach regionów zawierających dużą liczbę kopii genów 
kodujących rRNA czy histony. Należy zaznaczyć, że duplikacje różnych segmentów 
chromosomów u ludzi mogą być przyczyną chorób, ponieważ takiej duplikacji może 
towarzyszyć wzrost ekspresji genów położonych w zduplikowanych obszarach.

Do grupy wielokrotnie powtarzających się w genomie odcinków DNA należą, oprócz 
funkcjonalnych genów, także liczne sekwencje niekodujące, występujące w setkach 
czy tysiącach kopii. Spośród wielu klas niekodujących sekwencji powtarzających się 
do najważniejszych należą tandemowe sekwencje satelitarne. Występują one praktycznie 
u wszystkich organizmów wyższych, stanowiąc niekiedy nawet do połowy DNA 
chromosomowego. DNA satelitarny występuje głównie w okolicy centromerów, gdzie 
zajmuje setki tysięcy par zasad, a składa się z rodzin obejmujących tysiące krótkich 
sekwencji po około 10 pz. DNA satelitarny występuje także w rejonach telomerowych 
chromosomów [19]. Przez pewien czas istniały wątpliwości co do tego, czy pełni on 
jakąś funkcję. Obecnie uważa się, że jego rolą jest tworzenie heterochromatyny, a 
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więc regionów, w których włókno chromatynowe jest silnie skondensowane i które są 
niezbędne dla poprawnego funkcjonowania chromosomów [23],

Oddzielną klasę sekwencji powtarzających się stanowią minisatelity i mikrosatelity. 
Są to regiony wykazujące bardzo dużą zmienność, a zmienna liczba tych odcinków 
może wynikać z błędów (poślizgu) polimerazy w czasie replikacji DNA. Sekwencje 
minisatelitame ułożone są w odcinki o długości kilkuset par zasad do ponad 20 kpz i 
składają się z tandemowo ułożonych sekwencji 9-80 pz. Mikrosatelitami nazywamy 
powtarzające się odcinki sekwencji o długości jednostki powtarzalności od jednego do 
kilku nukleotydów i o liczbie powtórzeń, która nie przekracza na ogół kilkudziesięciu 
nukleotydów.

W genomie zwierzęcym może znajdować się także pewna liczba tzw. pseudogenów, a 
więc sekwencji nukleotydowych przypominających geny, lecz transkrypcyjnie nieaktywnych. 
Wyróżnia się dwa rodzaje pseudogenów. Pierwszy z nich powstaje w wyniku duplikacji 
odcinka DNA w procesie np. niesymetrycznego crossing over. W takiej kopii zduplikowa- 
nego genu, poprzez mutacje, może dojść do wygaszenia jego ekspresji. Taki pseudogen 
zachowuje zwykle strukturę genu, od którego pochodzi. Drugi rodzaj pseudogenów powstaje 
w wyniku integracji do chromosomu segmentu DNA utworzonego przez retrotranskrypcję 
cząsteczki RNA z udziałem odwrotnej transkryptazy. Takie pseudogeny nie mają intronów 
ani promotora, natomiast towarzyszy im sekwencja poli A na końcu 3’. Niektóre segmenty 
DNA generują w ten sposób ogromną liczbę kopii.

W genomach zwierzęcych znajdują się także rozproszone ruchome elementy DNA, 
z grupy retrotranspozonów. Są to sekwencje przepisywane przy pomocy rewertazy 
(odwrotnej transkryptazy) z RNA na DNA, a następnie włączane do chromosomów 
powiększając zawartość DNA w komórce. Wyróżniamy dwa rodzaje tych sekwencji 
LINES i SINES. Sekwencje typu LINES (long interspersed repetitive elements) 
mają długość 1-5 kpz i powtarzają się 20-40 000 razy [19], Duży procent genomu 
stanowią sekwencje typu SINES (short interspersed repetitive elements), do których 
należą np. sekwencje Alu występujące u człowieka. Sekwencja Alu ma długość około 
300 pz i występuje w około 500 000 kopii obejmujących ponad 5% genomu [19].

2.2. Nadliczbowe chromosomy

Ilość DNA w komórce mogą zwiększać nadliczbowe chromosomy, czyli chromosomy 
typu B. Charakteryzuje je duża zmienność kształtu, wielkości i liczby. Występują u 
niektórych osobników w populacji. Po raz pierwszy opisano je u Hemiptera w 1907 r. 
Dziedziczenie tych chromosomów różni się od dziedziczenia chromosomów z zestawu 
podstawowego. W komórkach poszczególnych tkanek danego osobnika liczba tych 
chromosomów jest zwykle jednakowa, wyjątek stanowią tu komórki linii płciowej, gdzie 
liczba chromosomów B może ulegać zmianom. W większości przypadków chromosomy 
B nie zawierają genów wpływających na fenotyp osobnika. Wpływać jednak mogą na 
cechy ilościowe, takie jak żywotność czy płodność nosicieli. W literaturze spotkać 
można różne teorie dotyczące mechanizmów powstawania tych chromosomów. Suge
ruje się, że w wyniku błędnych podziałów komórkowych mogły najpierw powstawać 
trisomiki, mogło dochodzić także do translokacji czy fuzji materiału genetycznego, co 
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prowadziło do powstania w komórce dodatkowych pojedynczych elementów. Elementy 
te początkowo wykazywały sekwencje homologiczne do autosomów, z których pocho
dziły. Następnie część DNA nabierała własności heterochromatyny i traciła homologię 
z autosomami. Chromosomy B opisano u roślin i u wielu gatunków zwierząt. Występują 
u wielu owadów, np. u szarańczy (Locusta migratoria), u błonkówki (Nasonia vitri- 
pennis), ale także u ssaków należących do ponad 50 gatunków, przy czym największą 
grupę stanowią tu gryzonie. Chromosomy B znaleziono np. u jenota (Nyctereutes 
procyonoides), u lisa pospolitego (Vulpes vulpes) czy u azjatyckiej myszy drzewnej 
(Apodemus peninsulae) [38].

2.3. Mechanizmy zwiększania wielkości genomów: duplikacje genomów

Najbardziej radykalny mechanizm zwiększania się ilości materiału genetycznego 
stanowi poliploidyzacja, czyli zwielokrotnienie podstawowej liczby chromosomów 
następujące w wyniku zahamowania cytokinezy w trakcie tworzenia komórek 
rozrodczych. Jeżeli proces taki odbywa się w obrębie jednego gatunku, powstają 
autopoliploidy o zwielokrotnionych identycznych genomach, natomiast w wyniku 
skrzyżowania dwu spokrewnionych gatunków mogą się tworzyć allopoliploidy 
zawierające sumy chromosomów obu gatunków wyjściowych. Zwielokrotnienie 
genomów jest zjawiskiem częstym u roślin, zwłaszcza wyższych, będących organizmami 
obupłciowymi. Szacuje się, że poliploidy stanowią około połowę lub nawet znacznie 
więcej roślin kwiatowych [24]. U zwierząt poliploidyzację spotyka się znacznie rzadziej, 
przypuszczalnie m.in. dlatego że może naruszać mechanizmy chromosomowej determi
nacji płci i prowadzić do powstania bezpłodnych interseksów. Jednak i wśród zwierząt 
zgromadzono już wiele przykładów poliploidalności, głównie w tych grupach, w których 
nie wyodrębniły się zróżnicowane chromosomy płci. Dotyczy to także kręgowców, 
zwłaszcza ryb i płazów.

2.4. Mechanizmy zmniejszania wielkości genomów

Duże różnice w zawartości DNA znalezione pomiędzy poszczególnymi Eukaryota 
mogą powstawać, jak opisano powyżej, wskutek duplikacji fragmentów chromosomów, 
poliploidii, utrwalania nadliczbowych chromosomów czy ekspansji satelitarnego DNA 
i transpozonów. W toku ewolucji obserwuje się jednak nie tylko zwiększanie ilości 
materiału genetycznego, ale także jego ubytek. Ważną rolę odgrywają tu wspominane 
już wcześniej ruchome elementy DNA, czyli transpozony. Między dwoma transpozonami 
mającymi tę samą sekwencję nukleotydową może dojść do crossing over. Jeżeli 
uprzednio zostały one wbudowane w chromosom w tej samej orientacji, to rekombinacja 
między nimi prowadzi do wycinania, czyli do delecji położonych między nimi odcinków. 
Jeżeli zaś oba transpozony zostały wbudowane w cząsteczkę DNA w orientacji 
przeciwnej, to w wyniku zachodzącej między nimi rekombinacji dochodzi do inwersji 
położonego między nimi odcinka [19].

Charakterystyczna korelacja zachodzi pomiędzy spontanicznymi delecjami i 
insercjami a wielkością genomów. Na przykład u Drosophila, która ma stosunkowo 
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mały genom, utrata DNA zachodzi szybciej w toku ewolucji niż u ssaków, które mają 
znacznie większe genomy. Badano także średnią wielkość delecji u niektórych gatunków 
świerszczy (Laupala), których genom jest średnio 11 razy większy niż genom 
Drosophila. Stwierdzono, iż delecje są tu przeciętnie 4 razy mniejsze niż u Drosophila 
[29].

3. ZWIĄZEK MIĘDZY WIELKOŚCIĄ GENOMU I WIELKOŚCIĄ 
KOMÓREK

Ogromne zróżnicowanie wielkości genomów (ilości DNA) u Eukaryota przekłada 
się na podobne zróżnicowanie wielkości komórek [5]. Mechanizm tego zjawiska nie 
jest do końca jasny. Wielkość jąder komórkowych jest silnie skorelowana z ilością 
DNA, choć na wielkość jądra wpływa dodatkowo stopień upakowania chromatyny, 
różny nie tylko u różnych grup organizmów, ale zależny także od typu komórki i jej 
stanu fizjologicznego [5]. Z kolei istnieje silna korelacja pomiędzy objętością jądra i 
objętością komórki, przy czym wydaje się, że zależność ta jest silniejsza niż bezpośrednia 
korelacja ilość DNA - wielkość komórki [9]. Historycznie ta właśnie korelacja została 
najwcześniej zauważona, bo jeszcze w XIX wieku [13]. Jednak już w połowie XX 
wieku Mirsky i Ris [5,13] zauważyli, że ilość DNA koreluje z masą jądrzastych 
erytrocytów. Statystyczny związek między ilością DNA i wielkością komórek został 
następnie potwierdzony u roślin, zwierząt i pierwotniaków. Istnienie statystycznie 
istotnego związku nie przesądza ani o mechanizmie, ani nawet o łańcuchu przyczynowo- 
skutkowym. Do dziś występują w tej materii kontrowersje omówione w rozdziale 6.

4. SKUTKI ZRÓŻNICOWANIA WIELKOŚCI KOMÓREK: 
TEMPO METABOLIZMU I TEMPO ROZWOJU

Wyobraźmy sobie dwa blisko spokrewnione gatunki zwierząt, o identycznych 
rozmiarach. Niech gatunek A będzie zbudowany ze stosunkowo małej liczby dużych 
komórek, a gatunek B ze stosunkowo dużej liczby małych komórek. Można iść o zakład, 
że gatunek B będzie miał wyższe tempo metabolizmu podstawowego. Wynika to z 
faktu, że duża część energii jest zużywana na utrzymywanie gradientów stężeń między 
wnętrzem każdej komórki i jej otoczeniem, co jest tym kosztowniejsze, im większy jest 
stosunek powierzchni do objętości, co ma miejsce przy małych komórkach [37]. Bardzo 
ważne jest tu założenie, że porównanie odnosi się do gatunków blisko spokrewnionych, 
gdyż dodatkowym czynnikiem, który mógłby różnicować gatunki bardziej ewolucyjnie 
odległe, jest przepuszczalność błon komórkowych. Przepuszczalność błon komórkowych 
jest prawdopodobnie skorelowana z przepuszczalnością błon mitochondrialnych, a 
utrzymanie gradientu protonów w mitochondriach należy do najbardziej kosztownych 
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procesów w komórce [30], Tak więc o tempie metabolizmu w przeliczeniu na jednostkę 
masy ciała, gdyby go mierzyć na poziomie komórkowym, decydują rozmiary komórek i 
przepuszczalność błon. Zarówno małe rozmiary komórek, jak i dobrze przepuszczalne 
błony umożliwiają wydajny transport substratów (substancji odżywczych i tlenu) i 
metabolitów, ale są związane z wysokimi kosztami utrzymania. Jest to idealna strategia 
w sytuacji dobrego zaopatrzenia, ale fatalna w czasach niedostatku. Z kolei posiadanie 
dużych komórek i (lub) słabo przepuszczalnych błon uniemożliwia pełne zagospodaro
wanie bogatych źródeł energii, ale pozwala lepiej przeżyć czasy niedostatku. Szarski [37] 
zaproponował, by nazwać pierwszą strategię rozrzutną (wasteful), a drugą oszczędną 
(frugal). Rozpatrywał on jednak tylko skutki różnic w wielkości komórek. Wydaje się, 
że warto w tej klasyfikacji uwzględnić także kryterium przepuszczalności błon.

Łatwo sobie wyobrazić warunki środowiskowe preferujące strategię rozrzutną lub 
oszczędną. Jeśli w środowisku jest wiele pokarmu, a tlenu też nie brakuje, strategia 
rozrzutna będzie prowadziła do wyższego dostosowania, zwłaszcza, jeśli doda się 
omówione dalej wyższe tempo rozwoju organizmów o małych komórkach. Jeśli pokarmu 
jest permanentnie mało, zdarzają się dłuższe okresy niedostatku, albo zdarzają się często 
braki tlenu, strategia oszczędna będzie dawać wyższe dostosowanie. W rzeczywistości 
spodziewamy się kontinuum możliwych strategii. Można jeszcze dodać jedną strategię, 
polegającą na przełączaniu się ze strategii rozrzutnej na oszczędną w ciągu życia, 
oczywiście nie poprzez zmianę wielkości komórek, lecz zmianę przepuszczalności błon. 
Wydaje się jednak, że kręgowce (a nimi przede wszystkim w tym artykule się zajmujemy) 
mają w tej materii dość ograniczone możliwości, w przeciwieństwie do wielu 
bezkręgowców, takich jak owady czy pająki, które potrafią wykazywać bardzo wysoki 
metabolizm, a w sytuacji braku pokarmu radykalnie metabolizm obniżają, dzięki czemu 
mogą żyć bardzo długo nawet bez pokarmu.

Istnieją bardzo przekonujące dowody związku ilości DNA lub wielkości komórek z 
tempem metabolizmu. Goniakowska [7] badała in vitro, przy zastosowaniu bardzo 
precyzyjnej metody nurka kartezjańskiego, tempo oddychania tlenowego erytrocytów 
u dziewięciu gatunków płazów ogoniastych i bezogonowych. Objętość erytrocytów 
zmieniała się w zakresie od 1300 do 7800 pm3, a tempo oddychania w przeliczeniu na 
jednostkę masy erytrocytu malało z objętością erytrocytu niemal idealnie liniowo na 
skalach logarytmicznych, przy czym zależność ta wyjaśniała ponad 96% zmienności 
międzygatunkowej tempa respiracji (obliczenia własne na podstawie danych z pracy 
Goniakowskiej [7]). Po dodaniu substancji zmniejszającej przepuszczalność błon 
komórkowych dla jonów sodu i potasu tempo respiracji malało o 47% u żaby mającej 
małe erytrocyty i o 27% u traszki o dużych erytrocytach [8], Wprawdzie zakres 
zmienności wielkości genomu u organizmów stałocieplnych jest znacznie mniejszy niż 
u zmiennocieplnych (stosunek największej do najmniejszej ilości DNA wynosi około 
cztery w przypadku ssaków i dwa w przypadku ptaków [9]), ale i tu można stwierdzić 
związek między tempem metabolizmu i wielkością komórek, mierzoną pośrednio jako 
ilość DNA. Vinogradov [39] stwierdził, po statystycznym wyeliminowaniu rozmiarów 
ciała, bardzo silną ujemną zależność tempa metabolizmu podstawowego, w przeliczeniu 
na gram masy ciała, od ilości DNA. Po wyeliminowaniu wpływu rozmiarów ciała 
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tempo metabolizmu podstawowego na jednostkę masy ciała maleje wraz z ilością DNA 
[ 11,40] i bezpośrednio z wielkością erytrocytów [11] również u ptaków.

Negatywny związek między tempem rozwoju i wielkością komórek lub ilością DNA 
znaleziono w wielu badaniach, choć nie jest to zjawisko uniwersalne [10]. Negatywne 
przykłady niekoniecznie świadczą o braku takiego związku, a mogą wynikać z trudności 
metodycznych zarówno przy definiowaniu, jak i mierzeniu tempa rozwoju, które nie 
jest w dodatku jednoznaczne z tempem wzrostu, a także z nieuwzględniania w 
dostatecznym stopniu dodatkowych czynników, takich jak temperatura czy stopień 
rozwoju w momencie zakończenia pomiarów. Najprawdopodobniej właśnie ten ostatni 
czynnik jest odpowiedzialny za to, że u organizmów stałocieplnych nie udało się 
jednoznacznie wykazać związku między wielkością genomu i tempem rozwoju [10]. 
Natomiast wykonane na płazach badania zdają się potwierdzać ujemną korelację między 
tempem rozwoju i ilością DNA (w pracy ref. [10] zestawiono nie tylko pozytywne 
wyniki, ale także wyjątki). Istnieje też silny związek między tempem rozwoju i ilością 
DNA u owadów [13]. Tempo mitotycznych podziałów komórek zależy silnie od ilości 
DNA [9], nic więc dziwnego, że embriogeneza przebiega szybciej przy małych 
genomach, a zatem i z reguły przy małych komórkach. Musimy jedynie pamiętać, że 
ilość materiałów zapasowych wpływa bezpośrednio na wielkość komórek jajowych, 
ale wpływ pośredni na tempo rozwoju zależeć będzie od typu embriogenezy; nie należy 
zatem opierać się we wnioskowaniach na mechanicznych porównaniach, zwłaszcza 
dla szerokich grup systematycznych różniących się typem embriogenezy. Dalsze etapy 
rozwoju, polegające w dużej mierze na procesach wzrostowych, są zależne od ilości 
dostarczanych zasobów, możliwości ich metabolizowania i sposobu lokowania we wzrost, 
bieżące koszty utrzymania, naprawę DNA, naprawę czy wymianę innych elementów 
komórek i wreszcie wymianę uszkodzonych komórek. Optymalna alokacja zasobów 
zależy nie tylko od właściwości fizjologicznych organizmu, ale także od tempa 
śmiertelności, gdyż przy niskiej śmiertelności wszelkie inwestycje w somę są bardziej 
opłacalne [20]. Można zatem popełnić ogromne błędy porównując na przykład 
gniazdowniki, zdolne do przeznaczania ogromnej części dostarczanych zasobów we 
wzrost i zagniazdowniki, które zużywają większość zasobów na koszty lokomocji i 
wyższy w związku z aktywnym trybem życia metabolizm podstawowy. Wydaje się, że 
przedstawiona wcześniej koncepcja kontinuum od oszczędnego do rozrzutnego stylu 
życia ma tu w pełni zastosowanie i przy dobrze przeprowadzonych badaniach znalezienie 
związku między ilością DNA (wielkością komórek) i tempem rozwoju będzie bardzo 
prawdopodobne dla wszystkich grup organizmów. Zależności takie są dobrze 
udokumentowane u roślin [13]. Co interesujące, wśród roślin jednorocznych, a więc 
wymagających szybkiego rozwoju, brak jest przedstawicieli o dużych genomach. 
Podobnie owady o pełnym przeobrażeniu, a więc przechodzące najpierw embriogenezę, 
a potem budowę wszystkich narządów i tkanek niemal od nowa, mają genomy mniejsze 
niż przeciętnie wśród owadów [13]. Płazy bezogonowe, których larwy zamieszkują 
zbiorniki efemeryczne, mają małe genomy [13].
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5. ILOŚĆ DNA I WIELKOŚĆ KOMÓREK A MASA CIAŁA

Jest podręcznikowym uogólnieniem, iż ilość DNA i masa ciała nie są ze sobą związane. 
Rzeczywiście, jeśli rozpatrujemy problem na przykład w skali gromady płazów, trudno 
dopatrzyć się takiego związku: niektóre miniaturowe amerykańskie salamandry mają 
wielkie genomy, a stosunkowo duże żaby i ropuchy - genomy małe. Inaczej sprawa 
może wyglądać, jeśli przyjrzymy się węższym grupom systematycznym. Przede 
wszystkim musimy pamiętać, że zmiana rozmiarów ciała w linii filogenetycznej może 
następować przez zmianę albo liczby komórek, albo wielkości komórek. Najczęściej 
zmianom rozmiarów ciała towarzyszą zarówno zmiany liczby, jak i wielkości komórek, 
różny jest natomiast ich udział. Tylko przy dużym udziale zmian wielkości komórek 
możemy spodziewać się statystycznego związku między ilością DNA i masą ciała. 
Niekiedy udaje się ustalić udział wielkości komórek w kształtowaniu rozmiarów ciała. 
W przypadku gekkonów z rodziny Eublepharidae udział ten jest rzędu 15-20% [34]. 
Można się spodziewać, że korelacja rozmiarów ciała z ilością DNA byłaby też istotna. 
Istnieje też bardzo silna korelacja między ilością DNA i objętością ciała u wirków i 
widłonogów [15].

Dobór sztuczny prowadzony w kierunku zwiększenia lub zmniejszenia rozmiarów 
odwłoka w populacjach laboratoryjnych Drosophila subobscura pokazuje również 
rolę zmian zarówno liczby, jak i rozmiarów komórek [27]. Masa ciała zmieniła się po 
około 100 pokoleniach o 10-27%, w zależności od płci i kierunku selekcji, a powierzchnia 
skrzydła aż o 34-50%. W przypadku powierzchni skrzydeł możliwe było oszacowanie 
udziału zmiany wielkości i liczby komórek. Co interesujące, w linii selekcjonowanej na 
większe rozmiary prawie cały wzrost nastąpił poprzez zwiększenie liczby komórek, 
natomiast w linii selekcjonowanej na małe rozmiary poprzez zmniejszenie wielkości 
komórek. Byłoby niezmiernie istotne stwierdzenie, czy skarleniu komórek towarzyszyło 
zmniejszenie ilości niekodującego DNA, czy też występowały jedynie zmiany w genach 
kierujących cyklem komórkowym. To drugie rozwiązanie jest możliwe, na co wskazuje 
przykład radykalnego zmniejszenia rozmiarów ciała Drosophila poprzez zmniejszenie 
wielkości komórek, spowodowane jedną mutacją dS6K biorącego udział w regulacji 
cyklu komórkowego [24]. To, że dobór na małe rozmiary działa przede wszystkim 
poprzez zmniejszenie wielkości komórek, nie powinno być zaskoczeniem. Znane są 
wprawdzie przypadki miniaturyzacji poprzez zmniejszenie liczby komórek, na przykład 
u salamander, szczególnie z rodziny Bolitoglossini, ale miniaturyzacja taka prowadzi 
do uproszczenia morfologicznego nawet tak ważnych struktur jak mózg [31], Oczywiście 
kompensacją jest uzyskanie skrajnie oszczędnego stylu życia, wymagającego niewielkiej 
ilości pokarmu i to dostarczanego w nierównomiernym tempie.

