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W tym Zeszycie

U ssakow, w drodze ewolucji, zostat uksztattowany ekonomiczny system wytwarzaja-
cy zjednej komorki — megakariocytu - od 4 do 8 tysiecy ptytek. Czas zycia ptytek
w krwiobiegu wynosi 9 do 12 dni, ale in vitro tylko ok. 2 dni. Widocznie ptytki
wymagajajakiego$ czynnika przezycia, ktérego brak w pozywkach uzywanych do
hodowli. Proces apoptozy w bezjadrowych ptytkach budzit kontrowersje, ale po-
dobna sytuacja jest w przypadku bezjagdrowych erytrocytow. Jadro komorkowe
nie jest niezbedne do indukcji procesu apoptozy. Markery apoptozy w ptytkach
krwi opisali Autorzy w artykule na stronie 603.

Mechanizmy odpornosci nieswoistej sg pierwsza, a u wiekszosci organizméw jedyng
linig obrony przeciw patogennym drobnoustrojom. Dziatanie tych mechanizmoéw
zaczyna sie od rozpoznania charakterystycznego wzoru molekularnego zwiazane-
go z patogenem (PAMP, pathogen-associated molecular patterns') przez biatka
zawierajgce powtorzenia bogate w leucyne (LRR). Roslinne biatka ,,R” swoiscie
rozpoznaja patogeny pochodzenia grzybowego, bakteryjnego oraz wirusowego.
Zwierzecymi biatkami rozpoznajacymi PAMP sg receptory Toll-podobne wigzace
domeny LRR czgsteczek patogena (o receptorach Toll-podobnych patrz tez ,,Po-
stepy Biologii Komoérki” 2006; 33,247-255). Odziatywania te prowadzg do reakcji
nadwrazliwosci w rejonie infekcji u roslin; u zwierzat do produkcji chemokin, cyto-
kin, regulatoréw transkrypcji i in. Biatka rodziny NOD to ostatnio opisane we-
wnatrzkomorkowe receptory PAMP, ktére s3 omawiane w artykule na stronach
635-655.

Populacje komérek macierzystych majacych zdolnos¢ do réznicowania sie w komorki
0 charakterze neuronéw, astrocytéw oraz oligodendrocytow wyizolowano z ludz-
kiej krwi pepowinowej. Namnazanie komorek tej populacji w obecnosci EGF i ich
wielokrotne pasazowanie umozliwito otrzymanie stabilnej, klonogennej linii neural-
nych komérek macierzystych. Wiecej na temat tych komorek znajdzie Czytelnik
na stronach 667-681.

W dwu kolejnych artykutach Autorzy omawiajg ,,Wielkos¢ genomow jgdrowych i ko-
morek u zwierzat” (strona 721) oraz ,,Ewolucje rozmiaréw genomoéw jadrowych u
roslin okrytozalgzkowych” (strona 737). Wielkosci genomow jadrowych zwierzat,
jak i roslin roznigsie tysiace razy i zupetnie nie koreluje to ze stopniem ztozonosci
organizmoéw. Wynika to stad, ze wiekszo$¢ genomu stanowig niekodujace sekwencje
powtarzalne. Przedstawiono hipotezy na temat powstawania tak duzego zréznico-
wania ilosci niekodujacego DNA. Sugeruje sie, ze w odlegtej przesztosci nastepo-
wata poliploidyzacja genomoéw. Znaczne rdznice rozmiardw genoméw sa Spowo-
dowane gtéwnie przez odmienng liczbe rund duplikacji u przodkéw oraz inwazje
retroelementéw. Warto przeczytac te dwa artykuty razem dla poszerzenia ogélnej
wiedzy z zakresu biologii komorki.



rcin.org.pl



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 33 2006 NR 4 (591-601)

WYSTEPOWANIE, BIOSYNTEZA | AKTYWNOSC

BIOLOGICZNA KWASU TRAUMATYNOWEGO
U ROSLIN

OCCURRENCE, BIOSYNTHESIS AND BIOLOGICAL ACTIVITY
OF TRAUMATIC ACID IN PLANTS

Anna PIETRYCZUK, Romuald CZERPAK

Zaktad Biochemii Roslin, Instytut Biologii, Uniwersytet w Biatymstoku

Streszczenie'. Kwas traumatynowy - rrans-2-dodeceno-l,10-dikarboksylowy (TA) - jest syntetyzowa-
ny w tkankach roslin z nienasyconych kwaséw ttuszczowych: linolenowego (18:3) i linolowego (18:2) w
odpowiedzi na zranienie przez fitofagi lub patogeny. Kluczowymi enzymami szlaku biosyntezy TA sa
lipoksygenazy (LOXs) i liaza wodoronadtlenkowa (HPL). Z przeprowadzonych badan wynika, ze
zwigzek ten ma wihasciwosci stymulujace podziaty komérkowe i tworzenie tkanki gojacej (kalusa) oraz
wzrost zawartosci barwnikéw fotosyntetycznych, monosacharydéw i biatek w komérkach roslin. Mo-
lekularne mechanizmy dziatania TA oraz jego wptyw na procesy metaboliczne roslin nie zostaty dotych-
czas poznane. Wiadomo jedynie, ze indukuje on fosforylacje reszt tyrozynowych biatek o masach
molekularnych 19, 20, 22, 26, 31,42 i 74 kDa.

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

Summary-. Traumatic acid — Zra/is-2-dodecenedioic acid - is synthesized in plant tissues from polyunsa-
turated fatty acids, linolenic (18:3) and linoleic (18:2) in response to wounding, pathogenes 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 skrétow: ABA - kwas abscysynowy, AOS - dehydrataza wodoronadtlenkowa, HPL - liaza
wodoronadtlenkowa, (13S)-HPOD - kwas 13-hydroperoksylinolowy, (13S)-HPOT - kwas 13-hydro-

Praca zostata dofinansowana ze $rodkéw Uniwersytetu w Biatymstoku.
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peroksylinolenowy, JA - kwas jasmonowy, LOX - lipoksygenaza, ODA - kwas 10-oksy-irans-8-
dekanowy, 12-oksy-PDA - kwas 12-oksy-fotodienowy, PIN Il - gen inhibitora proteinaz 11,SA - kwas
salicylowy, STS - tiosiarczan srebra, TA - kwas traumatynowy, rrans-lO-ODA - kwas 12-oksy-rrarts-
10-dodekanowy (traumatyna).

1. WSTEP

Poza naturalnie wystepujgcymi cytokininami bedacymi pochodnymi adeniny,
whasciwosci cytokinin wykazuja niektore pochodne mocznika, np. 1,3-difenylomocznik,
5-ureidohydantoina, zwana alantoing, a takze zwigzki o zupetnie odmiennej budowie
chemicznej, jak kwas traumatynowy (TA) i traumatyna o whasciwosciach cytokinino-
podobnych. Kwas traumatynowy, czyli iraws-2-dodeceno-1,10-dikarboksylowy ijego
forma aldehydowa, tj. kwas 2-dodeceno-I-al-10-karboksylowy, zwany traumatyna,
nalezg do pochodnych nienasyconych kwasow tluszczowych (rye. 1). Hormony te
zostaty po raz pierwszy wyizolowane z niedojrzatych strgkéw fasoli w latach 1937-
1938 przez Bonnera i Englisha [8,9]. Nazwano je hormonami przyrannymi, gdyz poja-
wiajg sie wokdt zranienia i pobudzajg podziaty komérek w tkance gojacej, zwanej
kalusem. Okazato sig, ze traumatyna u roslin naczyniowych jest zwigzkiem bardziej
aktywnym biologicznie niz kwas traumatynowy.

Obecnos¢ traumatyny wykazano u wielu gatunkéw roslin, gtéwnie w mitodych
rozwijajacych sie lisciach, owocach i nasionach. Mtode straki fasoli (Phaseolus vulga-
ris} sajednym z najbogatszych zrédet traumatyny i kwasu traumatynowego. Réwniez
u glonéw kwas traumatynowy dziata stymulujaco na podziaty komaérek i ich procesy
metaboliczne. Wraz ze starzeniem sie roslin nastepuje przeksztatcanie traumatyny i jej
kwasu w forme estrowg, nieaktywna biologicznie. Kwas traumatynowy i traumatyna
sg intensywnie syntetyzowane przez ro$liny jako odpowiedZ na zranienie najczesciej
spowodowane przez fitofagi lub patogeny. W ostatnich latach Mau i wspotaut. [22] i
Champavier i wspotaut. [5] wykryli zwigzki pokrewne z traumatyna, takie jak: kwas
10-oksy-rra/?5-8-dekanowy (ODA) i I-okten-3-ol jako produkt uboczny w biosyntezie
ODA w trzonach grzybow, miedzy innymi pieczarki (Agaricus bisporus). Zwigzki te
dziakaja stymulujaco na wzrost grzybéw i ich metabolizm.

RYCINA 1. Struktura chemiczna traumatyny (A) i kwasu traumatynowego (B) [3, 12, 14]
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Dotychczasowe badania wskazuja na to, ze traumatyna i zwiazki pokrewne do$¢
powszechnie wystepujgw Swiecie roslin naczyniowych i nizszych, takich jak: grzyby i
by¢ moze glony i prawdopodobnie wspotdziataja z innymi fitohormonami w stymulacji
wzrostu, adaptacji do streséw i regulacji wielu proceséw fizjologiczno-metabolicznych.

2. WYSTEPOWANIE

Kwas traumatynowy, Zraws-2-dodeceno-1,10-dikarboksylowy, zostat po raz pierwszy
wyizolowany ze strgkéw niedojrzatej fasoli (Phaseolus vulgaris L.) przez Englisha i
Bonnera w 1937 roku i nazwany hormonem przyrannym, powodujacym intensywne
podziaty komérkowe i tworzenie tkanki gojacej [8,9J. W latach p6zniejszych w wyniku
badan przeprowadzonych przez Zimmermana i Coudrona stwierdzono, ze wiasciwym
hormonem przyrannym jest traumatyna (kwas 12-oxo-Zrans-10-dodekanowy), a TA
jest tylko produktem jej nieenzymatycznego, spontanicznego utlenienia [37].

Obecnos$¢ traumatyny i kwasu traumatynowego zostata dotychczas stwierdzona w
tkankach wielu gatunkéw roslin. W najwiekszych ilosciach zwigzek ten jest syntety-
zowany w odpowiedzi na zranienie. Gtéwny enzym szlaku biosyntezy traumatyny, liaza
wodoronadtlenkowa (HPL), zostat zidentyfikowany i wyizolowany z tkanek réznych
gatunkow roslin [12, 14], Powszechnie wystepujg tez zwigzki bedace ubocznymi
produktami szlaku biosyntezy traumatyny: 6-weglowe, lotne aldehydy: heksanal i (2E)-
heksenal, ktére sg powszechnie nazywane ,,aldehydami lisci” [6, 12, 14],

Wykazano, ze w najwiekszych ilosciach traumatyna wystepuje w mtodych, intensyw-
nie rosngcych organach, takich jak: liscie, owoce i nasiona. Wraz z wiekiem rosliny
nastepuje stopniowe przeksztatcanie wolnego kwasu w jego forme estrowg, ktdra jest
nieaktywna biologicznie [37].

Ponadto kwas 10-oksy-Zra/7s-8-dekanowy (ODA), majacy aktywnos¢ biologiczng
analogiczna do roslinnej traumatyny, jestjednym z kilku dobrze poznanych stymulatorow
wzrostu u grzybow [5].

3. BIOSYNTEZA

Z dotychczasowych badan nad szlakiem biosyntezy TA u roslin, wiadomo, ze
prekursorem tego zwigzku sg 18-weglowe, nienasycone kwasy ttuszczowe: kwas
linolenowy (18:3, A9,12,15) i linolowy (18:2, A9,12) (ryc. 2). Kwasy te sg uwalniane
z frakcji lipidow bton cytoplazmatycznych w wyniku dziatania fosfolipaz typu A2 i D,
ktére sg aktywowane w odpowiedzi na zranienie roslin [16].

Badania molekularne dowiodty, ze gtdwnymi enzymami zaangazowanymi w szlak
biosyntezy TA sg lipoksygenazy (LOX) i liaza wodoronadtlenkowa (HPL) [3, 11, 13,
14,15,28,35].
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RYCINA 2. Szlaki biosyntezy traumatyny i kwasu traumatynowego z kwasu linolowego (A) i linolenowego
(B) [3, 12] [zmodyfikowany]

Uwalniane z frakcji lipidéw btonowych pod wptywem czynnika stresowego, najczesciej
zranienia, nienasycone kwasy tluszczowe ulegajg reakcji utlenienia katalizowanej przez
lipoksygenazy [3,11]. Enzymy te (EC 1. 13. 11. 12) wystepujgw komorkach wszystkich
organizmoéw eukariotycznych. Katalizujg one reakcje przytaczania tlenu molekularnego
do nienasyconych kwasow ttuszczowych. Jest to pierwszy etap biosyntezy traumatyny u
roslin [7, 11, 12, 14], W ostatnich latach wyizolowano cDNA i okre$lono sekwencje
aminokwaséw lipoksygenaz u wielu gatunkdw roslin. Zidentyfikowane zostaty trzy klasy
tych enzymow: LOX 1, LOX2 i LOXS3, ktére kodowane sgprzez trzy podrodziny gendw,
nazwanych odpowiednio: loxl, lox2 i lox3. Ekspresja genéw lox jest organozalezna.
Okazato sie, ze geny loxl ulegaja ekspresji gtéwnie w todygach i korzeniach, lox2 w
lisciach, a lox3 w lisciach i korzeniach roslin. Analiza produktéw reakcji kontrolowanych
przez wszystkie trzy klasy LOXs dowiodta, ze LOX 1 katalizuje reakcje, ktérych gtownym
produktem sg kwasy 9-hydroperoksy-tluszczowe. Kwasy: 13-hydroperoksylinolenowy
(13-HPOT) i 13-hydropeoksylinolowy (13-HPOD), ktére sa prekursorami traumatyny,
sg produktami reakcji utleniania odpowiednio kwasu linolenowego i linolowego
katalizowanych przez LOX2 i LOX3 [28].

Kolejnym etapem biosyntezy traumatyny jest reakcja katalizowana przez HPL (liaze
wodoronadtlenkowa). W wyniku tej reakcji 18-weglowy tancuch 13-HPOT lub
13-HPOD zostaje rozszczepiony na 6-weglowe aldehydy: (2E)-heksenal lub heksanal
oraz 12-weglowy kwas 12-0kso-(9Z)-dodekanowy, ktory w wyniku reakcji izomeryzacji
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ulega przeksztatceniu do kwasu 12-okso-(10E)-dodekanowego - traumatyny [3, 14,
15, 32], Nastepnie w latach osiemdziesigtych dowiedziono, ze nieenzymatyczna auto-
oksydacja traumatyny prowadzi do powstania TA [37].

HPL zostata po raz pierwszy wyizolowana z siewek arbuza [35]. Nastepnie enzym
ten zostat zidentyfikowany w tkankach wielu gatunkéw roslin, m.in. w owocach pomi-
dora, ogoérka, papryki, lisciach herbaty, rzodkiewnika i pomidora [3, 12 14, 17, 19,20,
21]. Badania molekularne wykazaty, ze wszystkie enzymy HPL nalezg do rodziny
enzymoéw cytochromowych P450 [3, 14, 15], Stwierdzono, ze enzym ten jest zwigzany
bezposrednio z zewnetrzng btong chloroplastow [4] ijest najbardziej aktywny w miekiszu
fotosyntezujacym. Eksperymentalnie dowiedziono, ze aktywno$¢ HPL zalezy od zawar-
tosci chlorofilu i spada wraz z obnizaniem stezenia tego barwnika w tkankach [18], O
korelacji aktywnosci enzymu HPL z zawartoscig chlorofilu w tkankach roslinnych
Swiadczy rowniez to, ze lotne aldehydy, bedace produktami ubocznymi w reakc;ji katalizo-
wanej przez HPL, w najwiekszych ilosciach wytwarzane sg przez zielone liscie [14].

Traumatyna moze by¢ réwniez przeksztatcana do innej pochodnej, tj. 9-hydroksy-
traumatyny. Gardner [ 10] stwierdzit, ze zwigzek ten powstaje w wyniku reakcji utleniania
traumatyny, katalizowanej przez lipoksygenaze lub peroksygenaze. Natomiast Stelt i
wspotaut. [32] uzyskali 9-hydroksytraumatyne poprzez inkubacje 13-HPOD lub
13-HPOT z HPL, bez obecnosci lipoksygenazy. Zasugerowali oni, ze zwigzek ten
moze powstawac w wyniku przeksztatcenia albo nieenzymatycznego, albo z udziatem
HPL, ktéra ma aktywnos¢ monooksygenazy, podobnie jak wiekszo$¢ enzymow z
rodziny cytochromoéw P450.

Wyniki innego eksperymentu [24] wydaja sie by¢ potwierdzeniem tezy, ze lipoksyge-
naza nie uczestniczy w procesie utleniania traumatyny. Podczas inkubacji traumatyny
z aktywng i zdenaturowang LOX w buforach o réznym pH zauwazono, ze 9-hydroksy-
traumatyna produkowana jest w takich samych iloSciach w obecnosci lub przy braku
LOX w mieszaninie reakcyjnej. Podczas trwania tego eksperymentu wykazano
obecnos$€ jeszcze innej pochodnej traumatyny - kwasu 12-oksy-I I-hydroksy-(IOE)-
dodekanowego (11 -hydroksytraumatyny), ktorego ilos¢ byta okoto 5-krotnie mniejsza
niz 9-hydroksytraumatyny [24],

Intensywnos$¢ reakcji w procesie biosyntezy traumatyny u roslin jest regulowana
przez wiele czynnikdéw zewnetrznych, takich jak: zranienie, atak roslinozercéw lub
patogenow, dotyk, szok osmotyczny, UV, susza, a takze wewnetrznych (ryc. 3).

Wydaje sig, ze gtdwnym punktem kontrolnym w biosyntezie traumatyny jest regulacja
aktywnosci fosfolipaz, ktére uwalniajg nienasycone kwasy ttuszczowe z frakcji lipidow
btonowych komorek roslinnych. Wykazano, ze aktywnos$¢ tych enzyméw wzrasta
gwattownie w odpowiedzi na wzmozone dziatanie czynnika stresowego [15].

Badania molekularne wykazaty, ze w odpowiedzi na zranienie lisci ziemniaka
nastepuje w nich gwattowny wzrost transkrypcji genow LOX2 i LOX3. Szczego6towe
badania dowiodly, ze wzrost akumulacji mMRNA lox3 osigga maksymalng wartos¢ po
30 minutach od zranienia, natomiast poziom mRNA lox2 wzrasta ciggle, az do 24
godzin od momentu zadziatania czynnika stresowego. Jednak wzmozona transkrypcja mRNA
lox3 dtuzej wraca do podstawowego poziomu [28].
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CZYNNIKI Badania z ostatnich lat wykaza-

ZEWNETRZNE WEWNETRZNE ty, ze zranienie powoduje réwniez
ekspresje gendw HPL w pomido-

Roélinoiercy{zranienie Rozwéj_py%_ku rze [15] i Arabidopsis thaliana
Atak patogenow Starzenie sig (?) . i
Dotyk Kwitnienie (?) [3]. Ponadto intensywne uwalnia-
Szok osmotyczny Magazynowanie nie lotnych aldehydow, bedacych
Susza ubocznymi produktami dziatania
uv HPL, jest scisle zwigzane z proce-
sem niszczenia tkanki roslinnej [3],
Zwigzki te produkowane sg inten-
sywnie przez rosliny réwniez w od-
powiedzi na atak patogenow i sty-
mulujg produkcje fitoaleksyn [36].
Nieco inaczej przebiegaszlak bio-
syntezy ODA u grzybéw. Kwas
linolowyjest utleniany przy udziale
LOX do kwasu 10-(S)-HPOD, ktéry
nastepnie ulega rozszczepieniu przez
liaze wodoronadtlenkowg na ODA i
nienasycony alkohol I-okten-3-ol. U
grzybéw stwierdzono réwniez wyste-
powanie 13-HPOD, ale przypusz-
czalnie pochodzi on z konkuren-
cyjnego szlaku metabolicznego[!].

Jasmoniany Aldehydy 4. AKTYWN OSC
BIOLOGICZNA

Traumatyna

RYCINA . 3. Wplyw réznych czynnikéw wewnetrznych Juz w XIX wieku zauwazono,
i zewnetrznych $rodowiska na biosynteze traumatyny ze uszkodzona tkankajest pobudza-
u roslin [15] [zmodyfikowany] na do intensywnych podziatow i

tworzenia tkanki gojacej (kalusa).
English i Bonner w roku 1937 [8] po raz pierwszy wyizolowali ze strakéw niedojrzatej
fasoli (Phaseolus vulgaris L.) TA jako hormon przyranny, powodujacy intensywne
podziaty komorek i ich elongacje [8,9]. Zauwazyli oni, ze wyizolowana substancja jest
monokarboksylowym kwasem, ktéry po pewnym czasie przeksztatca sie w kwas
dikarboksylowy, o mniejszej aktywnosci biologicznej [8]. Obecnie wiadomo, ze wiasci-
wym hormonem przyrannym produkowanym bezposrednio po zranieniu jest traumatyna,
ktora, jak udowodniono, ma wigksza aktywnos¢ biologiczng niz TA [37].

Okazato sie, ze TA dodany do kultur réznych gatunkéw jednokomérkowych glonow
powodowat ponad dwukrotny wzrost liczby komérek w poréwnaniu z kontrolg [25].
Eksperymentalnie wykazano réwniez [34], ze TA moze powodowac intensywne podziaty
komadrkowe i tworzenie tumoréw w,owocach -pomidora.
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W doswiadczeniu wykonanym na raczniku (Ricinus communis) wykazano, ze
miedzywezla roslin potraktowane egzogennym TA charakteryzowaly sie znacznie
wiekszym wzrostem w poréwnaniu z kontrolnymi (bez dodatku hormonu). Podobny
efekt, stymulacje podziatow komoérkowych miedzywezli, uzyskano naktuwajac je sama
sterylng igla. Najprawdopodobniej spowodowane to jest dziataniem endogennego TA,
ktdry jest syntetyzowany w odpowiedzi na zranienie tkanki miedzywezla [29].

TA dodany w stezeniach od | pg do 20 pg powodowat znacznie szybszy wzrost
ogonkow lisciowych bawetny, przy czym najsilniejszymi wiasciwosciami stymulujagcymi
charakteryzowat sie TA w stezeniu 20 pg/ml [33].

Zimmerman i Coudron [37] udowodnili za$, ze hipokotyl sadzonek ogérka (Cucumis
sativus L.) wykazywat znacznie wiekszy wzrost w obecnosci egzogennego ¢ raws-10-ODA.
Ponadto okazato si¢, ze TA wykazuje nie tylko whasciwosci stymulujace podziaty komorkowe,
alejestrowniezjednym z wielu czynnikéw inicjujacych proces kwitnieniaroslin [ 12,14].

Z przedstawionych danych wynika, ze gtéwna funkcja TA jest stymulowanie podzia-
t6w komérkowych. Molekularny mechanizmjego dziatania nie zostat dotychczas poznany.
Nie ma tez w literaturze danych dotyczacych wptywu tego hormonu na podstawowe
procesy metaboliczne i fizjologiczne zachodzace w komadrkach roslin. W wyniku badan
prowadzonych na jednokomérkowym glonie, Chlorella vulgaris (Chlorophyceae),
stwierdzono, ze TA wykazuje wtasciwosci stymulujgce wzrost ilosci chlorofilu a i b,
karotenoidéw, monosacharydéw i biatek rozpuszczalnych [26,27].

W ostatnich latach podjeto proby wyjasnienia mechanizmu dziatania TA [2, 31].
Wykazano, ze hormon ten wzmaga fosforylacje tyrozyny w biatkach. Na podstawie
badan, w ktérych kietki grochu (Pisum sativum) hodowane byty w obecnosci egzogennego
kwasu traumatynowego w stezeniu | pM wykazano, ze zwigzek ten powoduje 1,5-krotny
wzrost tempa fosforylacji biatek. Stwierdzono, ze wzrost zawartosci ufosforylowanych
reszt tyrozynowych pod wptywem TA jest najwiekszy w przypadku biatek 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 ulegata zahamowaniu po
dodaniu TA. Wzrost lub spadek poziomu fosforylacji tyrozyny w poszczeg6linych biatkach
pod wptywem TA jest prawdopodobnie wynikiem oddziatywania hormonu na aktywnos$¢
odpowiednich kinaz i fosfataz biatkowych. Mozna przypuszczaé, ze potaczenie sie TA z
receptorem w btonie komdrkowej powoduje uaktywnienie odpowiedniej kinazy, co z kolei
prowadzi do fosforylacji i zmiany konformacyjnej odpowiednich biatek oraz uruchomienia
dalszej kaskady przekazywania sygnatow w komorce [2],

Na podstawie badan nad mechanizmami obronnymi roslin w odpowiedzi na zranienie
zaproponowano model ekspresji genoéw biatek obronnych w pomidorze (Lycopersicon
esculentum) (ryc. 4) [31]. Uszkodzenie tkanki roslinnej jest sygnatem aktywujacym
fosfolipazy btonowe. Uwolnione z frakcji lipidéw btonowych nienasycone kwasy
thuszczowe sg substratem dla LOX, a powstate kwasy hydroperoksyttuszczowe moga
zosta¢ przeksztatcone na dwdch szlakach. W jednym z nich w reakcji katalizowanej
przez AOS powstaje kwas 12-oksy-fotodienowy (PDA), z ktérego w dalszym etapie
tworzy sie kwas jasmonowy (JA) indukujacy ekspresje gendw inhibitoréw proteinaz
11, ktére hamujg aktywnos$¢é enzymow hydrolizujacych biatko w przewodzie pokarmo-
wym owada. Kwasy 13-HPOD i 13-HPOT moga by¢ wykorzystane réwniez przez
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RYCINA 4. Proponowany model indukcji genéw biatek obronnych w pomidorze (Lycopersicon
esculentum) [31] [zmodyfikowany]. Na schemacie uwzgledniono réwniez dziatanie etylenu, ktéry
produkowanyjest w odpowiedzi na zranienie i indukuje ekspresje genu/i OS. STS i SA dziatajg natomiast
jako inhibitory ekspresji genéw AOS i PIN 11

HPL, co w efekcie prowadzi do powstania 6-weglowych aldehydow i traumatyny.
Traumatyna za$ indukuje ekspresje genéw prosysteminy, ktora nastepnie zostaje
przeksztatcona w systemine - substancje sygnatowsa uczestniczacg w indukowanej
odpornosci roslin [31],

Okazato sie, ze nie tylko mechaniczne uszkodzenie tkanki roslinnej jest sygnatem do
uruchomienia szlaku biosyntezy traumatyny. Duze ilosci tego hormonu oraz lotnych
6-weglowych aldehyddw pojawiajg sie réwniez w odpowiedzi na dziatanie innych
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abiotycznych i biotycznych czynnikéw stresowych, np. atak patogenéw. Eksperymen-
talnie udowodniono, ze heksanal i (2E)-heksenal maja whasciwosci grzybo- i bakterio-
bdjcze. W badaniach na Pseudomonas syringae phaseolica wykazano, ze powodujg
one uszkodzenia struktury bton komarkowych, DNA, biatek oraz zaburzaja funkcjonowanie
enzymow w komorkach mikroorganizméw. Podobnego efektu nie zaobserwowano jednak
w przypadku TA, ktéry wydaje sie nie mie¢ wiasciwosci bakteriobdjczych. Po potrakto-
waniu kultur bakterii réznymi stezeniami TA nie odnotowano istotnych réznic we wzroscie
kolonii mikroorganizméw w poréwnaniu z kontrolg [6].

Substancje o wiasciwosciach podobnych do traumatyny zidentyfikowano réwniez
u grzybéw, miedzy innymi pieczarki. Kwas 10-oksy-Zra/zs-8-dekanowy (ODA) jest
jednym z kilku dobrze poznanych stymulatoréw wzrostu plechy grzybowej [5,22,23].
Aktywnos$é biologiczna tego zwiagzku jest zblizona do traumatyny. Mau i Beelman [23]
wykazali, ze szybko$¢ wzrostu grzybni, a zwlaszcza owocnika Agaricus bisporus
znacznie zwieksza sie w obecnosci ODA.

Okazato sie, ze stezenie endogennego ODA u grzybow zwigksza sie wraz ze
wzrostem temperatury i osigga maksymalng zawarto$¢ przy 40°C. Dane te pozwalaja
whioskowac, ze synteza ODA jest indukowana m.in. przez stresowy czynnik tempera-
turowy [5], Podobne wyniki uzyskano takze w badaniach nad lipoksygenazami u ro$lin
naczyniowych, wykazujac, ze traumatyna moze by¢ syntetyzowana w odpowiedzi na
dziatanie zbyt wysokiej lub niskiej temperatury [30].

5. PODSUMOWANIE

Traumatyna i zwigzki pokrewne wykazujg whasciwosci cytokininopodobne i nalezg
do naturalnie wystepujacych fitohormondw, ktére podobnie jak jasmoniany syntetyzo-
wane sg z nienasyconych kwasow ttuszczowych: linolowego i linolenowego. Aktualnie
znane sa dwa niezalezne szlaki ich biosyntezy, kt6re nieco rdznig sie u grzybéw w
poréwnaniu z ro$linami naczyniowymi.

Biologiczna aktywnos$¢ traumatyny u roslin na poziomie molekularnym zostata
poznana w znikomym stopniu. Z dotychczasowych badan wiadomo, ze kwas trauma-
tynowy (TA) wzmaga aktywnos¢ kinaz powodujacych fosforylacje reszt tyrozynowych
w biatkach, ktére odgrywajg istotng role w regulacji wielu procesoéw fizjologiczno-
metabolicznych. Réwniez stwierdzono, ze traumatyna aktywuje mechanizmy obronne
roslin w odpowiedzi na zranienie przez fitofagi lub patogeny. Uszkodzenie tkanki roslinnej
jest sygnatem aktywujacym fosfolipazy btonowe, a w efekcie powoduje indukcije
ekspresji genéw odpowiedzialnych za synteze systeminy - substancji sygnatowej w
indukowanej odpornosci roslin. Badania ostatnich kilkunastu lat wykazaty, ze wzrost
zawartosci traumatyny w roslinach naczyniowych i grzybach moze by¢ spowodowany
nie tylko urazami mechanicznymi - zranieniami, ale takze stresem temperaturowym
uwarunkowanym zbyt wysokimi lub niskimi temperaturami, odbiegajgcymi od normy
fizjologicznej. Dotychczas wykonano bardzo mato badan doswiadczalnych dotyczacych
aktywnosci fizjologiczno-metabolicznej traumatyny i jej zwigzkow pokrewnych u roslin.
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Jest duze prawdopodobienstwo, ze traumatyna wraz z innymi fitohormonami, gtéwnie
JA i ABA, spetnia istotng role w mechanizmach adaptacyjnych i obronnych roslin nie
tylko przy zranieniach, ale takze pod dziataniem wielu innych stresow abiotycznych.
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MARKERY APOPTOZY W PLYTKACH KRWI

APOPTOSIS MARKERS IN BLOOD PLATELETS

Barbara WACHOWICZ, Beata OLAS, Joanna RYWANIAK

Katedra Biochemii Ogo6lnej, Uniwersytet £.6dzki

Streszczenie: Phytki krwi, bezjadrzaste komorki pochodzace z megakariocytow petnig podstawowa funk-
cje w hemostazie i powstawaniu zakrzepéw. Dowody eksperymentalne opisywane w tej pracy wska-
Zuja, ze podczas starzenia sie ptytek (przechowywania), jak i ich aktywacji dochodzi do zmian morfolo-
gicznych i biochemicznych oraz pojawienia sie niektérych markeréw apoptozy, takich jak w komérkach
jadrzastych.

Stowa kluczowe: ptytki 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.

Wylaz strotéw: A'Pm - potencjat transbtonowy mitochondrium; Apaf-1 (ang. apoptosis protease activa-
ting factor-1) - czynnik | aktywujacy proteazy w procesie apoptozy; Bcl-2 (ang. B-cell leukemia/
lymphoma-2) - produkt protoonkogenu Bcl-2; DcR2 (ang. decoy receptor) — receptor putapka; MPs
(ang. microparticles) - mikroplytki; PCs (ang. platelet concentrates) — koncentraty ptytkowe; PS (ang.
phosphatidylserine) - fosfatydyloseryna; PSD (ang. platelet storage defect) - defekt przechowywanych
ptytek; PSL (ang. platelet storage lesion) - uszkodzenie przechowywanych plytek; RFT - reaktywne
formy tlenu; RIP (ang. receptor interactingprotein) -biatko oddziatujace z receptorem; Smac/DIABLO
(ang. second mitochondrial activator ofcaspase/direct AP bindingprotein with lowpl) - biatko proapop-
totyczne Smac/DIABLO; wtérny mitochondrialny aktywator kaspazy/biatko wigzace bezposrednio
IAP o niskim pl; SRs (ang. scavenger receptors) - receptory zmiatacze; TRADD (ang. TNF- R1 associa-
ted death domain) - biatko adaptorowe z domeng $mierci wigzace sie z receptorem TNF-R1; TRAIL (ang.
TNF-related apoptosis-inducing ligand) - ligand z rodziny TNF indukujacy apoptoze; ZVAD-fmk (ang.
Z-Val-Ala-Asp(OMe)-fluoromethylketone) - inhibitor ptytkowej kaspazy 3.
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WSTEP

Ptytki, najmniejsze elementy morfotyczne krwi cztowieka, petnig wazng role w
organizmie. Zaangazowane sg nie tylko w proces hemostazy, ale biorgudziat w tworzeniu
zakrzepOw czy w powstawaniu zmian miazdzycowych w $cianach naczyn krwionosnych.
Uczestnicza réwniez w procesach zapalnych i procesie metastazy. Plytki krwi ssakow
réznig sie od komorek petnigcych podobne funkcje w hemostazie innych kregowcéw nie
tylko pochodzeniem, budowga morfologiczna, procesami biochemicznymi, ale réwniez
stopniem aktywacji warunkujacym ich udziat w hemostazie. Jedynie u ssakéw, w drodze
ewolucji, zostat uksztattowany ekonomiczny system wytwarzajacy z jednej komorki
macierzystej — megakariocytu, od 4 do 8 tysiecy ptytek. Z tego wzgledu termin ,,ptytka”
odnosi sie do pozbawionych jader komorek krwi ssakdw, a nazwe ,,trombocyt” rezerwuje
sie dlajadrzastych komdrek krwi innych kregowcéw, niepochodzacych z fragmentacji
megakariocytéw, lecz powstajacych z sukcesywnego podziatu tromboblastéw w sposéb
zblizony do powstawania erytrocytéw z erytroblastow. W literaturze jednak te dwa terminy
dos¢ czesto stosowane sg wymiennie. Deckhuzyen [15] po raz pierwszy w 1901 r.
wprowadzit nazwe ,.trombocyt”, uwazajac, ze pomiedzy komdérkami krwi réznych
kregowcow petnigcymi funkcje hemostatyczne nie ma innych réznic anizeli morfologiczne.
W | mikrolitrze ludzkiej krwi znajduje sie $rednio 300 000 ptytek krwi. Czas zycia ptytek
kragzagcych w krwiobiegu i nieuczestniczacych w hemostazie wynosi od 9 do 12 dni. Mato
poznane sgnatomiast szlaki $mierci ptytek krwi. U ssakow phytki krwi sg najmniejszymi
elementami morfotycznymi krwi (Srednica 2-4 pm), a ich cechg charakterystyczng jest
brak jadra komoérkowego. Plytka ssakdw nie jest wiec kompletng komorka, ale cechuje
jabardzo aktywny metabolizm [13]. Niepobudzona ptytka ma ksztalt dyskoidalny. Wyr6znia
ja charakterystyczne utozenie struktur komérkowych. W centrum zlokalizowane sg
specyficzne ziarnistosci a oraz ziarnistosci osmofilne o duzej gestosci elektronowej. W
tych ziamistosciach sg zmagazynowane liczne zwigzki uwalniane w procesie sekrecji.
Sato m.in.: biatka adhezyjne (fibrynogen, trombospondyna), albumina, osoczowe czynniki
krzepniecia, czynniki wzrostu i cytokiny znajdujgce sie w ziamistosciach a. Z ziarnistosci
osmofilnych uwalniane sgnukleotydy adeninowe nieuczestniczace w metabolizmie (ADP,
ATP), GDP, GTP, jony wapniowe, jony magnezowe, serotonina, histamina i fosfoinozytole.
W phytce obecne sg rowniez lizosomy, nieliczne mitochondria (1-3), aparat Golgiego,
siateczka $rodplazmatyczna, peroksysomy i ziarna glikogenu. Obwodowo pod btong
komorkowa wystepuje sie¢ mikrotubul tworzacych cytoszkielet ptytki. W btonie
komorkowej obecne sg bardzo liczne receptory zwigzane z enzyma-tycznymi drogami
przekazywania sygnatdéw i aktywacja ptytek krwi. Otoczke zewnetrzna ptytki stanowi
glikokaliks.

Aby phytki krwi mogty spetniac¢ swoje funkcje hemostatyczne, musza ulec aktywaciji.
Fizjologicznymi agonistami ptytek krwi sg: trombina, kolagen, adrenalina, wazopresyna,
czynnik aktywujacy phytki (PAF), tromboksan A, (TXA,) czy ADP. Aktywacja ptytek
to proces kaskadowych, nastepujgcych gwattownie po sobie wielu reakcji enzymatycz-
nych, wywotanych przytaczeniem agonisty do specyficznego receptora i polegajacych
na przekazywaniu sygnatu, czesto przy udziale licznych heterotrimerycznych biatek G do
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whnetrza ptytki. Odpowied?Z ptytki na dziatanie czynnika aktywujacego prowadzi do adhezji,
zmiany ksztattu z dyskoidalnego na sferyczny, odtgczania mikroptytek, powstania wypustek,
sekrecji zmagazynowanych zwigzkéw i tworzenia agregatow ptytkowych. W wyniku
tego procesu w ptytce dochodzi nie tylko do gwattownych zmian morfologicznych, ale i
biochemicznych. Aktywacja ptytek krwi prowadzi do wzrostu wewnatrzkomoérkowego
stezenia jondw Ca2+, hydrolizy fosfolipidéw btony, przemiany fosfatydyloinozytolu,
uwolnienia arachidonianu i syntezy eikozanoidéw, zmiany zawartosci cyklicznych
nukleotydow AMP i GMP oraz fosforylacji i defosforylacji biatek przy udziale licznych
kinaz i fosfataz. Autokrynna stymulacja ptytek krwi przy udziale zwiazkéw uwalnianych
z pobudzonych ptytek (ADP, serotonina) lub syntetyzowanych przez ptytki krwi (TXA,)
jest bardzo wazna w procesie powstawania agregatow ptytkowych. Agregacja nastepuje
w wyniku przekazywania sygnatu (,,inside-ouf'} prowadzac do aktywacji i zmian
konformacji receptora integrynowego <X|IbP3 umozliwiajac przytaczenie dimeréw
fibrynogenu do tych receptorow integrynowych obecnych na powierzchni ré6znych ptytek.
Przytaczenie fibrynogenu do phytki wytwarza sygnaty (,,outside-in) prowadzac do
przebudowy cytoszkieletu. Aktywacji ptytek towarzyszy réwniez odszczepianie od
powierzchni ptytek mikroczastek (mikroptytek) o wtasciwosciach prokoagulacyjnych i
ekspresji ujemnie natadowanych fosfolipidow (w tym fosfatydyloseryny) na powierzchni
ptytek krwi. Podczas aktywacji dochodzi do inicjowania dwoch, wzajemnie ze sobg
powigzanych kaskad przekazywania sygnatu: kaskady inicjowanej przez hydrolize
fosfolipidéw btony i kaskady inicjowanej aktywacja niereceptorowych kinaz tyrozynowych
[1,7,28,32,54,69]. Doktadne mechanizmy przekazywania sygnatow w ptytkach krwi zostaty
oméwione przez Olas i Wachowicz [45].