Współczynniki nachylenia regresji logarytmów ilości DNA od logarytmów masy 
ciała wykazują statystycznie istotną heterogenność na poziomie rzędów zarówno u 
ptaków, jak i ssaków [21]. Wskazuje to na różny w poszczególnych rzędach tych 
dwóch gromad udział zmian liczby komórek i wielkości komórek w kształtowaniu masy 
ciała. W kilku rzędach ptaków i ssaków zależność jest ujemna, czyli ilość DNA maleje 
z masą ciała, jednak tylko w przypadku nietoperzy taka negatywna zależność jest istotna 
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statystycznie. Podobną heterogenność na poziomie rzędów wykazują współczynniki 
nachylenia zależności logarytmów tempa metabolizmu podstawowego od logarytmów 
masy ciała [21], W dodatku zarówno u ptaków, jak i ssaków współczynniki kątowe 
regresji ilości DNA i regresji tempa metabolizmu od masy ciała wykazują istotną 
statystycznie ujemną korelację [21]. Wskazuje to po pierwsze na rolę ilości DNA, 
zapewne poprzez jego wpływ na wielkość komórek, w kształtowaniu tempa metabo
lizmu. Po drugie, heterogenność nachyleń obu regresji przy równoczesnej ujemnej 
korelacji współczynników nachyleń jest argumentem za zróżnicowanym pomiędzy 
rzędami udziałem zmian wielkości komórek i ich liczby w kształtowaniu masy ciała. 
Ponieważ, przynajmniej teoretycznie, różnice masy ciała mogą być uzależnione od różnic 
w rozmiarach komórek w przedziale od 0 do 100%, powinno się to przekładać na 
zakres możliwych nachyleń regresji tempa metabolizmu od masy ciała w przedziale od 
0,67, gdyby masa ciała różnicowała się międzygatunkowo wyłącznie poprzez powięk
szanie komórek, do 1,0, gdyby masa ciała różnicowała się wyłącznie poprzez zmiany 
liczby komórek. Ponieważ oba te procesy występują łącznie, współczynniki nachylenia 
regresji metabolizmu podstawowego przyjmują wartości pośrednie, najczęściej w 
przedziale 0,6-0,8 [21], Tak więc badania ilości niekodującego DNA mogą przyczynić 
się do rozwiązania starego i wciąż nierozwiązanego zadowalająco problemu skalowania 
tempa metabolizmu zgodnie z równaniem: tempo metabolizmu = a masa*,  gdzie 
współczynnikowi b przypisuje się najczęściej wartość bądź 0,67, bądź 0,75, pomimo 
dobrze udokumentowanej jego heterogenności [21],

6. MECHANIZM ZWIĄZKU MIĘDZY WIELKOŚCIĄ GENOMU 
I ROZMIARAMI KOMÓREK

Skoro wielkość komórek zależy, choćby tylko pośrednio, od ilości DNA w jądrze, a 
jak pokazano w poprzednim rozdziale, ich wielkość ma ogromny wpływ na tak ważne 
dla cyklu życiowego cechy jak tempo metabolizmu i tempo rozwoju, wielkość genomu 
musi znajdować się pod silną presją selekcyjną. Należy zdecydowanie odrzucić pojęcia, 
takie jak „DNA śmieciowy” czy „złomowy” DNA"). Niestety przesadna
fascynacja zapisem informacji genetycznej w ostatnich dekadach, przy równoczesnym 
osłabieniu całościowego spojrzenia na funkcjonowanie organizmów żywych, przyczyniła 
się do utrwalenia przekonania, że zróżnicowanie wielkości genomów jest czysto 
mechanicznym skutkiem właściwości DNA, prowadzących do powstawania opisanych 
w rozdz. 2 sekwencji powtarzalnych. To prawda, że zwiększanie się genomów wynika 
z natury DNA, ale istnieją przecież także mechanizmy usuwania niepotrzebnego DNA 
(rozdz. 2). Co więcej, w wielu liniach ewolucyjnych genomy zostały konsekwentnie 
wyczyszczone ze znacznej części niekodującego DNA; jako przykład mogą służyć 
płazy bezogonowe [35] lub ryby kostnoszkieletowe [17].

Zwolennicy poglądu, że ilość DNA wynika jedynie z samolubnego charakteru DNA 
i nie wywiera wpływu na właściwości organizmów, musieli jakoś wyjaśnić statystyczny 
związek między wielkością genomu i wielkością komórek. Ich wyjaśnienie zakłada, że rcin.org.pl
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u gatunków o małych komórkach dobór naturalny działał silniej na wyczyszczanie genomu 
z niepotrzebnych elementów niż u gatunków o dużych komórkach. Wynika to stąd, że 
przy szybkich podziałach charakteryzujących małe komórki duży nadmiar DNA byłby 
zbyt wielkim balastem i konieczność powielania tego niepotrzebnego DNA opóźniałaby 
procesy podziałowe, a zatem także tempo rozwoju. Zatem małe rozmiary komórek 
byłyby przyczyną, a mała ilość zawartego w nich DNA jedynie skutkiem [26]. Poglądy 
te łatwo jest sfalsyfikować, jeśli wielkość komórek zmieniałaby się natychmiast wraz 
ze zmianami ilości DNA. A tak jest w istocie. Sztucznie wyprodukowane triploidy 
łososia mają większe komórki [2,33], podobnie jak naturalne triploidy ryby kozy Cobitis 
taenia [4] lub triploidy wynikłe z krzyżowania diploidalnych żab Hyla chrysoscelis z 
tetraploidalnymi Hyla versicolor [18]. U rzadko pojawiających się chimer ln/3n żaby 
Rana esculenta występują równocześnie duże i małe erytrocyty [3], U drożdży, 
mogących występować albo w formie diploidalnej, albo haploidalnej, haploidy mają 
zaledwie 58% objętości diploidów [32]. Obecność większej liczby chromosomów B 
także skutkuje większymi rozmiarami komórek [9], Jest to bardzo ważne, gdyż trudno 
sobie wyobrazić, by geny odpowiedzialne bezpośrednio za rozmiary komórek miały 
swe kopie akurat w tych chromosomach. Wreszcie endopoliploidyzacja [14] lub 
dyminucja chromatyny [41 ] przekładają się natychmiast na wielkość komórek w obrębie 
tego samego organizmu.

Od wielu lat Cavalier-Smith [5] forsuje inny scenariusz zależności między ilością 
DNA, wielkością jąder komórkowych i wielkością komórek. Rozmiary komórek są 
zależne od genów regulujących przebieg cyklu komórkowego, zatem są całkowicie 
niezależne od samej ilości DNA, która wpływa jednak bezpośrednio na rozmiary jądra. 
Ponieważ istnieje optymalny stosunek wielkości jądra do wielkości cytoplazmy, w 
przypadku zmiany genetycznej zwiększającej lub zmniejszającej rozmiary komórki 
pojawia się nacisk doboru na odpowiednie zwiększanie lub zmniejszanie ilości DNA, 
tak aby przywrócić optymalny stosunek jądrowo-cytoplazmatyczny. Oczywiście 
przywrócenie tego stosunku możliwe byłoby także poprzez zmiany w genach 
prowadzące odpowiednio do luźniejszego lub ciaśniejszego upakowania chromatyny, 
ale zmiany takie są dużo mniej prawdopodobne niż niespecyficzne zmiany w 
niekodujących sekwencjach prowadzące do zwiększania lub zmniejszenia ilości DNA. 
Tak więc według scenariusza Cavalier-Smitha zmiany rozmiarów komórek są pierwotne, 
a zmiany ilości DNA reprezentują jedynie wtórne procesy odtwarzające optymalny 
stosunek jądrowo-cytoplazmatyczny. Ponieważ dobór w kierunku zwiększania się lub 
zmniejszania rozmiarów komórek nie musi mieć charakteru skokowego, lecz może 
reprezentować dłuższą tendencję w toku ewolucji danego gatunku, nadążająca za tymi 
zmianami alteracja ilości DNA będzie miała także mniej czy bardziej ciągły charakter. 
Cavalier-Smith pisze więc o koewolucji wielkości komórek i wielkości jąder (poprzez 
ewolucję ilości DNA). Choć wiele argumentów przytaczanych przez tego autora wydaje 
się przekonujące, zwłaszcza wiedza o genetycznych uwarunkowaniach cyklu komórko
wego, pozostaje do wyjaśnienia zjawisko natychmiastowego reagowania rozmiarów 
komórek na zmiany ilości DNA. Koncepcja Cavalier-Smitha w swej oryginalnej postaci 
wydaje się tu bezsilna. Nie można jednak wykluczyć, że optymalność stosunku jądrowo- 
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cytoplazmatycznego ma tak kluczowe znaczenie dla prawidłowego funkcjonowania 
komórki, że program genetyczny cyklu komórkowego obejmuje również natychmiastowe 
dopasowanie wielkości komórki do każdej zmiany ilości DNA. Gdyby posiadanie 
nieoptymalnych rozmiarów komórek było zdecydowanie „mniejszym złem” niż 
posiadanie nieoptymalnego stosunku jądrowo-cytoplazmatycznego, to wbudowanie 
takiego mechanizmu jest prawdopodobne. Stan nieoptymalności wielkości komórek 
byłby tylko przejściowy, gdyż powolny proces równoczesnego zmniejszania małymi 
kroczkami komórek i zmniejszania ilości DNA lub równoczesnego zwiększania komórek 
i ilości DNA dopasowywałby wielkość komórek do optymalnych rozmiarów bez fazy 
zachwianej równowagi jądrowo-cytoplazmatycznej.

Najstarszą próbą wyjaśnienia związku pomiędzy ilością DNA, wielkością jąder i 
rozmiarami komórek jest koncepcja nukleotypu, wprowadzona przez Commonera w 
1964 r. i rozwijana dalej przez Bennetta [ref. 9, 25]. Według tej koncepcji ilość DNA 
miałaby bezpośrednio lub pośrednio poprzez wielkość jądra wpływać na rozmiary 
komórki. Mechanizm polegałby na niewyjaśnionym zadowalająco wpływie na długość 
cyklu komórkowego, oczywiście we współdziałaniu z genami bezpośrednio ten cykl 
regulującymi. Ponieważ wielkość komórek ma bardzo istotny wpływ na fenotyp (rozdz. 
3 i 4), dobór działałby bezpośrednio na ilość DNA, a pośrednio na wielkość komórki. 
Wydaje się, że z tą koncepcją najbardziej sympatyzuje Gregory [9], choć stara się 
obiektywnie przedstawić pozostałe koncepcje. Jednak mechanizm oddziaływania ilości 
DNA na długość cyklu komórkowego przedstawiony przez tego autora jest wysoce 
hipotetyczny i nie przeszedł, przynajmniej na razie, weryfikacji empirycznej. Koncepcja 
nukleotypu, i z dotychczasowo proponowanych tylko ona, pozwala łatwo wyjaśnić 
natychmiastową reakcję rozmiarów komórek na zmiany ilości DNA. Jednak propono
wana przez nas modyfikacja modelu Cavalier-Smitha radzi sobie także z tym zagad
nieniem. Jedynie model zakładający czysto śmieciowy charakter niekodującego DNA, 
a więc nieoddziałujący na fenotyp poza niewielkim kosztem związanym z koniecznością 
duplikacji dużej ilości DNA, wydaje się zupełnie nieprzydatny do wyjaśniania takich 
natychmiastowych zmian.

7. WNIOSKI

Powyżej przedstawiliśmy dwa zasadniczo różne podejścia do wyjaśniania ogromnej 
zmienności w ilości niekodującego DNA wśród zwierząt. W pierwszym podejściu 
zasadniczą rolę w kształtowaniu tej zmienności przypisuje się właściwościom DNA. 
W drugim podejściu zakłada się istotny wpływ samej ilości DNA na fenotypy organizmów, 
przede wszystkim tempo metabolizmu i tempo rozwoju. W rzeczywistości przeciwsta
wianie tych mechanizmów nie jest metodologicznie poprawne. Opisane w rozdz. 2 
mechanizmy zwiększania lub zmniejszania ilości niekodującego DNA stanowią nacisk 
mutacyjny [28]. Należy się spodziewać zróżnicowania między taksonami częstości 
delecji i insercji, a one przecież u zwierząt, w przeciwieństwie do roślin [25], stanowią 
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najistotniejszy mechanizm zmian ilości DNA. Także przeciętna wielkość delecji i insercji 
różni się między taksonami. Zatem różny będzie też wynik netto, a więc presja mutacyjna 
na zmiany wielkości genomu, podobnie jak różna bywa presja mutacyjna w przypadku 
mutacji punktowych. Jednak zarówno dla sekwencji kodujących, jak i zmian ilości DNA 
presja mutacyjna nigdy nie działa samodzielnie, lecz zawsze w połączeniu z doborem lub 
dryfem genetycznym. Tak jak częstości alleli są wynikiem równowagi mutacyjno- 
selekcyjnej, w małych populacjach dodatkowo modyfikowanym dryfem, tak i ilość 
niekodującego DNA musi być wynikiem równowagi tych procesów [28]. Mutacje 
szkodliwe są tym częstsze, im silniejsza jest presja mutacyjna i słabszy dobór. Podobnie 
ilość niekodującego DNA będzie tym większa, im silniejsza jest presja netto w kierunku 
zwiększania genomów i im słabszy jest dobór przeciwko nadmiarowi DNA. Dopóki 
uważano, że szkodliwy wpływ nadmiaru DNA polega jedynie na kosztach powielania 
DNA i związanego z tym spowolnienia podziałów komórkowych, rola presji mutacyjnej 
wydawała się dominująca. Jednak związek ilości DNA z wielkością komórek, a poprzez 
ten parametr z wieloma bardzo istotnymi cechami fenotypu (rozdz. 4) powoduje, iż 
równowaga mutacyjno-selekcyjna może być przesunięta, i to w kierunku zarówno 
mniejszej, jak i większej ilości DNA niż wynikałoby to jedynie z równowagi między 
pojawianiem się delecji i insercji. Mechanizm może być tu dwojaki: same mechanizmy 
genetyczne wpływające na częstość i wielkość delecji i insercji mogą być kontrolowane 
przez dobór, a dodatkowo osobniki o mniejszej (lub większej) ilości DNA mogą pozostawiać 
więcej lub mniej potomstwa. W miarę poznawania genomów kolejnych gatunków coraz 
lepiej potrafimy szacować częstość i wielkość delecji i insercji [28], ale często zapominamy, 
że szacunki te nie określają wyłącznie presji mutacyjnej, ale wynik równowagi mutacyjno- 
selekcyjnej. 11 razy większe niż u muszki owocowej Drosophila genomy u hawajskich 
świerszczy z rodzaju Laupala współwystępują z mniejszą u tego gatunku częstością 
delecji, większąinsercji, mniejszymi średnio delecjami i większymi insercjami [29], ale nie 
jest to dowód na większy nacisk mutacji na zwiększanie ilości DNA, bo nic nie wiemy o 
sile doboru na wielkość komórek w obu tych taksonach.

Jak widać, kluczową rolę w wyjaśnieniu różnorodności wielkości genomów odgrywać 
będzie zrozumienie relacji: ilość DNA - wielkość jąder - wielkość komórek - cechy 
fenotypowe organizmów. Weryfikacja i modyfikacja poszczególnych modeli wymaga 
na pewno dalszych badań na gruncie genetyki (mechanizmy zmian ilości DNA), biologii 
komórki (związek między ilością DNA i rozmiarami komórek) i ekologii (związek między 
rozmiarami komórek i cechami ekofizjologicznymi wpływającymi na kierunek doboru). 
Konieczne jest w nich bardziej całościowe podejście do biologii, nie tylko poprzez pryzmat 
informacji zapisanej w sekwencji nukleotydów.
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EWOLUCJA ROZMIARÓW GENOMÓW 
JĄDROWYCH U ROŚLIN OKRYTOZALĄŻKOWYCH*

EVOLUTION OF NUCLEAR GENOME SIZE IN ANGIOSPERM PLANTS

Maria Joanna OLSZEWSKA, Tomasz SAKOWICZ

Zakład Cytogenetyki i Biologii Molekularnej Roślin Uniwersytetu Łódzkiego

Streszczenie: W ciągu minionych kilku lat znacznie wzbogaciła się wiedza o ewolucji zawartości jądrowe
go DNA. U okrytozalążkowych rozmiary genomu różnią się ponad 1000-krotnie. W odległej przeszłości 
następowała poliploidyzacja genomów. Znaczne różnice rozmiarów genomów są spowodowane głównie 
przez odmienną liczbę rund duplikacji u przodków oraz przez inwazję retroelementów. Liczba retroele- 
mentów jest dodatnio skorelowana z rozmiarami genomu. W wyniku podwajania liczby genów następo
wała ich dywergencja (subfunkcjonalizacja), zatem duplikacja genomów stała się potężną siłą napędową 
w ewolucji. Rozmiary genomu są dodatnio skorelowane z czasem trwania cyklu życiowego, cyklów 
mitotycznych i mejotycznych oraz z objętościąjądra. Redukcja rozmiarów genomów zachodzi u natural
nych auto- i allopoliploidów. W przeciwieństwie do gatunków z małym genomem, gatunki z dużymi 
genomami, bogatymi w retroelementy charakteryzują się niskim potencjałem adaptacyjnym i obniżoną 
dywergencją, są eliminowane ze środowisk o krańcowych warunkach i zagrożone wyginięciem. Te 
stwierdzenia wydają się wskazywać na ewolucyjną tendencję w kierunku redukcji rozmiarów genomów. 

Słowa kluczowe: ewolucja rozmiarów genomów, podwojenie genów i genomów, retroelementy, adaptacja. 

Summary: Our understanding of the evolution of DNA content in angiosperm plants has improved in 
recent years. Genomes in angiosperms vary in DNA content over 1000-fold. Variations in plant genome 
size are primarily due to differences in ancestral polyploidy and the periodic burst in activity of retroele- 
ments. Genomic data show a strong correlation between the size of genome and the amount of retroele- 
ments. Gene duplication have contributed to the functional divergence of the duplicates, and have become 
a strong evolutionary force. Genome size also correlates with the span of life cycle, duration of mitotic and 
meiotic cycles, and nuclear volumes. Reduction of genome size occurs in natural auto- and allopolyploids. 
Species with large genomes saturated with retroelements do not adapt well and are underrepresented in 
extreme environments. These species tend to diverge slowly and hence are threatened with extinction over 
time. The above findings provide basis for evolutionary trends to reduce nuclear genome size in plants.

Key words: genome size evolution, gene and genome duplication, retroelements, adaptation.

Praca finansowana z badań statutowych Uniwersytetu Łódzkiego nr 505/04996.
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1. WSTĘP

Badania rozmiarów genomów jądrowych u Eukaryota stały się możliwe po 
wprowadzeniu metod cytometrycznych pomiaru zawartości DNA bądź in situ, bądź 
na izolowanych jądrach. Jako pierwsze zostały wprowadzone mikrodensytometryczne 
metody in situ po zabarwieniu DNA metodą Feulgena, a następnie - cytometrii 
przepływowej z zastosowaniem jąder izolowanych. Poprawnemu przeprowadzeniu 
badań przy użyciu obu tych metod poświęcono wiele uwagi. Wiadomo, że wyniki 
uzyskane obiema metodami są porównywalne [23], (ref. [35]). Ustalenie szczegółowe 
postępowania w metodzie cytometrii przepływowej jest ciągle jeszcze tematem licznych 
opracowań [5, 11, 34, 35]. Wyniki dotyczące rozmiaru genomu u roślin, tj. zawartości 
w nich DNA, wyrażone w pg lub liczbą par zasad (pz) są gromadzone w banku danych 
- The Plant DNA C-values Database (www.rbg.kew.org.uk/cval/homepage.html); 
ostatnie dane są podane przez Bennetta i Leitcha [5]. Definicja pojęcia 1C i 2C jest 
szeroko dyskutowana, szczególnie w odniesieniu do królestwa roślin, wśród których, 
głównie wśród okrytozalążkowych, dominują gatunki allopoliploidalne [ 17]. W niniejszym 
artykule przyjęto, że 1C to zawartość DNA w niezreplikowanych komórkach haploidal- 
nych, 2C - w fazie Go lub G( cyklu komórkowego.

Już wkrótce po uzyskaniu szeregu danych dotyczących zawartości DNA w komór
kach haploidalnych lub diploidalnych okazało się, że w królestwie roślin, zwierząt i 
grzybów brak jest spójności między poziomem rozwoju ewolucyjnego a rozmiarami 
genomu. Zjawisko to nazwano paradoksem C DNA (ref. [37]). Polega ono na fakcie, 
że kodowanie białek lub rRNA i tRNA nie jest jedyną funkcją DNA w genomie [8]. Co 
prawda, porównanie 1C DNA u roślin lądowych: mszaków (0,53 pg), widłaków (3,81), 
paprotników i innych grup zaliczanych do Monilophyta (13,58 pg), nagozalążkowych 
(16,99 pg) i okrytozalążkowych (6,30 pg) wskazuje, że w królestwie roślin prawidłowość 
taka istnieje w wymienionych grupach do nagozalążkowych włącznie, ale brak jej w 
obrębie roślin okrytozalążkowych stojących najwyżej w ewolucji. U roślin okrytoza
lążkowych różnice w rozmiarach genomów są przeszło 1 OOO-krotne (od 0,11 pg do 
127,40 pg), zaś u mszaków - zaledwie 12-krotne (ref. [27]). U glonów natomiast 
rozpiętość rozmiarów genomów jest 1300-krotna [15]. Uwzględnienie rozmiarów 
genomów przy konstruowaniu dendrogramów opartych na danych taksonomicznych i 
aktualnych poglądach na pokrewieństwa w obrębie danej grupy wykazało, że wskutek 
znacznej zmienności rozmiarów genomów nawet w obrębie rodzaju i gatunku (por. 
rozdz. 5.) ta cecha jest mało przydatna w analizach filogenetycznych [27].

Podstawowym odkryciem, które stało się punktem wyjścia do dalszych badań 
wyjaśniających paradoks C DNA i ewolucji rozmiarów genomu, stało się wykazanie 
przez Flavella i wsp. [12,13] wysokiej dodatniej korelacji między rozmiarami genomu 
(w pg DNA) a zawartością sekwencji powtarzalnych (również w pg DNA) oraz 
stwierdzenie, że w toku ewolucji, począwszy od 200 milionów lat temu, genomy roślin 
w znacznej mierze, a w mniejszym stopniu genomy zwierząt ulegały kolejnym cyklom 
poliploidyzacji (ref. [1]).
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Od 1998 r. istnieje międzynarodowa grupa skupiona wokół badań genomu roślin 
okrytozalążkowych, organizująca co kilka lat warsztaty pod nazwą „Angiosperm 
Genome Size Workshop" [4]. Dzięki działalności tej grupy, badania ewolucji rozmiarów 
genomów u roślin są intensywnie prowadzone, a uzyskiwane wyniki są dyskutowane i 
publikowane w kolejnych numerach Annals of Botany (ostatnio w nr 1, tom 95 w 
2005 r.). Organizatorzy tej grupy wyrazili nadzieję, że „... increased knowledge and 
understanding of genome size will contribute to holistic genomic studies in both 
plants and animals in the next decade" [4]. Redakcja Postępów Biologii Komórki 
zamieszcza zatem obok siebie artykuły dotyczące królestwa roślin i królestwa zwierząt.

Rola poliploidyzacji i udział sekwencji powtarzalnych ze szczególnym uwzględnieniem 
ruchomych elementów w ewolucji rozmiarów genomu u roślin okrytozalążkowych 
zostaną omówione poniżej. Ze względu na w miarę dobrze poznaną strukturę genomu 
u roślin uprawnych i u modelowego gatunku Arabidopsis thaliana (rzodkiewnik) z 
jednym z najmniejszych genomów (1C DNA = 0,2 pg = 157 Mpz), głównie tych roślin 
dotyczą przedstawiane wyniki.