Podczas aktywacji ptytek dochodzi tez do powstawania reaktywnych form tlenu
(RFT) i azotu [ 16-19,24-26,31,38,39,55,65,66]. RFT w ptytkach krwi powstaja przede
wszystkim w reakcjach enzymatycznych, takich jak: przemiana kwasu arachidonowego,
cykl fosfoinozytolu, cykl glutationowy oraz w reakcjach z udziatem oksydaz btonowych,
gtownie oksydazy NADPH i syntazy NO. Dodatkowe wytwarzanie RFT moze byé
indukowane przez leki, stany zapalne, jony metali ciezkich, wysitek fizyczny oraz
sktadniki diety. W reakcji tlenku azotu (NO) powstajacego w ptytkach krwi [41,72] z
anionorodnikiem ponadtlenkowym (O,-) uruchamianajest gwattowna reakcja tworzenia
nadtlenoazotynu (ONOO ) [9,37,42,43], Doktadna rola reaktywnych form tlenu w
ptytkach krwi zostata opisana przez Olas i Wachowicz [46]. Przy zmniejszeniu
skutecznosci uktadoéw antyoksydacyjnych, nadmiar reaktywnych form tlenu i azotu
wywotuje stres oksydacyjny, prowadzac do wielu negatywnych zmian w funkcjonowaniu
komaérek, w tym w prawidtowym funkcjonowaniu ptytek krwi. Wynikiem dziatania
stresu oksydacyjnego moze by¢ nawet wejscie komorki na droge apoptozy [4,20,22].

Proces apoptozy w plytkach jest zagadnieniem budzacym wiele kontrowersji. Po
raz pierwszy problem $mierci programowanej w nieposiadajacych jadra ptytkach krwi
zostat zasygnalizowany w 1997 r. przez Vanags i wsp. [64], W ostatniej dekadzie XX
wieku wykazano obecnos¢ niektérych markeréw apoptozy w tych komérkach. Obecny
artykut przedstawia budowe i role tych markerow w ptytkach krwi.
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MARKERY APOPTOZY W PLYTKACH KRWI

Wiele markerow apoptozy wystepuje w ptytkach krwi, ale ich doktadne funkcje sg
stabo poznane, m.in. ze wzgledu na trudnosci stosowania metod genetycznych w
komaérkach pozbawionych jadra, jakimi sa ptytki krwi. Do tej pory, wykorzystujac
dostepne techniki badawcze, w ptytkach krwi wykazano obecnos¢ licznych, typowych
biochemicznych znacznikéw apoptozy, w tym markeréw szlaku zewnetrznego i
wewnetrznego apoptozy oraz ,,wykonawcOow” tego procesu [33]. Stwierdzono obecnosé
»ligandéw $mierci”, ,,receptoréw $mierci”, biatek adapterowych, biatek rodziny Bcl-2,
kaspaz, kalpain i wykazano zmiany potencjatu transbtonowego mitochondriéw (AThn),
ekspresje fosfatydyloseryny (PS) i tworzenie mikroptytek (MPs) (ryc.l).

Na obecnym etapie badan dotyczacych programowanej $mierci ptytek krwi, funkcja
enzymatycznych efektorowych biatek apoptozy jest rozdzielona pomiedzy dwie grupy
proteaz cysteinowych: kaspazy i kalpainy. Sugeruje sie takze mozliwo$¢ przebiegu
zdarzen apoptotycznych w ptytkach bez udziatu aktywnych kaspaz [10,68].

Kaspazy

Podczas analizy koncentratow ptytek krwi wykryto mRNA dla licznej grupy
prokaspaz, wigczajagc prokaspazy 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9 [6,12,33-35,49,59,63,67]. Nie
stwierdzono obecnosci prokaspaz 5, 7 i 10 [33]. W modelowej ptytkowej apoptozie
istotng funkcje petniajedynie kaspazy 3 i 9, ktdére ulegajg aktywacji i indukujg kaskade
apoptotycznych przemian. W przypadku apoptozy in vitro, wywotanej inkubacja ptytek

ptytka krwi w stanie

ptytka krwi w stanie apoptozy

spoczynkowym

nieaktywne

aktywne

RYCINA 1. Wybrane markery apoptozy w ptytkach krwi ([33]; zmodyfikowano), objasnienia w
tekscie
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w temperaturze 37°C zaobserwowano, ze aktywnos¢ kaspazy 3 zaczynata wzrastac
po 3 godzinach, osiggajac maksimum w 48 godzinie inkubacji. Towarzyszyt temu rozpad
gtownego substratu kaspazy 3 - gelsoliny, biatka zaangazowanego w remodelowanie
filamentéw aktynowych [6,35]. Atak kaspazy 3 na gelsoling uwalnia dwa homologiczne
fragmenty: C-koncowy (zalezny od Ca?+) i N-koncowy (niezalezny od Ca2; ale aktywny
w apoptozie) [6], Gelsolina ulega réwniez rozpadowi w ptytkach stymulowanych silnymi
agonistami, np. A23187, trombing z kolagenem [63]. Wzmozona aktywno$¢ kaspazy 3
miata takze miejsce po 5 dniach przechowywania ptytek w warunkach standardowych,
kiedy pojawiata sie biologicznie czynna czasteczka tej kaspazy - p 17 [36,59], w wyniku
dziatania na ptytki silnego stresu mechanicznego (117-388 dyn/cm?) [33] oraz w
obecnosci silnych agonistow [49,59,63]. Zaobserwowano, ze wzrost aktywnosci kas-
pazy 9 nastepowat miedzy 6 a 9 godzing przechowywania ptytek w temp. 37°C. Aktywne
kaspazy (1, 3, 6, 8 i 9) zaobserwowano takze in vivo u myszy w modelu apoptozy
wywotanej infekcjg malarii i indukowang przez iniekcje TNF lub przeciwciat przeciw-
ptytkowych [34]. Powstawanie aktywnych form kaspaz jest kluczowym zjawiskiem
w przebiegu apoptozy komérek jadrzastych prowadzacym do obkurczenia komérki,
tworzenia mikroptytek, ekspozycji fosfatydyloseryny i degradacji biatek cytoszkieletu.

Gtownym inhibitorem phytkowej kaspazy 3 jest inhibitor ZVVAD-fmk, kt6ry skutecznie
hamuje jej funkcje, czego dowodem jest ograniczona proteoliza gelsoliny i zmniejszona
liczba tworzacych sie mikroptytek [12,33,34,36,53,68]. Badania in vitro potwierdzaja, ze
preinkubacja ptytek ze zwigzkiem ZVAD-fmk znaczaco obniza ekspozycje fosfatydylo-
seryny w plytkach stymulowanych jonoforem wapniowym A23187 i fizjologicznym
ptytkowym agonistg ADP. Inhibitor ZVAD-fmk obniza réwniez agregacje ptytek wywotang
ADP, co moze wskazywac na udziat kaspaz nie tylko w apoptozie, ale takze w aktywacji
ptytek [12], ZVAD-fmk hamuje rowniez wytwarzanie mikroptytek i udostepnienie
prokoagulacyjnych miejsc na powierzchni ptytek sprzyjajac zakrzepicy. Podobne dziatanie
ma inhibitor DEVD-fmk [34,59]. Wzrost liczby mikroptytek w krwiobiegu jest
obserwowany przy licznych zaburzeniach hemostazy (aktywacja krzepniecia, niedokrwie-
nie miejscowe, stany pooperacyjne, dysfunkcja miesnia sercowego) [1,73]. Ekspozycja
fosfatydyloseryny na powierzchni phytki oraz uwalnianie mikroptytek sg zjawiskami
towarzyszacymi prawidtowemu procesowi hemostazy i tworzeniu zakrzepdw, poprzez
dostarczanie powierzchni do przyfgczenia czynnikdw prokoagulacyjnych. Wydaje sie, ze
inhibicja ptytkowych kaspaz moze by¢ czynnikiem zapobiegajagcym powstawaniu
zakrzepOw i w zwigzku z tym moze mie¢ w przysztosci kluczowe znaczenie w terapii
przeciwzakrzepowej [59].

Uwaza sie réwniez, ze apoptoza w ptytkach krwi moze zachodzi¢ niezaleznie od
kaspaz [10,68]. Wolfi wsp. [68] nie stwierdzili aktywnosci kaspazy 3 po aktywacji
ptytek trombing, trombing i kolagenem oraz jonoforem wapniowym (A23187 lub
jonomycyny). Aktywacja kaspazy 3 nie zachodzita takze podczas starzenia sie ptytek
in vitro w hodowli niezawierajgcej osocza przy wystepowaniu typowych morfologicz-
nych i biochemicznych cech apoptozy [10]. W ptytkach pozbawionych osocza
(prawdopodobnie waznego zrédta czynnikéw przezycia) zaobserwowano rowniez
przyspieszong apoptoze ptytek in vitro w temp. 37°C [10], Dodanie inhibitora kaspazy
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3 (ZVAD-fmk) nie wywotywato zadnych zmian w ptytkach, dlatego zasugerowano, ze
kaspazy nie sg wigczone w programowang $mier¢ ptytek [10], Amor i wsp. [2]
zaobserwowali po aktywacji ptytek trombing zwiekszong aktywno$¢ kaspaz 3 i 9 we
frakcji cytoszkieletu bez zmian aktywnosci we frakcji cytosolowej. Zastosowanie inhibi-
tora polimeryzacji aktyny obnizato aktywacje obu kaspaz, co moze Swiadczy¢ o zwigzku
tych enzymow z cytoszkieletem aktynowym. Stymulacja ptytek krwi trombing indukuje
nie tylko przemieszczenie do cytoszkieletu form kaspaz aktywnych, ale rowniez
prokaspaz 3 i 9.

Fagocytoza ptytek w kaspazo-niezaleznej apoptozie odbywa sie za posrednictwem
tzw. receptorOéw zmiataczy (SRs, ang. scavenger receptor?) [10]. Receptory zmiatacze
wigzasie z acetylowanymi lub utlenionymi lipoproteinami (ac- lub oxLDL) powstajacymi
w trakcie apoptozy, a takze z innymi biatkami o charakterze polianiondw na powierzchni
komorek apoptotycznych. Wyr6znia sie dwie gtéwne klasy tych biatek receptorowych:
SR-A i SR-B. Receptory klasy A (SR-Al i SR-AIll) wystepujg przede wszystkim na
makrofagach i charakteryzuja sie domeng kolagenowg zawierajgcg miejsca wigzania
acetylowanych lipoprotein (acLDL). Gtéwnymi przedstawicielami klasy B sg SR-BI
oraz CD36. W przeciwienistwie do SR-A, receptory zmiatacze klasy B moga wiazaé
fosfatydyloseryne [60].

Rola kaspaz w ptytkach krwi ciggle budzi wiele watpliwosci. Kaspazy nie uczestniczg
w aktywacji ptytek krwi [68]. Biorac pod uwage fakt, ze apoptoza moze przebiegac
réwniez bez udziatu kaspaz, nie wyjasniono jeszcze znaczenia kaspaz w biologii ptytek
krwi [10,68]. Eksperymenty in vitro wskazuja, ze wytwarzanie ptytek jest skorelowane
€zasowo z poczatkiem apoptozy megakariocytow, w ktérej uczestnicza kaspazy [8,11 ,-
62,68]. Tak wiec mozna przypuszczad, iz kaspazy petnig potencjalngrole w powstawaniu
ptytek krwi, a ptytkowe kaspazy pochodzg z megakariocytéw [68].

Kalpainy

W ptytkach krwi kalpainy nalezace do grupy proteaz cysternowych zaleznych od
Ca2t wystepujg w formie nieaktywnej i stanowia ok. 2% biatek ptytkowych [34].
Aktywacje kalpain stwierdzono podczas stymulowania ptytek jonoforem wapniowym
(jonomycyny lub A23187), trombing oraz/lub kolagenem [34,64,68]. Kalpainy biorg
udziat w powstawaniu mikroptytek, ekspozycji PS, zmianie ksztattu komoérki, degradacji
gelsoliny i biatkowej kinazy C [34,64,68]. Kalpainy odpowiadajg za rozpad biatek
cytoszkieletu - filaminy, taliny i miozyny, prowadzac do zmian morfologicznych ptytek
oraz zaburzenia drogi przekazywania sygnatu w komorce [67].

Badania in vitro po zastosowaniu inhibitora kalpain - kalpeptyny dowiodty, ze kalpainy
(obok kaspaz) sg rowniez enzymami wykonawczymi apoptozy [34], Kalpeptyna hamuje
rozwoj zdarzen apoptotycznych w apoptozie ptytek indukowanej jonoforem wapniowym,
zapobiega degradacji biatek cytoszkieletu, obkurczaniu komérki, tworzeniu mikroptytek
oraz aktywacji kaspaz 3 i 9 [64,68]. W plytkach stymulowanych dwoma silnymi agonista-
mi (trombina i kolagenem), kalpeptyna ogranicza tworzenie mikroptytek i rozpad mio-
zyny, ale powoduje wzrost ekspozycji fosfatydyloseryny [34], Poniewaz aktywne
kalpainy dotychczas zidentyfikowano tylko w modelu apoptozy wywotanej agonistami
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(fizjologicznymi: trombina, kolagen i niefizjologicznymi: jonofor wapniowy A23187),
mozna przypuszczac, ze kalpainy sg bardziej zwigzane z aktywacja ptytek niz z ich
apoptozg, chociaz wywotane przez nie modyfikacje odzwierciedlajgtypowe zdarzenia
apoptotyczne [59].

»Receptory smierci”, , ligandy $mierci” i biatka adaptorowe

Analiza markerow apoptotycznych na poziomie mRNA i biatek wykazata, ze ptytki
maja mMRNA dla Uganda $mierci
TRAIL, receptorow smierci TNF-R1, TABELA 1. Receptory $mierci, ligandy $mierci i biatka
DcR2, DR3, DR4 i DR5 oraz dla adaptorowe obecne Wkomé’)rkachja,drzastych
biatek adaptorowych TRADD i RIP i pytkach krwi ([34], zmodyfikowano)
(tab.l) [34,53]. Badania in vitro pot-
wiedzity ekspresje liganduTRAIL
(czynnik proapoptotyczny z rodziny
TNF) w pobudzonych ptytkach oraz ~ Receptory $mierci:

Receptory i ligandy $mierci Komérki  Plytki
jadrzaste  krwi

w czasie roznicowania megakario- ZNF(R,i (F:§’5 i +
p . as (Apo -

cytow [14]. Ekspresje btonowego o, (Apo3) . .
receptora DcR2 (ang. decoy recep-  prs (TRAIL-R1) + +

tor -receptor putapka) rejestrowano  DR5 (Apo2, TRAIL-2) + +

w poczatkowej fazie przechowywa-  DcRI + -
nia koncentratow ptytkowych [53].  P°R? " ¥

Zaobserwowano takze, ze spadek po-  Ligandy $mierci:

tencjatu transbtonowego mitochon-  TNF +

driéw phytki ma miejsce w apoptozie /':\aSL3L :

. . . . .o po

indukowanej agon_lstaml [63]isilnym L. (Apo2L) + .

stresem mechanicznym [33] oraz

podczas starzenia sie ptytek in vivo ~ Biatka adaptorowe:

u psow [48]. Spadek AThn wykryto ~ FADD *
PR : TRADD + +
rowniez miedzy 13 a 14 dniemw o + +

przechowywanych koncentratach
ptytkowych [33,48,67].

Biatka rodziny Bcl-2

Kuter i wsp. [29] oraz Leytin i Freedman [34] wykazali w ptytkach krwi zaréwno
ekspresje mMRNA dla wielu biatek rodziny Bcl-2, jak i ich obecnos$é na poziomie biatka
(tab. 2). W ptytkach krwi odnaleziono szereg biatek z rodziny Bcl-2, w tym aktywatory
(Bak, Bax, Bad) i inhibitory (Bcl-X| Bfl-1, Mci-1) apoptozy. Nie stwierdzono natomiast
obecnosci proapoptotycznego biatka Bik i antyapoptotycznego biatka Bel-W [33,36],
W hodowli starzejacych sie ptytek w temp. 37°C [6] oraz poddanych dziataniu wapnio-
wego jonoforu jonomycyny [64] nastepowat wzrost ekspresji biatek Bak i Bax [10]
oraz obnizenie poziomu biatka Bcl-X[ (37°C), co prowadzito do wzrostu wrazliwosci
ptytek na bodzce apoptotyczne [6], W ptytkach stymulowanych ré6znymi czynnikami,
przyczyniajacymi sie do indukcji apoptozy, pojawiaja sie zmiany w poziomie ekspresji
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TABELA 2. Biatka rodziny Bcl-2 w ptytkach krwi (zmiany poziomu ekspresji w zaleznosci
od warunkéw) ([34, 48], zmodyfikowano)

Rodzina  Plytki Pytki stymulowane
biatek niestymulowane
Bcl-2 Jonofor Agonisci Przechowywane  Przechowywane

wapniowy  fizjologiczni w temp. 37°C w temp. 22°C

Proapoptotyczne

Bak +rb Ab Ab

Bax +r1 b Ab Ab =b
Bad +r

Bik -r

Bid +b =b
Bim +b

Antyapoptotyczne

Bcl-2 +/-r1 b =b =b Ab
Bcl-XL +r Ab
Bel-w -r

Bfl-1 +r =b

Mcl-1 +r

+ obecne, - nieobecne, = bez zmian, +/- obecno$é? r - test na obecnos¢ mMRNA,
b - test na obecno$¢ biatka

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

Wsréd plytkowych biatek antyapoptotycznych duze znaczenie ma biatko Bcl-XL,
ktore powstrzymuje proapoptotyczny wptyw Bid i zapobiega uwalnianiu cytochromu c
z mitochondriéw do cytoplazmy (w ptytkach przechowywanych w temp. 37°C).
Obnizenie poziomu biatka Bcl-X! nasila wrazliwos$é ptytek na bodzce apoptotyczne
[6], Biatko Bcl-XL ma takze wptyw na przezycie macierzystych komorek ptytek krwi.
Wysoki poziom ekspresji Bcl-X,, obserwowany in vitro w populacji wczesnych komérek
megakariocytéw (prekursory CD34(+) traktowane estrem forbolu), ulega obnizeniu w
miare starzenia sie megakariocytow [56]. Opisywanemu zjawisku towarzyszy wzrost
liczby komorek ulegajacych apoptozie oraz pojawienie sie cytoplazmatycznych struktur
przypominajgcych przedptytki. Dlatego przypuszcza sie, ze biatko Bcl-X. odgrywa role
w powstawaniu ptytek krwi poprzez regulacje zywotnosci i réznicowania megakario-
cytéw [56]. Sposrod zidentyfikowanych dotychczas w phytkach krwi pieciu biatek
proapoptotycznych (Bak, Bax, Bad, Bid i Bim), w stymulowanych ptytkach dochodzi
do zwiekszonej ekspresji tylko dwoch biatek — Bak i Bax. Biatka Bax i Bak przyczyniaja
sie do wyptywu cytochromu ¢ z mitochondridw, na skutek ich przytaczania do napieciowo
-zaleznych kanatow anionowych (VDAC) w btonie mitochondrialnej [6,10,64,67].