2. POLIPLOIDYZACJA I EWOLUCJA GENOMU

Poliploidyzacja genomów jądrowych w toku ewolucji przebiegała z większą 
częstotliwością u roślin niż u zwierząt, wśród których dobrze udokumentowane przykłady 
odnoszą się do kręgowców i owadów (ref. [2]). Wśród roślin okrytozalążkowych 
poliploidyzacji uległo 70-80% gatunków. Nie wszystkie ulegały takiej samej liczbie rund 
poliploidyzacji; ich liczba w ciągu 200 milionów lat przypuszczalnie wyniosła od 2 do 5 
(ref. [28]), a najstarsze - paleopoliploidy - powstały wiele setek milionów lat temu. 
Duplikacja genomu miała miejsce nawet u gatunków żyjących współcześnie z tak małym 
genomem jak Arabidopsis thaliana (rzodkiewnik) i Oryza sativa (ryż). Duplikacja 
genomu powoduje istotne skutki zarówno na poziomie molekularnym, jak i genotypowym. 
Skutkiem poliploidyzacji była przebudowa genomu, duplikacje segmentalne i częściowa 
utrata lub modyfikacja sekwencji kodujących, zaś u allopoliploidów - translokację 
międzygenomowe (por. rozdz. 5.). W świetle danych z zakresu molekularnej analizy 
genomów można przyjąć, że jedna runda podwojenia genomów miała miejsce po 
dywergencji dwuliściennych, a druga - po dywergencji rodzaj ów Arabidopsis i Brassica 
z ich wspólnego przodka - zapewne Gossypium (bawełna) (ref. [1]).

Brak wszystkich podwojonych genów we współczesnych genomach, których przodkowie 
ulegli poliploidyzacji, jest objaśniany przez utratę niektórych powtórzonych sekwencji (por. 
rozdz. 3. i 4.). Zróżnicowana eliminacja powtórzonych sekwencji - zarówno kodujących, 
jak i niekodujących - po poliploidyzacji jest przyczyną istnienia wśród spokrewnionych 
gatunków licznych odchyleń w kolineamości genów (ang. co-linearity of genes), tj. w 
liniowym ułożeniu genów w tym samym chromosomie. Taka sytuacja występuje u zbóż. 
Skumulowany efekt obu procesów, tj. podwojenia genomu i utraty genów doprowadził do 
powstania współczesnych genomów u roślin okrytozalążkowych, u których istnieje 
syntenia z tylko częściowym sprzężeniem genów (ref. [1]).
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3. GENY W GENOMACH PODWOJONYCH 
WTOKU EWOLUCJI

W wyniku poliploidyzacji w odległej przeszłości następowało podwojenie liczby 
genów. Podczas ewolucji sekwencje kodujące mogą być utracone, zmutowane lub 
ulec wyciszeniu.

Fakt, że zduplikowane geny są zachowywane w sposób nieprzypadkowy, sugeruje, 
że poliploidyzacja dostarcza materiału genetycznego umożliwiającego adaptację poprzez 
dywergencję (por. rozdz. 6.). U Arabidopsis co najmniej połowa genów powstałych 
w wyniku niedawnej poliploidyzacji (tj. ok. 5 milionów lat temu) ma odmienny wzór 
ekspresji. Geny takie uległy funkcjonalnemu zróżnicowaniu, a w konsekwencji nastąpiła 
dywersyfikacja szlaków metabolicznych i dywersyfikacja ewolucyjna [1],

Częstym wynikiem modyfikacji podwojonych genów jest ich tzw. subfunkcjonalizacja; 
jest to proces zwany DDC (ang. Duplicate, Degenerate, Complement), podczas 
którego w wyniku mutacji następuje częściowa utrata funkcji (ref. [22, 41]). Geny 
regulatorowe, jak. np. czynniki transkrypcyjne, są uznawane za dobry przykład 
funkcjonalnej i regulatorowej dywersyfikacji w rodzinach zduplikowanych genów. U 
Arabidopsis thaliana powielone geny uczestniczą w reakcjach obronnych przeciwko 
pasożytom roślinożernym, transdukcji sygnałów i regulacji ekspresji (ref. [32]).

Dobrym przykładem losów podwojonych genów, które uległy subfunkcjonalizacji, jest 
rodzina genów z kasety MADS, które są zaangażowane w kontrolę procesów kwitnienia. 
W toku ewolucji te geny zwielokrotnione wskutek kolejnych rund poliploidyzacji uległy 
daleko posuniętej specjalizacji (subfunkcjonalizacja), kontrolując inicjację merystemu 
kwiatowego, poszczególne etapy rozwoju kwiatów i jego części służących rozmnażaniu 
płciowemu, takich jak: pręciki, zalążki i ich składniki (ref. [22,32]).

Porównanie starych ewolucyjnie poliploidów,yak Arabidopsis, z niedawno naturalnie 
powstałymi poliploidami bawełny i syntetycznymi poliploidami bawełny wykazało, że ubytek 
DNA lub zmiany w epigenetycznej regulacji podwojonych genów są inicjowane 
bezpośrednio lub wkrótce po poliploidyzacji. Skutkiem poliploidyzacji może być genowo- 
specyficzne lub regionalne wyciszanie genów indukowane epigenetycznie w wyniku 
metylacji DNA i histonów, wmontowanie sekwencji kodujących do nieaktywnej trans- 
krypcyjnie, trwale skondensowanej heterochromatyny i aktywacja retroelementów lub 
działanie iRNA [41 ], (ref. [ 1,37]). W świetle dotychczasowych danych obecnie przyjmuje 
się, że wyciszanie pewnych genów jest procesem sterowanym, dla innych - przypadko
wym. Wyciszanie zduplikowanych genów u poliploidów jest wyjaśniane rozmaicie. Wydaje 
się, że istotnym mechanizmem jest zachowanie odpowiedniej dawki genów [ 1 ]. Zjawisko 
wyciszania podwojonych genów jest istotnym elementem ewolucji poliploidów [ 1 ].
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4. UDZIAŁ SEKWENCJI POWTARZALNYCH 
W MODYFIKACJI ROZMIARÓW GENOMÓW

Wspomniane we Wstępie prace Flavella i jego zespołu [12,13] wykazały wielokrotnie 
potwierdzalne istnienie korelacji między rozmiarami genomu i ilością sekwencji 
powtarzalnych. Wkrótce okazało się, że przeważająca liczba sekwencji powtarzalnych 
to rozmaite kategorie ruchomych elementów, które zasiedliły genomy jądrowe Eukaryo
ta. Wśród tych elementów jedną z grup stanowią retrotranspozony długości od 700 pz 
do 15 kpz, oflankowane długimi powtórzeniami terminalnymi - LTR-ami (ang. Long 
Terminal Repeats, ref. [37, 40]). Ich udział w genomach roślin okrytozalążkowych 
jest znaczny; np. u kukurydzy stanowi aż 70% (ref. [7]). Podane poniżej dane o udziale 
sekwencji powtarzalnych w ewolucji rozmiarów genomów zostały ograniczone do 
retrotranspozonów z LTR-ami oraz do jednej grupy niekodujących sekwencji (CNS), 
ponieważ tym sekwencjom powtarzalnym poświęcono najwięcej uwagi w związku z 
ich udziałem w modyfikacji rozmiarów genomów.

4.1. Retrotranspozony z długimi powtórzeniami terminalnymi (LTR)

Retrotranspozony z LTR-ami są szczególnie dogodnym obiektem badań udziału i 
przemian ruchomych elementów, ponieważ są one liczne i obecne we wszystkich 
częściach genomu jądrowego (w heterochromatynie, regionach przycentromerowych 
mogą znajdować się między genami lub być przez nie otoczone). Zmiany zachodzące 
w retrotranspozonach mogą być wykorzystane w rekonstrukcji tych elementów u 
gatunków ancestralnych, z których pochodzą genomy zawierające retrotranspozony z 
LTR-ami we współczesnych populacjach. Retrotranspozony z LTR-ami mają charakte
rystyczne cechy, które ułatwiają ich identyfikację i umożliwiają wykrywanie mutacji. 
Zmutowane retrotranspozony nie ulegają eliminacji w wyniku naturalnej selekcji. Dzięki 
przeprowadzeniu analizy mutacji można było stwierdzić, źcwArabidopsis i 6 gatunków 
roślin uprawnych wiek tych retroelementów wynosi ok. 3 miliony lat [7].

Zwiększenie liczby retroelementów w genomie - poza procesem poliploidyzacji - 
odbywa się poprzez ich amplifikację. Amplifikacja jest uwarunkowana przejściem 
retroelementów ze stanu nieaktywnego w aktywny i przyczynia się do zwiększenia 
rozmiarów genomu. Redukcja liczby retroelementów z LTR-ami następuje w wyniku 
delecji. Delecje te powstają w rezultacie nierównej homologicznej rekombinacji (ang. 
unequal homologous recombination), tzn. procesu, podczas którego nie w pełni 
wymieniane są odcinki DNA, oraz nieuprawnionej rekombinacji (ang. illegitimate 
recombination), tj. wymiany odcinków niehomologicznych. Jednym z produktów 
nieuprawnionej rekombinacji jest kolisty retrotranspozon, który zawiera tylko jeden 
LTR; kolisty retrotranspozon zwykle jest degradowany i usuwany z genomu (ref. [6]). 
U Arabidopsis w wyniku pojedynczej delecji może nastąpić ubytek od 10 do 3766 pz 
w obrębie wewnętrznej części retrotranspozonu z LTR-ami. Dłuższe delecje - rzędu 1 
kpz - nie są powszechne. Wydaje się zatem, że akumulacja bardzo licznych, krótkich 
delecji jest odpowiedzialna za fragmentację większości retrotranspozonów z LTR-ami.
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U ryżu średnie rozmiary delecji były rzędu 41 i 318 pz; przyjęto, że tą drogą zostało 
usuniętych w ciągu minionych 5 milionów lat 190 Mpz [7]. Półokres trwania retrotrans- 
pozonów z LTR-ami u ryżu jest krótszy niż 3 miliony lat, a jeszcze dawniej został 
usunięty retrotranspozon z LTR-ami o długości powyżej 194 Mpz. Amplifikacja i 
usuwanie retroelementów trwa nadal (ref. [6], por. także rozdz. 6.).

Chociaż mechanizmy molekularne decydujące o amplifikacji lub eliminacji 
retrotranspozonów (szczegółowo omówione w artykule przeglądowym [7]) są w znacznej 
mierze poznane, dotąd nie wiadomo, dlaczego w ewolucji jednych gatunków następuje 
zwiększenie rozmiarów genomu poprzez zwiększenie udziału retroelementów, u innych 
- redukcja jego rozmiarów w wyniku delecji. Jest możliwe, że procesy te są regulowane 
przez czynniki środowiskowe powodujące selekcję w odpowiednim kierunku (por. 
rozdz. 6.).

4.2. Konserwatywne niekodujące sekwencje

W modelach ewolucji genów w związku z podwajaniem genomu (poliploidyzacją) 
przewiduje się, że funkcjonalna dywergencja, czyli subfunkcjonalizacja zduplikowanych 
genów (por. rozdz. 3.) jest spowodowana przez utratę elementów regulatorowych. 
Domniemanymi elementami regulatorowymi są konserwatywne niekodujące sekwencje 
zwane CNS-ami (ang. Conserved Non-coding Sequences). Są to krótkie odcinki 
DNA zachowane między gatunkami (dlatego konserwatywne). Znajdują się one głównie 
powyżej regionu regulatorowego [28]. U roślin liczba CNS-ów i ich długość są znacznie 
mniejsze niż u ssaków, co jest związane z o wiele bardziej licznymi rundami poliploidyzacji. 
Kolejne podwojenia genomów stanowią okazję do powstania subfunkcjonalizacji genów, 
co potencjalnie powoduje utratę CNS-ów przypadających na jeden gen. O słuszności 
tego twierdzenia świadczy porównanie liczby rodzin genowych, tj. zawierających geny 
paralogiczne (pochodzące od wspólnego przodka) u roślin i zwierząt. Tylko 35% genów 
u Arabidopsis jest w pojedynczych kopiach; u człowieka takie geny stanowią aż 86%. 
U Arabidopsis ponad 37% genów należy do rodzin genowych składających się z 5 lub 
więcej członków; u człowieka - zaledwie 1,4% (ref. [28]).

Paradoksalnie, subfunkcjonalizacja po duplikacji może prowadzić do względnie 
prostych regionów regulatorowych przypadających na jeden gen. U kukurydzy i ryżu 
na jeden gen przypadają średnio trzy CNS-y, ale brak jest CNS-ów w 27% zbadanych 
genów. Geny ssaków mają średnio 17,7 CNS-ów. Długość CNS-ów w obrębie genów 
ortologicznych (mimo odmiennej sekwencji DNA kodujących białka o takiej samej 
funkcji fizjologicznej) u roślin wynosi poniżej 12 pz, przy czym żaden z poznanych 
dotąd nie był dłuższy niż 60 pz. U ssaków długość CNS-ów zawiera się w granicach od 
60 dp 100 pz (ref. [28]). Względna prostota regionów regulatorowych u roślin mogłaby 
odzwierciedlać różnice w złożoności zarówno samych organizmów, jak i ich rozwoju.

Przytoczone dane wskazują, że u roślin jednym z procesów przyczyniających się do 
zmniejszania rozmiarów genomu mogłaby być redukcja liczby i długości CNS-ów.
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5. ZMIENNOŚĆ I EWOLUCJA GENOMÓW I ICH ROZMIARÓW 
WŚRÓD SPOKREWNIONYCH GATUNKÓW I RODZAJÓW

Opisane wyżej przemiany spowodowane bezpośrednio przez poliploidyzację oraz 
inwazję ruchomych elementów i ich modyfikacje powodują przebudowę (rearanżację) 
genomów, której skutkiem mogą być zmiany rozmiarów genomów, głównie w wyniku 
amplifikacji i delecji ruchomych elementów (odpowiednio zwiększenie lub zmniejszenie 
zawartości DNA). Rośliny stanowią niezwykle dogodny obiekt do badań zmienności 
genomu. W porównaniu z analogicznie złożonymi organizmami, jakimi są ssaki, u roślin 
następują liczniejsze procesy powodujące zwiększenie, jak i zmniejszenie genomu oraz 
jego przebudowę [7].

Zmienność rozmiarów genomu w obrębie gatunku była wielokrotnie opisywana. 
Nasuwa się pytanie, czy różnice, szczególnie nieistotne statystycznie, nie są artefaktem, 
bowiem wyniki świadczące o takich modyfikacjach bywają kwestionowane. Stwierdzane 
różnice, często przypisywane odmianom uprawnym lub kojarzone z różnicami genotypo
wymi, mogą być powodowane przez stosowanie niewłaściwych metod i standardów 
służących do oznaczania bezwzględnej zawartości C DNA. Rezultaty krytycznej analizy 
kilku takich wyników uzyskanych w obrębie gatunku dowodzą, że poza błędami 
metodycznymi stwierdzane różnice nie były istotne statystycznie [16]. Natomiast 
znaczne różnice (nawet blisko dwukrotne) wartości 1C DNA w grupie osobników 
zaliczanych do tego samego gatunku są interpretowane jako dowód przynależności tak 
różniących się roślin do rozmaitych podgatunków; za argument dodatkowy uważa się 
różnice w morfologii i preferowanych siedliskach. Postuluje się zatem, aby wewnątrz- 
gatunkowe różnice rozmiarów genomów konfrontować z cechami morfologicznymi 
[33]. Przy rozważaniu różnic w zawartości C DNA należy wziąć pod uwagę różnice 
w warunkach środowiskowych (por. rozdz. 6.). Wydają się nie budzić wątpliwości te 
wyniki badań, w których wykazano związek między zwiększeniem/zmniejszeniem 
rozmiarów genomów a amplifikacją/ubytkiem różnego rodzaju sekwencji powtarzalnych 
(ref. [36]). Obecność chromosomu/ów B w istotny sposób wpływa na rozmiary genomu 
oraz zgodnie z teorią nukleotypową (por. niżej) powoduje wydłużenie czasu trwania 
cyklu komórkowego (ref. [30]).

Wyniki sekwencjonowania DNA sklonowanych w BAC fragmentów chromosomów 
wskazują na istnienie w niektórych chromosomach segmentalnych duplikacji i na 
obecność tandemowych rodzin genów [6]. Typowe rearanżacje chromosomów w toku 
ewolucji genomów to translokacje oraz inwersje, powodujące różnice w strukturze 
chromosomów u spokrewnionych taksonów, jak np. w rodzajach Lycopersicon 
(pomidor), Solarium (ziemniak) i Gossypium (bawełna). Niewiele dotąd wiadomo o 
związku między skutkami genotypowymi rearanżacji chromosomów i procesem specjacji 
[9]. Allopoliploidy, do których należą liczne gatunki uprawne, ale i dziko rosnące, są od 
dawna obiektem licznych badań cytogenetycznych i molekularnych. Rearanżacja 
genomów u allopoliploidów może następować, przynajmniej częściowo, w wyniku 
aktywacji retroelementów [10]. Ostatnio szczególnie dobrze zostały poznane zmiany 
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w genomach gatunków allopoliploidanych w porównaniu z domniemanymi gatunkami 
ancestralnymi z zastosowaniem metod z zakresu cytogenetyki molekularnej - GISH 
(ang. Genomie In Situ Hybridization) i FISH (ang. Fluorescence In Situ Hybridiza- 
tion).

Metoda GISH umożliwia odróżnienie u allopoliploidów chromosomów i ich fragmen
tów pochodzących z poszczególnych diploidalnych genomów ancestralnych. W ten 
sposób wykazano u niektórych gatunków allopoliploidalnych zbóż istnienie translokacji 
między genomami ancestralnymi (ref. [36]). W przypadku małych chromosomów u 
rodzaju Brassica istnienia tego procesu nie można było udowodnić [29]. Allotetra- 
ploidalny gatunek Nicotiana tabacum (tytoń, 2n = 4x = 48, genom TS) powstał 5-6 
milionów lat temu ze skrzyżowania dwóch gatunków diploidalnych: N. sylvestris (2n = 
2x = 24, genom S) i N. tomentosiformis (2n = 2x = 24, genom T). Takie pochodzenie 
N. tabacum zostało potwierdzone przez rezultaty współczesnych krzyżówek. Wyniki 
GISH nie tylko pozwoliły na odróżnienie chromosomów z genomu S i T, ale również 
wykazały translokacje T/S i S/T [14]. Ciekawy przypadek modyfikacji chromosomów 
został stwierdzony u naturalnego heksaploida Chenopodium album (komosa biała, 
zwana także lebiodą, 2n = 6x = 54), u którego chromosomy są krótsze - 1,0-2,6 pm niż 
u diploida (2n = 2x = 18) - 1,4-2,7 pm. Sonda w metodzie GISH z DNA diploidów 
dawała silne sygnały hybrydyzacyjne tylko u 18 chromosomów dłuższych; krótsze 
wykazywały znacznie słabsze sygnały [26].

U wymienionych gatunków allotetraploidalnych i u naturalnych poliploidów 
Chenopodium album przeprowadzono metodą FISH badania porównawcze z zastoso
waniem jako sond 45S rDNA lub 25S rDNA oraz 5S rDNA w odniesieniu do diploidów 
ancestralnych bądź naturalnego diploida. U allotetraploidów Brassica wykazano m.in. 
modyfikacje liczby loci 5S rDNA lub 45S rDNA w porównaniu z ancestralnymi 
diploidami. U allotetraploidów ma miejsce bądź zmniejszenie liczby loci 5S rDNA (B. 
juncea - gorczyca etiopska, B. napus - w zależności od odmiany - rzepak lub brukiew) 
lub ich liczba stanowi sumę loci u gatunków ancestralnych (B. carinata - gorczyca), 
natomiast liczba loci 25S rDNA ulega bądź zmniejszeniu (B. juncea, B. carinata), 
bądź zwiększeniu (B. napus) lub nie ulega zmianom. Różnice liczby loci u tego samego 
gatunku zależą od odmiany [18,20, 21]. Niektóre geny kodujące 45S rDNA stają się u 
allotetraploidów Brassica nieaktywne transkrypcyjnie [19]. U naturalnego allopoliploida 
Arabidopsis suecica zachodzi wyciszanie genów rRNA pochodzących z genomu 
jednego z diploidalnych gatunków ancestralnych - Arabidopsis thaliana (ref. [10]). 
U allotetraploida Nicotiana tabacum (genom ST, por. wyżej) w porównaniu z diploidami 
ancestralnymi (N. sylvestris - genom S i N. tomentosiformis) następuje eliminacja 
45S rDNA pochodzącego z genomu S, w którym u diploida sygnał po FISH jest słabszy 
niż w genomie diploida z genomem T. Znaczne różnice w genomach diploidów 
ancestralnych dotyczą 5S rDNA. W genomach S długość jednostki powtarzalnej wynosi 
431 pz, a liczba kopii - 900. W genomach T jednostka powtarzalna składa się z 644 pz 
i jest powtórzona 400 razy. U allotetraploida N. tabacum liczba kopii 5S rDNA jest 
zmienna w zależności od odmiany: im większa liczba kopii pochodzi z genomu S, tym 
mniejsza liczba kopii jest z genomu T i odwrotnie, ale zawsze liczba kopii jest większa 
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od sumy tych kopii u diploidów ancestralnych [14]. U wspomnianych wyżej naturalnych 
poliploidów Chenopodium album następuje wyraźna redukcja liczby loci kodujących 
rRNA. U diploida (2n = 18) jest jedna para chromosomów z 25S rDNA i dwie pary z 
5S rDNA; tetraploid (2n = 4x = 36) ma jedną parę chromosomów z 25S rDNA i trzy 
pary chromosomów z loci 5S rDNA, u heksaploida (2n = 54) są dwie pary chromosomów 
z 25S rDNA i cztery pary z 5S rDNA [26].

Poznanie rozmiarów genomów u auto- i allopoliploidów umożliwiło rozpatrywanie 
tej cechy genomu jako skutku poliploidyzacji. U indukowanego kolchicynąautotetraploida 
Sorghum versicolor zawartość 2C DNA - 6,67 pg - przewyższa ponad dwukrotnie 
(również po uwzględnieniu SE) rozmiar genomu u roślin diploidalnych - 3,25 pg [37]. 
U naturalnego heksaploida Chenopodium album (2n = 54) w porównaniu z diploidem 
(2n = 18) zawartość 2C DNA wynosi zaledwie 3,85 pg (zamiast oczekiwanego 5,4 pg) 
[26]. Podobnie u allotetraploida Brassica carinata (genom BBCC) 1C DNA wynosi 
1,308 pg i jest mniejszy (także po uwzględnieniu SE) niż możnaby oczekiwać na 
podstawie zsumowania diploidalnych genomów ancestralnych: Brassica nigra (gorczy
ca czarna, genom BB) - 1C DNA = 0,647 pg i B. olerácea (kapusta warzywna, 
genom CC) - 1C DNA = 0,710 pg (ref. [24]). Jedną z przyczyn redukcji rozmiarów 
genomu u poliploidów, stwierdzoną u Chenopodium album, ale niepowszechną u rodzaju 
Brassica, mógłby być ubytek genów kodujących rRNA (por. wyżej, także skrócenie 
części chromosomów u komosy białej).

Szczegółowe analizy ewolucji rozmiarów genomów wśród spokrewnionych gatunków 
były przeprowadzane z uwzględnieniem liczby i rozmiarów chromosomów przez 
porównanie sekwencji ITS (ang. Internal Transcribed Sequences - wewnętrzne, 
transkrybowane sekwencje w genie 45S rRNA, usytuowane u roślin między genem 
kodującym 18S rRNA a 5,8S rRNA oraz między 5,8 S rRNA i 25S rRNA). Na podstawie 
tych właściwości dla poszczególnych gatunków są konstruowane dendrogramy, z 
których wyciąga się wnioski o kierunku ewolucji rozmiarów genomów w obrębie 
badanego rodzaju. Wielu autorów jest zdania, że ewolucja zmierza ku redukcji rozmiarów 
genomu. Tak jest np. w obrębie rodzaju Sorghum [38]. Jednak w grupie spokrewnionych 
gatunków innych rodzajów modyfikacje rozmiarów genomów wykazują tendencję 
zarówno ku jego redukcji, jak i zwiększeniu. Taka sytuacjajest wśród licznych gatunków 
bawełny (ref. [38]) oraz w rodzinie Brassicaceae, w której wszystkie zbadane pod 
tym względem gatunki charakteryzują się małym genomem (1C od 0,2 do maksymalnie 
0,710 pg u gatunków diploidalnych) [24], Wiele gatunków należących do tej rodziny to 
allopoliploidy. Przyjęto, że przodek w tej rodzinie ma najmniejszy hipotetyczny genom 
(1C = 0,2 pg). W rodzaju Arabidopsis, jeśli przyjmie się jako podstawę do analizy 
zmian w rozmiarach genomu zawartość DNA przypadającą na 1 x chromosomów (aby 
ominąć różnice wynikające z poliploidyzacji), następuje zwiększenie tej wartości w 
porównaniu z diploidalnym gatunkiem wyjściowym - A. thaliana [24], Natomiast u 
rodzaju Brassica następowało zmniejszenie genomu (przykłady podane wyżej [24]).

Bennett już w 1972 r. [3] wykazał u okrytozalążkowych roślin zielnych istnienie 
dodatniej korelacji między rozmiarami genomu a czasem trwania cyklu życiowego, 
cyklu komórkowego i mejozy, masą nasion, rozmiarami jądra i komórki (ta ostatnia 

rcin.org.pl



746 M. J. OLSZEWSKA, T. SAKOWICZ

zależność nie zawsze była potwierdzana, por. [8]). Gatunki jednoroczne, a szczególnie 
efemerydy, u których cykl życiowy trwa zaledwie kilka tygodni, mają najmniejsze 
genomy, znacznie mniejsze niż gatunki dwu- i wieloletnie. Koncepcja Bennetta, 
dotycząca również wielu innych zależności cech roślin od rozmiaru genomu, została 
nazwana teorią nukleotypową. Jest ona stale uzupełniana przez nowe dowody świad
czące ojej słuszności (por. [25]) i jest powszechnie akceptowana. Np. u australijskich 
gatunków Sorghum różnice w rozmiarach genomów między gatunkami jednorocznymi 
i wieloletnimi są dosyć znaczne: u jednorocznych średnia 2C wynosi 2,89 pg, u wielolet
nich - 7,73 pg [37]. Wśród chwastów, szybko rosnące i rozwijające się gatunki (dlatego 
uważane za agresywne) mają mniejsze genomy niż spokrewnione gatunki niebędące 
chwastami.

Rozmiar genomu, poprzez tempo podziałów komórkowych i wielkość komórek, wpływa 
na morfologię liści i intensywność fotosyntezy. Stwierdzono istnienie negatywnej korelacji 
między rozmiarami genomu a wskaźnikiem nazwanym SLA (ang. Specific Leaf Area, 
tj. zależność między powierzchnią i masą liści). Niski SLA charakteryzuje gatunki z dużym 
genomem. U takich gatunków jest niższa intensywność fotosyntezy [25]. Te wyniki 
odzwierciedlają odpowiadającą im prawidłowość stwierdzoną u ptaków i ssaków, u których 
tempo metabolizmu jest negatywnie skorelowane z rozmiarami genomu (ref. [25,43]).

Rośliny z dużymi genomami wydają się być ograniczone w procesie specjacji. W 
obrębie rodzaju istnieją mniej liczne gatunki niż wśród rodzajów z małym genomem. 
Stwierdzono nawet negatywną korelację między średnimi rozmiarami genomów a liczbą 
gatunków w obrębie rodzaju [42]. Ostatnio wykazano jednak, że u 761 rodzajów 
zbadanych pod tym względem istnieje zaledwie słaba negatywna korelacja między 
rozmiarami genomu a liczbą gatunków w danym rodzaju. Autorzy tych badań [25] 
podkreślają, że w tego typu analizach istnieje potencjalne źródło błędu, ponieważ niewiele 
wiadomo o rozmiarach genomu u gatunków ancestralnych oraz w obrębie rodzaju nie 
jest możliwe uwzględnienie wszystkich gatunków przynależnych do badanego rodzaju. 
Mimo tych zastrzeżeń, przyjęta jest sugestia, że w procesie specjacji duże genomy są 
ograniczone w ewolucji ze względu na nikłe lub bardzo wolne tempo dywersyfikacji; 
gatunki z bardzo dużymi genomami cechują się mniejszymi zdolnościami przystosowaw
czymi niż gatunki z małymi genomami [25] (por. rozdz. 6.).

Na podstawie przytoczonych danych można uznać, że skoro tempo rozwoju i czas 
trwania cyklu życiowego oraz zdolności przystosowawcze zależą, przynajmniej częś
ciowo, od rozmiaru genomu, w ewolucji następuje selekcja w kierunku przyspieszenia 
rozwoju równolegle z redukcją rozmiarów genomów [ 16,25].

6. UDZIAŁ CZYNNIKÓW ŚRODOWISKOWYCH 
W MODYFIKACJI ROZMIARÓW GENOMÓW

Nawet przy bardzo krytycznej ocenie wiarygodności wyników badań dotyczących 
rozmiarów genomu (por. rozdz. 5.), trzeba wziąć pod uwagę wiele danych wskazujących 
na istnienie wewnątrzgatunkowej zmienności tej jego cechy. Modyfikacje wielkości
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genomu mogą być wynikiem czynników środowiskowych, a w szczególności klimatu, 
w jakim rozwijają się rośliny (ref. [31]). Należy jednak zaznaczyć, że zmiany te, tj. 
zwiększenie/zmniejszenie rozmiarów genomu w podobnych warunkach nie zawsze 
zmierzają w tym samym kierunku. Badano modyfikacje wielkości genomów u tych 
samych gatunków w zależności od wysokości n.p.m., szerokości geograficznej i 
temperatury.

Negatywną korelację między wielkością genomu i wysokością n.p.m. stwierdzono 
w europejskich populacjach traw: Festuca arundinacea (kostrzewa trzcinowa), 
Dactylis glomerata (kupkówka pospolita) i uprawnych odmian Zea mays (kukurydza). 
Wyniki te są komentowane jako efekt przewagi selekcyjnej roślin z małym genomem 
w ekstremalnych warunkach i krótkim okresie wegetacji, jakie panują na dużych 
wysokościach (ref. [31]). Jednak w obrębie 23 populacji Zea mays uzyskano inne 
wyniki: rośliny ze średnimi rozmiarami genomu występują na średnich wysokościach, 
a gatunki z małym genomem - zarówno na poziomie morza, jak i na wysokości 2440 m 
(ref. [25]).

W badaniach zależności między szerokością geograficzną a wielkością genomu 
stwierdzono znaczne różnice rozmiarów genomu u kukurydzy w klimacie tropikalnym; 
odkąd kukurydza została zaadaptowana jako roślina uprawna w Ameryce Północnej, 
wielkość genomu stała się czynnikiem selekcyjnym, co doprowadziło do wprowadzenia 
do upraw wyłącznie odmian z najmniejszym genomem w najbardziej wysuniętych na 
północ obszarach tego kontynentu, tj. w Kanadzie (ref. [7]). Ta tendencja wydaje się 
mieć charakter powszechny, sugeruje się bowiem, że gatunki okrytozalążkowe z dużym 
genomem są stopniowo eliminowane z szerokości północnej (ref. [25]).

W rozważaniach na temat zależności między wysokością n.p.m. i szerokością geogra
ficzną a rozmiarami genomów należy wziąć pod uwagę temperaturę. Po uwzględnieniu 
tego czynnika okazuje się, że gatunki z małym genomem mogą istnieć na każdej wysokości 
n.p.m. i szerokości geograficznej, ale gatunki z największymi genomami bywają 
eliminowane z warunków ekstremalnych. Ponadto stwierdzono, że gatunki z dużymi 
genomami nie występują w warunkach z krótkimi sezonami wegetacyjnymi [25].

Chociaż na podstawie wiedzy o roli sekwencji powtarzalnych, a szczególnie dobrze 
poznanych pod tym względem retrotranspozonów z LTR-ami (por. podrozdz. 4.1.) 
powszechnie przyjmuje się, że modyfikacje rozmiarów genomu są powodowane przez 
delecje (zmniejszenie rozmiaru) lub amplifikacje (zwiększenie) tych retroelementów, 
mało jest dotąd bezpośrednich dowodów na trafność tego poglądu w odpowiedzi roślin 
na warunki środowiska. U dzikiego gatunku jęczmienia Hordeum spontaneum 
wykazano trzykrotne zmniejszenie liczby kopii retrotranspozonów z LTR-ami w 
warunkach suszy i znacznej wysokości n.p.m.; redukcja ta przebiegała zgodnie z 
mechanizmami opisanymi wyżej (por. podrozdz. 4.1.) (ref. [31 ]).

O ograniczonej zdolności adaptacyjnej gatunków roślin z dużymi genomami świadczą 
wyniki badań dotyczących rozmiarów genomów u gatunków zagrożonych wyginięciem 
(na podstawie World Conservation and Monitoring Centre - UNEP-WCMC, odpo
wiednik Czerwonej Księgi w Polsce) wyróżniona została podgrupa gatunków zagrożo
nych wyginięciem w skali globalnej oraz podgrupa zagrożona w skali lokalnej. Z całej 
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grupy gatunków poddanych analizie wyłączono poliploidy i gatunki nie dość dobrze pod 
tym względem poznane. Wykazano istnienie korelacji między rozmiarami genomów a 
skalą zagrożenia wyginięciem. Najmniejszym genomem charakteryzują się gatunki 
niezagrożone, pośrednimi rozmiarami - zagrożone tylko lokalnie, natomiast gatunki z 
największym genomem stanowiły podgrupę zagrożonych w skali globalnej. Wśród 
gatunków starannie zweryfikowanych jako poliploidy, korelacja ta przedstawia się 
odwrotnie: poziom ploidalności jest negatywnie skorelowany z zagrożeniem wyginięciem 
[42].

Przytoczone wyniki sugerują, że warunki środowiskowe mogą stanowić czynniki 
powodujące eliminację gatunków z dużym genomem, upośledzonych pod względem 
zdolności adaptacyjnych, co przyczynia się do postępującej dominacji gatunków z małymi 
genomami. Zdolności przystosowawcze poliploidów (zapewne głównie allopoliploidów) 
doprowadziły do ich dominacji we współczesnej florze roślin okrytozalążkowych.

7. PERSPEKTYWY

Najnowsze opracowania dotyczące organizacji genomów roślin w zdecydowanej 
większości, co oczywiste, opierają się na szczegółowych analizach dwóch całkowicie 
zsekwencjonowanych genomów: Arabidopsis thaliana i Oryza sativa [39, 44], Oba 
należą do grupy gatunków z małymi genomami: Arabidopsis thaliana - 140 Mpz, zaś 
Oryza sativa - 400 Mpz; ich rozmiary zdecydowanie odbiegają od uśrednionej wielkości 
genomów roślin okrytozalążkowych ocenionej na 5600 Mpz. Trudno uznać je zatem za 
reprezentatywne dla królestwa roślin, co nie zmienia faktu, że szereg zaobserwowanych 
u nich cech, takich jak segmentalne duplikacje znacznych części genomów czy wysoki 
poziom amplifikacji retroelementów, wydają się być zjawiskami powszechnymi wśród 
roślin okrytozalążkowych (por. rozdz. 2., 4.1. i 5.).

Opracowane strategie i techniki sekwencjonowania stwarzają realne szanse poznania 
w najbliższym czasie genomu modelowego gatunku reprezentującego grupę o dużych 
genomach - Zea mays (Maize Genomics Project). Genom kukurydzy jest pod względem 
rozmiarów (2400-2700 Mpz) zbliżony do wielkości genomów ssaków (1400-3700 Mpz), 
co stwarza szersze podstawy do analiz porównawczych. Już obecna wiedza o nim 
wskazuje na kilka charakterystycznych cech, takich jak allotetraploidalna segmentalność 
czy ogromna, znacznie wyższa niż u Arabidopsis thaliana obfitość wysoce konserwa
tywnych elementów powtarzalnych (ok. 80% genomu kukurydzy i poniżej 20% u 
rzodkiewnika), będąca efektem szczególnie intensywnych amplifikacji zachodzących 
w okresie ostatnich kilku milionów lat. Nawet niepełne dane o sekwencjach genomu 
kukurydzy dowodzą istnienia retroelementów reprezentujących setki czy nawet tysiące 
ich rodzin, a geny stanowią u tego gatunku małe wyspy w morzu retrotranspozonów z 
LTR-ami. Tego rodzaju organizacja genomu jest znacznie bliższa większości roślin 
okrytozalążkowych niż typ istniejący u Arabidopsis thaliana i Oryza sativa. Charakte
rystyka genomu kukurydzy dotyczy też m.in. rozmieszczenia 5-metylocytozyny.
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Większość powtarzalnych elementów jest u tego gatunku, podobnie jak u ssaków, wysoce 
zmetylowana, podczas gdy geny, przeciwnie niż u ssaków, wydają się być głównie 
niezmetylowane, nawet w tych tkankach, w których nie ulegają ekspresji.

Mimo iż genom kukurydzy jest 6 lub 7 razy większy niż ryżu, a blisko 20 razy większy 
niż rzodkiewnika, jest on znacznie mniejszy od genomów kilku ważnych gatunków 
uprawnych, np. jęczmienia - 5000 Mpz, pszenicy - 17000 Mpz, ale rozmiary genomu 
kukurydzy otwierają większe możliwości analiz porównawczych z genomami zwierzęcymi.

Nadzieje na szybkie poznanie pełnej sekwencji genomu Zea mays wynikają z 
doświadczeń wyniesionych z realizacji Humań Genome Project i związane są z 
integracją kilku najbardziej efektywnych strategii i technik sekwencyjnych, jak WGS 
(whole-genome shotgun), GE (gene-enrichement) i BAC (bacterial artificial 
chromosome clones). Będą one następnie wykorzystane w analizach największych 
genomów roślinnych. Nie ulega wątpliwości, że uzyskane tą drogą informacje wypełnią 
liczne luki w aktualnej wiedzy na temat ewolucji rozmiarów genomów u roślin 
okrytozalążkowych.

8. WNIOSKI

Na podstawie większości dotąd uzyskanych danych można przyjąć, że ewolucja 
rozmiarów genomów u roślin okrytozalążkowych zmierza ku ich redukcji mimo licznych 
rund poliploidyzacji, jakiej ulegały one w odległej przeszłości. Na taką tendencję wskazuje 
szereg dowodów z biologii molekularnej, cytologii i cytogenetyki molekularnej, fizjologii 
oraz ekologii.

Podwojone sekwencje kodujące mogą być eliminowane, wyciszane lub ulec 
subfunkcjonalizacji, dzięki czemu następuje dywersyfikacja szlaków metabolicznych 
oraz zdolności do adaptacji.

O wielkości genomu decyduje głównie zawartość rozmaitego rodzaju sekwencji 
powtarzalnych. Inwazja retroelementów oraz ich liczba, długość i modyfikacje są 
uznawane za czynniki regulujące rozmiary genomu. Amplifikacja retroelementów 
powoduje zwiększenie rozmiaru genomu, zaś delecje-jego zmniejszenie. U naturalnych 
auto- i allopoliploidów rozmiary genomu są mniejsze niż suma wielkości genomów 
ancestralnych, czemu może towarzyszyć redukcja liczby loci kodujących rRNA.

W porównaniu z małymi genomami, największe wykazują wolne tempo dywersy
fikacji i są ograniczone ewolucyjnie wskutek mniejszych zdolności przystosowawczych. 
Diploidalne gatunki z dużymi genomami są bardziej narażone na wyginięcie niż diploidalne 
gatunki z małymi genomami. Gatunki z małymi genomami mogą istnieć w środowiskach 
o dużej zmienności warunków klimatycznych i krańcowo niekorzystnych dla wegetacji, 
ponieważ charakteryzują się one krótkim cyklem życiowym i większą intensywnością 
fotosyntezy. W obrębie tego samego rodzaju gatunki jednoroczne i efemerydy mają 
mniejsze genomy niż byliny.
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ZABURZENIA FUNKCJI LAMIN A PATOFIZJOLOGIA 
LAMINOPATII

AFFLICTIONS OF LAMINS’ FUNCTIONS
AND THE PATHOPHYSIOLOGY OF LAMINOPATHIES

Anna LITWINIEC, Alina GRZANKA, Aleksandra STĘPIEŃ

Katedra i Zakład Histologii i Embriologii, Collegium Medicum im. L. Rydygiera 
w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikołaja Kopernika w Toruniu

Streszczenie: Laminy są elementami struktury jądra komórkowego, wpływającymi nie tylko na organiza
cję i integralność otoczki jądrowej, ale także na procesy niezbędne dla zachowania i przetwarzania 
materiału genetycznego. Stąd, zaburzenia ich funkcji na skutek mutacji skupionych w różnych rejonach 
cząsteczki białka mogą mieć poważne konsekwencje dla utrzymania właściwej liczby oraz aktywności 
komórek w określonych tkankach. Od czasu zidentyfikowania i powiązania defektów lamin z szeregiem 
zespołów chorobowych trwają prace mające na celu wyjaśnienie tkankowo-specyficznych mechani
zmów patofizjologii w poszczególnych syndromach. W rezultacie tych badań powstają różnorodne 
hipotezy, których weryfikacja wymaga uprzedniego poznania i uwzględnienia funkcji lamin oraz oddzia
łujących z nimi czynników.

Słowa kluczowe: laminy, laminopatie, blaszka jądrowa, emeryna.

Summary: Lamins are components of nucleus, which not only influence organization and integrity of 
nuclear envelope, but are also essential for the maintenance and processing of genetic material. Therefore, 
disturbance of their functioning as a result of mutations in various regions of the protein molecule can have 
serious consequences for the number and activity of cells in various tissues. Since identifying lamin 
defects as important factors in a vast range of diseases, research aimed at elucidation of tissue-specific 
mechanisms in the pathophysiology of particular syndroms has been in progress. Various hypotheses 
have been proposed; their verification requires knowledge of all the functions and interactions involving 
lamins and their binding partners.

Keywords: lamins, laminopathies, nuclear lamina, emerine.

Wykaz skrótów:: NLS - sekwencja decydująca o lokalizacji białka w jądrze komórkowym, CaaX - 
motyw sekwencji aminokwasów: cysteina - dwie reszty alifatyczne - dowolna reszta, MANI - białko 
wewnętrznej błony jądra uczestniczące w szlakach sygnałowych dla TGF0 (transformujący czynnik 
wzrostu P), LBR-receptor laminy B, LAP1, LAP2J3, LAP2a-polipeptydy zasocjowane z blaszką-1,- 
2[3,-2a, nesprinl-a - białko wewnętrznej membrany jądra wiążące laminę A i emerynę, UNC-84 - 
białko C. elegans niezbędne dla migracji i umiejscowienia jądra, lokalizacja tego białka jest zależna od 
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laminy YA (Young Arrest) - białko Drospohila, wiążące laminę Dm i chromatynę, p34cdc2 - kinaza 
fosforylująca laminy i przez to sprzyjająca rozproszeniu otoczki jądrowej, MOK2 - czynnik transkryp- 
cyjny zawierający motywy palców cynkowych, oddziałujący z laminami A/C, pRB - białko retinobla- 
stomy, BAF - czynnik oddziałujący z DNA (m.in. zapobiega integracji DNA retrowirusowego) oraz z 
białkami zawierającymi domenę LEM (LAP2, emeryna, MANI), SREBP - czynnik transkrypcyjny 
istotny dla różnicowania adipocytów, MAD - dysplazja żuchwowo-obojczykowa, EDMD - dystrofia 
mięśniowa Emery’ego-Dreifussa, DCM - idiopatyczna kardiomiopatia rozstrzeniowa, LGMD1B - ob- 
ręczowo-kończynowa dystrofia typu IB, FPLD - rodzinna lipodystrofia typu Dunningana, CMT2B1 - 
choroba Charcot-Marie-Tooth 2B1, HGPS - syndrom progerii Hutchinsona-Gilforda, RD - dermopatia 
restrykcyjna, HEM - dysplazja szkieletowa Greenberga, PHA - anomalia Pelger-Huet, BOS - syndrom 
Buschke-Ollendorff, X-EDMD - dystrofia mięśniowa Emery’ego-Dreifussa związana z mutacją genu 
emeryny (zlokalizowanego na chromosomie X), NF-kB - czynnik transkrypcyjny pełniący funkcję 
antyapoptotyczną w komórkach poddanych stresowi mechanicznemu.

1. WPROWADZENIE

Laminy są głównymi komponentami blaszki jądrowej, która występuje w postaci 
włóknistej sieci wyściełającej powierzchnię wewnętrznej błony jądrowej od strony 
nukleoplazmy, zapewniając tym samym strukturalny zrąb dla otoczki jądrowej [24, 81], 
Składniki blaszki uczestniczą nie tylko w oddziaływaniach z integralnymi białkami 
wewnętrznej błony jądra, ale także wykazują skłonności do wiązania chromatyny [24, 
69, 80, 92], Poza tym typowym miejscem lokalizacji jądrowej stwierdzono również 
obecność lamin w skupieniach nukleoplazmatycznych, które mogą stanowić miejsca 
ich składania, modyfikacji bądź też replikacji DNA [48, 54, 57]. Istnieją doniesienia 
sugerujące, że białka te tworzą w nukleoplazmie dynamiczne struktury o wyższym 
poziomie uporządkowania, przypominające sieć umożliwiającą kompartmentację 
wewnętrznej przestrzeni jądra i prawidłową organizację procesów zachodzących na 
jego terytorium [42, 54, 74]. Wraz z poznawaniem wciąż nowych aspektów udziału 
lamin w różnorodnych procesach na terenie jądra, a zwłaszcza pod wpływem odkryć 
szeregu ich mutacji towarzyszących powiększającej się grupie opisanych chorób, białka 
te stały się jednymi z najintensywniej badanych elementów strukturalnych jądra [73]. 
To szczególne zainteresowanie odzwierciedlają liczne próby interpretacji mechanizmów, 
na skutek których defekty lamin lub oddziałujących z nimi czynników przyczyniają się 
do patofizjologii stanów chorobowych [4,6,39,52].

2. LAMINY

2.1. Cechy wyróżniające laminy na tle innych filamentów pośrednich

Ze względu na unikalne właściwości, laminy zostały zaklasyfikowane do typu V w 
obrębie filamentów pośrednich [8, 81]. Omawiane białka kręgowców wyróżniają się 
szczególnie ze względu na większe zbieżności sekwencyjne w stosunku do cytoplazma- 
tycznych filamentów pośrednich bezkręgowców niż kręgowców. W związku z tym rcin.org.pl
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uważa się, że wyodrębniły się na wczesnych etapach filogenezy - jako formy prekurso- 
rowe swoich odpowiedników cytoplazmatycznych [24, 38]. Cechy charakterystyczne 
dotyczą przede wszystkim obecności dodatkowych 42 reszt aminokwasowych tworzą
cych 6 heptad zwoju IB, sekwencji lokalizacji jądrowej NLS domeny karboksy- 
terminalnej, jak również, w większości przypadków (za wyjątkiem lamin C), motywu 
C-końca CaaX podlegającego obróbce potranslacyjnej [24, 38] (ryc. 1).

2.2. Opis struktury cząsteczki z zaznaczeniem rejonów konserwatywnych

Chodzi o rejony konserwatywne pod względem układu aminokwasów oraz 
funkcjonalnie istotnych domen, w obrębie których mutacje mogą przyczyniać 
się do wykształcenia laminopatii.