MARKERY APOPTOZY W PLYTKACH KRWI 611

Ekspozycja fosfatydyloseryny

Btona ptytek krwi charakteryzuje sie asymetrig fosfolipidéw [57]. Fosfatydylocholina
i sfingomielina sg obecne na powierzchni btony ptytkowej, natomiast kwasne fosfolipidy,
m.in. fosfatydyloseryna (PS) sg zlokalizowane w cze$ci wewnetrznej btony. Podczas
aktywacji ptytek krwi trombingczy kolagenem nastepuje bardzo szybka redystrybucja
niektérych fosfolipidow, zwihaszcza przemieszczenie PS, ktdra pojawiajac sie w mono-
warstwie zewnetrznej btony, nadaje jej wtasnosci prokoagulacyjne i zapewnia prawidtowy
przebieg hemostazy. W wielu komérkach obserwowano ekspozycje PS podczas
apoptozy, chociaz przemieszczenie fosfatydyloseryny do zewnetrznej warstwy btony
komorkowej nie jest niezbedne dla fenotypu apoptozy. Ekspozycje fosfatydyloseryny
na powierzchni komorki zaobserwowano w apoptozie ptytek indukowanej wapniowym
jonoforem, trombina, kolagenem, ADP oraz w czasie przechowywania koncentratow
ptytkowych, jak i zawiesiny starzejgcych sie ptytek (takze in vivo) [33,34,36,40,48,49,-
63,64,67,68]. Zaburzenie asymetrii btonowych fosfolipidéw i tym samym ekspozycje
fosfatydyloseryny powodowa¢ moga w ptytkach miejscowe $rodki znieczulajace, ktore
wplywajg na depolaryzacje btony mitochondrialnej, uwolnienie cytochromu c oraz na
przemiane prokaspaz 3 i 9 do aktywnych form [3]. Obecnos$¢ fosfatydyloseryny na
zewnetrznej powierzchni dwuwarstwy lipidowej btony ptytek krwi jest uznawana za
wskaznik zaréwno ptytkowej apoptozy, jak i aktywacji.

W komérkach jadrzastych ekspozycja PS jest znacznikiem apoptozy zaleznej od
kaspaz. Fosfatydyloseryna na powierzchni ptytek w stanie apoptozy przyczynia sie do
usuwania ptytek z krgzenia za posrednictwem makrofagéw wyposazonych w receptory
dla fosfatydyloseryny PS-R [60]. W przemieszczenie fosfatydyloseryny do warstwy
zewnetrznej btony zaangazowanajest skramblaza, czyli translokaza fosfatydyloseryny,
ATP-aza zalezna od Mg: i Ca2+, aktywowana przez biatkowa kinaze C (PK.C) [60].
Aktywacja skramblazy jest niezbedna do zmiany asymetrii btonowych lipidow podczas
apoptozy. Zwiekszong ekspozycje PS na zewngtrznej stronie btony ptytek krwi moga
wywotywaé zaburzenia metaboliczne powodujace spadek poziomu ATP, aktywacja
ptytek oraz oksydacyjne uszkodzenia transporteréw lipidéw btonowych [3,30]. Fosfaty-
dyloseryna na powierzchni btony ptytek wykazuje efekt prokoagulacyjny, przyspieszajac
enzymatyczng degradacje biatek krzepniecia [73]. Obecnos¢ PS na powierzchni phytek
(oraz uwalnianie mikroptytek) wptywa na przytgczanie fibrynogenu do ptytek (tworzenie
agregatéw ptytkowych) oraz sprzyja powstawaniu zakrzepéw poprzez dostarczanie
powierzchni dla czynnikéw koagulacyjnych [49]. Aneksyna nalezaca do biatek
antykoagulacyjnych, nieglikozylowanych, wigzacych wapn i fosfolipidy moze przytaczaé
sie do PS plytek hamujac aktywacje czynnikéw krzepniecia [33,49,61,67]. Powierz-
chniowa PS moze by¢ takze wskaZnikiem jakosci koncentratow ptytkowych przez-
naczonych do transfuzji. Wzrost ilosci PS na powierzchni btony ptytek moze oznaczaé
uszkodzenie przechowywanych ptytek i wskazywac, ktdre ptytki musza zostac¢ usuniete
z krazenia przy udziale fagocytow zawierajacych receptory dla PS (np. receptor SR-
Bl i CD36) [30],
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Powstawanie mikroptytek

Mikroptytki pojawiajg sie w wyniku stymulowania ptytek (zn vitro) jonoforem
wapniowym, trombing, kolagenem, ADP oraz podczas przechowywania ptytek (w temp.
22 i 37°C) [34], Mikroptytki powstajg takze in vivo u myszy w modelu apoptozy
wywotanym infekcjg malarii i indukowanym przez iniekcje TNF lub przeciwciat
antyptytkowych [34], Formowanie mikroptytek wymaga degradacji cytoszkieletu ptytki
oraz aktywacji kalpain [33,34,49,67]. Podawanie myszom inhibitora kaspaz (ZVVAD)
powodowato spadek liczby uwalnianych mikroptytek, dlatego tez sugeruje sie, ze
kluczowa role w fragmentacji ptytek krwi moga odgrywac kaspazy [34,59],

Potencjat transbtonowy mitochondriéw i cytochrom ¢

W umierajacych wskutek apoptozy ptytkach krwi otwieranie megakanatow
mitochondrialnych przyczynia sie m.in. do zmian potencjatu transbtonowego (ATm) i
uwolnienia z przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw biatek apoptogennych. Biatka
uwalniane z przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw ptytek to m.in. zymogeny
enzymow efektorowych apoptozy - kaspazy 9 (Apaf-3) czy ich aktywatory (cytochrom
¢ (Apaf-2), Smac/DIABLO) [33,67]. Stosujac technike immunoblotting potwierdzono
obecnos¢ proapoptotycznego, mitochondrialnego biatka Smac/DIABLO, ktére byto
uwalniane do cytozolu ptytek w 11 dniu przechowywania koncentratéw ptytkowych w
standardowych warunkach (temp. 22°C) [53].

APOPTOZA MEGAKARIOCYTOW A POCZATEK BIOGENEZY
PLYTEK KRWI

Phytki krwi cztowieka powstajg z megakariocytéw. Z jednego megakariocytu powstaje
6 tzw. przedptytek, a z kazdej przedptytki powstaje z kolei okoto 1200 ptytek. Czas
zycia pojedynczej phytki-jesli nie zostanie zaktywowana - wynosi zaledwie 9-12 dni.
Tak krotki czas zycia powoduje, iz duza czes¢ tych komérek usuwana jest z krazenia
bez spetnienia swojej funkcji hemostatycznej i Smieré ptytki nastepuje w wyniku
fagocytozy przez makrofagi [11,13].

Jak to sigjednak dzieje, ze makrofagi ,,wiedzg”, ktére ptytki nalezy sfagocytowac?
Co jest sygnatem dla makrofagéw, ze po tak krotkim okresie zycia ptytka musi zostaé
unicestwiona? Pytania dotyczace Smierci tych bezjadrzastych komérek pozostawaty
przez wiele lat bez odpowiedzi. Przypuszczano, ze usuniecie kwasu sialowego z
glikoprotein powierzchniowych btony (odstoniecie galaktozy) moze by¢ sygnatem do
wychwytywania ptytek krwi z krwiobiegu [70],

W ptytkach krwi, tak jak w komorkach jadrzastych, obserwuje sie aktywacje
enzymow efektorowych potrzebnych w przebiegu apoptozy, a takze stwierdza obecno$é
takich samych, cho¢ nie wszystkich, markerow apoptozy dla komérek jadrzastych.
Obecnos¢ biatek pro- i antyapoptotycznych, a takze ekspozycja na powierzchni ptytek
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fosfatydyloseryny czy obserwowany spadek potencjatu wewnatrzbtonowego mito-
chondrium [34,59,64,71] wraz z towarzyszacymi zmianami morfologicznymi, takimi
jak: obkurczanie krwinek, kondensacje ich cytoplazmy, tworzenie pecherzykéw btony
komorkowej i wytwarzanie filopodidw, sugeruje mozliwos$¢ zjawiska apoptozy w
ptytkach. Do niedawna wszystkie te zmiany opisywano jako aktywacje ptytek, ale od
1997 roku zaczeto uwaza¢ ten proces za apoptoze [9,64]. Jako pierwsi obecnos¢
apoptozy w ptytkach zasugerowali Vanags i wsp. w 1997 roku [64]. Obecnie wielu
badaczy potwierdza wystepowanie zdarzen podobnych do apoptozy (ang. apoptosis-
like events) w ptytkach krwi [48,68]. Badanie apoptozy w ptytkach jest jednak bardzo
trudnym wyzwaniem, gdyz ptytki krwi sg bardzo wrazliwe na dziatanie roznych bodzcéw.
Pod wptywem wielu czynnikéw fizycznych i chemicznych ptytki bardzo szybko ulegaja
aktywaciji, i zaréwno podczas aktywacji, jak i podczas apoptozy dochodzi do podobnych
zmian w ptytkach [29,34,36,64].

Plytki moga zawiera¢ w swoim mitochondrialnym genomie informacje genetyczng
0 programowanej $mierci pochodzaca i przekazang od swoich komérek macierzystych
- jadrzastych megakariocytow [58,67].

Istnieje Scisty zwigzek pomiedzy apoptoza megakariocytéw a powstawaniem ptytek
krwi. Apoptoza megakariocytu (,,koniec”) prowadzi do powstawania ptytek, tak wiec
jest whasciwie ,,poczatkiem” [8,27,62]. Pod wptywem hematopoetycznych czynnikéw
wzrostu, zwlaszcza tromobopoetyny, komérki pnia szpiku kostnego przechodzg procesy
proliferacji, réznicowania, dojrzewania, stajagc sie dojrzatymi megakariocytami.
Zakonczenie zycia dojrzatego megakariocy:tu w drodze apoptozy jest zasocjowane w
czasie z formowaniem sie nowych ptytek. Smieré wczesnych stadiow macierzystych
komorek phytek krwi obserwuje sie jedynie w stanach patologicznych, np. w czasie
terapii nowotworowej lub infekcji wirusem HIV [35].

W poczatkowym etapie biogenezy ptytek z megakariocytéw powstajg ich prekursoro-
we odpowiedniki - przedptytki. Tworzenie tych struktur jest potgczone z radykalnymi
zmianami w cytoszkielecie megakariocytu, obejmujagcymi aktywacje mikrotubul,
polimeryzacje aktyny oraz fosforylacje miozyny [8,62]. Wedtug teorii tworzenia
przedptytek opisanej przez Italiano i wsp. [23], prekursory ptytek wytaniajg sie w postaci
dtugich, rurkowatych, bulwiasto zakonczonych cytoplazmatycznych uwypuklen, w
koncowo zréznicowanych megakariocytach. Bulwiaste, nabrzmiate zakonczenia
zawierajg peryferyczne peczki mikrotubul, ktére skrecaja sie przybierajac formy
kiebkowate i tezkowate. Powstate przedptytki sa dynamicznymi strukturami, a dzieki
aktywnym mikrotubulom mogg odwracalnie zmienia¢ ksztatt na tubularny czy
rozszerzony, a nastepnie ulegajac fragmentacji uwalniac ptytki krwi do krazenia [5,23].
Przeksztatcenie dynamicznej, labilnej struktury przedptytek, niezbednej do tworzenia
licznych odgatezien, w sztywne rusztowanie nastepuje tuz przed uwolnieniem ptytek
dzieki zespoleniu btony z cytoszkieletem aktynowym. Formowanie gotowych ptytek
krwi odbywa sie w koncowej fazie ré6znicowania przedptytek [23].

Niezbednym warunkiem dla wytwarzania ptytek z megakariocytow jest aktywacja
kaspaz [8,11,62]. Badania in vitro wykazaty obecno$¢ aktywnych kaspaz 3 i 9 w
koncowym stadium dojrzewania megakariocytéw [8,62]. Spontaniczna aktywacja
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kaspaz, obserwowana w warunkach fizjologicznych, jest niezbedna dla powstania ptytek,
gdyz wykazano, ze inhibitory kaspaz znacznie obnizajgtworzenie przedptytek, a megaka-
riocyty wyrazajgce silng ekspresje antyapoptotycznych biatek z rodziny Bcl-2 (hamu-
jacych aktywnosé kaspaz) majg znacznie zredukowang zdolnos¢ formowania
przedptytek [8,62]. Aktywacja kaspazy 3 powoduje zmiany w podstawowych biatkach
cytoszkieletu wigczonych w proces tworzenia przedptytek, tj. w miozynie (fosforylacja)
i aktynie (polimeryzacja) [62], Aktywna kaspaza 3 modyfikuje przepuszczalnos¢ btony
mitochondrialnej. W wyniku otwierania megakanatéw dochodzi do uwolnienia z mito-
chondrium proapoptotycznego cytochromu ¢, co moze sugerowaé aktywacje wew-
netrznego, mitochondrialnego szlaku apoptozy [8]. Substratami kaspazy 3 sa réwniez
inne molekuty, np. gelsolina, Rho-kinaza (powodujgca tworzenie pecherzykéw btony
komorkowej) i PARP - polimeraza poli (ADP-rybozy) [8]. Wykazano réwniez (in vi-
tro), ze inhibitor kaspaz ZVAD-fmk (gtéwny inhibitor kaspazy 3) skutecznie blokuje
tworzenie przedptytek [11].

W indukcji apoptozy megakariocytow bezposrednio zwigzanej z tworzeniem ptytek
moze odgrywac role tlenek azotu. Badania in vitro potwierdzity rowniez udziat tlenku
azotu w rozwoju megakariocytow i trombopoezie. DoSwiadczenia przeprowadzone na
szczurach wykazaty, ze zwierzeta, ktérym podano L-nitroarginine - inhibitor syntazy
tlenku azotu (NOS, ang. nitric oxide synthase), miaty obnizong o 50% liczbe ptytek w
krazeniu w poréwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi [5]. Megakariocyty, wytwarzajac
phytki niemal rownoczes$nie ulegajg apoptozie, ktéra w tym przypadku moze odpowiadac
za usuwanie starych, ,,zuzytych” megakariocytéw [5].

Pedrefio i wsp. [47] przedstawili zupetnie nowy, odmienny mechanizm wytwarzania
ptytek krwi umozliwiajacy powstawanie ptytek bezposrednio we krwi, a nie, jak dotad
uwazano, wytgcznie w szpiku kostnym. Proces ten polega na ,,wyrzucaniu” ostatecznie
dojrzatych ptytek wprost do krwi przez megakariocyty znajdujace sie w kragzeniu,
natomiast czynnikiem indukujacym jest przypuszczalnie trombing [47].

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

Apoptoza i aktywacja ptytek to procesy bardzo podobne pod wzgledem zmian
morfologicznych czy biochemicznych. Apoptoze ptytek poréwnywano takze z procesem
uszkodzenia ptytek podczas ich przechowywania [58]. Do tej pory opisano 5 zjawisk
modelowych, demonstrujgcych apoptoze w ptytkach, w tym 3 modele przedstawiajgce
apoptoze in vitro i 2 in vivo.

W ptytkach w warunkach in vitro obserwowano:

+ apoptoze indukowana niefizjologicznymi agonistami-wapniowym jonoforem jo-
nomycyny [64] i A23187 [36,59,68], jak i fizjologicznymi agonistami ptytek: trom-
bing, kolagenem, mieszaning trombiny i kolagenu, analogiem tromboksanu A, -
U46619 [59,68];
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« apoptoze, do ktérej dochodzi w procesie starzenia ptytek podczas przechowywania
przemytych ptytek (ptytek inkubowanych przez 18-24 godzin w temp. 37°C) [10];

« apoptoze indukowana starzeniem sie koncentratéw ptytkowych o niskiej zawarto-
$ci leukocytow (PCs, ang. leukodepleted platelet concentrates) w warunkach
standardowego przechowywania ptytek w temp. 22°C [36,49,53] i 37°C [29].

W ptytkach, w warunkach in vivo obserwowano: apoptoze powigzang ze starzeniem
ptytek u psdw z trombopoeza ttumiong estradiolem (podawanym w iniekcjach) [48]
oraz apoptoze w ptytkach myszy z trombocytopenig wywotang infekcjg malarii [50] i
indukowang przez iniekcje czynnika martwicy nowotworu (TNF, ang. tumor necrosis
factor) [51] lub przeciwciat przeciwptytkowych [52].

MARKERY APOPTOZY PLYTEK KRWI
PODCZAS ICH PRZECHOWYWANIA

Wyizolowane z krwi ptytki podczas przechowywania ulegaja licznym zmianom, ktore
powodujg upos$ledzenie ich prawidtowej struktury i funkcji. Te morfologiczne-me-
taboliczne zaburzenia ograniczajg mozliwos¢ przechowywania ptytek i moga by¢
przyczyng ostabionej rekonwalescencji pacjenta po transfuzji masy ptytkowej [49],
Pojawiajace sie modyfikacje ptytek sg okreslane jako: 1) defekt przechowywanych
ptytek PSD (ang. platelet storage defect) [49]; 2) uszkodzenie przechowywanych
ptytek PSL (ang. platelet storage lesion) [58], Zaobserwowano réwniez, ze wraz z
wydtuzeniem okresu przechowywania ptytek w warunkach in vitro maleje ich
przezywalnos¢ i dochodzi do nasilenia zmian morfologicznych i biochemicznych (zaréwno
w podwyzszonej temperaturze (37°C), jak i w standardowych warunkach przecho-
wywania krwi w temperaturze 20-24°C) [6,34,36,49,58,67], Zaburzenia opisywane
jako uszkodzenia typu PSL pojawiajg sie w odpowiedzi na stres mechaniczny, hipoksje
oraz obnizong lub podwyzszong temperature. Uszkodzenia typu PSL prowadza do
tworzenia mikroptytek, reorganizacji cytoszkieletu i ekspozycji PS. Wymienione zmiany
morfologiczne i biochemiczne towarzyszace temu uszkodzeniu ptytek odpowiadaja
wiasciwosciom apoptotycznej Smierci, ale rowniez aktywacji ptytek krwi, w zwigzku z
czym pojawia sie watpliwo$¢ czy uszkodzenia typu PSL sg rowne apoptozie [58].

Chociaz prawidltowy czas zycia ptytek w krazeniu oceniono na okoto 10 dni,
w warunkach pozaustrojowych juz po pieciu dniach w temp. 22°C pojawiajg sie oznaki
apoptozy, takie jak: ekspozycja PS, podwyzszenie poziomu ekspresji mRNA dla
prokaspaz, receptoréw Smierci i biatek Bcl-2, wytworzenie aktywnej czasteczki kaspazy
3 (pl 7) i rozpad gelsoliny [34,36,49]. Przechowywane ptytki saréwniez bardziej wrazliwe
na bodzce apoptotyczne, w tym na dziatanie agonistéw (jonofor wapniowy, trombina,
kolagen) [49]. Przezywalnosc¢ ptytek krwi wyraznie maleje podczas ich przechowywania
w temp. 37°C, przy dodatkowym zwiekszonym ryzyku zanieczyszczenia bakteriami.
Dla ptytek krwi temperatura 37°C zostata uznana za temperature stresowa, indukujaca
apoptoze. O ile temperatura 22°C redukuje zywotno$¢ ptytek dopiero po pieciu dniach,
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w temperaturze 37°C zanik prawidtowych funkcjonalnych cech ptytek w warunkach
in vitro obserwowano juz po 24 godzinach. Po trzech godzinach dochodzi do wzrostu
aktywnosci kaspazy 3 (osiggajacej maksimum po 48 godzinach), a miedzy 6 a 9 godzing
do pojawienia sie aktywnej formy kaspazy 9 [6]. Innymi przejawami uruchomienia
apototycznej maszynerii w ptytkach przechowywanych (w temp. 37°C) jest rozpad
gelsoliny, obnizenie poziomu antyapoptotycznego biatka Bcl-Xp eksponowanie na
powierzchni PS i uwolnienie cytochromu ¢ [6,34,67]. Sugeruje sie takze, ze indukcja
apoptozy ptytek krwi w temp. 37°C moze by¢ spowodowana niedoborem metabolicznie
waznych substratoéw, sekrecjglub akumulacjg czynnikéw proapoptotycznych [6]. Phytki
inkubowane przez trzy godziny in vitro w temp. 37°C zuzywajatlen dwukrotnie szybciej
niz w temperaturze 22°C [21]. Zwiekszenie tempa przemian metabolicznych i zuzywania
substratéw metabolicznych przyczynia¢ sie moze do skrécenia czasu zycia ptytek.
Ciagle jednak pozostaje zagadka, dlaczego w warunkach in vivo ptytki krwi w temp.
37°C zyja 8-10 dni, podczas gdy w warunkach ex vivo tracg zywotno$¢ po dwoch
dniach [6].

UWAGI KONCOWE

Istnieje hipoteza, ze apoptoza i aktywacja ptytek to prawdopodobnie ten sam proces
[63,68]. Hipoteza ta uwzglednia wspélne cechy morfologiczne i biochemiczne apoptozy
i aktywacji, takie jak: zmiana ksztattu ptytki, modyfikacja cytoszkieletu, fuzja ziarnistosci
z btong plazmatyczna, tworzenie pecherzykéw blony, uwolnienie mikroptytek, ekspono-
wanie na powierzchni fosfatydyloseryny [6,33,34,49,67,68], Wydaje sigjednak, ze nie
ma znaku réwnosci miedzy apoptozg a aktywacjg ptytek krwi (tab. 3). Wiekszosé
danych eksperymentalnych wskazuje na odmiennos¢ tych dwoch proceséw. Przema-
wiajg za tym przede wszystkim typowe zjawiska apoptotyczne, ktérych nie obserwuje
sie w czasie aktywacji ptytek, a do ktorych zalicza sie spadek potencjatu wewnatrz-
btonowego mitochondriéw ATm, uwolnienie cytochromu c, wzrost ekspresji proapopto-
tycznych biatek Bcl-2 oraz obecnos$¢ aktywnej kaspazy 3 i 9 [6,10,33,34,36,48,-
49,59,63,67,68]. W procesie apoptozy ptytek nie zaobserwowano ani adhezji ptytek do
komorek $rédbtonka, ani zwiekszonego metabolizmu inozytoli czy fosforylacji wtérnych
przekaznikow biatkowych [68]. Dodatkowym elementem réznigcym wspomniane
procesy jest szybkos¢ ich przebiegu i pojawiania sie charakterystycznych cech, tzn. w
aktywacji ptytek zmiany pojawiajg sie gwattownie i niemal natychmiast, podczas gdy
odpowiedz ptytek na bodziec apoptotyczny przebiega wolniej [49,68]. Wiele watpliwosci
i sprzecznosci wzbudza udziat kaspaz i kalpain w tych procesach. Kaspazy sg powszech-
nie uznawane za gtéwnych wykonawcdw apoptozy, nie tylko w komérkach jadrzastych,
ale rowniez w phytkach krwi [12,33,34,36,44]. Znacznie mniejszg role przypisuje sie
kalpainom, jak dotad aktywnymjedynie w modelu apoptozy ptytek indukowanej silnymi
agonistami [34,68]. Chociaz kalpainy zostaty uznane za znaczniki ptytkowej apotozy
[34], ich funkcjajest znacznie lepiej udowodniona w procesie aktywacji, w ktérym nie
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TABELA 3. Zmiany morfologiczne i biochemiczne towarzyszace aktywacji i apoptozie ptytek krwi

Aktywacja phytek krwi Apoptoza ptytek krwi

Tworzenie mikroptytek tworzenie mikroptytek

Ekspozycja osfatydyloseryny ekspozycja fosfatydyloseryny

Reorganizacja biatek cytoszkieletu reorganizacja biatek cytoszkieletu
(udziat kalpain) (udziat kaspazy 3 i 9, kalpain)

obecnos¢ ligandow $mierci

obecnos¢ receptoréw $mierci

obecnos$¢ biatek adaptorowych

obecnos¢ rodziny biatek Bcl-2

zmiany potencjatu transbtonowego
mitochondriow

biorg udziatu aktywne kaspazy. Wolfi wsp. [68] przedstawili trzy dowody potwierdzajgce
udziat kalpain a nie kaspaz w aktywacji ptytek: 1) apoptoza, a nie aktywacja jest
skorelowana z procesem aktywacji kaspaz; 2) zdarzeniom apoptozopodobnym podczas
stymulowania ptytek A23187 zapobiega inhibicja kalpain a nie kaspaz; 3) w czasie
aktywacji ptytek nie dochodzi do uwolnienia z mitochondriéw cytochromu c jako
kluczowego elementu aktywacji kaspaz (szlak mitochondrialny).

Na obecnym poziomie wiedzy mozna przypuszczaé, ze przebieg procesu apoptozy w
phtytkach krwi na szlaku zewnetrznym czy wewnetrznym w znacznym stopniu zalezy od
rodzaju czy sity induktora apoptozy. Zastosowanie w badaniach megakariocytoéw (jadrzastych
prekursorow ptytek krwi) czy megakariocytycznych linii komérkowych powinno zwiekszy¢
postep wiedzy o szlakach procesu apoptozy i ich regulacji w ptytkach krwi.
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Strzeszczenie: Toll-like receptors (TLRs), receptory dla TNF (TNF-R), NF-kB oraz biatka biorace udziat
w aktywacji transkrypcyjnego czynnika jadrowego moga wptywaé na zjawisko apoptozy, cykl komor-
kowy, wydzielanie cytokin oraz czasteczek adhezyjnych za posrednictwem regulacji transkrypcji okre-
$lonych genéw, ktére determinujg przebieg tych proceséw zaréwno w komérkach nowotworowych, jak
i komérkach krwi krazacej. Celem pracy jest przedstawienie najnowszej wiedzy dotyczacej roli TLRs
oraz rodziny czasteczek NF-kB w regulacji tych zjawisk. W pracy przedstawiono: charakterystyke
rodziny Toll-like receptors (TLRs) oraz ich role w kaskadzie zjawisk prowadzacych do aktywacji czyn-
nika NF-kB, najwazniejsze mechanizmy aktywacji transkrypcji okreslonych genéw kodujacych biatka
uczestniczace w cyklu komérkowym (m.in. cyklina DI, pl6INK4A, GADD45), zjawisku apoptozy
(m.in. TNF-R, XIAP, clAPI,2, Bcl-XL) oraz onkogenezie (m.in. p53, VCAM, ICAM, cytokiny) za
posrednictwem TLRs i NF-kB. Poznanie mechanizméw regulacyjnych szlaku TLRs i TNF-R —> biatka
posredniczace — NF-kB —> ekspresja gendw —b produkt ekspresji stwarza w przysztosci mozliwos¢
wplywania na proces aktywacji wybranych czynnikéw antyneoplastycznych i zablokowania czaste-
czek proneoplastycznych pojawiajacych sie zarowno w komdrkach nowotworowych, jak i komérkach
krwi krazacej, co by¢ moze bedzie poczatkiem nowego podejscia do walki z rozwijajaca sie choroba
nowotworowg oraz da szanse na wprowadzenie nowych metod postepowania leczniczego (immunotera-
pia, nowe kryteria rozlegtosci zabiegdéw operacyjnych).
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Stowa kluczowe-, komérki krwi, komoérki nowotworowe, TLRs, transkrypcyjny czynnik jadrowy
NF-kB, apoptoza, cykl komérkowy, cytokiny, czasteczki 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 ofthe 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 DI, pl6INK4A, GADDA45), cell apoptosis apoptozy (e.g. TNF-R, XIAP, clAPI,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.

Pomimao braku bezposrednich dowoddw nato, iz komorki nadzoru immunologicznego
chronig przed rozwojem nowotworu, posrednie obserwacje kliniczne oraz badania
doswiadczalne wskazuja na ich aktywnos$¢ w odpowiedzi immunologicznej skierowanej
przeciwko komérkom nowotworowym rdznego pochodzenia. Niewiele wiadomo
réwniez na temat wptywu komérek guza na aktywno$¢ komorek krwi krazacej, tj.
limfocytéw T, komérek NK, monocytéw i neutrofiléw, wzajemnego modulowania funkcji
oraz regulacje przeciwnowotworowa odpowiedzi immunologicznej w mechanizmie
aktywacji Toll-like receptors (TLRs), receptoréw dla TNF (TNF-R) i rodziny
czasteczek transkrypcyjnego czynnikajadrowego NF-kB. TLRs, TNF-R, NF-kB oraz
biatka bioragce udziat w aktywacji tych czasteczek moga wptywac na zjawisko apoptozy,
cykl komoérkowy, wydzielanie cytokin oraz czasteczek adhezyjnych za posrednictwem
regulacji transkrypcji okreslonych gendéw, ktére determinuja przebieg tych proceséw
zarbwno w komérkach nowotworowych, jak i komérkach krwi krazacej. Doktadne
poznanie mechanizmow regulacyjnych szlaku TLRs i TNF-R  biatka posredniczace
—> NF-kB — ekspresja gendéw zwigzanych z apoptoza, cyklem komérkowym, wydzie-
laniem cytokin i czasteczek adhezyjnych — produkt ekspresji stwarza w przysztosci
mozliwo$¢ wpltywu na proces aktywacji wybranych czynnikéw antyneoplastycznych i
zablokowanie czgsteczek proneoplastycznych pojawiajacych sie zarowno w komorkach
nowotworowych, jak i komoérkach krwi krazacej, co by¢ moze bedzie poczatkiem
nowego podejscia do walki z rozwijajaca sie chorobg nowotworowg oraz da szanse na
wprowadzenie nowych metod postepowania leczniczego.

Celem pracy jest przedstawienie najnowszej wiedzy dotyczacej roli Toll-like
receptors TLRs oraz rodziny czasteczek NF-kB i biatek biorgcych udziat w aktywacji
transkrypcyjnego czynnika jadrowego w regulacji cyklu komoérkowego, apoptozy i
produkcji czasteczek adhezyjnych w onkogenezie i progresji nowotworu.
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I. CHARAKTERYSTYKA RODZINY TLRs

Rodzina Toll-like receptors (TLRs) odgrywa fundamentalng role w aktywacji
proceséw wrodzonej odpornosci [71,75]. Do tej pory w btonach komérkowych
(transmembrane receptors) populacji ludzkich leukocytéw stwierdzono i opisano
ekspresje 10 rodzajow tych receptorow [4], Wszystkie TLRs charakteryzujg sie obec-
noscig wielokrotnych powtdrzen fragmentdéw bogatych w leucyne (LRRs) w czesci
zewnatrzbtonowej receptora oraz domeny wewnatrzbtonowej bedacej homologiem
IL-1R (TIR), dlatego tez TLRs zaliczane sg do superrodziny biatek IL-1R [105].
Obecnos$¢ TLR! zostata potwierdzona na powierzchni wszystkich ludzkich leukocytéw,
tj. monocytow, limfocytéw T i B, komérek NK oraz na komdrkach wielojadrzastych,
jak réwniez w btonach komoérek nabtonkowych [72]. Wystepowanie TLR2, TLR4 |
TLR5 wykazano natomiast na komoérkach szeregu mielomonocytarnego. TLR3
wyodrebniono na komoérkach dendrytycznych oraz limfocytach w weztach chtonnych
[71], Pozostate receptory TLR6, TLR7, TLR8, TLR9, TLR 10 moga wystepowac row-
niez w btonach ludzkich leukocytéw, rozpoznajgc specyficzne ligandy m.in. czasteczki
wiruséw (TLR5, TLR7), CpG DNA komdrek bakterii (TLR9) [75]. Badania Nishimura
i wsp. [75], w ktorych autorzy oceniali mMRNA dla TLRs, potwierdzity wystepowanie
tych receptoréw w btonach komoérkowych wielu tkanek. Najwiekszg ekspresje mRNA
TLR1 wykazano w ptucach, sledzionie i nerkach [75]. Rock i Matsuguhi [67,72]
stwierdzili wystepowanieTLR2 w mdzgu, sercu i migsniach, jak réwniez w ptucach i
$ledzionie. Ekspresja mRNA dla TLR7 i TLR8 byta najwieksza w ptucach, Sledzionie
i rdzeniu kregowym [22]. Ekspresje TLRs potwierdzono réwniez w btonach komérko-
wych nabtonkdéw réznego pochodzenia, w tym komdrkach rakéw ptaskonabtonkowych
gtowy i szyi, raka pecherzyka z6tciowego i prostaty [63,94].

Regulacja ekspresji LTRs w btonach komorkowych pozostaje nadal w pismiennictwie
przedmiotem licznych dyskusji. Ekspozycja komoérek na dziatanie wielu czasteczek
m.in. prozapalnych cytokin (m.in. IL-L[3, TNFa, IFNy), przeciwzapalych czasteczek
(IL-10), lipopolisacharydéw (LPS) zwieksza ekspresje LTR4 na monocytach i komor-
kach wielojadrzastych, podczas gdy IL-10 blokuje ten efekt [71]. Liczne badania
potwierdzity dziatanie prozapalnych cytokin, ktére indukowaly transkrypcje TLR4 [71].
Badania Muzio i wsp. [71] wykazaty, ze obecno$¢ LPS lub IL-10 w Srodowisku komérek
catkowicie blokuje aktywacje TLR4 na powierzchni ludzkich monocytéw i jednoczesnie
pozostaje bez wptywu na ekspresje TLR2. Autorzy nie potwierdzili aktywacji TLR1 za
posrednictwem lipopolisacharydéw lub cytokin, z wyjatkiem ujemnego wptywu na
transkrypcje receptora w limfocytach T stymulowanych mitogenem (PHA) i braku
ekspresji TLR2, TLR4 i TLR5 na tych komdrkach. W badaniach z wykorzystaniem
technik biologii molekularnej stwierdzono, ze LTR4 stanowi niezbedny skiadnik
kompleksu receptorowego aktywowanego przez LPS i kontrolujgcego przebieg zjawisk
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej in vivo [21,41,82]. Inni przedstawiciele rodziny
TLRs, m.in. TLR2, moga réwniez wptywac na zwiekszong wrazliwos¢ komorek na
inne czasteczki wystepujace w ich srodowisku, np. peptydoglikany, zymosan, sktadniki
Sciany bakterii Gram-dodatnich, takich jak Staphylococcus aureus [97,98]. Wyniki
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TABELA |. Wybrane czasteczki zwigzane z aktywacja rodziny Toll-like receptors (TLRs)

Intracellular adhesion molecule ICAM1, CD54
Myeloid differentiation primary response gene (88) MyD88
Suppressor of cytokine signaling ! SOCSs1
Interleukin-! 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 ! 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

badan przedstawione w dostepnym pismiennictwie wskazujg na mozliwos¢ aktywacji
TLRs droga bezposrednig (LPS) lub za posrednictwem cytokin [21,41,71,97,98].
Potwierdza sie rowniez wspdélne oddziatywanie receptoréw rodziny TLRs. Badania
Takeuchi i wsp. [96] wykazaty, ze koekspresja TLR1 hamuje odpowiedZ zwigzang z
pobudzeniem TLR2, podczas gdy wspdlne wystepowanie w btonie komdrkowej
receptorow TLR1 i TLR6 nasila pobudzenie receptora TLR6. Réwniez obecnos¢ w
Srodowisku komdrek nabtonkowych, czynnikéw prozapalnych jest przyczyna regulacji
miejscowej ekspresji TLRs. Abreu i wsp. [2] wykazali wptyw IFNyi TNFa na ekspresje
mRNA TLR4 w komdrkach nabtonka jelita cienkiego. Obecnos$¢ tych cytokin w
Srodowisku komorek jelita wigzata sie ze wzmozongekspresjg TLR4, co dowodzi znaczenia
cytokin szeregu Thl w nasilaniu zmian zapalnych przez aktywacje TLRs [2].

Il. ROLA RODZINY TLRs W KASKADZIE ZJAWISK
PROWADZACYCH DO AKTYWACJI CZYNNIKA NF-kB

W licznych badaniach potwierdzono znaczenie pobudzenia receptoréw TLRs w
kaskadzie zjawisk aktywujacej czynnik NF-kB. Najlepiej poznanymi sgreceptory TLR2
i TLR4, ktore aktywuja NF-kB, indukujg ekspresje IL-1, IL-6, IL-8 i czasteczki
kostymulatora B7 [5,14,47,69]. Podczas aktywacji TLRs tworzghomodimery, co powoduje
charakterystyczne zmiany konformacyjne domeny TIR i prowadzi do aktywacji czasteczki
adaptacyjnej MyD88 [5,77]. Domena $mierci biatka MyD88 aktywuje IRAK (IL-1
receptor associated kinase) poprzez przytgczenie do receptorowego kompleksu [77].
IRAK nastepnie ulega autofosforylacji, odtacza sie od kompleksu i pobudza TRAF6
(TNF receptor-associated factor 6), co aktywuje kolejne kinazy, tj. NIK (NF-kB-
inducing kinase) i MEKKI {mitogen-activated protein kinase/ERK kinase 1) [52].
Doktadny mechanizm tej aktywacji nie jest doktadnie poznany. TRAF6 ma zdolnosé
interakcji z innym biatkiem (ESCIT), ktére pomaga w przejéciu MEKKI w aktywng
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forme, podczas gdy NIK moze ulec pobudzeniu przez TAKI (TGFfl activated kinase)
[55]. TAK 1 wigze sie z TRAF6 poprzez proteiny TAB1 i TAB2. Czasteczki NIK i
MEKKI majg zdolnos¢ aktywacji kompleksu IKK (IkB kinase) [74,95]. Ostatecznie
IkB ulega fosforylacji i degradacji, co prowadzi do translokacji NF-kB i transkrypcji
gendw. Czynnik NF-kB za pos$rednictwem TLRs moze ulec takze aktywacji przy udziale
MAPK (mitogen-activated protein kinase), ktéra rozpoczyna kaskade zdarzeh
prowadzacg do transkrypcji TNFa oraz grupy biatek zwanych SOCS (suppressor of
cytokine signaling). SOCS stanowia klase negatywnych regulatorow dla JAK/STAT
(Janus kinase/signal transducer and activator of transcription) i hamujg szlak
zwigzany z pobudzeniem receptoréw TLRs [9].