Centralnym elementem strukturalnym lamin, podobnie jak pozostałych filamentów 
pośrednich, jest domena typu „coiled-coUf zawierająca cztery oc-helikalne segmenty 
(1 A, 1B, 2A i 2B) przedzielone odpowiednimi odcinkami łącznikowymi (L1, L12 i L2) 
[76] (ryc. 1). Natomiast jej obszary karboksy- i aminoterminalne odznaczają się wyraźnie 
wyższymi poziomami sekwencyjnego konserwatyzmu w porównaniu z pozostałymi 
fragmentami cząsteczki. Te składające się z około 30 aminokwasów rejony mają 
prawdopodobnie decydujące znaczenie dla prawidłowego formowania struktur wyższego 
rzędu, takich jak oligomery czy liniowe polimery [81 ]. Na podstawie analiz sekwencyj-

domena centralna

miejsce proteolitycznej 
obróbki typowe dla 

niektórych lamin typu A

rejon łańcucha białka 
istotny dla tworzenia dimerów 

oraz innych struktur wyższego rzędu

elementy 
strukturalne 
analogiczne 

do fałdowania Ig

RYCINA 1. Schemat przedstawiający strukturę lamin z zaznaczeniem wybranych elementów funkcjonalnie 
istotnych, szczególnie dla lamin typu A. Zgodnie z [73, 81], zmodyfikowany. W domenie centralnej 
(typu „coiled-coiFj widoczne helikalne segmenty przedzielone odcinkami łącznikowymi. Na krańcach 
domeny centralnej jaśniejszy kolor odpowiada rejonom znacznego konserwatyzmu (o wysokiej homologii 
sekwencji aminokwasowej wśród lamin), uczestniczącym w tworzeniu struktur wyższego rzędu; w 
segmencie IB wyróżniono dodatkowe 42 reszty aminokwasowe w stosunku do filamentów pośrednich 
kręgowców. Gwiazdką oznaczono miejsca fosforylacji, niezbędnej dla rozpraszania sieci lamin, np. podczas 
mitozy. Wyróżniono również elementy fałdowania typowego dla immunoglobulin obecne w domenie 
C-końcowej lamin typu A. NLS - sygnał lokalizacji jądrowej, CaaX - motyw sekwencyjny istotny dla 
właściwej lokalizacji w otoczce jądrowej (nie występuje w laminie C ssaczej i Drosophila) 
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nych wywnioskowano o umiejscowieniu domeny centralnej (ok. 40 kDa) między dwoma 
odcinkami: N-końcowym (ok. 30 reszt aminokwasowych) i C-końcowym (ok. 20 kDa) 
[41 ] (ryc. 1). Unikalne różnice strukturalne skupiają się głównie w obrębie tych właśnie 
domen o skrajnych pozycjach w łańcuchu białka [76], jednakże Dhe-Paganon i in. 
(2002) zidentyfikowali, poza domeną centralną, odrębny, zlokalizowany w pobliżu C- 
końca region o wysokiej homologii wśród kręgowców i bezkręgowców [13]. 
Stwierdzono, że C-terminalna domena lamin A/C przyjmuje strukturę przestrzenną 
podobną do fałdowania immunoglobulin, obejmując 9 łańcuchów tworzących układy 
ß-harmonijek, połączonych ze sobą kilkoma pętlami [13,41] (ryc. 1). Dwa z łańcuchów 
składowych są charakterystyczne wyłącznie dla lamin [41], Powstawanie przejściowych 
mostków dwusiarczkowych oraz znaczna elastyczność tej domeny mogą odzwierciedlać 
jej natywne właściwości, istotne dla dostosowywania konformacji do oddziaływań z 
różnorodnymi czynnikami biologicznymi [41], Zaburzenia takich interakcji, czy też zmiany 
struktury oraz stabilności białek powstałe w wyniku specyficznych mutacji globulamego 
C-końca ludzkich lamin A/C są przyczyną laminopatii - kardiomiopatii rozstrzeniowej, 
dystrofii mięśniowych oraz lipodystrofii [13,41]. Niektóre schorzenia tego typu mogą 
jednakże towarzyszyć mutacjom N-końca, jak również domeny centralnej lamin A/C 
[23, 41] (ryc. 3).

W obrębie ostatniego z wymienionych obszarów aminokwasy hydrofobowe, polarne 
i obdarzone ładunkiem tworzą regularne układy heptadowych powtórzeń, umożliwiając 
owinięcie dwóch podjednostek a-helikalnych równolegle wokół siebie [81 ]. Uformowane 
w ten sposób dwuniciowe zwoje mogą z kolei łączyć się do postaci oligomerów i struktur 
wyższego rzędu dzięki stabilizującym oddziaływaniom między bocznymi łańcuchami 
aminokwasowymi [72, 81]. Dodatkowo, domeny N- i C-terminalne lamin przyczyniają 
się do asocjacji bocznej tetramerycznych protofilamentów w oktamery, a następnie 
typowe filamenty 10-nm [74, 81].

2.3. Klasyfikacja lamin

Różnice w ekspresji tkankowej genów kodujących poszczególne typy tych białek 
stanowią potencjalny czynnik wpływający na moment i zakres ujawnienia mutacji w 
ontogenezie.

Na podstawie odmiennych właściwości, a zwłaszcza sekwencji pierwszorzędowej 
laminy są klasyfikowane jako przynależne do A- bądź B-typu [54], Różnice między 
wyodrębnionymi grupami dotyczą także wartości punktu izoelektrycznego (neutralny 
dla lamin typu A, kwaśny dla typu B) oraz zachowania tych białek podczas mitozy w 
momencie przejściowej dezorganizacji blaszki jądrowej (rozproszenie pierwszych, a 
jednocześnie łączenie z błoną siateczki śródplazmatycznej tych drugich) [27, 81, 85], 
Ewolucji zwierząt tkankowych towarzyszył równocześnie wzrost liczby i złożoności 
genów kodujących laminy [24], Organizmy o niższym poziomie organizacji, a jednocześnie 
mniejszej różnorodności poszczególnych typów tych białek (tj. Drosophila melano- 
gaster, Caenorhabditis elegans) stanowią doskonałe obiekty do badań modelowych 
poświęconych funkcji lamin, których występowania nie stwierdzono z kolei w komór
kach drożdży i roślin [8, 36]. Laminy typu B kręgowców, takie jak: lamina B1, B2 i B3 
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powstają na bazie dwóch odrębnych genów - stosownie do tego Lmnbl koduje pierwsze 
z wymienionych białek, a Lmnb2 - dwa pozostałe. Z kolei laminy typu A, a mianowicie: 
lamina A, C, C2 i AA 10 są produktami alternatywnego składania pre-mRNA 
pochodzącego z pojedynczego genu Lmna [28, 81]. Różnice sekwencyjne między 
najbardziej rozpowszechnionymi laminami omawianego typu skupiają się w rejonie 
C-terminalnym cząsteczki; lamina A ma 90-aminokwasowy odcinek nieobecny w 
łańcuchu laminy C, która z kolei zawiera 5 unikalnych aminokwasów [69], Specyficzne 
izotypy spośród obu typów ulegają ekspresji w komórkach somatycznych, inne-jedynie 
w komórkach płciowych [34, 84], np. lamina C2 jest białkiem mysich spermatocytów 
[81], natomiast lamina B3 występuje w oocytach i na wczesnych etapach życia 
zarodkowego Xenopus [69].

Poza tym, w poszczególnych typach komórek wraz z rozwojem organizmu następują 
zmiany ekspresji genów kodujących te białka. Podczas gdy obecność przynajmniej 
jednej z lamin typu B jest konieczna począwszy już od wczesnych etapów życia 
embrionalnego, laminy typu A pojawiają się później - w trakcie różnicowania 
specyficznych tkanek lub nawet po jego ukończeniu [24, 72]. Chociaż mutacje lamin 
B-typu, w przeciwieństwie do A-typu, nie zostały opisane jako przyczyny laminopatii, 
Vergnes i in. (2004) dowiedli, że myszy mające zmutowaną formę laminy BI o 
ograniczonej aktywności przeżywają jedynie stadium embrionalne, a pochodzące od 
nich fibroblasty wykazują szereg anomalii, włącznie z zaburzeniami różnicowania i 
przedwczesnym starzeniem [85]. Z drugiej strony, mutacje lamin typu A ujawniające 
się na określonych etapach rozwoju mogą wywoływać tkankowo-specyficzne objawy 
poprzez modyfikację oddziaływań tych białek z czynnikami istotnymi funkcjonalnie w 
określonych typach komórek [9].

2.4. Niezaburzony układ w obrębie blaszki jądrowej, ale również prawidłowe 
interakcje z różnorodnymi czynnikami - warunki właściwej funkcji lamin 

w komórce

Interesującym zagadnieniem wydaje się lokalizacja poszczególnych izotypów lamin 
w komórce, zwłaszcza w kontekście ich organizacyjnego uporządkowania podczas 
formowania prawidłowej blaszki jądrowej oraz współdziałania wzajemnego, ale także 
z pozostałymi komponentami wewnętrznej błony jądrowej i innymi czynnikami. W liniach 
komórkowych o obniżonym poziomie ekspresji laminy A (bądź jej braku) zaobserwowano 
zmienioną dystrybucję znacznej frakcji laminy C oraz emeryny, które podlegały akumu
lacji, odpowiednio: w jąderku i siateczce śródplazmatycznej [83]. W tych warunkach, 
spośród wszystkich przetestowanych izotypów, jedynie transfekcja komórek laminą A 
skutkowała odwróceniem nietypowego rozmieszczenia analizowanych białek. Jedno
cześnie wykazano, iż zmutowane formy laminy B1 mogą wpływać na wzmożone 
przemieszczanie lamin A i C oraz emeryny z obszarów peryferycznych jądra do nukleo- 
plazmy [83]. Wyniki tych badań sugerują zatem wyraźnie hierarchiczną asocjację 
elementów składowych w obrębie otoczki jądrowej. Konsekwentnie, inkorporacja laminy 
A do blaszki następuje za pośrednictwem lamin typu B i warunkuje dalsze połączenia z 
laminą C, która z kolei oddziałuje z emeryną. Zgodne z tym pozostają wskazania, że w 
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mutacjach lamin typu A związanych z wybranymi laminopatiami zaburzenia lokalizacji 
szczególnie często dotyczą laminy C, której prawidłowe umiejscowienie jądrowe jest 
prawdopodobnie warunkowane większą liczbą międzybiałkowych interakcji w porówna
niu z pozostałymi laminami [67]. Z drugiej strony, wyniki najnowszych badań na 
fibroblastach mysich mających tylko laminę C sugerują, że obecność laminy A nie jest 
konieczna dla właściwej lokalizacji laminy C i emeryny [20]. Niemniej jednak, rozważając 
wszelkie procesy zachodzące z udziałem omawianych białek, warto pamiętać, że tworzą 
one skomplikowaną sieć wielopoziomowych i wzajemnych zależności wraz z ogromną 
liczbą czynników, wśród których wciąż identyfikowane są nowe [14, 27] (ryc. 2). 
Określenie całokształtu oddziaływań wymaga równocześnie uwzględnienia nie tylko 
specyfiki danego typu komórek [67], ale także pozostałych warunków, np. fazy cyklu 
komórkowego oraz potencjalnego udziału nowo poznawanych składników otoczki

RYCINA 2. Schemat obrazujący szereg interakcji zachodzących na terenie jądra z udziałem lamin. Zgodnie 
z [19, 64, 73], zmodyfikowany. Laminy przedstawione w postaci długich nici tworzących blaszkę 
jądrową, ale także widoczne na terenie nukleoplazmy. Uwzględniono oddziaływania lamin z różnorodnymi 
czynnikami biologicznymi, w tym z białkami mającymi domenę LEM (LAP2, emeryna, MAN1) (oznaczona 
w postaci ciemnego wycinka koła) oraz udział w procesach związanych z przetwarzaniem materiału 
genetycznego (kompleks BAF; kompleks replikacyjny - PCNA, polimeraza 8, RFC; spliceosom). Aktynę 
oznaczono jako drobne obiekty owalne. Połączenie laminy-nespryna-cytoszkielet z udziałem białek 
mających domenę SUN (jasne wycinki koła w przestrzeni między błonowej) i emeryny zgodnie z [87], 
zmodyfikowane. NPC - kompleksy porów jądrowych, kompleks BAF - kompleks istotny dla 
dekondensacji chromatyny, 4.1 - białko 4.1, oddziałujące z nespryną i aktyną, PCNA - jądrowy antygen 
komórek proliferujących, RFC - czynnik replikacji C, HP1 - białko heterochromatynowe 1. Pozostałe 
skróty według wykazu skrótów 
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jądrowej [28, 36], stąd w tym zakresie wiele jeszcze pozostaje do wyjaśnienia [27]. 
Oprócz białek, towarzyszących błonom jądrowym oraz wykazujących skłonności do 
wiązania się z laminami, takich jak: emeryna, MANI, LBR, LAP1, LAP2J3, 
nesprinl-a, UNC-84, YA i otefina, istnieje szereg innych, uczestniczących w różno
rodnego typu interakcjach z omawianymi komponentami blaszki jądrowej, m.in. dimery 
histonów H2A i H2B, kinaza p34cdc2, LAP2a, białko M0K2, aktyna, pRB, czynnik 
BAF, białko SREBP oraz pewne składniki kompleksów replikacji DNA i kompleksów 
transkrypcyjnych zależnych od polimerazy RNAII [8,15,21,27,28,40,44,45,47,50, 
51, 53, 54, 69, 70, 93] (ryc. 2). Funkcje lamin i wymienionych czynników uzupełniają 
się bądź są ze sobą ściśle sprzężone w procesach wzrostu, utrzymania właściwego 
kształtu i lokalizacji jądra [4,28,45,54,66,84], organizacji/dezorganizacji otoczki jądrowej, 
w tym jej odtwarzania po ukończonej mitozie [48, 83], rozpraszania przed podziałem 
komórki [54] i w trakcie apoptozy [8] oraz formowania kompleksów porów jądrowych 
o prawidłowej morfologii [24,32,84], Poza tymi zjawiskami, w których udział składników 
blaszki jądrowej nie wydaje się zaskakujący, laminy i oddziałujące z nimi białka 
uczestniczą także w integralnych na terenie jądra procesach, związanych z zachowaniem 
i przetwarzaniem materiału genetycznego, takich jak: organizacja struktury chromatyny 
i stabilizacja jej zmian towarzyszących różnicowaniu [17, 54], replikacja DNA [24,38], 
transkrypcja [15, 59, 78]. Dodatkowo laminy mogą pośredniczyć w połączeniu 
cytoszkieletu ze szkieletem jądrowym [3,30,45,46, 79, 94,95] (ryc. 2) oraz odgrywają 
zasadniczą rolę w organizacji cytoplazmatycznej i polamości pewnych typów komórek 
[29]. Z drugiej strony, ciekawa jest koncepcja funkcjonowania blaszki jądrowej jako 
pewnego rodzaju zabezpieczenia zawartości jądra przed stresem mechanicznym 
działającym na poziomie komórkowym. Wywodzi się ona z obserwacji znacznej 
elastyczności, a jednocześnie ograniczonej ściśliwości sieci sztywnych filamentów 
poddanych działaniu przeciwstawnych naprężeń w jądrach oocytów Xenopus [10].

Reasumując, wielopostaciowość i zmienny rozkład tkankowy lamin sugerują, iż 
oprócz funkcji podstawowych, niezależnych od typu komórki, białka te spełniają 
specyficzne tkankowo role, których zaburzenia wskutek mutacji mogą być związane z 
określonymi schorzeniami [90].

3. LAMINOPATIE - W KIERUNKU ROZUMIENIA 
PATOFIZJOLOGII

3.1. Wielorakie możliwe uwarunkowania wykształcenia podobnego fenotypu 
oraz zbieżności fenotypowe pomiędzy laminopatiami

Wyrazem nieodzownego udziału lamin w wielu fundamentalnych procesach 
komórkowych jest fakt, że defekty tych białek niezwykle często leżą u podstaw 
różnorodnych stanów chorobowych, określanych wspólnym mianem laminopatii [4, 
31,56]. Zależności tego rodzaju dla lamin typu B nie zostały dotychczas zidentyfikowane, 
a za prawdopodobną przyczynę tego zjawiska można uznać letalność w następstwie 
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mutacji na wczesnych etapach rozwoju [85]. Z kolei dla genu Lmna opisano ponad 230 
mutacji ujawniających się przede wszystkim w postaci potencjalnie patogennych 
substytucji pojedynczych aminokwasów [74], Poza tym spotykane mogą być delecje 
dotyczące dłuższych fragmentów łańcucha polipeptydowego, jak np. w progerii 
Hutchinsona-Gilforda [11, 16]. Dodatkowo dowiedziono, że fenotypy chorobowe 
charakteryzujące się znacznym podobieństwem mogą wykształcić się nie tylko w efekcie 
mutacji samego genu kodującego laminy A/C, ale także na skutek anomalii lub niedoboru 
innych czynników, zwłaszcza uczestniczących w prawidłowej obróbce potranslacyjnej 
laminy A [1, 2, 65]. Przykładowo, podłożem do powstania MAD, czyli dysplazji 
żuchwowo-obojczykowej są zarówno homozygotyczne mutacje zmiany sensu genu 
Lmna (Arg527His, Ala529Val), prawdopodobnie skutkujące nadmierną akumulacją 
prelaminy A [5, 18, 22, 61], bądź też defekty istotnych funkcjonalnie sekwencji genu 
Zmpste24, kodującego metaloproteinazę cynkową, odpowiedzialną za proteolityczne 
przetwarzanie prelaminy A [1]. Równocześnie Agarwal i in. (2003) oraz Simha i in. 
(2003) nie zidentyfikowali żadnych zaburzeń w obrębie genów Zmpste24 i Lmna u 
niektórych pacjentów z cechami fenotypowymi MAD, sugerując wpływ innych, niepoz- 
nanych dotąd loci na dojrzewanie produktów białkowych lub na interakcje typowe dla 
lamin A/C [ 1,75]. Analogicznie, istnieją doniesienia dotyczące autosomalnej dominującej 
formy dystrofń mięśniowej Emery’ego-Dreifussa (EDMD) wskazujące, że członkowie 
rodzin z tą chorobą mogą mieć niezmieniony gen Lmna, a zatem w tym przypadku do 
wykształcenia nieprawidłowego fenotypu przyczynia się przynajmniej jeden inny gen 
[89]. Stąd też do grupy laminopatii, czyli patologii towarzyszących zaburzeniom białek 
laminowych [31], czy też raczej (w szerszym zakresie) do chorób otoczki jądrowej 
bądź nukleopatii [31, 38, 77] zalicza się schorzenia warunkowane mutacjami samych 
lamin oraz, z drugiej strony, te skutkujące często wykształceniem podobnego fenotypu, 
ale spowodowane defektami innych czynników, np. innych elementów architektury 
jądra, takich jak LAP2oc, LBR czy emeryna [38, 82, 88].

Oprócz możliwości tak różnorodnych uwarunkowań, typowym dla laminopatii 
zjawiskiem jest występowanie pewnych zbieżności między poszczególnymi zaburzeniami, 
które z tego względu niejednokrotnie postrzegane są raczej jako swego rodzaju spektrum 
kliniczne modyfikowane wpływem wielu czynników niż jako odrębne jednostki 
chorobowe [4, 23, 24, 55], Zgodnie z tymi spostrzeżeniami Burkę i Stewart (2002) 
podają informacje o sytuacji, w której wśród członków jednej rodziny na podstawie 
objawów zdiagnozowano trzy różne miopatie towarzyszące defektom genu Lmna, a 
mianowicie: autosomalną odmianę dystrofń Emery’ego-Dreifussa (EDMD), idiopatyczną 
kardiomiopatię rozstrzeniową (DCM) oraz obręczowo-kończynową dystrofię typu 1B 
(LGMD1B) [4]. Podobnie Garg i in. (2002) zidentyfikowali u dwóch rodzin z rodzinną 
lipodystrofią typu Dunningana (FPLD) dwie unikalne mutacje Lmna (skupiające się w 
domenach N-końcowej i centralnej lamin). Stwierdzili oni jednocześnie, że symptomy 
przypominające kardiomiopatię oraz łagodną dystrofię mięśniową pojawiły się prawdo
podobnie w efekcie tych samych zaburzeń genetycznych co FPLD, a to z kolei stanowi 
odzwierciedlenie wykształcenia złożonego syndromu dystroficznego u zbadanych 
pacjentów [23].

rcin.org.pl



ZABURZENIA FUNKCJI LAMIN W LAMINOPATIACH 761

Trudnościom związanym z ustaleniem przyczyn i mechanizmów laminopatii 
towarzyszą także niedogodności w przeprowadzaniu analiz spowodowane faktem, że 
większość tych chorób ma autosomalny dominujący charakter [31, 74], a zatem 
niezmieniony allel koduje prawidłowe białko, które może wystąpić jako produkt obok 
swojej zmutowanej formy [37]. Ostatecznie, mimo wielu kwestii kontrowersyjnych 
oraz pewnych cech fenotypowych pokrywających się między poszczególnymi 
zaburzeniami, na podstawie zidentyfikowanych specyficznych mutacji i unikalnych 
objawów wśród heterogennej grupy laminopatii wyróżnia się między innymi: dystrofię 
mięśniową Emery’ego-Dreifussa (EDMD), obręczowo-kończynową dystrofię typu 1B 
(LGMD1B), izolowaną, czyli idiopatyczną kardiomiopatię rozstrzeniową (DCM), 
chorobę Charcot-Marie-Tooth 2B1 (CMT2B1), rodzinną lipodystrofię typu Dunningana 
(FPLD), dysplazję żuchwowo-obojczykową (MAD), progerię Hutchinsona-Gilforda 
(HGPS), pewne przypadki nietypowego syndromu Wernera oraz niedawno opisaną 
dermopatię restrykcyjną (RD) [4, 7,12, 16,31,56,58,61]. Oprócz anomalii związanych 
z mutacjami samych lamin, do szeregu laminopatii zaliczane mogą być również schorzenia, 
kształtowane defektami innych białek uczestniczących w oddziaływaniach z laminami, 
takie jak: postać EDMD towarzysząca mutacji emeryny (X-EDMD), dysplazja 
szkieletowa Greenberga (HEM), anomalia Pelger-Huet (PHA), syndrom Buschke- 
Ollendorff (BOS), melorheostoza, czy też osteopoikiloza [4,31,33,35,88]. Najczęściej 
spotykane zmiany w wymienionych zespołach chorobowych dotyczą: zaburzeń 
funkcjonowania mięśni poprzecznie prążkowanych zarówno szkieletowych, jak i mięśnia 
sercowego (EDMD, X-EDMD, LGMD1B, DCM), anomalii rozmieszczenia głównie 
tkanki kostnej (BOS, melorheostoza, osteopoikiloza), tkanki tłuszczowej i kostnej (FPLD, 
MAD), defektów przewodzenia nerwowego na skutek demielinacji włókien nerwowych 
ruchowych (CMT2B1), wadliwego rozwoju skóry (RD), tkanki chrzęstnej (HEM), 
nieprawidłowej budowy jąder neutrofili (PHA), a także szczególnie interesującego 
zjawiska przypominającego przedwczesne starzenie się organizmu (HGPS, nietypowy 
syndrom Wernera) oraz przyspieszonej śmierci (HGSP, nietypowy syndrom Wernera, 
RD, HEM) [4, 24, 33, 35, 56, 58, 88].