I1l. CHARAKTERYSTYKA RODZINY CZASTECZEK
TRANSKRYPCYJNEGO CZYNNIKA JADROWEGO NF-«kB

NF-KB/Rel to rodzina biatek bedacych aktywatorami transkrypcji [7,8,10,34,92,101].
Obejmuje ona biatka strukturalnie podobne (u ssakéw 5 rodzajéw), takie jak: NF-kB |
(p50/p 105), NF-kB2 (p52/p 100), RelA (p65), RelB, c-Rel, ktore wigzasiez DNA jako
homo- lub heterodimery i ktérych aktywno$¢ jest reqgulowana przez biatka z rodziny
IkB(IkB-ot IkB-P, IkB-c, pl05, plOO) [18]. Wszystkie biatka rodziny NF-kB majg
homologiczng Rei domene odpowiedzialng za taczenie sie z DNA, dimeryzacje i
interakcje z IkB [18]. Najlepiej scharakteryzowanym heterodimerem, okreslanym jako
NF-kB jest p50/RelA. Zbudowany jest on z dwdéch podjednostek: biatka p50, bedacego
produktem genu NF-kB ! i biatka p65, stanowigcego produkt genu RelA [34]. NF-kB/
Rei odpowiedzialny jest za aktywacje transkrypcji genoéw w odpowiedzi na obecno$é
w $rodowisku pozakomoérkowym: cytokin (np. TNFa), mitogenéw (np. PHA, anti-
CD3, anti-CD2) oraz bakterii (enterotoksyny Staphylococcus, Mycobacterium
tuberculosis), wiruséw (HBV, HTLV-1), lekéw (np. cykloheksamid) i wielu innych
czynnikéw [7,8,10,34,83,92,101]. Rowniez jednym z mechanizmoéw aktywujgcych
NF-kB jest stres oksydacyjny [83]. Do genéw aktywowanych przez NF-kB naleza
m.in. geny dla cytokin (IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNFa, LTa/[3), czynnikdw wzrostu
(GM-CSF), immunoreceptoréw (MHC), molekut adhezyjnych (ICAM, VCAM, ELAM),
biatek ostrej fazy (SAA), enzymow (iNOS, COX-2), wiruséw i wielu innych biatek bioracych
udziat w regulacji odpowiedzi immunologicznej (TGF-beta 1), procesow zapalnych, w
kontroli cyklu komdrkowego i apoptozy oraz onkogenezy (clAPI, clAP2, FasL, c-myc,
p53, Cyklina DI) [7,8,10,18,34,48]. NF-kB odpowiedzialny jest takze za inicjacje m.in.
transkrypcji genéw chronigcych komaérke przez apoptoza lub genéw zwiekszajgcych
oporno$¢ komorek guza na stosowane leczenie przeciwnowotworowe [ 16,31,78,80,101].
We wszystkich komérkach z wyjatkiem limfocytow B nieaktywny NF-kB wystepuje w
cytoplazmie w potaczeniu z biatkiem IkB [7,10,34,92], Aktywacja NF-kB wystepujaca
w odpowiedzi na zadziatanie sygnatu pozakomdérkowego polega na translokacji NF-kB z
cytoplazmy do jadra komdrkowego [28,34], IkB, ulegajacy fosforylacji przez IKKoc/p
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(I1xB kinase), hamuje aktywno$¢ heterodimeru p50/RelA utrzymujac go w cytoplazmie
i uniemozliwiajac jego wigzanie z DNA [ 18]. W odpowiedzi na sygnat pozakomorkowy
np. TNFa (p55) dochodzi do fosforylacji reszt serynowych IkB, ubikwitinizacji i jego
degradacji. Odtgczenie \kB i uwolnienie NF-kB pozwala na translokacje NF-kB z
cytoplazmy do jgdra komérkowego, wigzanie z DNA i aktywacje odpowiednich gendw
m.in. genéw dla mediatoréw zapalenia, karcynogenezy, pro- i antyapoptotycznych
regulatoréw oraz genéw dla IkB [18]. Nowo zsyntetyzowany \kB taczy sie w jadrze
komoérkowym z NF-kB (p50/RelA) i transportuje go z powrotem do cytoplazmy [34].
Nakayama i wsp. [73] podkres$lajgznaczenie |KKajako wewnatrzkomérkowego sygnatu
hamujgcego roznicowanie komorek nabtonkowych w rakach ptaskonabtonkowych,
sugerujac znaczacarole kinazy C - PKC (protein Ckinase). Wedtug autorow aktywacja
kinazy C indukuje wzrost aktywnosci transkrypcyjnej NF-kB.

Rola NF-kB w aktywacji apoptozy

Apoptoza, czyli programowana $Smier¢ komoérki jest szczeg6lnym mechanizmem
eliminowania, tj. samounicestwienia komdrek, ktore stanowig potencjalne lub rzeczywiste
zagrozenie. Apoptoza wystepuje zarowno w warunkach fizjologicznych, jak i patologicz-
nych. Uktad regulacyjny apoptozy obejmuje dwa zasadnicze mechanizmy kontroli. Jeden
podlega biatkom z rodziny Bcl-2/Bax [40,57,84,85,103,104], drugi kontrolowany jest
przez kaspazy [20,57,58,66]. Sygnatem do rozpoczecia apoptozy moze by¢ zadziatanie
czynnikow tak pozakomérkowych, jak i wewnatrzkomorkowych [6,35]. Zainicjowanie
apoptozy moze wigza¢ sie z pobudzeniem receptora Fas/APO-I/CD95, receptora
dlaTNF (TNFR-1), receptora dla NGF (NGFR), CD30, CD40, 0X40, 4-1BB, ktore
majg czesci zwane domenami $Smierci (DD - death domain). Receptory te przekazujg
sygnat apoptotyczny aktywujacy prokaspazy, gtéwnie kaspaze-8. W koricowym etapie
apoptozy dochodzi do zmian nieodwracalnych w komoérce, m.in. fragmentacji DNA |
dezintegracji jadra komérkowego [18]. Sygnatem do rozpoczecia apoptozy moze byé
uszkodzenie DNA komorki prowadzace do wzrostu ilosci biatka p53 [18,62]. Wzrost
ilosci biatka p53 poprzez p2! aktywuje geny hamujgce proliferacje i doprowadza do
zatrzymania komorki w fazie G, na okres potrzebny do naprawy DNA [57,62,84]. Gdy
naprawa DNA nie jest mozliwa, p53 kieruje komdrke na droge apoptozy poprzez
aktywowanie transkrypcji Bax ijego translokacje z cytoplazmy do mitochondrium [ 102],
Regulacja apoptozy na poziomie mitochondrium zwigzana jest z dziataniem biatek
promujacych apoptoze, tj. Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs oraz biatek hamujacych apoptoze, tj.
Bcl-2, Bcl-XL taczg sie one w homo- i heterodimery tworzac kanaty w blonie
mitochondrialnej, ktére odgrywajg istotna role w kontroli zmian miedzybtonowego
potencjatu mitochondrialnego [51]. Przesuniecie rownowagi w strone biatek promujgcych
apoptoze doprowadza do otwarcia kanatow i ucieczki do cytoplazmy cytochromu c,
jonow Ca2+, wody i czynnika indukujacego apoptoze (AlF - apoptosis inducingfactor),
biatka Diablo/Smac [61,99]. Uwolniony cytochrom ¢ rozpoczyna reakcje kaskadowa
aktywujac Apaf-1 (Apoptosis activation factor), ktory dalej aktywuje kaspaze-9 i
kaspaze-3. Kaspaza-3 odpowiedzialna jest za proteolize biatek, tj.PAK (y2\-activated
kinases), pRb, biatek cytoszkieletu [20,57,61]. Proteina Diablo/Smac uwolniona z
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mitochondrium promuje proces apoptozy poprzez przytgczenie sie do czasteczek XIAP,
clAPI i clAP2 umozliwiajacych aktywacje kaspaz [99]. Sygnat ten réwniez aktywuje
kaspaze-8, a nastepnie kaspaze-9 i kaspaze-3.

Rola rodziny biatek NF-kB w regulacji procesu apoptozy jest nadal dyskutowana.
Antyapoptotyczne dziatanie NF-kB uwidacznia sie poprzez m.in. pobudzenie receptora
dla TNFa (TNF-R) aktywujacego NF-kB, ktéry indukuje transkrypcje i ekspresje
inhibitoréw kaspaz, tj. XIAP, clAPI i clAP2 oraz aktywuje Bcl-XL i BIf-1
[26,59,79,83,84], Innym przykiadem aktywacji procesu apoptozy zwigzanego z
pobudzeniem biatka NF-kB jest wzrost ekspresji proteiny, bioracej udziat w regulacji
cyklu komérkowego, tj. cykliny DI [37,38,50]. Antyapoptotyczne dziatanie czynnika
jadrowego uwidacznia sie réwniez poprzez aktywacje czasteczek TRAFI i TRAF2
[100]. W dostepnym pismiennictwie mozna znalez¢ prace potwierdzajgce znaczenie
rodziny biatek NF-kB w promowaniu procesu apoptozy w réznych typach komoérek
[3,12]. Jednym z mechanizmow pobudzenia zjawisk prowadzacych do apoptozy jest
wpltyw NF-kB na wzrost ekspresji gendw dla TNFa oraz c-myc [42,68]. Kaur i wsp.
[54] potwierdzili w badaniach dotyczacych raka watroby, ze NF-kB przeciwdziata
aktywnosci TGF-|3 1, indukujacego proces apoptozy poprzez wzmozong ekspresje genow
i produkcje XIAP i Bel-X(L). Wiele badan wskazuje takze na role NF-kB w promowaniu
apoptozy poprzez pobudzenie transkrypcji receptora FasL [46,53], Niektorzy badacze
nie potwierdzajajednak mozliwosci aktywacji apoptozy przez NF-kB za posrednictwem
ekspresji genu dla FasL [60,86,87]. Rodrigez i wsp. [87] nie zaobserwowali jednak
korelacji ekspresji NF-kB i receptora Fas w guzach regionu gtowy i szyi. W regulacji
procesu apoptozy wazng role odgrywaja réwniez wzajemne oddziatywania biatek
bioragcych udziat w kaskadzie programowanej smierci komorki. Przykiadem jest
opisywane w literaturze, potencjalne znaczenie proteiny p53 w aktywnosci NF-kB. W
dostepnym pismiennictwie mozna znalez¢ prace, ktére dowodzg istnienia kompety-
cyjnego wspotzawodnictwa miedzy NF-kB a p53 o mozliwosé przytaczenia do
koaktywatora p300 [99]. Praca Liu i wsp. [64] potwierdza antagonistyczne dziatanie
p53 w stosunku do NF-kB. Autorzy podkreslajg znaczenie enzymu - kinazy fosforyzu-
jacej p53 w odpowiedzi na uszkodzenie DNA, ktory moze fosforylowac réwniez
karboksylowy koniec czasteczki iKB-a. Réwniez Gurowa i wsp. [36], analizujac wyniki
badan dotyczacych raka nerki, sugerujg mozliwos¢ wystepowania zjawiska inhibicji
NF-kB ijednoczesnej aktywacji p53, co moze prowadzi¢ do nasilonej apoptozy. Inne
doniesienia nie potwierdzajg tych spostrzezen. Ryan [88] i Perkins [81] dowodza, ze
biatko p53 moze aktywowaé NF-kB za pomoca nie do konca jeszcze poznanego,
mechanizmu lub przez indukcje ekspresji biatka p21Wafl, ktére hamuje cykline E/Dck2
i blokuje zdolnos¢ do taczenia sie NF-kB z koaktywatorem p300 i CBP. Chen i wsp.
[18] opisuja inny mechanizm wzajemnego oddziatywania biatek kaskady czynnika
NF-kB. Autorzy podkres$lajarole kaspazy-3 w degradacji czasteczki 1kB, co powoduje
tatwiejszg jej degradacje przez enzymy proteasoméw w odpowiedzi na dziatanie
czynnikéw indukujacych NF-kB. Badacze podkreslajajednak mozliwos¢ przytaczenia
i hamowania, rowniez NF-kB. W tym mechanizmie geny antyapoptotycznych
czagsteczek nie ulegajg transkrypcji, a proces apoptozy nie jest hamowany [18]. Inni
autorzy potwierdzajg mozliwos¢ aktywacji czynnika NF-kB przez kaspazy, pod pewnymi
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warunkami. Chaudhary i wsp. [17] opisujg role kaspazy-8, kaspazy-10 oraz MRIT w
aktywacji zjawisk prowadzacych do pobudzenia NIK i interakcji z IKKot/[3 i co za tym
idzie czynnika NF-kB. Przytoczone prace wskazujg zatem, ze regulacja pozytywna
lub negatywna procesu apoptozy w drodze aktywacji rodziny czynnika transkrypcyjnego
NF-kB, jest procesem ztozonym i zalezy od przewagi czynnikdéw pobudzajgcych lub
hamujacych ekspresje biatek uczestniczacych w kaskadzie opisywanych zjawisk.

Rola NF-kB w regulacji cyklu komorkowego

Proliferacja kontrolowanajest na poziomie cyklu komdrkowego przez szereg czynnikow
ze Srodowiska zewnetrznego, jak i wewnetrznego. Motorem cyklu komérkowego sa
kompleksy cyklin z kinazami proteinowymi zwanymi kinazami zaleznymi od cyklin (CDK
- cyclin-dependent kinases) [13,24,27,43,44,91]. Zidentyfikowano 9 typéw cyklin
oznaczonych od A do | oraz 11 kinaz zaleznych od cyklin. Ekspresja cyklin: B1, A, E, D
jest periodyczna i wystepuje w $cisle okre$lonych fazach cyklu. Kompleksy cyklin z
kinazami zaleznymi od cyklin fosforylujg biatka w poszczegélnych fazach cyklu
komorkowego, umozliwiajac przejscie komorki zjednej fazy cyklu do drugiej, np. cyklina
D (DI, D2, D3) wraz z CDK4 lub CDKG®6 jest odpowiedzialna za fosforylacje pRb,
uwolnienie czynnikow transkrypcyjnych (E2F, DPI 1-2), przejscie komorki z fazy Go do
G, i wejscie komorki do fazy S. Aktywacja CDK zalezy od przytaczenia cykliny, fosforylacji
i defosforylacji oraz obecnosci inhibitordw. Inhibitory hamujace w sposéb bezposredni
lub posredni kompleksy cyklina/CDK podzielono na: INK4 - inhibitor CKD4, w sktad
ktorego wchodza p 15, p 16, pl 8, p19 oraz CIP/KIP (cyclin/kinase inhibitory proteins)
sktadajgce sie z p21, p27, p57. Inhibitory z grupy INK4 dziatajg wytacznie na kompleks
cykliny D z CDK4 lub CDK®. Inhibitory z grupy CIP/KIP moga hamowac funkcje
komplekséw cykliny z CDK wystepujacych w fazie Gj i S (cyklina D/CDK4, cyklina E/
CDKZ2, cyklina A/ICDK?2) oraz w mniejszym stopniu cyklina B/CDKI1 [13,24,27,43,44,91].
Dodatkowa kontrole sprawuja biatka z rodziny Rb oraz p53, ktérych dziatanie polega na
supresji proliferacji, np. p53 poprzez zwiekszenie ekspresji p2! aktywuje geny hamujace
proliferacje doprowadzajagc do zahamowania cyklu komoérkowego w fazie G/S |
ewentualnie indukcji apoptozy w przypadku uszkodzenia DNA lub zahamowania cyklu
w fazie G?/M, gdy DNA nie ulegnie replikacji [ 13,24,25], Udziat biatek z rodziny czynnika
transkrypcyjnego NF-kB w regulacji cyklu komoérkowego polega na utatwieniu przejscia
z fazy G[ do S poprzez hamowanie aktywacji lub funkcji p53, jak réwniez wzmozonej
ekspresji cykliny DI [15,37,38,50]. NF-kB moze tez pobudzac¢ przejscie fazy G2 do M
poprzez hamowanie ekspresji GADD45 (DNA-damageprotein 45), biatka blokujacego
kompleks cyklina B/CDK?2 [18].

Rola NF-kB w onkogenezie

Zdolnos¢ biatek z rodziny czynnika transkrypcyjnego NF-kB w supresji apoptozy
oraz regulacji cyklu komérkowego wskazuje, ze NF-kB moze odgrywac istotngrole w
onkogenezie. Wzmozona ekspresja NF-kB zostata potwierdzona w wielu rakach, m.in.
raku piersi, ptuca, tarczycy, prostaty, pecherzyka zétciowego i watroby, T i B biataczkach
oraz rakach gtowy i szyi [11,34,49,70,76,93]. Jiang i wsp. [49] wykazali wzmozong
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ekspresje specyficznych sekwencji (-235/-266) w czasteczce NF-kB w liniach
komoérkowych HepG2 raka watroby. Wczedniejsze prace wskazujg na role NF-kB w
transformacji nowotworowej, co potwierdza fakt, ze v-Rel, homolog c-Rel o wiasciwos-
ciach onkogenu powoduje transformacje komoérek ssakow in vivo [18]. Hamowanie
aktywnosci NF-kB przez wzmozong ekspresje 1kB-oc, powodowato rozrost komorek
T biataczki i zwigzane byto z dtuzszym przezyciem transgenicznych myszy [18], Geny
kodujgce c-Rel, NF-kB2 (p 100/p52), p65/RelA, Bcl-3 sg ponadto zlokalizowane w
tych regionach genomu, ktéry zwigzany jest mi.in ze zjawiskiem amplifikacji onkogendw.
Zjawisko to potwierdzono w przypadkach chtoniakéw nieziamiczych (B non-Hodking
lymphoma), w wielu chtoniakach, w tym chioniakach skéry oraz komérkach rakéw
[18,34]. Inny mechanizm przedstawia Wadgaonkar i wsp. [100], ktérzy podkreslaja
znaczenie antagonistycznego dziatania NF-kB w stosunku do biatka p53, jak i wzmozonej
ekspresji cykliny D, co w rezultacie prowadzi do nieograniczonej proliferacji [15,37,-
38,50], Réwniez wzmozona transkrypcja antyapoptotycznych genéw dla clAP 1, clAP2,
XIAP, Bcl-XL aktywowana za posrednictwem NF-kB dodatkowo sprzyja mozliwosci
ucieczki mechanizmoéw zachodzacych w komarce spod kontroli i w nastepstwie tego
do zahamowania apoptozy [19], Czynnikami sprzyjajagcymi onkogenezie jest takze
pozytywna regulacja ekspresji gendw dla m.in. molekut adhezyjnych, VEGF, COX-2,
chemokin, ktére bezposrednio nasilajg proces angiogenezy [18]. Abdel i wsp. [1]
podkreslajg znaczenie regulacyjnej roli NF-kB w ekspresji genow dla cytokin m.in.
IL-1 i IL-8 oraz enzymow, ktore uczestniczg w aktywacji zjawisk immunologicznych
prowadzacych do nasilenia procesu metaplazji i ontogenezy w gruczolakoraku przetyku.

IV. CHARAKTERYSTYKA WYBRANYCH BIALEK
AKTYWOWANYCH ZA POSREDNICTWEM NF-kB

Cyklina DI

Cyklina DI jest biatkiem produkowanym w wyniku ekspresji genu, uwazanego za
protoonkogen, CCND1/PRAD 1, ktéry zlokalizowany jest na chromosomie 11 (1 Iql3).
Cyklina D! zbudowanajest z 295 aminokwas6w o m. cz. 36 kD i nalezy, wraz z cykling
E do cyklin fazy G] cyklu komdérkowego. Rolgcykliny Dl jest aktywacja kinaz biatkowych
serynowo-treoninowych cyklinozaleznych CDK4 i CDK6. W fazie G] cyklu komérkowego
kompleks cyklina D1/CDK4 (CDK®6), poprzez fosforylacje biatka pRb wptywa najego
aktywnosé. Biatko pRb reguluje m.in. proliferacje komdrek poprzez wptyw na prawidtowy
przebieg fazy Gj i przejscie z fazy G, do fazy S. Odbywa sie to poprzez oddziatywanie
postaci nieufosforylowanej biatka pRb z czynnikiem transkrypcyjnym E2F i postaci
ufosforylowanej tego biatka z czgsteczkapl6INK4A [24,29,32,39].