3.2. Zmiany na poziomie komórkowym towarzyszące laminopatiom

Równocześnie obserwowane mogą być nieprawidłowości na poziomie komórkowym, 
wyrażające się głównie nietypowym kształtem jądra, wadami organizacji heterochro- 
matyny oraz lokalizacji różnych komponentów otoczki jądrowej [4, 25, 62, 63, 86]. Z 
wykorzystaniem metody transfekcji cDNA do mioblastów dowiedziono, że określone 
defekty Lmna powodujące DCM czy EDMD przyczyniają się prawdopodobnie do 
tworzenia dużych nukleoplazmatycznych skupień zmutowanych białek, którym 
towarzyszą także natywne formy lamin, podlegające częściowemu przemieszczeniu z 
peryferii jądra oraz zwiększona utrata emeryny z otoczki jądrowej [62]. Również analizy 
immunofluorescencyjne prawidłowych komórek transfekowanych odpowiednimi zmu
towanymi konstruktami oraz fibroblastów skórnych pochodzących od pacjentów z FPLD 
wykazały istnienie znaczących analogii między tymi typami komórek, przejawiających 
się w anomaliach morfologii jądra, rozmieszczenia składników wewnętrznej błony 
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jądrowej i kompleksów porów jądrowych, a także w miejscowej dekondensacji 
chromatyny i w zaburzeniach organizacji lamin, a w szczególności nietypowych dla 
lamin typu A struktur, przypominających plaster miodu. Łącznie ze zwiększoną 
podatnością zdeformowanych jąder na uszkodzenia w warunkach stresowych, wyniki 
te jednoznacznie sugerują udział nieprawidłowych form laminy A w wykształceniu 
obserwowanych na poziomie komórkowym zmian, co w konsekwencji determinuje 
również właściwości tkanki [86], Podobne wyniki odnośnie defektów kształtu jąder 
oraz wzrostu wrażliwości na szok cieplny dostrzeżono także w podgrupie fibroblastów 
pochodzących od pacjentów z HGPS. Jednakże, w trakcie tych badań prowadzonych 
na wczesnych etapach kultury komórkowej nie wykazano drastycznych zaburzeń w 
rozmieszczeniu chromatyny ani w lokalizacji lamin typu A, laminy B1 czy emeryny, a 
nawet wahań poziomów ekspresji wymienionych białek [63]. W przeciwieństwie do 
tego, Goldman i in. (2004) zwrócili uwagę na znaczące nieregulamości w morfologii 
jąder fibroblastów z mutacją typową dla HGPS, związane nie tylko z powstawaniem 
uwypukleń otoczki jądrowej, ale również utratą peryferyjnej heterochromatyny 
skorelowaną z pogrubieniem blaszki jądrowej i skupianiem się porów jądrowych [25]. 
Poza tym obserwowano osłabione oddziaływania między laminami typu A i B oraz 
podniesiony poziom lamin typu A, a w szczególności zmutowanego białka (laminy A z 
delecją 50 aminokwasów), przy czym wszystkie te nieprawidłowości nasilały się bądź 
dopiero pojawiały wraz ze wzrostem liczby pasaży w kulturze komórkowej. W tej 
sytuacji zasugerowano, że na wykształcenie takich postępujących zmian fenotypowych 
wpływa przede wszystkim kumulacja wadliwej formy laminy, powodująca dysfunkcję 
jądra w szerokim zakresie [25]. W fibroblastach pochodzących od pacjentów z HGPS 
czy w komórkach tłuszczowych i mięśniowych z defektem występującym w FPLD 
nie stwierdzono natomiast przemieszczania się emeryny do siateczki śródplazmatycznej 
ani jej utraty z otoczki jądrowej, co miało miejsce w przypadku mioblastów z niektórymi 
mutacjami typowymi w EDMD [25, 37, 62, 63]. Mogłoby się zatem wydawać, że 
zaburzenia oddziaływań emeryny z laminami są przyczyną ostatniej z wymienionych 
chorób, tym bardziej, że istnieje także jej odmiana związana z mutacją samej emeryny 
[4, 39, 52]. Różnice podkreślone w toku późniejszych badań autosomalnej dominującej 
postaci EDMD, dotyczące lokalizacji znacznej puli LBR w siateczce śródplazmatycznej, 
jak również, zwłaszcza w komórkach mięśniowych, organizacji aktywnej polimerazy II 
RNA mogą odzwierciedlać odmienność analizowanych substytucji genowych w stosunku 
do opisanych uprzednio [62, 68], niemniej jednak wszystkie te mutacje leżą u podstaw 
tego samego schorzenia. Reasumując, zmiany na poziomie komórkowym towarzyszące 
laminopatiom, chociaż często ujawniają wiele cech wspólnych, mogą równocześnie 
dostarczyć wskazówek cennych dla rozumienia podłoża poszczególnych syndromów 
tej grupy, związanych z określonymi mutacjami.

3.3. Hipotezy przybliżające mechanizmy wykształcenia laminopatii

Kwestią kontrowersyjną pozostaje wciąż zjawisko tak rozległej specyfiki tkankowej 
i różnorodności chorób, będących przecież wynikiem defektów w obrębie jednego genu 
Lmna [4,39, 56, 89,90]. Zaistniała sytuacja doprowadziła do wyłonienia kilku hipotez 
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badawczych wyjaśniających ten fenomen [38, 52]. Podstawą ich stały się doniesienia 
sugerujące, że mutacje lamin i zaburzenia tkankowo-specyficznych interakcji tych białek 
z innymi czynnikami mogą przyczyniać się do wykształcenia laminopatii na skutek: działania 
stresu mechanicznego na otoczkę jądrową o naruszonej integralności, wadliwego 
funkcjonowania i struktury siateczki śródplazmatycznej, zakłóceń replikacji i cyklu 
komórkowego czy nieprawidłowej ekspresji genów istotnych dla właściwego różnicowania 
i utrzymania aktywności komórek w tkance [3, 8, 24, 38, 39, 52, 68, 77, 89, 90]. W 
kontekście obserwowanych na poziomie komórkowym zmian organizacji peryferyjnej 
heterochromatyny [25, 86] szczególnie atrakcyjna wydaje się ostatnia z powyższych 
hipotez, tym bardziej, że czynniki oddziałujące z laminami typu A, takie jak MOK2 czy 
BAF, uczestniczą w represji transkrypcji [15, 52], Dalszym potwierdzeniem może być 
porównanie profili ekspresji genów fibroblastów normalnych i pobranych od pacjentów z 
HGPS, wskazujące na wyraźne różnice, dotyczące zwłaszcza czynników transkrypcyjnych 
niezbędnych dla rozwoju i różnicowania komórek mezenchymatycznych, z których 
wywodzą się tkanki dotknięte zaburzeniami w HGPS [9]. Jednakże, zaproponowane 
mechanizmy powstawania laminopatii nie zawsze wykluczają się wzajemnie. Przykładowo, 
Lammerding i in. (2004) zaproponowali uzupełnianie się hipotez strukturalnej i ekspresji 
genów na podstawie obserwacji, że pod wpływem stresu mechanicznego aktywność 
czynnika transkrypcyjnego o potencjalnej funkcji antyapoptotycznej, czyli NF-kB, jest

RYCINA 3. Schematyczne odwzorowanie rozkładu mutacji związanych z wybranymi lamiopatiami 
wzdłuż genu Lmna. Zgodnie z [49, 60], zmodyfikowany. Cyframi oznaczono kolejne eksony (1-12), 
jaśniejsze obszary to sekwencje niepodlegające translacji. W eksonie 10 widoczne miejsce alternatywnego 
splicingu. Równolegle przedstawiono rozkład domen w cząsteczce białka, zgodnie z [4], zmodyfikowany. 
AD - mutacja autosomalna dominująca, AR - mutacja recesywna; pozostałe skróty według wykazu 
skrótów 
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znacznie osłabiona w fibroblastach mysich pozbawionych genu Lmna [43]. Z drugiej 
strony odrębne hipotetyczne mechanizmy mają prawdopodobnie zmienny udział w 
wykształceniu poszczególnych fenotypów chorobowych. Chociaż na gruncie stresu 
mechanicznego stosunkowo łatwo zinterpretować patologie tkanki mięśniowej, jest to już 
znacznie trudniejsze w przypadku innych tkanek [56, 89]. Pewnych sugestii może 
dostarczyć również analiza lokalizacji określonych mutacji poprzez wytypowanie obszarów 
w domenach trójwymiarowej struktury białka, w których defekty te przyczyniają się do 
zaburzeń określonych funkcji czy oddziaływań [41,74] (ryc. 3). Zgodnie z tym substytucje 
towarzyszące patologiom tkanki mięśniowej sprzyjają destabilizacji domeny analogicznej 
do immunoglobulin, podczas gdy zmiany ładunku w miejscach predysponowanych do 
istotnych interakcji towarzyszą FPLD [13,41],

Jednocześnie, ustalenie podłoża i mechanizmów wykształcenia laminopatii dodatkowo 
utrudnia fakt, że unikalny skład poszczególnych podtypów lamin związany ze zmienną 
stabilnością kształtujących się między nimi oddziaływań może być czynnikiem 
modyfikującym właściwości blaszki jądrowej w komórkach o różnorodnym pochodzeniu 
tkankowym i na różnych etapach różnicowania [72].

4. PODSUMOWANIE I PERSPEKTYWY

Dążenie do poznania istoty powstawania różnych syndromów na skutek mutacji 
jednego genu Lmna jest nieodłącznie związane z odkrywaniem nieznanych jeszcze 
funkcji lamin, a także z powiększaniem się grupy zidentyfikowanych czynników, 
zwłaszcza elementów otoczki jądrowej, które oddziałują z tymi białkami bądź bezpośred
nio wpływają na wykształcenie fenotypu chorobowego [27, 31, 52, 73]. Towarzyszy 
temu coraz pełniejsze rozumienie interakcji zachodzących na terenie jądra [27]. Istnieją 
nowe dowody na potwierdzenie sugestii, że regulowane poprzez fosforylację oddziały
wania lamin A/C, emeryny i aktyny na terenie jądra mogą mieć decydujący wpływ na 
przekształcenia chromatyny, jednakże bezpośrednie zależności w tym zakresie pozostają 
wciąż niejasne [6, 52, 73].

Z drugiej strony pojawiają się doniesienia o nieopisanych uprzednio przypadkach 
laminopatii [26], a cel - zrozumienie ich patofizjologii - wyznacza kolejne kierunki 
badań [52]. Ostatnio dowiedziono, że przyczyną zespołu oporności insulinowej typu A 
może być mutacja zmiany sensu w układzie heterozygotycznym, powodująca substytucję 
aminokwasowąG602S laminy A, a w konsekwencji zakłócająca metabolizm insuliny 
w bliżej nieokreślony sposób [91]. Jednocześnie prace poświęcone niektórym z 
omawianych schorzeń owocują propozycjami nowoczesnych metod terapii. Scaffidi i 
Misteli (2005) wykazali, że z zastosowaniem zmodyfikowanych oligonukleotydów 
możliwe jest przywrócenie prawidłowego składania pre-mRNA oraz właściwej 
morfologii i funkcji jąder fibroblastów z mutacją typową dla HGPS [71]. Następnie, 
Fong i in. (2006) stwierdzili, że myszy produkujące tylko laminę C (LmnaLCO/LCO) nie 
chorują, a w komórkach o nieprawidłowym przetwarzaniu prelaminy A redukcja jej 
poziomu przy pomocy specyficznych oligonukleotydów skutkuje spadkiem częstotliwości 
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zdeformowanych jąder. Metoda ta mogłaby zatem stanowić podstawę terapii wszystkich 
zaburzeń laminy A, jednak uprzednio konieczne są badania potwierdzające bezpieczeń
stwo jej stosowania [19],
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KONTROLA ODPOWIEDZI IMMUNOLOGICZNEJ 
PRZEZ NATURALNE (CD4+CD25+) KOMÓRKI 

REGULATOROWE

THE IMMUNE RESPONSE CONTROL
BY NATURAL (CD4+CD25+) REGULATORY T CELLS

Magdalena CHORĄŻY-MASSALSKA, Ewa KONTNY, 
Włodzimierz MAŚLIŃSKI

Zakład Patofizjologii i Immunologii Instytutu Reumatologii im. Eleonory Reicher 
w Warszawie

Streszczenie: Odkrycie komórek regulatorowych CD4+CD25+ dało początek wielu badaniom, dzięki 
którym dysponujemy znaczną, choć nadal niekompletną wiedzą na temat ich funkcji i mechanizmów 
działania. Regulatorowe limfocyty T (Treg) powstają głównie w grasicy, ale różnicują się także na obwo
dzie i w wyniku bezpośrednich interakcji międzykomórkowych hamują in vitro proliferację innych 
komórek (CD4, CD8, limfocytów B, NK). Komórki Treg kontrolują prawidłowy przebieg odpowiedzi 
immunologicznej. Ich niedobór lub upośledzenie czynnościowe może stanowić przyczynę rozwoju zja
wisk autoimmunizacyjnych. Z drugiej strony nadczynność komórek Treg prowadzi do nadmiernego 
wyciszenia odpowiedzi immunologicznej, co w określonych warunkach, np. rozwoju nowotworu, może 
być niekorzystne dla gospodarza. Możliwość manipulacji liczbą komórek Treg niesie ze sobą duży 
potencjał terapeutyczny. Należy jednak pamiętać, że nawet delikatna dysregulacja limfocytów Treg 
może prowadzić do kolejnych immunopatologii.

Słowa kluczowe: komórki regulatorowe, cytokiny, hormony, immunopatogeneza.

Summary: Many studies that took place after discovery of regulatory T (Treg) cells have widened our, 
still incomplete, knowledge about that specialized cell population. Treg cells differentiate mainly in the 
thymus, but this process occurs also in the periphery. They suppress proliferation of other cells (CD4, 
CD8, B lymphocytes, NK) in direct, cell to cell, interactions in vitro and therefore are main controllers of 
the proper immune response. Deficiency as well as functional dysregulation of this population may be 
responsible for development of autoimmune events. On the other hand, overexpression may result in 
silencing the immune response that in certain conditions, like in cancer patients, may be life threatening for 
the host. Possible manipulation of Treg cells number may represent a promising therapeutic approach to 
many pathologies. However one should be aware that even delicate imbalance in Treg lymphocytes 
functions can lead to further immunopatologies.

Key words: regulatory T cells, cytokines, hormones, immunopathogenesis.
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FIZJOLOGICZNA ROLA KOMÓREK REGULATOROWYCH 
(Treg)

Komórki regulatorowe CD4+CD25+ (Treg) stanowią małą populację (5-10%) 
obwodowych limfocytów T CD4+, odpowiedzialną za utrzymanie obwodowej tolerancji 
immunologicznej. Różnicują się one przede wszystkim w grasicy, ale w pewnych 
warunkach powstają także na obwodzie [51,95]. Początkowo uważano, że są to komórki 
anergiczne. Okazało się jednak, że limfocyty Treg proliferują/7? vivo oraz, przy zachowaniu 
odpowiednich warunków hodowli, także in vitro. Identyfikacja i izolacja komórek Treg 
nastręcza wiele trudności. Do niedawna subpopulację tych komórek definiowano na 
podstawie obecności czynnika transkrypcyjnego Foxp3 i ekspresji wielu cząsteczek 
powierzchniowych (głównie CD4 i CD25), występujących także na innych limfocytach 
T [21, 51]. Ostatnie doniesienia wskazują, że specyficzną cechą komórek Treg jest 
obecność czynnika transkrypcyjnego Foxp3 oraz brak cząsteczki CD 127, która jest 
receptorem dla interleukiny 7 (IL-7R) [55, 76]. Naturalne komórki regulatorowe (nTreg) 
odpowiadają na antygeny własne, a ich główną funkcją jest zapobieganie odpowiedzi 
autoimmunizacyjnej. Tym niemniej, coraz więcej danych wskazuje, że mogą one 
odpowiadać także na antygeny mikroorganizmów i dzięki temu regulować przebieg 
odpowiedzi przeciwinfekcyjnej. Oprócz tego, limfocyty Treg uczestniczą w utrzymaniu 
naturalnej tolerancji podczas ciąży. Różnicowanie się limfocytów w komórki Treg i ich 
oddziaływania z innymi komórkami układu odpornościowego są niezwykle złożone. Dzięki 
temu aktywność komórek Treg jest precyzyjnie regulowana (dostrajana) na różnych 
etapach odpowiedzi immunologicznej i pozwala na jej prawidłowy przebieg. Obecnie, 
gdy fakt istnienia limfocytów regulatorowych ponownie uzyskał akceptację immunologów, 
uważa się, że zaburzenia ilościowe i czynnościowe tej subpopulacji przyczyniają się do 
rozwoju różnych chorób (np. nowotworowych, autoimmunizacyjnych). Z drugiej strony, 
pełniejsze zrozumienie biologii tych komórek stwarza nowe możliwości terapeutyczne. 
Na obecnym etapie badań, podstawowym zagadnieniem jest określenie, w jakich sytua
cjach patologicznych wzmocnienie lub osłabienie funkcji supresorowych komórek Treg 
może być korzystne dla organizmu [21, 50, 51,73,95],

Kontrola odpowiedzi immunologicznej

Komórki regulatorowe (CD4+CD25+) hamują odpowiedź nie tylko na antygeny 
(Ag) własne (autoAg), ale również na Ag egzogenne. Intrygujące jest zatem pytanie, 
w jaki sposób z jednej strony utrzymywana jest supresja patologicznej odpowiedzi 
zagrażającej organizmowi (np. autoimmunizacyjnej lub nadmiernej przeciwbakteryjnej), 
a z drugiej strony jest „przyzwolenie” na obronną odpowiedź skierowaną przeciw 
organizmom patogennym atakującym organizm. Szereg obserwacji wskazuje, że 
decydujące znaczenie ma aktualna, zmieniająca się w czasie odpowiedzi immunologicznej, 
aktywność supresorowa komórek Treg. Nasilenie tej aktywności zależy od:

(i) poziomu ekspresji cząsteczek przekazujących sygnał aktywacyjny limfocytom 
Treg,
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(ii) dostępności ligandów inicjujących przekazanie sygnału przez te cząsteczki,
(iii) wpływu cytokin oraz
(iv) poziomu ekspresji receptorów i ligandów inicjujących apoptozę.
Z reguły komórki Treg otrzymują te sygnały podczas bezpośredniego kontaktu z 

komórkami kooperującymi.

a) Funkcje limfocytów Treg zależą od kontaktu z komórkami prezentującymi antygen
Profesjonalnymi komórkami prezentującymi antygen (APC - ang. antigen 

presenting celi) są komórki dendrytyczne (DC - ang. dendritic celi), choć funkcje te 
mogą pełnić także limfocyty B, monocyty, makrofagi i inne komórki. Komórki dendry
tyczne w zależności od stopnia dojrzałości mogą, poprzez wpływ na czynność komórek 
Treg, indukować tolerancję lub odpowiedź immunologiczną. Zależy to m.in. od ekspresji 
cząsteczek z rodziny B7 (CD80/86) na komórkach dendrytycznych [51], Charakterys
tyczną cechą niedojrzałych DC jest obecność cząsteczki CD80. W miarę dojrzewania 
tych komórek wzrasta na nich ekspresja cząsteczki CD86. Co ważne, kontakt komórek 
Treg z CD80+ lub CD86+ komórek dendrytycznych odpowiednio: nasila lub hamuje 
ich funkcje supresorowe [94], Z kolei komórki Treg działają supresyjnie na „sąsiednie” 
komórki T, które wiążąsię do tej samej APC. Przy braku infekcji (ryc. 1 A), gdy kontrola 
komórek autoreaktywnych przez Treg jest wskazana, APC cechuje podstawowy poziom 
ekspresji cząsteczek CD80/86 i niski cząsteczek MHC II, dzięki czemu ich zdolność 
prezentacji autoAg jest mała. Komórki Treg CD4+CD25+ rozpoznające autoAg mogą 
jednak ulegać aktywacji po otrzymaniu sygnału kostymulacji, dostarczanego przez 
cząsteczkę CTLA-4, która z bardzo wysokim powinowactwem wiąże cząsteczki CD80/ 
86 obecne na APC. Tak aktywowane komórki Treg mogą działać supresyjnie na 
limfocyty autoreaktywne. Sytuacja zmienia się podczas infekcji ze względu na 
konieczność aktywacji i ekspansji komórek efektorowych (Tef). Wówczas aktywność 
supresyjna limfocytów Treg jest obniżana dzięki sygnałom przekazywanym tym 
komórkom przez inne cząsteczki powierzchniowe (GITR, CD28) oraz interleukinę 2 
(IL-2) (ryc. IB) [75]. Oprócz tego, poziom supresji jest determinowany przez siłę 
sygnału pochodzącego z TCR komórek efektorowych: gdy sygnał jest słaby, supresja 
jest możliwa, a gdy silny, świadczący o zapaleniu, to komórki efektorowe stają się 
oporne na supresję [5]. Po wyeliminowaniu czynnika infekcyjnego, wraz ze spadkiem 
aktywacji APC, właściwości supresorowe komórek Treg są przywracane.

b) Stymulacja przez TLRs reguluje właściwości Treg

Podczas infekcji ważna jest też „ilość”/stężenie Ag bakteryjnych (np. LPS), ponieważ 
od tego zależy, czy będą aktywowane limfocyty T efektorowe czy Treg. Na komórkach 
prezentujących Ag obecne są receptory Toll-podobne (TLRs), które rozpoznają struktury 
charakterystyczne dla drobnoustrojów (PAMPs - ang.pathogen associatedmolecular 
patterns) oraz niektóre endogenne cząsteczki uwalniane podczas zapalenia (DAMPs 
- ang. danger associated molecular patterns). Rozpoznanie tych ligandów przez 
TLRs zapoczątkowuje odpowiedź immunologiczną: dojrzewanie DCs, produkcję cytokin 
prozapalnych i chemokin [44], Okazuje się, że odpowiedź immunologiczna może być
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BRAK INFEKCJI INFEKCJA

APC
podstawowy poziom
CD80/86, MHC II

TT ekspresji CD80/86,
MHC 11

Treg

funkcje supresorowe 
wywierane przez CTLA-4

zahamowanie funkcji 
supresorowych przez 
sygnały pochodzące od:
GITR, CD28, IL-2

RYCINA 1. Funkcje supresorowe Treg są regulowane poprzez oddziaływanie z innymi komórkami 
układu immunologicznego. W stanie fizjologicznym funkcje supresorowe Treg są zachowane (A). Podczas 
infekcji duże stężenia IL-2, stymulacja TCR, a także stymulacja CD28 powodują osłabienie funkcji Treg, 
co pozwala na efektywniejsze zwalczenie infekcji (B). Treg - komórka regulatorowa, Tef - komórka 
efektorowa, APC - komórka prezentująca antygen; na podstawie pracy [75]
FIGURE 1. Signalling from other cells to Treg through many surface molecules leads to augmentation or 
attenuation of their suppressive activity. Under the physiological conditions Treg are able to suppress the 
effectors (A). In the presence of high dose IL-2 together with TCR stimulation or stimulation through 
CD28 Treg lose their functions, what allow to control the infection. Treg - regulatory T cell, Tef- effector 
T cell, APC - antigen presenting cell; based on the paper [75]

regulowana także poprzez bezpośrednią stymulację komórek CD4+CD25+ przez obecne 
na nich TLRs. Wykazano, że LPS działający przez TLR4 [18], a także flagellina 
będąca ligandem dla TLR5 [24] nasilają właściwości supresorowe komórek Treg. 
Natomiast równoczesna stymulacja tych komórek poprzez TCR i TLR2 [80] lub 
bezpośrednia stymulacja przez TLR8 [69] powoduje utratę funkcji supresorowych. 
Jest więc prawdopodobne, że różne ligandy TLR mogą wpływać odmiennie na funkcje 
komórek Treg.