W komérkach licznych nowotworéw stwierdza sie nadekspresje cykliny DI, co
spowodowane jest najczesciej amplifikacja lub translokacjag genu CCND1/PRAD1
[29,33]. Zaburzenia ekspresji gendéw regulujacych przejscie fazy Gt do fazy S cyklu
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komorkowego odgrywaja kluczowa role w transformacji nowotworowej komoérki i
wystepujaw niemal wszystkich typach nowotwordw wystepujacych u cztowieka [65].

Biatko pl6INK4A

Biatko pl6INK4A jest kodowane przez gen pl6INK4A (cycli-dependent kinase-
4-inhibitor), ktory jest zlokalizowany na chromosomie 9 (9p21). Produkt biatkowy
tego genu zbudowany jest z 148 aminokwaséw o m. cz. 15,8 kD i zaliczany jest do
biatek supresorowych. Biatko pI6INK4A tworzy kompleksy z kinazgCDK4 i CDKG®,
ktérych jednostkami regulatorowymi sg cykliny D. Podstawowa funkcja pI6INK4A
polega na konkurencyjnym wigzaniu CDK4 i CDKG6 i tym samym hamowaniu fosfory-
lacji biatka pRb, przeprowadzanej przez cyklinozalezne kinazy [23,24,30,39],

Cytokiny

Rola limfocytéw T cytotoksycznych (CTL - cytotoxic lymphocytes) polega na
odrdznianiu i zabijaniu komérek potencjalnie nowotworowych. Limfocyty cytotoksyczne
to w wiekszosci limfocyty CD8+, ktére poprzez swoisty receptor TCR (T Celi
Receptor) majg zdolnos¢ rozpoznawania antygenu nowotworowego obecnego na
czasteczce MHC klasy I. Aktywacja limfocytéw T cytotoksycznych CD8+ odbywa
sie z udziatem uprzednio pobudzonych limfocytéw T pomocniczych CD4+ [56].
Pobudzenie limfocytu T pomocniczego CD4+ wymaga bezposredniego kontaktu z
komorka prezentujgcg antygen APC (makrofagi, komarki dendrytyczne, komérki NK),
co powoduje pobudzenie limfocytu Th i uwalnianie przez niego do Srodowiska szeregu
cytokin, m.in. IL-2, ale réwniez ekspresje receptoréw dla IL-2 i czasteczek adhezyjnych,
np. LFA-1. Wsrdd cytokin zasadnicze znaczenie ma IL-2, ktéra w drodze autokrynnej
stymuluje limfocyt Th do ostatecznego réznicowaniai proliferacji. Aktywacja limfocytow
Th moze prowadzi¢ do $mierci limfocytu poprzez apoptoze, anergii, czyli tolerancji
immunologicznej lub proliferacji i réznicowania komorek. Pobudzone limfocyty Th majg
zdolno$¢ do produkowania szeregu cytokin, roznych w zaleznosci od rodzaju subpopulacji
limfocytéw Th (Thl i Th2). Najwieksze znaczenie w obronie przeciwnowotworowej
petnig cytokiny profilu Thl: IL-2, 1L-12, I1L-18, IFN-y, TNF-a. Wywierajg one dziatanie
sprzyjajace rozwojowi odpowiedzi typu komoérkowego, w ktérym elementami
efektorowymi sg limfocyty cytotoksyczne CD8+ [45,56,89,90]. Cytokiny uwalniane
przez limfocyty Tel: IL-2, IFN-y, TNF-oc biorg udziat w nasilaniu reakcji komoérkowych
skierowanych przeciw komdérkom nowotworowym (indukcja apoptozy m.in. w
mechanizmie FAS-FAS-L, przy udziale perforyn, granzym i kaspaz) [45,56,89,90]. Nalezy
podkreslié, ze aktywnos¢ skierowana przeciw komérkom nowotworowym wymaga
wspotpracy roznych typow komorek. Limfocyty Th2 przez IL-4, IL-5, IL-6 wspomagajg
synteze swoistych przeciwciat przez limfocyty B, natomiast Thl i Tcl przez dziatanie
IFN-y aktywujg makrofagi, przez IL-2 aktywujg komorki NK. Thl moga réwniez
bezposrednio zabija¢ komorki nowotworowe (TNF-[3) lub hamowacé ich proliferacje
(interferony, TNF-|3). Cytokiny spetniajg, zatem bardzo wazng role w zjawiskach
odpornosci przeciwnowotworowej. Do tej grupy zaliczane sg interleukiny (IL),
interferony (IFN-a,[3), czynniki martwicy nowotworu (TNF-a,[3) oraz czynniki wzrostu
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(GM-CSF). Znaczenie tych czynnikdw w onkologii klinicznej opiera sie na ich
wiasnosciach modyfikowania odpowiedzi immunologicznej. W chwili obecnej najwieksze
nadzieje budzi terapia skojarzona z zastosowaniem cytokin: IL-2, a takze IL-1, IL-4,
IL-6, IL-12, IFN oraz TNF.
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INVOLVEMENT OF LEUCINE RICH REPEATS (LRR) DOMAIN
CONTAINING PROTEINS IN MOLECULAR MECHANISMS
OF INNATE IMMUNITY OF PLANTS AND ANIMALS
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Streszczenie-. Mechanizmy odpornosci nieswoistej sg pierwsza, a u wiekszosci organizméw jedyna linig
obrony przeciw patogennym drobnoustrojom. Dziatanie tych mechanizméw zaczyna sige od rozpoznania
charakterystycznego wzoru molekularnego zwigzanego z patogenem (PAMP) przez biatka zawierajace
powtoérzenia bogate w leucyne (LRR). Roslinne biatka ,,R” zbudowane sg z domen TIR, NBD oraz LRR
i specyficznie rozpoznaja patogeny pochodzenia grzybowego, bakteryjnego, jak i wirusowego. Po roz-
poznaniu obecnosci patogena zapoczatkowujg one kaskade sygnatowa, w wiekszosci przypadkéw pro-
wadzacg do wywotania reakcji nadwrazliwosci w rejonie infekcji. Najlepiej dotad poznanymi zwierzecy-
mi biatkami rozpoznajacymi PAMP sa receptory Toll-podobne. Podczas infekcji przy pomocy zewna-
trzkomoérkowej domeny LRR wigza one czasteczki patogena. Oddziatywania te prowadza do wystapie-
nia reakcji immunologicznej: produkcji chemokin, cytokin, regulatoréw transkrypcji, translacji i proce-
sow proteolitycznych oraz biatek sekrecyjnych, takich jak sktadniki uktadu dopetniacza. Biatka z rodzi-
ny NOD to ostatnio odkryte wewnatrzkomérkowe receptory PAMP. Pod wzgledem struktury przypo-
minaja one roslinne biatka ,,R”. Ich funkcja polega na rozpoznawaniu sktadnikéw bakteryjnych Scian
komérkowych i uruchamianiu reakcji zapalnych poprzez aktywacje czynnika jadrowego NF-kB. Wyka-
zano, ze obecno$¢ mutacji w biatku NOD2 ma zwigzek z wystepowaniem choroby Les$niowskiego-
Crohna, miodzienczej sarkoidozy, syndromu Blau’a oraz pewnych typéw nowotwordw.

Stowa kluczowe: odpornos$¢ nieswoista, wzory czasteczkowe zwigzane z patogenami, PAMP, domena
LRR, receptory Toll-podobne, NOD, CARD.

*Praca powstata podczas realizacji grantu pomostowego (552 CM/B) Rektora Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu.
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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 ofbacterial cell wall and trigger inflammatory reaction by
activation of nuclear factor (NF-kB). Mutations in NOD protein NOD2 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.

WSTEP

Historia patogennych mikroorganizmow pasozytujgcych na organizmach wyzszych
jest rownie dtuga jak historia istnienia samych wielokomérkowcow. Zaréwno u roslin
[77], jak i u zwierzat [52] stwierdzono wystepowanie ztozonych systeméw majacych
za zadanie ochrone przed patogenami. Systemy te wyewoluowaty pod wptywem
wzajemnego oddziatywania patogena i atakowanego przez niego organizmu, co
skutkowato lepszym rozprzestrzenianiem sie patogenéw wyksztatcajacych nowe cechy
pozwalajace pokonaé bariery odpornosciowe gospodarza. Z drugiej strony wsréd
gospodarzy wieksze szanse na przekazanie swych genéw potomstwu miaty osobniki
wyposazone w doskonalszy uktad odpornosciowy [58].

W zwigzku z odmiennymi strategiami zycia roslin i zwierzat, rézna jest specyfika
atakujacych je pasozytow oraz strategii i mechanizmdw obrony przed nimi. Zwierzeta
majg zdolno$¢ ruchu, zatem moga sobie przekazywac¢ patogeny. Majg takze mniej lub
bardziej rozwiniety ukfad krazenia z wyspecjalizowanymi w obronie komérkami zernymi
oraz komérkami produkujacymi przeciwciata [52]. Rosliny prowadza osiadty tryb zycia,
co wymusza na ich pasozytach zdolno$¢ do poruszania sie lub korzystania z wektoréw
zwierzecych umozliwiajacych ich przenoszenie na gospodarza. U roslin, w trakcie ich
ewolucji, nie wyksztatcony zostat uktadu krgzenia. Jednocze$nie nie majaone krytycznych
organow, ktérych uszkodzenie prowadzi¢ mogtoby do Smierci catego organizmu. Dlatego
najczestszg odpowiedzigrosliny na infekcje jest reakcja nadwrazliwosci (ang. hypersen-
sitive response’, HR), w wyniku ktorej komorki w miejscu zaatakowanym obumieraja,
zanim patogen zdazy rozprzestrzenic¢ sie poza miejsce ataku [77].
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1. UKEAD ODPORNOSCI WRODZONEJ

U zwierzat i cztowieka wyrdznia sie odporno$¢ nabytg i wrodzong. Ta pierwsza
wyksztatca sie w czasie zycia osobniczego pod wptywem kontaktéw z patogenami.
Funkcjonujacg réwniez u roslin odporno$¢ wrodzong tworzy system mechanizméw
obronnych, dziatajacych niezmiennie od poczatku zycia obu grup organizmow. System
odpornosci wrodzonej jest ewolucyjnie bardzo stary. Jego sktadniki zostaty odnalezione
u wiekszosci organizmoéw, a receptory do niego nalezace charakteryzujg sie bardzo
zblizong budowa u roslin, zwierzat bezkregowych oraz kregowcéw, w tym réwniez u
cztowieka [17, 32, 60, 67].

W odrdznieniu od receptorow uktadu odpornosci nabytej, ktére bardzo specyficznie
rozpoznajg konkretne epitopy odpowiedniego antygenu, receptory nalezace do uktadu
odpornosci wrodzonej rozpoznajg konserwatywne motywy charakterystyczne dla catej grupy
patogenow: lipopolisacharydy (LPS), peptydoglikany (PGN), bakteryjne sekwencje CpG
DNA i inne, zwane ogo6lnie wzorami czgsteczkowymi zwigzanymi z patogenem (ang.
pathogen-associated molecular patterns', PAMP). W zwigzku z tym reakcje organizmu
wywotywane przez aktywacje systemu odpornosci wrodzonej saniespecyficzne. U zwierzat
wykrycie obecnosci patogena przez receptory uktadu odpornosci wrodzonej prowadzi do
zwiekszonej produkcji cytokin, a zwihaszcza interferonéw (IFN), czynnikéw martwicy
nowotwordéw (TNF), interleukin (IL) oraz chemokin. Do reakcji systemu odpornosci
wrodzonej zalicza sie takze usmiercanie zainfekowanych lub ulegtych transformacji
nowotworowej komdrek przez limfocyty NK, makrofagi, komorki dendrytyczne i uktad
dopetniaczaw sposéb niezalezny od gtéwnego kompleksu zgodnosci tkankowej (ang. major
histocompatibility’ complex', MHC) [52].

2. BIALKA R - KLUCZOWY ELEMENT SYSTEMU
ODPORNOSCI WRODZONEJ ROSLIN

W latach 40. XX wieku, stosujgc metody genetyki klasycznej Flor opracowat model
,»Jen na gen”, opisujacy mechanizm dziatania odpornosci wrodzonej roslin [30], Odkryt,
ze do wystgpienia odpowiedzi na atak patogena konieczne jest wspétdziatanie produktu
roslinnego genu, okreslonego jako gen odpornosci (ang. resistance’, R) oraz pochodza-
cego od patogena czynnika (elicitora), bedacego produktem genu awirulencji (ang.
avirulence; Avr). Oba rodzaje genéw dziedziczone sgjako dominujace.

Patogen atakujgcy rosline jest rozpoznawany przy udziale roslinnych genéw
odpornosci (/?), ktére aktywuja sie pod wptywem obecnosci odpowiadajacych im genéw
awirulencji (Avrg ulegajacych ekspresji w komdrkach patogena (rye. 1). Odpowiedz
protekcyjna rosliny nastepuje tylko w przypadku jednoczesnego wystepowania
odpowiedniego genu Avr u patogena i specyficznego dla niego genu R u rosliny. W
innym przypadku odpowiedzi nie ma i choroba moze sie rozwijaé [77, 84]. Tak wiec
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RYCINA 1. Model “gen na gen””. W modelu
»gen na gen“ wyréznia sie cztery etapy
reakcji komorki roslinnej na atak patogena:
dostarczenie czasteczki elicitora do komorki
roslinnej; rozpoznanie elicitora przez komor-
ke rodlinng przy udziale biatka R, przeka-
zanie sygnatu, aktywacja mechanizméw ob-
ronnych (na podstawie [84], zmodyfiko-
wane)

ten rodzaj odpornosci opiera sie na informacji wpisanej w genom rosliny, na podstawie
ktorej tworzy ona $cisle wyspecjalizowane czasteczki biatka, wykrywajace konkretny
gatunek patogena.

Jak dotad opisano zaledwie jeden przypadek bezposredniego oddziatywania pomiedzy
biatkiem R i czynnikiem wirulencji. Wystepujace u ryzu biatko Pita, poprzez swojg
domene LRR (patrz ponizej) taczy sie z biatkiem Avr-Pita, pochodzacym od pasozytu-
jacego na ryzu grzyba Magnaporthe grisea, wywotujac reakcje odpornosciowg [53].
W wielu innych badanych uktadach nie udato sie jednak potwierdzi¢ takiego oddzia-
tywania [62].

Obecnie coraz wiecej dowoddw przemawia za tzw. teorig straznika, w ktorej biatka
R nie rozpoznaja produktéw genéw Avr bezposrednio, lecz sgq czescig wiekszego
kompleksu. Czynniki Avr sg wprowadzane do wnetrza komorki, by zaatakowac pewne
krytyczne punkty systemu metabolicznego komérki i umozliwi¢ inwazje patogena. Biatko
R dziatajako straznik, pilnujacy prawidtowego dziatania potencjalnie atakowanego punktu.
Wykrywa przytaczenie czynnika wirulencji do czasteczki docelowej, uruchamiajac
reakcje odpornosciowg [28].

W ostatnich latach odkryto nature produktéw gendw R. Biatka kodowane przez te
geny sklasyfikowano w pieciu rodzinach [28], Najwieksza z nich obejmuje polipeptydy
majace miejsce wigzania nukleotydu (ang. nucleotide binding site', NBS) oraz domeny
zawierajace powtorzenia bogate w leucyne (ang. nucleotide binding site and leucine-
rich repeat domains', NBS-LRR proteins) (rye. 2). W komorce biatka te wystepuja w
cytoplazmie, prawdopodobnie w bliskim sgsiedztwie btony komérkowej i mogg odpowiadaé
posrednio lub bezposrednio za wykrycie obecnosci patogena [20]. Zsekwencjonowanie
genomu Arabidopsis thaliana (rzodkiewnika pospolitego) pozwolito na identyfikacje
wszystkich 149 genéw nalezacych do rodziny NBS-LRR [67].

Stosujac metody genetyki klasycznej wykazano, ze wiele genéw R utozonych jest w
genomie pakietowo [47]. Komputerowe analizy zsekwencjonowanych genomow
roslinnych potwierdzity te odkrycia u Arabidopsis i ryzu [ 11,66, 73].

Okoto 2/3 gen6éw NBS-LRR (109 ze 149) u Arabidopsis jest utozonych w 43 grupy.
Najwieksza z nich (RPP4/RPP5) znajduje sie na chromosomie 4 i zawiera sekwencje
nukleotydowe kodujgce 7 réznych biatek NBS-LRR [67].
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RYCINA 2. Rodzaje biatek R. Wiekszos$¢ biatek R zawiera powtdrzenia bogate w leucyne (LRR),
odpowiedzialne za specyficzno$¢ rozpoznawania patogena. Najwiekszg grupe wséréd biatek R tworzg
biatka NBS-LRR, zawierajgce na N-konicu domene TIR lub CC. Rodzina eLRR to biatka z zewnatrz-
komorkowg domena LRR potaczong z domeng transbtonowa. Po stronie cytoplazmatycznej plazmolemy,
moze by¢ do nich dotgczona domena o aktywnosci kinazy serynowo-treoninowej (KIN). Biatko RPW8
z Arabidopsis sktada sie jedynie z domeny transbtonowej oraz przypuszczalnej domeny CC. Odkryte u
pomidora biatko Ve2 zawiera zewnatrzkomoérkowa domene LRR, natomiast po stronie cytoplazmatycznej
btony komérkowej ma domene PEST odpowiedzialna za degradacije biatek oraz krétkie motywy majace
zwiagzek z zalezng od receptora endocytozg (RME) (na podstawie [54], zmodyfikowane)

W obrebie grupy biatek NBS-LRR mozna wyr6zni¢ dwa podtypy charakteryzujace
sie wystepowaniem badz brakiem regionu homologicznego do domeny TIR (Toll/
Interleukin-1 Receptor) w rejonie N-koncowym (ryc. 3). TIR jest wysoce konserwa-
tywnym motywem, zidentyfikowanym pierwotnie u owaddéw, a nastepnie u ssakow,
ktéry podobnie jak u roslin bierze udziat w procesach odpowiedzi wrodzonej na atak
patogenéw [21,65, 66],

Wiekszos$¢ biatek pozbawionych domeny TIR ma N-koricowy motyw CC (ang.
coiled coil), ktory zlokalizowany jest w odlegtosci 25 do 50 reszt aminokwasowych
(aa) od N-konca. Biatka te tworzg podgrupe biatek NBS-LRR nazwang CNL (CC-
NBS-LRR). Nie stwierdzono przypadku, aby motywy CC oraz TIR wystepowaty obok
siebie w obrebie tego samego polipeptydu [65, 67],

Wystepowanie miejsc wigzania nukleotydu (NBS) stwierdzono u wielu réznych
biatek. Ich funkcja polega na wigzaniu ATP lub GTP [75, 86], Zdolnos¢ roslinnych
biatek NBS-LRR do wigzania nukleotydéw (ATP, dATP, ADP, dADP), jak réwniez ich
hydrolizy zostata wykazana dla biatek 12 oraz Mi pomidora [78],

Na swym C-koricu biatka NBS-LRR majg region o zmiennej dtugosci, zbudowany z
réznej liczby powtdrzen bogatych w reszty leucynowe (LRR) [15, 16, 21,37], Powto-
rzenia te wystepujg w liczbie od 8 do 25 (najczeSciej 14) [67]. Wykazano, ze oprécz
wigzania réznego typu ligandéw domeny LRR moga bra¢ udziat w tworzeniu
oddziatywan wewnatrzczasteczkowych, odpowiedzialnych za modulacje sygnatu [48].
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RYCINA 3. Budowa biatek NBS-LRR: | - miejsce oddziatywania z przekaznikami sygnatu downstream,
Il - miejsce przytaczania i hydrolizy ATP lub GTP z dostarczeniem energii koniecznej dla uwolnienia
sygnatu, Il - miejsce przytaczania czynnikéw modulujacych sygnat, IV - miejsce oddziatywania z
aktywatorem upstream (na podstawie [67], zmodyfikowane)

3. ZWIERZECE RECEPTORY UKt ADU ODPORNOSCI
WRODZONEJ

3.1. Budowa i dziatanie TLR

Najwazniejsze ze zwierzecych receptoréw wchodzacych w skiad uktadu odpornosci
wrodzonej naleza do rodziny znanej jako TLR (ang. Toll-Like Receptors). Gen toll
zostat odkryty w roku 1980 w genomie Drosophilci melanogaster przez Nusslein-
Volhard i Wieschausa. Zidentyfikowano go jako gen odpowiedzialny za zr6znicowanie
grzbietowo-brzuszne w rozwoju muszki owocowej i hazwano toll, co w jezyku
niemieckim oznacza ,,Swietny, klawy” [69], W 1995 r. za badania te wyzej wymienieni
naukowcy zostali uhonorowani NagrodgNobla w dziedzinie fizjologii i medycyny. PéZniej
okazato sie takze, ze ten sam gen u dorostych osobnikéw muszki owocowej jest
odpowiedzialny za odpornos¢ na infekcje grzybowe [60].