Dla regulacji odpowiedzi immunologicznej istotna jest również reaktywność na ligandy 
TLR mniejsza komórek Treg niż DC. Na przykład stężenie LPS (ligand TLR4) 
potrzebne do aktywacji komórki Treg jest o kilka rzędów wielkości wyższe od stężenia 
aktywującego DC. Podobne różnice obserwowano stosując agonistę TLR2 [54]. 
Przypuszcza się zatem, że podczas infekcji ligandy TLRs (np. LPS) aktywują najpierw 
DCs, co inicjuje odpowiedź immunologiczną prowadzącą do aktywacji i ekspansji 
komórek efektorowych. Następnie, przy wyższych stężeniach tych ligandów aktywo- 
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wane są komórki Treg, co z kolei ogranicza odpowiedź przeciwbakteryjną i zapobiega 
miejscowej lub systemowej patologii np. sepsie. Infekcjom często towarzyszą uszkodze
nia tkanek, a tworzące się środowisko zapalne ułatwia prezentację uwalnianych auto Ag. 
Uważa się, że komórki Treg mogą kontrolować aktywację i ekspansję autoreaktywnych 
komórek T, które są przyciągane do miejsca zapalenia przez APC [75]. W takich 
warunkach komórki nTreg mogą odpowiadać także na antygeny mikroorganizmów 
wykazujące podobieństwo do autoAg (reaktywność krzyżowa) [10]. Również antygeny 
z bakterii patogennych i bakterii tworzących florę jelitową mogą być rozpoznawane 
krzyżowo przez komórki Treg. W wielu modelach infekcji, usunięcie z organizmu flory 
bakteryjnej bądź jej modyfikacja powoduje wzrost podatności gospodarza na infekcje 
[10]. Takie obserwacje przemawiają za hipotezą, że flora jelitowa kształtuje repertuar 
komórek nTreg. Interakcje komórki gospodarza - patogen są zmienne w czasie, podobnie 
jak Ag rozpoznawane przez komórki Treg. Ponieważ w interesie patogenów leży jak 
najdłuższe przeżycie gospodarza, w pewnych sytuacjach mogą one tworzyć warunki 
sprzyjające aktywacji, migracji czy przeżyciu komórek regulatorowych. Podczas 
przewlekłych infekcji organizm gospodarza wytwarza duże ilości czynnika transfor
mującego P (TGF-P - ang. transforming growth factor-{3), który jest jedną z kluczo
wych cytokin dla przeżycia i zachowania funkcji Treg [10].

c) Kontakt Treg z komórkami docelowymi może wpływać na ich czynność 
supresorową

Coraz więcej danych przemawia za tym, że komórki Treg, aktywowane w fazie 
inicjacji odpowiedzi immunologicznej, hamują aktywność nie tylko efektorowych 
limfocytów T (jak sądzono dotychczas), ale także innych komórek uczestniczących w 
tej odpowiedzi. Wydaje się, że w tym celu komórki Treg mogą wykorzystywać różne 
mechanizmy. Z kolei kontakt z komórkami docelowymi może, poprzez mechanizm 
zwrotny, ponownie modulować aktywność limfocytów Treg [ 15]. Przemawiają za tym 
następujące obserwacje. W wyniku interakcji cząsteczki CTLA-4 na limfocytach Treg 
z cząsteczkami B7 na DC, w tych ostatnich komórkach indukowany jest enzym IDO 
(IDO - ang. indoleamine 2,3-dioxygenase), który degraduje tryptofan do kyinureniny 
i innych produktów [30]. Ekspresja IDO jest też indukowana przez IFN-y, wytwarzany 
głównie przez pomocnicze limfocyty T typu 1 (Thl). Tryptofan jest aminokwasem 
niezbędnym do przeżycia komórek, a jego brak powoduje anergię komórek efektorowych.

Z drugiej strony, jeden z produktów degradacji tryptofanu, kwas 3-hydroksy- 
antranilowy (HA), indukuje w komórkach ekspresję innego enzymu, oksygenazy 
hemowej (HO-1 - ang. heme oxygenase 7) [64]. Najnowsze badania wskazują, że 
aktywność HO-1 może być kluczowa dla pełnienia przez komórki Treg funkcji 
supresorowej. Wykazano bowiem, że komórki Treg CD25+, w przeciwieństwie do 
komórek CD25-, mają konstytutywną ekspresję HO-1 [66]. Co więcej, po transfekcji 
komórek Jurkat (linia nowotworowych ludzkich limfocytów T) czynnikiem Foxp3, 
wykazują one także ekspresję HO-1, a aktywność supresorową takich komórek, jak i 
naturalnych Treg CD4+CD25+ jest blokowana przez inhibitor HO-1 [20]. Co ciekawe, 
nadekspresja HO-1 prowadzi in vivo do supresji odpowiedzi immunologicznej i 
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przedłuża przeżywanie przeszczepów, najprawdopodobniej w wyniku indukcji AICD 
(AICD - ang. activation-induced cell death) w alloreaktywnych komórkach T [58]. 
Oksygenaza hemowa jest odpowiedzialna za rozkład hemu do biliwerdyny, jonów Fe i 
tlenku węgla (CO). Wydaje się, że komórki Treg mogą działać supresorowo dzięki 
wytwarzaniu CO, który wykazuje szerokie właściwości antyproliferacyjne [74]. 
Antyproliferacyjny mechanizm działania CO polega na blokowaniu produkcji IL-2, 
głównej cytokiny odpowiedzialnej za proliferację limfocytów T [67]. Co ciekawe, 
wrażliwość limfocytów T pomocniczych typu 1 (Thl) i typu 2 (Th2) na supresję ze 
strony nTreg jest zróżnicowana. Komórki Th2, które produkują i odpowiadają na 
cytokiny inne niż IL-2 (tj. IL-4, IL-9), są mniej podatne na supresję wywieraną przez 
limfocyty CD4+CD25+ niż komórki Thl. W przypadku limfocytów Thl tylko IL-15 
znosiła supresyjny wpływ nTreg. Sugeruje to istnienie odmiennych mechanizmów 
regulujących odpowiedzi Thl i Th2 [22].

Komórki Treg kontrolują nie tylko działanie limfocytów T. Wykazano bowiem, że 
komórki CD4+CD25+ mogą hamować proliferację limfocytów B, szczególnie tych, 
które prezentują właśnie Ag. Ten efekt jest zależny od kontaktu pomiędzy komórkami, 
podczas którego komórki Treg uwalniają czynniki cytotoksyczne: perforyny i granzymy 
[93], Co więcej, komórki Treg są obecne w strefach komórek B i ośrodkach rozmnażania 
wtórnych narządów limfatycznych, gdzie po kontakcie komórek T i B następuje inicjacja 
odpowiedzi humoralnej [52]. Tam, Treg w sposób bezpośredni hamują wytwarzanie i 
zmianę klas przeciwciał przez limfocyty B [52], Wyniki te sugerują, że komórki Treg 
zapobiegają odpowiedzi autoimmunizacyjnej m.in. poprzez bezpośredni wpływ na 
czynność limfocytów B. Pojawiają się także doniesienia o wzajemnej kontroli komórek 
Treg i komórek NKT (NKT - ang. natural killer T cells) [47].

d) Komórki Treg wykazują odmienną wrażliwość na apoptozę niż komórki 
efektorowe

Ważnym mechanizmem kontrolującym przebieg odpowiedzi immunologicznej jest 
apoptoza, czyli programowana śmierć komórki. Kluczowym receptorem śmierci jest 
cząsteczka CD95 (Fas), która występuje m.in. na limfocytach i inicjuje ich apoptozę po 
przyłączeniu swoistego ligandu (CD95L/FasL). CD95L występuje zarówno na 
powierzchni komórek, jak i w formie rozpuszczalnej. Wrażliwość limfocytów T na 
apoptozę zmienia się w zależności od stanu aktywacji i jest różna w różnych fazach 
odpowiedzi immunologicznej. Szereg obserwacji wskazuje, że podczas przebiegu 
odpowiedzi immunologicznej wrażliwość komórek Treg na apoptozę zmienia się 
przeciwstawnie do wrażliwości efektorowych limfocytów T. W przeciwieństwie do 
większości spoczynkowych limfocytów T, które są stosunkowo oporne na apoptozę, 
unikalną właściwością niestymulowanych komórek Treg CD4+CD25+Foxp3+ [32], 
ale nie dziewiczych Treg izolowanych z krwi pępowinowej [33], jest wrażliwość na 
apoptozę indukowaną CD95L. Te różnice ułatwiają zapoczątkowanie odpowiedzi 
immunologicznej. Odmiennie, aktywowane efektorowe limfocyty T stają się szczególnie 
podatne na śmierć apoptotyczną indukowaną przez aktywację (AICD), co umożliwia 
ich eliminację w fazie wygaszania odpowiedzi immunologicznej. Natomiast wrażliwość 
komórek Treg na AICD jest znacznie mniejsza, co ułatwia zakończenie odpowiedzi 
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immunologicznej. Wydaje się, że komórki Treg są zabijane później przez rozpuszczalny 
CD95L lub też CD95L występujący np. na umierających komórkach efektorowych. 
Końcowej eliminacji komórek Treg sprzyja też drastyczne obniżenie stężenia IL-2, 
cytokiny produkowanej głównie przez efektorowe limfocyty T. Tak więc subtelna 
równowaga pomiędzy efektorowymi i regulatorowymi komórkami T wydaje się być 
ściśle kontrolowana na wszystkich etapach odpowiedzi immunologicznej [32].

Sprawność układu odpornościowego maleje wraz z wiekiem, co powoduje wzrost 
podatności na infekcje i nowotwory oraz cięższy przebieg chorób przewlekłych. Być 
może jest to związane z nasileniem ogólnej aktywności supresorowej, gdyż u ludzi 
stwierdza się wraz z wiekiem wzrost liczby komórek o fenotypie regulatorowym [36]. 
Wraz z wiekiem rośnie również liczba limfocytów T różnicujących się poza grasicą 
(np. w wątrobie). Udział komórek supresorowych powstałych w grasicy i poza nią w 
ogólnej puli CD4+CD25+ na obwodzie nie jest znany, ale zdolność powstawania tych 
komórek de novo we wtórnych narządach limfatycznych może być istotna dla wytwo
rzenia i utrzymywania antygenowo swoistej tolerancji. Niestety, ta droga może być 
także wykorzystywana przez komórki nowotworowe, które w ten sposób zapobiegają 
odpowiedzi immunologicznej swoistej dla antygenów nowotworowych [45].

Kontrola odpowiedzi immunologicznej podczas ciąży i wpływ hormonów 
na komórki Treg

Wyniki najnowszych badań, a zwłaszcza ocena ilościowa i czynnościowa limfocytów 
Treg podczas ciąży, wskazują dobitnie na regulacyjny wpływ hormonów na tę 
subpopulację komórek. U kobiet w ciąży, począwszy od pierwszego trymestru, 
obserwuje się stopniowy wzrost liczby komórek Treg w krwi obwodowej, a następnie 
już po porodzie jej spadek [79], Podobne badania na myszach wskazują na duży udział 
procentowy tej populacji pośród komórek CD4+ błony śluzowej macicy [37]. Co 
ciekawe, zjawisko to obserwowane jest jeszcze przed implantacją zarodka, nie jest 
więc indukowane przez alloantygeny (alloAg) zarodkowe [59].

Estrogen (17-p-estradiol) zwiększa ekspresję Foxp3 i CD25 in vitro oraz ekspresję 
Foxp3 i ilość komórek regulatorowych in vivo [70], Oprócz wzrostu liczby limfocytów 
Treg i supresji czynnościowej komórek efektorowych, w ciąży obserwuje się też 
charakterystyczny wpływ komórek Treg na APC - indukcję enzymu IDO. Uważa się, 
że brak tryptofanu, będący skutkiem aktywności enzymatycznej IDO, jest jednym z 
czynników powodujących anergię komórek efektorowych, dzięki czemu utrzymywana 
jest tolerancja na alloAg płodu [31]. W ciąży obserwuje się nie tylko znaczny wzrost 
liczby komórek CD4+CD25+ [37,79], ale i populacji Tri produkującej IL-10, co może 
częściowo uczestniczyć w remisji takich schorzeń autoimmunizacyjnych jak reumatoi
dalne zapalenie stawów (RZS). Wszystkie te mechanizmy współuczestniczą w zapew
nieniu tolerancji układu immunologicznego matki na alloAg zarodka, co w efekcie 
pozwala na utrzymanie ciąży. Komórki regulatorowe nie tylko pełnią rolę w utrzymaniu 
ciąży, ale także, zgodnie z ostatnimi doniesieniami, mogą być warunkiem kobiecej 
płodności. Wykazano bowiem, że stan niepłodności o niewyjaśnionej etiologii jest 
związany z obniżonym poziomem ekspresji czynnika Foxp3 w endometrium [40].
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Niedobór estrogenu u kobiet po menopauzie może prowadzić, jak się przypuszcza, 
do wstrzymania funkcji supresyjnych komórek Treg i równoczesnej aktywacji limfocytów 
efektorowych, co w konsekwencji może stanowić jedną z przyczyn osteoporozy [83]. 
W tym przypadku aktywacji APC i komórek efektorowych sprzyja wysoki poziom 
IFN-y, którego produkcja wzrasta przy braku estrogenu.

KOMÓRKI REGULATOROWE W STANACH PATOLOGICZNYCH 
I POTENCJALNE MOŻLIWOŚCI TERAPEUTYCZNE

Doniesienia ostatnich lat wskazują na związek pomiędzy nieprawidłowościami 
czynnościowymi i ilościowymi komórek Treg a występowaniem niektórych schorzeń u ludzi 
[50,73],

Kiedy nadczynność komórek Treg jest niekorzystna

Nadczynność limfocytów Treg może powodować stan wyhamowania mechanizmów 
efektorowych, prowadzący do choroby, a nawet śmierci gospodarza. Zjawisko to może 
występować w chorobach nowotworowych, infekcjach wirusowych i zakażeniach 
pasożytniczych [50], W przypadku niektórych nowotworów stwierdza się zwiększoną liczbę 
komórek Treg na obwodzie, są one także obecne w guzach [56, 90] lub w strefie 
okołoguzowej [91 ]. Według badań Curiel i wsp. komórki Treg odpowiadająna chemokinę 
CCL22, dzięki czemu akumulują się preferencyjnie w guzach nowotworowych, omijając 
węzły chłonne [25], Ta nietypowa migracja może stanowić istotny mechanizm tolerancji na 
antygeny nowotworowe. Oprócz tego, w chorobach nowotworowych obserwuje się często 
wzmożoną ekspresję cyklooksygenazy 2 (COX-2) i w konsekwencji nadpro-dukcję 
prostaglandyny E, (PGEJ, która nie tylko nasila funkcje supresorowe komórek Treg, ale 
także indukuje fenotyp regulatorowy (ekspresję Foxp3) w populacji limfocytów CD4+CD25- 
[6, 77]. Co więcej, ta indukowana przez nowotwory ekspansja komórek Treg przebiega 
nawet u myszy po tymektomii [85]. Ostatnie doniesienia wskazują, że jednym z 
mechanizmów prowadzących do progresji nowotworu jest zmniejszenie subpopulacji 
cytotoksycznych limfocytów T CD8+ przez komórki Treg [91]. Sugeruje się również, że 
same komórki Treg wykazują ekspresję COX-2 i mogą hamować odpowiedź efektorowych 
limfocytów T w sposób zależny od PGE, [57]. Zatem, potencjalnym podejściem 
terapeutycznym w leczeniu nowotworów może być obniżenie liczby lub czynności komórek 
Treg. W tym celu można wykorzystać ich charakterystyczną podatność na apoptozę 
indukowaną przez FasL [32] bądź dążyć do zahamowania syntezy PGE,, np. poprzez 
blokowanie aktywności enzymatycznej COX-2. Wstępne badania u chorych z nowotworem 
wskazują, że takie postępowanie może być korzystne terapeutycznie. Wykazano bowiem, 
że usunięcie komórek Treg u chorych z nowotworem nerki (RCC - ang. renal cell 
carcinoma) wzmacnia swoistą odpowiedź przeciwnowotworową indukowaną przez 
szczepionki zawierające DCs transfekowane nowotworowym RNA [26].
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Także w niektórych zakażeniach pasożytniczych i wirusowych usunięcie komórek 
nTreg przynosi korzyść terapeutyczną. Wykazano bowiem, że w mysim modelu malarii 
usunięcie komórek nTreg przywraca skuteczną odpowiedź immunologiczną i chroni przed 
śmiercią, a w mysim modelu lejszmaniozy obecność komórek Treg powoduje nawrót 
choroby i zahamowanie mechanizmów pamięci immunologicznej [10]. Również odpowiedź 
immunologiczna na wirus opryszczki zwykłej (HSV - ang. herpes simplex virus) jest 
znacznie silniejsza przy braku nTreg, a usunięcie tej populacji z krwi obwodowej ludzi 
chorych na AIDS zwiększa odpowiedź przeciwko wirusowi ludzkiego niedoboru odporności 
(HIV - ang. human immunodeficiency virus). Należy jednak podkreślić, że same 
komórki Treg są także podatne na infekcje wirusowe, np. HIV [10] czy HTLV-I [34], co 
w niektórych przypadkach prowadzi do utraty ich funkcji [34].

Strategie terapeutyczne wycelowane w modulację liczby lub funkcji komórek 
regulatorowych niosą ze sobą ogromne możliwości. Nadmierna kontrola odpowiedzi 
efektorowej przez komórki nTreg jest niekorzystna dla gospodarza, gdyż prowadzi do 
namnożenia patogena lub wzrostu nowotworu. Tak więc usunięcie komórek Treg bądź 
zastosowanie terapii blokujących ich funkcje przywracałoby organizmowi zdolność kon
troli tych zjawisk [ 10] i jest pożądane w przypadku potrzeby wzmocnienia odpowiedzi 
przeciw danym antygenom (w chorobach nowotworowych, przewlekłych zakażeniach, 
szczepieniach ochronnych).

Kiedy niedobory komórek Treg stanowią zagrożenie

Z drugiej strony zbyt mało komórek Treg oznacza nasilenie mechanizmów efektoro- 
wych, co w niektórych warunkach może stanowić zagrożenie dla integralności 
własnych tkanek i kontroli zjawisk autoimmunizacyjnych.Niedobór komórek 
CD4+CD25+ stwierdza się w modelach wielu chorób autoimmunizacyjnych: reumatoi
dalnego zapalenia stawów, stwardnienia rozsianego, cukrzycy, tocznia, zapalenia jelita 
grubego, zapalenia jajników i innych [11]. Wzmocnienie liczby i/lub aktywności limfo
cytów Treg jest więc oczywistym celem w przypadku chorób autoimmunizacyjnych, 
alergii i odrzucania przeszczepów.

a) Przeszczepy
Obecnie strategie terapeutyczne zmniejszające ryzyko odrzucenia przeszczepu u 

ludzi opierają się na lekach immunosupresyjnych, usunięciu populacji limfocytów T 
(zarówno cytotoksycznych, jak i helperowych) lub blokadzie sygnałów kostymulujących. 
Podstawową ich wadąjest brak specyficzności antygenowej, co z kolei zwiększa ryzyko 
zakażeń i obniża efektywność ewentualnej odpowiedzi przeciwnowotworowej. Dlatego 
też szczególne znaczenie dla transplantologii może mieć wiedza jak otrzymać komórki 
Treg specyficzne dla prezentowanego Ag [95]. Takie komórki Treg udało się otrzymać 
z populacji limfocytów CD4+CD45RA+ poprzez aktywację, z użyciem swoistego ligandu 
Jagged-1, ewolucyjnie konserwatywnych receptorów Notch, które regulują procesy 
różnicowania komórkowego [92], Sugeruje to możliwość kontroli alloreaktywności przy 
zachowaniu innych funkcji limfocytów T. Szereg doniesień wskazuje na udział komórek 
CD4+CD25+ w regulacji odpowiedzi immunologicznej i ochronie biorcy przed śmiertelną 
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chorobą- przeszczep przeciw gospodarzowi (GVHD - ang. graft versus host disease) 
podczas allogenicznego przeszczepu szpiku kostnego czy całych narządów [1,19, 82]. 
Wydaje się, iż za tę kontrolę odpowiadają komórki CD4+CD25+ biorcy lub dawcy o 
wysokiej ekspresji L-selektyny [82], choć wcześniejsze badania wskazywały na udział 
tylko komórek Treg dawcy [39], Wykazano także, że podanie komórek Treg podczas 
przeszczepu wysepek Langerhansa znacznie obniża ryzyko odrzucenia lub degradacji 
komórek beta. To protekcyjne działanie wiąże się ze zdolnością komórek Treg do 
hamowania układu odporności wrodzonej i obniżania ekspresji chemokin w wysepkach, 
co zatrzymuje migrację efektorowych limfocytów T do przeszczepu [19]. Należy 
pamiętać, że limfocyty Treg działają supresyjnie nie tylko na komórki autoreaktywne, 
ale na wszystkie „sąsiednie” limfocyty T, będące w kontakcie z tą samą APC. Tak 
więc limfocyty rozpoznające obce białka (patogeny, alergeny, Ag pokarmowe) także 
podlegają tej supresji. Jest ona korzystna dla pacjentów z alergiami czy biorców 
przeszczepów, choć podnosi ryzyko infekcji [11].

b) Choroby autoimmunizacyjne
Protekcyjną rolę komórek Treg udowodniono w wielu modelach chorób autoimmuni- 

zacyjnych u zwierząt [51, 73]. Zaburzenia funkcjonalne Treg stwierdza się także w 
niektórych schorzeniach tego typu u ludzi, np. u chorych na stwardnienie rozsiane [88], 
czy z zespołem wielogruczołowej niedoczynności dokrewnej (APSII - ang. autoimmune 
polyglandular syndrome type II) [46]. Pewne obserwacje wskazują, że towarzyszą 
one także niektórym chorobom reumatycznym, ale doniesienia dotyczące tego zagad
nienia sąjeszcze niepełne i często niejednoznaczne.

Choroby reumatyczne należą do przewlekłych chorób autoimmunizacyjnych, w 
których szereg zjawisk prozapalnych prowadzi do uszkodzenia chrząstki stawowej. 
Nie jest jasne, czy komórki Treg działają protekcyjnie w zapaleniu stawów u myszy, 
gdyż w zależności od badanego modelu obserwowano różny efekt. Myszy pozbawione 
komórek CD25+ immunizowane kolagenem typu II (model CIA), wykazywały nasilone 
objawy zapalenia stawów, ustępujące po podaniu komórek CD25+ [62], Z kolei w 
modelu PGIA, indukowanym przez podanie myszom proteoglikanów, nie wykazano 
wpływu komórek Treg na przebieg choroby [7]. Co ciekawe, w obydwu modelach 
limfocyty Treg były funkcjonalne in vitro.

Zgodnie z większością badań, komórki regulatorowe CD4+CD25+ izolowane z krwi 
obwodowej pacjentów chorych na reumatoidalne zapalenie stawów (RZS) wykazują 
wiele podobieństw do tych izolowanych od osób zdrowych: mają zbliżony fenotyp 
(ekspresja cząsteczek: CD69+, MHC II+, OX-40+, CTLA-4 jest wyższa niż na 
komórkach CD25-) [87], stanowią podobny udział procentowy we krwi [ 16] i wykazują 
właściwości supresorowe in vitro [16,29,87]. Większość subpopulacji Treg ze stawów 
stanowią aktywowane komórki pamięci o fenotypie CD45RO, CD122, CD58, CD71, 
HLA-DR wykazując przez to podobieństwo do limfocytów Treg pochodzących z krwi 
zarówno osób zdrowych, jak i chorych na RZS [16]. Ponadto komórki Treg ze stawów 
wyróżniają się wyższą ekspresją CTLA-4, GITR i HLA-DR niż Treg z krwi, co może 
świadczyć o dojrzewaniu tej populacji w stawie [16,27].
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Ostatnie badania sugerują, że komórki regulatorowe Foxp3+ w stawie mogą być 
identyfikowane za pomocą koekspresji CD25 i CD27 [72]. U większości chorych 
stwierdzono zdecydowanie mniejszą niż u osób zdrowych liczbę komórek 
CD4+CD25bnght o wybitnych właściwościach regulatorowych (lub według niektórych 
badaczy właściwą populację Treg) [ 17, 27]. Niektóre doniesienia wskazują jednak na 
upośledzenie ilościowe innej subpopulacji komórek regulatorowych, mianowicie Tri, 
we krwi i płynie stawowym chorych na RZS [11]. Obniżoną liczbę komórek Treg 
CD4+CD25+ obserwowano także w toczniu rumieniowatym układowym [60] i toczniu 
dziecięcym [49], Natomiast w zespole Sjógrena nie stwierdzono ani obniżonej liczby 
limfocytów Treg, ani ich dysfunkcji [48]. W wielu chorobach reumatycznych wykazano 
natomiast akumulację komórek Treg w stawach objętych procesem chorobowym [ 16, 
17,27,87], Co więcej, populacja Treg w stawie była liczniejsza niż we krwi obwodowej 
tych samych pacjentów, niezależnie od rodzaju schorzenia (łuszczycowe zapalenie 
stawów, spondyloartropatie, młodzieńcze idiopatyczne zapalenie stawów, RZS) [17]. 
Co ciekawe, komórki Treg izolowane ze stawów wykazywały działanie supresyjne 
(hamowały proliferację) nie tylko względem komórek CD25- pochodzących ze stawu, 
ale także tych izolowanych z krwi [16]. Ponadto działanie supresyjne komórek Treg ze 
stawów było silniejsze niż komórek Treg pochodzących z krwi osób chorych lub 
zdrowych [27, 87],

Doniesienia na temat wpływu komórek Treg na produkcję cytokin biorących udział 
w patogenezie RZS są rozbieżne. Niektórzy badacze wykazali, że komórki Treg 
izolowane z płynów stawowych hamują produkcję TNF-a, IFN-y, IL-10, IL-13 i IL-17 
[17, 87]. Natomiast badania Ehrensteina i wsp. [29] wskazują, że komórki Treg 
izolowane z krwi chorych na RZS (w przeciwieństwie do tych izolowanych od ludzi 
zdrowych), nie hamują produkcji cytokin prozapalnych (TNF-a, IFN-y) przez 
aktywowane limfocyty T i monocyty, a także nie indukują różnicowania dodatkowej 
subpopulacji Treg z komórek CD4+CD25-. Jak wykazano, wynika to z upośledzenia 
czynnościowego limfocytów Treg, a nie oporności komórek efektorowych na ich 
działanie. Leczenie polegające na neutralizacji czynnika martwicy nowotworów 
(TNF-ot - ang. tumor necrosis factor-a) przywracało te funkcje całkowicie, powodo
wało także wzrost liczby komórek regulatorowych we krwi pacjentów [29], prawdopo
dobnie m.in. poprzez obniżenie ich spontanicznej apoptozy [71 ]. Co więcej, po leczeniu 
obserwowano wzrost liczby komórek produkujących IL-10, a spadek tych produkujących 
TNF-a [29]. Ostanie badania wykazały, iż TNF-a hamuje funkcje supresorowe 
naturalnych i indukowanych komórek Treg obniżając w nich ekspresję Foxp3 [84]. 
Wyniki van Amelsfort [87] wykazały jednak supresyjny wpływ komórek Treg 
pochodzących z krwi chorych na RZS na produkcję TNF-a i IFN-y, pomimo że 
większość pacjentów biorących udział w badaniu nie była leczona terapią anty-TNFa. 
Limfocyty T od pacjentów chorych na RZS paradoksalnie wykazują obniżoną odpowiedź 
na stymulację (swoistą anergię), co może wynikać z długotrwałej ekspozycji na 
TNF-a. Przypuszcza się również, że komórki Treg są szczególnie wrażliwe na działanie 
tej cytokiny, gdyż TNF-a wpływa na komórki T jeszcze w grasicy, a grasicze 
CD4+CD25+ ludzi zdrowych mają, w porównaniu z komórkami CD4+CD25-, 
zwiększoną ekspresję receptora typu II dla TNF-a (TNFRII) [3], Fakt ten może 

rcin.org.pl



782 M. CHORĄŻY-MASSALSK.A, E. KONTNY, W. MAŚLIŃSKI

tłumaczyć, dlaczego u chorych na RZS terapia anty-TNF-a przywraca prawidłowy 
stan fizjologiczny komórek Treg.

Pomimo opisanej powyżej akumulacji komórek Treg w stawach, w żadnej z badanych 
grup pacjentów (łuszczycowe zapalenie stawów, spondyloartropatie, młodzieńcze 
idiopatyczne zapalenie stawów, RZS) nie stwierdzono korelacji pomiędzy liczbą komórek 
Treg w płynie stawowym czy we krwi a nasileniem objawów lub czasem trwania 
choroby [17]. Z drugiej strony, we krwi dzieci chorych na przetrwałe młodzieńcze 
idiopatyczne zapalenie stawów z zajęciem niewielu stawów (pers-OA JIA - ang. 
persistent oligoarticular juvenile idiopathic arthritis), chorobie wyjątkowej wśród 
chorób autoimmunizacyjnych ze względu na samoistną remisję, wykazano znaczny 
wzrost komórek CD4+CD25bright FoxP3+, w porównaniu z tzw. rozszerzającym się 
podtypem tej choroby (ext-OA JIA - ang. extended oligoarticular juvenile idiopathic 
arthritis), przebiegającym bez remisji [27]. Wyniki te mogą sugerować udział komórek 
Treg w remisji pers-OA JIA.

Wzrost liczby komórek Treg w stawach, z jednoczesnym spadkiem we krwi, może 
świadczyć o aktywnej migracji komórek z obwodu do tkanek stawu objętych procesem 
zapalnym [17], W wielu modelach infekcyjnych (HSV, lejszmania, schistosoma) 
wykazano, że limfocyty nTreg gromadzą się w zainfekowanych narządach [10], Podczas 
chronicznych infekcji, krew może nie być odpowiednią tkanką do oceny obecności tej 
subpopulacji komórek. Podobnie przypuszcza się, że obniżenie liczby funkcjonalnych 
limfocytów nTreg we krwi pacjentów zakażonych HIV [2] czy HCV [13] może odzwier
ciedlać raczej redystrybucję tych komórek niż faktyczne obniżenie ich liczby. Za migrację 
komórek Treg do tkanek zapalnych mogą odpowiadać chemokiny CC4 i CC8, gdyż 
komórki te wykazują ekspresję receptorów swoistych dla tych właśnie chemokin. Co 
więcej, chemokiny te są wytwarzane in situ, głównie przez DCs, B i aktywowane 
makrofagi. Nie można też wykluczyć miejscowego namnażania komórek Treg w stawie 
objętym procesem zapalnym [17].

Dlaczego niekiedy działanie supresorowe komórek Treg jest nieskuteczne

Warunkami niezbędnymi skutecznej kontroli odpowiedzi immunologicznej przez 
komórki Treg jest nie tylko ich aktywność supresorową, ale także podatność na tę 
supresję limfocytów efektorowych. Wyraźnie obniżoną podatność limfocytów 
CD4+CD25- na działanie komórek Treg CD4+CD25+ obserwowano w mysim modelu 
tocznia układowego (myszy MRL/Mp) [61]. Wykazano również, że całkiem niewrażliwe 
na supresję wywieraną przez komórki Treg są limfocyty CD4+CD25- izolowane od 
myszy pozbawionych dwóch czynników transkrypcyjnych NFAT: NFATc2/c37‘. NFAT 
są krytycznymi aktywatorami odpowiedzi immunologicznej, gdyż kontrolują m.in. 
ekspresję genów dla cytokin i cząsteczek powierzchniowych. Udowodniono, że brak 
NFATc2/c3 obniża próg aktywacji komórek T, co w obecności IL-2 pozwala komórkom 
efektorowym „uciec od supresji” [12].

Dlaczego pomimo obecności komórek regulatorowych w stawie u osób z chorobami 
reumatycznymi, możliwy jest miejscowy rozwój chronicznego zapalenia i reakcji 
autoimmunologicznych? Po pierwsze, być może gdyby nie ich obecność w stawie 
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reumatycznym, przebieg choroby byłby znacznie bardziej agresywny. Po drugie, pomimo 
zwiększonej liczby komórek Treg w płynie stawowym, może być ich nadal zbyt mało, 
aby efektywnie zahamować rozwój choroby. Ponadto badania histochemiczne wskazują, 
że limfocyty T infiltrujące błonę maziową, gdzie toczy się proces zapalny, rzadko wykazu
ją ekspresję CD25. Dalszych badań wymaga potwierdzenie, czy są to faktycznie 
komórki regulatorowe, czy też aktywowane patogenne komórki CD4+.

Wydaje się także, że za „oporność” komórek efektorowych na supresję odpowiedzial
ne są cytokiny: IL-6 [68], IL-7 i IL-15 [72], IL-2 iIL-15 [28]. Mato szczególne znaczenie 
w przypadku chorób, w których patogenezie cytokiny te biorą udział, np. w RZS. W 
reumatoidalnych stawach panują warunki osłabiające efektywne działanie komórek 
Treg: wysokie stężenie IL-6, która znosi supresyjne działanie Treg [68], niski poziom 
IL-2 wpływający na ich funkcjonalność [63], a także obecność cząsteczek kostymu- 
lujących (np. CD28) [86]. Nie wykazano korelacji pomiędzy poziomem IL-6 a utratą 
funkcji supresorowych przez komórki Treg izolowane z krwi pacjentów chorych na 
stwardnienie rozsiane [88]. Natomiast czynnik płytkowy 4 (PF4), choć stymuluje 
proliferację komórek CD4+CD25+, powoduje także utratę ich właściwości supresoro
wych. Ponieważ jedynym źródłem PF4 są płytki, te obserwacje przemawiają za udziałem 
komórek Treg w patogenezie trombocytopenii - choroby o podłożu immunologicznym, 
związanej z aktywacją płytek [53]. Ponieważ w niektórych tkankach czynność komórek 
Treg może być znacznie ograniczona przez powyższe cytokiny, to terapie neutralizujące 
te cytokiny mogą nie tylko obniżyć aktywację komórek T, ale także przywracać funkcje 
supresorowe komórek Treg [72].

Wpływ na czynność nTreg mają także podstawowe leki immunosupresyjne. Na 
modelach zwierzęcych wykazano, że cyklosporyna oraz cyklofosfamid indukują 
autoimmunizację, hamując bardziej funkcje supresorowe komórek CD4+CD25+ niż 
czynność komórek autoreaktywnych [ 11 ]. Z kolei rapamycyna- lek immunosupresyjny 
zapobiegający odrzucaniu przeszczepów, w warunkach in vitro selektywnie stymuluje 
rozwój mysich komórek CD4+CD25+FOXP3+ [9]. In vitro leki immunosupresyjne 
stymulują też proliferację innej populacji komórek regulatorowych-Tri [8]. Ten rodzaj 
leków stanowi podstawę leczenia chorób autoimmunizacyjnych, w tym chorób 
reumatycznych. Jednak w chorobach reumatycznych akumulację komórek CD4+CD25+ 
w stawie obserwuje się niezależnie od rodzaju choroby i stosowanej terapii [17]. Może 
to wskazywać na próby organizmu zmierzające do ograniczenia chronicznego zapalenia.

Czy można ex vivo namnożyć komórki Treg do celów terapeutycznych

Skuteczność immunoterapii z wykorzystaniem komórek regulatorowych jest zależna 
od dwóch warunków: swoistości antygenowej tych komórek i umiejętności ich 
namnożenia ex vivo bez utraty potencjału supresorowego. Pomimo anergii obserwo
wanej in vitro, w pewnych warunkach komórki Treg CD25+ mogą namnażać się w 
sposób zależny od antygenu i bez utraty właściwości supresorowych zarówno in vivo 
[23, 89], jak i in vitro [35, 38, 41]. Udowodniono, że użycie antygenowo swoistych 
komórek Treg obniża ich liczbę potrzebną dla efektywnej immunoterapii [42], U myszy 
NOD, u których spontanicznie dochodzi do rozwoju cukrzycy typu I, wykazano ponadto, 
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że antygenowo swoiste komórki Treg mają większe działanie protekcyjne niż komórki 
namnożone w wyniku stymulacji poliklonalnej [81]. Jako krytyczną dla proliferacji różnych 
subpopulacji komórek regulatorowych, np. Tri [4], a także CD4+CD25+ [43], proponuje 
się ostatnio IL-15. Poprzez stymulację antygenem i IL-15 udało się otrzymać z populacji 
CD4+ komórki regulatorowe, których funkcja supresorowa nie jest zależna od TGF-[3, 
IL-10 ani CTLA-4 [43], Proliferację komórek CD4+CD25+ bez utraty funkcji indukują 
także dojrzałe komórki DC wywodzące się ze szpiku kostnego (BMDC - ang. bone 
marrow-derived DC) [14], Są to jedyne spośród wielu subpopulacji DC komórki mające 
taką właściwość. Co ciekawe, tak namnożone limfocyty Treg nie hamują proliferacji 
komórek CD4+CD25-, ale znacznie ograniczają ich zdolność do wytwarzania IL-2. 
Wyniki Skapenko i wsp. wskazują, że także cytokiny produkowane przez limfocyty 
Th2 (IL-4 i IL-13) mogą odgrywać ważną rolę w antygenowo zależnym, pozagrasiczym 
powstawaniu komórek Treg (Foxp3+CD25+) [78]. Z kolei IL-4, dodana do hodowli 
zawierającej już komórki Treg i efektorowe (CD25-), znosi supresorowe działanie 
limfocytów Treg i zwiększa przeżycie subpopulacji CD25- [65]. Wskazuje to na jeszcze 
jeden - całkowicie fizjologiczny mechanizm regulacji funkcji Treg.

Powyższe obserwacje wskazują, że istnieje możliwość uzyskania ex vivo odpowied
niej liczby sprawnych czynnościowo komórek Treg i ich terapeutycznego zastosowania. 
Postęp badań nad fizjologiczną rolą tych komórek i ich udziałem w procesach 
patogennych budzi nadzieję, że terapie normalizujące ilościowo i czynnościowo tę 
subpopulację limfocytów mogą stanowić alternatywę dla stosowanych dotychczas 
postępowań leczniczych w różnych chorobach.
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INFORMACJE O NOWYCH KSIĄŻKACH

Ukazał się podręcznik autorstwa Zofii Bielańskiej Osuchowskiej pt. 
ZARYS ORGANOGENEZY - Różnicowanie się komórek w narządach, wydany 
przez Wydawnictwo Naukowe PWN SA (Warszawa, 2004).

Jest to podręcznik embriologii szczegółowej, przystępnie napisany i bogato 
ilustrowany. Omówiono w nim zarówno zmiany morfologiczne, jak i molekularne 
procesu różnicowania się narządów u ptaków i ssaków. W książce zostały opisane:

• nowoczesne metody badań embriologicznych
• mechanizmy gestrulacji i rozwój narządów pierwotnych
• początkowy rozwój układu nerwowego
• komórki grzebienia nerwowego
• różnicowanie się i rozwój kończyn u ssaków i ptaków
• rozwój układów krwionośnego i limfatycznego
• rozwój przewodu pokarmowego
• gruczoły przewodu pokarmowego
• rozwój układu oddechowego
• jamy ciała i krezki
• narządy wydalnicze
• rozwój narządów płciowych, gruczołów dokrewnych i powłoki zewnętrznej.

Właśnie ukazał się SŁOWNIK BIOLOGII KOMÓRKI (red. J. Kawiak, H. 
Krzanowska, B. Płytycz, M. Zabel; Polska Akademia Umiejętności, Kraków 2005). 
Został przygotowany przez licznych Autorów, skupionych wokół Polskiego Towarzystwa 
Biologii Komórki.

Najkorzystniej można nabyć Słownik wprost w Dziale Wydawnictw PAU, 
wysyłając list lub e-mail na adres:

Dział Wydawnictw PAU, ul. Sławkowska 17, 31-016 Kraków 
e-mail: wydawnictwo@pau.krakow.pl

Wydawnictwo wysyła fakturę z numerem konta, a po otrzymaniu przelewu przesyła 
pod podany adres egzemplarz książki wraz z płytą CD.

Książka, wraz z wersją elektroniczną, kupowana wprost u Wydawcy (w Dziale 
Wydawnictw Polskiej Akademii Umiejętności) kosztuje wraz z płytą CD 55,- zł.

Najkorzystniej jest dokonać zakupu dla kilku osób łącznie (lub dla biblioteki). Przy 
zakupie od 3 egzemplarzy wzwyż Wydawnictwo stosuje 10% ulgi i pokrywa koszty 
wysyłki, natomiast przy odbiorze książek w Krakowie można uzyskać 15-proc. ulgę.
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OFERTA WYDAWNICZA

Zeszytów naukowych pod nazwą „Postępy Biologii Komórki”

Zeszyty naukowe pn. Postępy Biologii Komórki ukazują się od 1974 r.
jako kwartalnik.

Głównym wydawcą i dystrybutorem kwartalnika naukowego jest Fundacja 
Biologii Komórki i Biologii Molekularnej - 01-813 Warszawa ul. Marymoncka 
99,

tel. (022) 5693830, fax. (022) 5693712, e-mail jkawiak@cmkp.edu.pl

W „Postępach Biologii Komórki” publikowane są artykuły omawiające najnowsze 
osiągnięcia z zakresu biologii komórki. Zeszyty są przeznaczone dla studentów i 
nauczycieli, pracowników naukowych uczelni i instytutów naukowych. Wydawanie 
czasopismajest możliwe dzięki wsparciu finansowemu Ministerstwa Edukacji i Nauki.

Zapraszamy wszystkich zainteresowanych problematyką naukowo-badawczą 
prezentowaną w naszym kwartalniku do korzystania z zamówień zbiorowych 
i indywidualnych, tzn. z prenumeraty rocznej. Istnieje również możliwość 
zakupu pojedynczych egzemplarzy, również archiwalnych.

W załączeniu: cennik, warunki zakupu i prenumeraty oraz formularz zamówienia.

Cennik:

WYSZCZEGÓLNIENIE

Prenumerata roczna dla jednostek będących osobami prawnymi 
Prenumerata roczna dla osób indywidualnych
Komplet archiwalny dla jednostek będących osobami prawnymi 
Komplet archiwalny dla osób indywidualnych
Zakup pojedynczego egz. dla jednostek będących osobami prawnymi 
Zakup pojedynczego egz. dla osób indywidualnych

CENA W PLN

150,00
50,00

100,00
30,00
40,00
20,00
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Warunki otrzymywania czasopisma

— złożenie zamówienia: faxem, pocztą itp.

-jednoczesne dokonanie wpłaty na konto:

Fundacja Biologii Komórki i Biologii Molekularnej w Warszawie
Nr konta 20 1240 1053 1111 0000 0440 9533

- po otrzymaniu wpłaty wystawiamy fakturę VAT.

W sytuacji, kiedy wpłata nastąpi w trakcie trwania prenumeraty, wysyłamy wszystkie zeszyty 
(numery) czasopisma, które ukazały się w okresie objętym prenumeratą.

tu odciąć
ZAMÓWIENIE

............................dnia..................

nazwa i adres zamawiającego

Fundacja Biologii Komórki 
i Biologii Molekularnej 
ul. Marymoncka 99 
01-813 WARSZAWA

L. Dz..............................

Zamawiam/y.............egz./kmpl...............................„Postępów Biologii Komórki”.
Kwotę....................złotych (słownie złotych ............................................................ )
Przekazaliśmy na Wasze konto dnia...........................
Nasz NIP................................................................................................................

Jednocześnie upoważniamy do wystawienia faktury bez potwierdzającego odbiór podpisu 
odbiorcy.

(pieczątka imienna i podpis zamawiającego)
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KOMUNIKATY

KOMITET ORGANIZACYJNY
XXII Zjazdu Polskiego Towarzystwa Hematologów i Transfuzjologów

uprzejmie informuje o organizowanym w dniach 6-9 września 2007 roku w
Warszawie XXII Zjeździe Polskiego Towarzystwa Hematologów i Transfuzjologów.

Prof. dr hab. n. med. Krzysztof Warzocha
Przewodniczący Komitetu Organizacyjnego

XXII Zjazdu PTHiT

Adres Komitetu:
Instytut Hematologii i Transfuzjologii
ul. Chocimska 5, 00-957 Warszawa, tel/fax (022) 849-85-07

KOMUNIKAT

Zarządów Oddziałów Warszawskich 
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego i 
Polskiego Towarzystwa Biologii Komórki

Szanowni Państwo,
Celem większej integracji warszawskiego środowiska naukowego biologii ekspery

mentalnej proponujemy organizowanie wspólnych mini-sympozjów. Planujemy 
organizować je w soboty, 3-4 razy w roku akademickim 2006/2007.

Prosimy o zgłaszanie sugestii tematycznych i/lub chęci wygłoszenia wykładów. 
Liczymy na współpracę z Państwa strony.

Z pozdrowieniami, w imieniu Zarządu:

Hanna Fabczak PTBK Barbara Zabłocka, PTBiochem
email <ptbk@nencki.gov.pl> <zablocka@cmdik.pan.pl>

Polskie Towarzystwo Biologii Komórki Oddział Warszawski
Prezes: prof. dr hab. Jerzy Moraczewski - Uniwersytet Warszawski 
Vice-prezes: dr hab. Anna Wąsik - Instytut Biologii Doświadczalnej 
Skarbnik: dr hab.Olga Olszowska - Akademia Medyczna 
Sekretarz: dr hab. Hanna Fabczak - Instytut Biologii Doświadczalnej

Zakład Biologii Komórki, Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN,
ul. Pasteura 3,02-093 Warszawa
faks (22)822 53 42, tel.(22) 58 92 317, e-mail:. PTBK@.nencki.gov.pl
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Wskazówki przygotowania rysunków i streszczeń do publikacji w PBK

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny być napisane w programie Word. Rysunki muszą być 
umieszczone osobno na płycie CD. Powinny to być albo mapy bitowe (TIF, JPG), albo pliki z Corela. 
wersja 11,0 lub wcześniejsza. 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 umiesz
czanie podziałki wskazującej powiększenie obiektów, a nie podawanie powiększeń w podpisach, gdyż 
zdjęcia ulegają zmniejszeniu do formatu B

Prosimy Autorów o podawanie adresów e-mail.

Cennik dla Autorów w 2006 r.
odbitek prac pdf

Liczba odbitek 50 100 200
Cena zł 100,00 120,00 150,00 100,00

barwne ryciny str. druku (ponad 15)
1 szt. 1 str.
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 2007 pod adresem: 
FUNDACJA BIOLOGII KOMÓRKI I BIOLOGII MOLEKULARNEJ,
ul. Marymoncka 99,01-813 Warszawa; tel. (022) 5693830, fax. (022) 5693712, 
emai 1: j kawiak@cmkp. edu .pl
na konto: FUNDACJA BIOLOGII KOMÓRKI I BIOLOGII MOLEKULARNEJ,
ul. Marymoncka 99,01-813 Warszawa; Bank Polska Kasa Opieki S. A.,
IV OAVarszawa 20124010531111000004409533.
Cena prenumeraty rocznika na rok 2007

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

Subscription orders for POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI for 2007 
should be placed at local press distributors or directly at Editorial Board of 
POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI, Marymoncka str. 99,01 -813 Warszawa /Poland, 
tel. (022) 5693830, fax. (022) 5693712, email: jkawiak@cmkp.edu.pl.
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INFORMACJE DLA AUTORÓW
POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI drukują artykuły przeglądowe z zakresu najnowszych osiągnięć biologii 

komórki, niepublikowane dotąd w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadają za ścisłość podawanych 
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POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI zamieszczają
1) artykuły przeglądowe nie przekraczające 15 stron druku i do 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).
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odstępem. Ostateczna wersja tekstu i rysunki powinny być przysłane na płycie CD 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, informację o dofinansowa
niu 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 nie pisać znaku przeniesienia (-) 
rzdzielającego wyraz. W tekście nie zamieszczać tabel, schematów lub rycin, a jedynie zaznaczyć ołówkiem 
na marginesie ich lokalizację (np. tab. 1, rye. 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] HNILICA 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 polycephalum. Exptl 
Cell Res 1980; 2: 41-18.

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 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 otrzymuj ą- 
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 
i rycin 
Wszyscy Autorzy znają i akceptują pracę 
Jest zgoda osób, których informacje nie
publikowane są zamieszczone w tekście

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.

Treść pracy nie była uprzednio publikowana,
nie została wysłana do innej redakcji tak nie
Dołączono kopię pracy wraz z rycinami na płycie CD 
z podaniem nazwy pliku i użytego programu edycyjnego 
z komputera IBM tak nie

tak nie 
tak nie

tak nie
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