Podobne geny oraz ich produkty zostaty odnalezione takze u innych organizmow -
zarobwno bezkregowcow, jak i kregowcow, a takze u roslin [17, 39, 67].

Biatka kodowane przez geny podobne do toll okreslane sg mianem TLR. U cztowieka
motyw identyczny z TLR odkryto w receptorze interleukiny 1, gdzie stanowi on
cytozolowg domene biatka. TLR uwazane sa obecnie za najwazniejsze czasteczki
rozpoznajgce PAMP, znajdujace sie po zewnetrznej stronie btony komaérkowej [32].

Do tej pory u cztowieka odkryto 11 réznych typéw TLR. Kazdy z nich odpowiada
za rozpoznanie specyficznej grupy czasteczek charakterystycznych dla patogena (ryc.
4). Wykazano takze, ze TLR zdolne sg takze do rozpoznawania pewnych czasteczek
endogennych. Obserwacje te sg zgodne z zatozeniami modelu zagrozenia (ang. danger
model), wedtug ktérej do aktywacji odpowiedzi immunologicznej dochodzi nie tylko
poprzez dziatanie ligandéw pochodzacych od patogena, ale tez poprzez dziatanie
endogennych czasteczek, tzw. sygnatéw zagrozenia, uwalnianych przez ginace lub
martwe komdrki [63], Do endogennych ligandéw TLR nalezg: biatka szoku cieplnego,
biatko A surfaktantu ptucnego i kwas hialuronowy [35, 80, 83].
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RYCINA 4. Receptory TLR oraz ich ligandy. Objasnienia: LRR - reszty bogate w leucyng; CRD -
domena bogata w cysteine (na podstawie [82], zmodyfikowane)

Receptory TLR sa zlokalizowane na powierzchni niektérych komérek uktadu
immuno-logicznego oraz na powierzchni innych typéw komérek w rejonach ciata,
ktére w naturalnych warunkach pozostajg sterylne [7]. Nizsza ekspresjg TLR
charakteryzujg sie natomiast komorki nabtonka, w miejscach statego kontaktu z
mikroflora, np. w Swietle jelita [1], Sposobem na unikniecie statego pobudzania
receptorow TLR przez bakterie jest odpowiednie ich umiejscowienie w obrebie komor-
ki lub tkanki. Wykrywa-jacy obecnosé bakteryjnej flagelliny TLRS5 jest zlokalizowany
wylgcznie w bazolateralnej czesci komorek nabtonka jelit, co powoduje, ze jego
aktywacja zachodzi dopiero po translokacji flagelliny przez warstwe komérek nabtonka
[33]. Podobnie TLR4 ulega ekspresji w komérkach nabtonkowych kryptjelita, gdzie
bakterie wystepuja w o wiele mniejszych ilosciach niz ma to miejsce w $wietle jelita.
TLR4 nie jestjednak w tym przypadku biatkiem powierzchniowym, ale umiejscowiony
jest w btonie aparatu Golgiego. Wykazano, ze LPS jest transportowany przez komorki
do tych organelli, gdzie nastepuje aktywacja TLR4 i inicjacja odpowiedzi zapalnej
[43], Wewnatrz-komorkowa lokalizacja TLR4 zostata odkryta takze w nabtonku ptuc,
gdzie receptor ten petni kluczowa role w powstawaniu odpowiedzi immunologicznej
na chorobotwércze bakterie Gram-ujemne [36].

TLR ssakéw sgtransbtonowymi biatkami majgcymi zewnatrzkomorkowa domene
LRR, zawierajaca wielokrotne powtdrzenia sekwencji aminokwasowych bogate w
leucyne oraz wewnatrzkomorkowa domene TIR (Toll-1L-1-Receptor), ktéra oddziatuje
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z biatkami rozpoczynajac kaskade sygnatowa, konczaca sie w jadrze komorkowym
uruchomieniem ekspresji czynnikéw obronnych [2],

Wynikiem przytgczenia ligandu do receptora TLR jest uruchomienie kaskady
sygnatowej z udziatem takich biatek, jak: MyD88, kinaza IRAK (ang. IL-IRI-associcited
protein kinase$), kinaza TAKI (ang. transforming growth factor-*-activated kina-
se), biatko wigzace kinaze TAK ! - TAB! i TAB2 oraz czynnik zwigzany z receptorem
TNF - TRAF6 (ryc. 5).

Pobudzenie receptora TLR sprawia, ze czgsteczka adaptorowa przytgcza sie do
kompleksu receptorowego, co inicjuje proces dofgczania sie kolejnych czasteczek.
Pierwszg zidentyfikowang czgsteczkg adaptorowg dla receptoréw TLR jest MyD88.
Do niej, po zwigzaniu sie z receptorem TLR, przylaczajg sie kinazy IRAK-1 oraz
IRAK-4. W trakcie formowania tego kompleksu dochodzi do aktywacji IRAK-4, ktéra
fosforyluje IRAK-1, co z kolei indukuje przylagczenie TRAF6 do kompleksu
receptorowego. Dotgczenie czynnika TRAF6 powoduje zmiany konformacyjne biatek
tworzacych kompleks receptorowy, prowadzace do oddysocjowania od niego hetero-
trimeru IRAK-4/IRAK-1/ TRAF6. Biatka te przylaczaja sie do innego, zwigzanego z
btong komorkowa kompleksu, w sktad ktérego wchodzg TAKI, TABL1 i TAB2. W

RYCINA 5. Szlak sygnatowy zalezny od TLR, opis w teksécie (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 oddziatywania
z kompleksem kinazy leB, co prowadzi do aktywacji czynnika jadrowego NF-kB i
indukcji transkrypcji genéw kodujacych chemokiny, regulatory transkrypcji, translacji i
procesOw proteolitycznych oraz biatka sekrecyjne, takie jak sktadniki uktadu dopetniacza
[4, 81]. Ponadto aktywacja TAKI w obrebie cytoplazmy powoduje aktywacje kinaz
MAPI JNK [3, 13],

3.2. Biatka NOD i ich rola w mechanizmach odpornosci wrodzonej

Jak wspomniano wczesniej, lokalizacja zewnatrzkomérkowych receptorow TLR
ogranicza sie gtéwnie do sterylnych rejonéw ciata, natomiast w miejscach statego
kontaktu z bakteriami receptordw tych brak. Wystepujg natomiast w niektérych tkankach
wewnatrzkomorkowe odmiany TLR, dzieki czemu alarm ma miejsce dopiero po
pokonaniu przez ligand bariery nabtonka. Niedawno u ssakéw wykryto rodzine genéw
NOD (ryc. 6), kodujacych peptydy przypominajace roslinne biatka R. Biatka NOD
nalezg do rodziny cytoplazmatycznych biatek CATERPILLER (CARD, Transcription

RYCINA 6. Biatka z rodziny NOD jdomeny wchodzace w ich sktad. Domena CARD biatka CIITA ujeta
w nawias wystepuje w izoformie tego peptydu ulegajacej ekspresji w komérkach dendrytycznych. W
poblizu C-konca biatka CARD7 umiejscowiona jest niekompletna domena DAPIN. Objasnienia: AD -
Activation Domain’, BIR - Baculovirus Inhibitor ofapoptosis 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), uczestniczacych w
procesach regulacji apoptozy i odpowiedzi zapalnej. U cztowieka w skiad rodziny
CATERPILLER wchodzi okoto dwudziestu réznych biatek, charakteryzujgcych sie
podobnym uktadem domen [38]. N-koricowg czes¢ tych biatek tworzy zwykle domena
PYD lub CARD, ktérej zadaniem jest przekazywanie sygnatu czasteczce efektorowe;j.
Centralng cze$¢ biatka zajmuje domena NACHT/NOD wraz z towarzyszacymi jej
domenami NAD (NACHT-AssociatedDomains), odpowiadajaca za zdolnos¢ do oligo-
meryzacji biatek, a takze wiazania trifosfonukleotyddéw. W czesci C-koricowej znajduja
sie powtorzenia bogate w leucyne, dzieki ktérym nastepuje rozpoznanie ligandu.

Podobnie jak biatka R, a w odréznieniu od TLR biatka z rodziny NOD nie majg
domen transbtonowych ani zewnatrzkomérkowych i umiejscowione sa w cytozolu.
Dwa z nich - NOD! i NOD2 peknigrole cytoplazmatycznych receptoréw, sktadnikéw
bakteryjnej sciany komorkowej oraz inicjatoréw szlaku sygnatowego prowadzacego
do reakcji zapalnej [51].

NOD21 oraz NOD2 znaleziono w genomowych bazach danych przeszukiwanych
pod katem wystepowania biatek o strukturalnej homologii do Apaf-1, jednego z
kluczowych biatek zaangazowanych w inicjacje procesu programowanej $mierci
komorki (tzw. apoptozy). Wykazano, ze NOD1 ulega ekspresji w makrofagach oraz
komdrkach nabtonka, a takze w nabtonku wyscielajacym Swiatto jelita [49].

Ligandem specyficznie rozpoznawanym przez Nodl jest kwas MurNAc-L-Ala-D-Glu-
mezo-diaminopimelinowy (M-Tri[)Ap), sktadnik peptydoglikanu (PGN) wystepujacego w
$cianiach komorkowych bakterii Gram-ujemnych. Dzieki temu biatko to petni kluczowa
role w rozpoznawaniu obecnosci tego typu bakterii przez komorki nabtonka oraz w aktywacji
odpowiedzi zapalnej poprzez czynnik transkrypcyjny NF-kB [34J. Obecnie coraz wiekszg
uwage skupia na sobie biatko NOD2, ktorego nieprawidtowe dziatanie kojarzone jest z
wystepowaniem wielu powaznych schorzen, wiaczajac w to nowotwory [61].

4, CHARAKTERYSTYKA GENU NOD2 | BIALKA,
KTORE KODUJE

4.1. Odkrycie i budowa genu NOD2

W 1996 roku Hugot i wsp. przeprowadzili przeszukiwanie genoméw rodzin z
wystepujacymi licznymi przypadkami choroby Le$niowskiego-Crohna. Postugujac sie
analizg sprzezen [68], zidentyfikowali przypuszczalny locus zwigzany z podatnoscia
na chorobe. Stwierdzili, ze wystepuje on na chromosomie 16. Genowi, ktéry sie tam
znajdowat, nadali nazwe IBD1 [46].

Zwigzek choroby Lesniowskiego-Crohna z locus IBD1 zostat potwierdzony przez
kilka innych osrodkéw, w tym przez IBD (International Genetics Consortium) [22].
W maju 2001 r. dwa zespoty badawcze niezaleznie odkryty pierwszy gen zwigzany z
wystepowaniem choroby Lesniowskiego-Crohna - NOD2 [45, 70]. Stwierdzono, ze
gen ten skiada sie z 12 egzondw (ryc. 7 i 8) i koduje biatko o dtugosci 1040 aa i masie
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RYCINA 7. Budowa genu NOD2. Gen sktada sie z 12 egzonéw oznaczonych cyframi. Domeny biatka
kodowane przez poszczeg6lne egzony wyrézniono kolorami: ciemnoczerwonym - CARD, pomaranczo-
wym - NOD, zielonym - LRR

115 kDa. Wykazano rowniez, ze polipeptyd kodowany przez NOD2 jest wewnatrz-
komaorkowym receptorem, czescig systemu odpornosci wrodzonej. Bierze on udziat w
rozpoznawaniu sktadnikéw $ciany komérkowej bakterii i wywotywaniu reakcji obronnej
przeciw tym bakteriom poprzez czynnik jadrowy kB (NF-kB) aktywujacy transkrypcje
cytokin prozapalnych, czastek adhezyjnych, a takze czastek MHC (gtéwnego uktadu
zgodnosci tkankowej) klasy 11 [26, 76].

4. 2. Komoérkowy i tkankowy wzorzec ekspresji NOD2

Poczatkowo ustalono, ze NOD2 ulega ekspresji jedynie w monocytach [71]. POzniej
wykazano réwniez, ze wysoka ekspresja tego genu zachodzi rowniez w komaérkach
Panetha [59], Odkryte w 1888 r. przez Josepha Panetha komoérki (nazwane p6zniej
jego nazwiskiem) stanowig cze$¢ nabtonka jelit. Wystepuja gtéwnie w kryptach jelita
cienkiego w poblizu komdrek macierzystych nabtonka [31]. Syntetyzujaone substancije
antybakteryjne i gromadzg je w cytoplazmatycznych ziarnistosciach. W obecnosci
patogenéw prokariotycznych w $wietle jelita substancje te sg uwalniane poza komérke
[8]. Do czynnikdéw przeciwdrobnoustrojowych, produkowanych przez komoérki Panetha
naleza lizozym, fosfolipaza A2, trypsyna, oc-defensyny oraz angiogeniny [8, 31,42].

W wyniku aktywacji genu NOD2 nastepuje rozpoznanie i eliminacja bakterii przez
komorki nabtonkowejelita. W przypadku powstania mutacji prowadzacej do upos$ledzenia

RYCINA 8. Budowa biatka NOD2 (CARD 15). Na N-koricu biatka zlokalizowane sg dwie domeny CARD
(Caspase Recruitment Domain). Srodkows czes$¢ tancucha polipeptydowego stanowi domena wigzaca

nukleotyd (NOD), za$ C-koncowa czes$¢ biatka sktada sie¢ z 11 powtdrzen bogatych w leucyne (LRR)
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funkcji tego genu opisany proces ulega zaburzeniu. U chorych z najczestszymi warian-
tami mutacji zaobserwowano nieprawidtowg odpowiedz na pojawianie sie PG i LPS
(powstajacych w wyniku rozktadu sktadnikow bakteryjnych scian komdérkowych) w
cytoplazmie komérek nabtonkowych jelita [18]. W rezultacie moze dochodzi¢ do
spotegowania reakcji zapalnych.

Ostatnio wykazano jednak, ze précz monocytow i komoérek Panetha ekspresja NOD2
moze zachodzi¢ w komoérkach srdédbtonka naczyn krwionos$nych cztowieka [72].

4. 3. Budowa biatka NOD2

Biatko NOD2 zbudowane jest z czterech domen. Na N-koricu biatka znajdujg sie
dwie domeny CARD (Caspase Recruitment Domain). Za nimi umiejscowiona jest
domena wigzaca nukleotyd (NOD). C-koncowa czes¢ biatka tworzy domena LRR,
sktadajgca sie z 11 powtdrzen bogatych w leucyne. Ze wzgledu na obecnos¢ domen
CARD, komisja do spraw nazewnictwa HUGO (Human Genome Organisatiori) nada-
fa genowi NOD2 nazwe CARD15 [44],

4, 3. 1. Domena CARD

Domena CARD po raz pierwszy zostata opisana jako motyw wigzacy biatka, ktory
oddziatuje z kaspaza poprzez wigzanie sie z jej wkasng domeng CARD. P6zniej domena
ta zostata wykryta takze w innych biatkach nieoddziatujgcych bezposrednio z kaspazami,
a bioracych udziat w przekazywaniu sygnatéw wywotujacych apoptoze i aktywacje
czynnika NF-kB. Sygnaty prowadzace do programowanej Smierci komérki sa przenoszo-
ne dzieki oddziatywaniom pomiedzy domenami CARD biatek uczestniczacych w
kaskadzie sygnatowe;j.

Takze aktywacja kaspaz, ktore sg obecne w komorce jako nieaktywne zymogeny,
zachodzi dzieki czasteczkom adaptorowym zawierajgcym domene CARD. Ponadto
biatka zawierajgce te domene zaangazowane sa w regulacje ekspresji genéw zwigzanych
z przetrwaniem komorki i odpowiedzig immunologiczng poprzez aktywacje czynnika
NF-kB [41,79].

W przypadku biatka CARD 15 znajdujgca sie na jego N-kohcu domena CARD
odpowiada za interakcje z domeng tego samego rodzaju, nalezgcg do serynowo-
treoninowej kinazy biatkowej RICK (znanej tez pod nazwa RIP2), ktéra odpowiada za
aktywacje czynnika jagdrowego NF-kB [71],

4, 3. 2. Domena NOD

Domeny NOD (nazywane tez NACHT) to motywy o dtugosci 300400 aa majgce
wiasciwosci trifosfatazy nukleotydowej (NTP-azy). Znajdowane sg w biatkach zwie-
rzecych, grzybowych i bakteryjnych. U zwierzat domena NOD wystepuje w poli-
peptydach zwigzanych z apoptozg i reakcjami systemu odpornosciowego. Jednym z
konserwatywnych motywow w obrebie tej domeny jest petla P, charakterystyczna dla
miejsc wigzacych ATP/GTP (kaseta Walkera A) oraz miejsce wigzace jony Mg+ (kaseta
Walkera B). Specyficzng cechg domeny NOD, odrézniajacg ja od innych domen o
aktywnosci trifosfatazy nukleotydowej, jest wystepowanie reszty aminokwasu o niskiej
masie czasteczkowej (glicyna, alanina, seryna) bezposrednio po C-koricowej stronie
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krytycznej dla dziatania kasety Walkera B reszty asparaginianu, w miejsce innego
aminokwasu o charakterze kwasowym. Inna cechg charakterystyczng dla domeny
NOD jest wystepowanie na jej C-koncu konserwatywnego motywu ztozonego z
aminokwaséw polarnych, aromatycznych i hydrofobowych, niewystepujacego w obrebie
zadnej innej rodziny NTP-az [57].

Poprzez domene NOD biatka majg zdolno$¢ tworzenia homo- i heterodimerow.
Oligomeryzacja NOD 1, a zapewne i NOD2, utatwia zblizenie czasteczki biatka RICK
oraz podjednostek kinazy I-kB (IKK), prowadzac do aktywacji IKK i NF-kB [23].

Aby ustali¢ udziat domeny NOD w mechanizmie dziatania NOD2, przeprowadzono
badania z uzyciem syntetycznego dipeptydu muramylowego i biatek NOD2 z mutacjami
w rejonie badanej domeny. Zamiana konserwatywnej reszty asparaginianu w pozycji
379 (D379A), gdzie znajduje sie kaseta B Walkera (miejsce wigzaniajonéw magnezo-
wych i hydrolizy nukleotyddw [86]), sprawiata, ze taki mutant nie reagowat na MDP,
co sugeruje, ze hydroliza nukleotydu jest warunkiem aktywacji czynnika NF-kB zaleznej
od MDP. Analogiczna mutacja w biatku NOD1 (D284A) takze blokuje zalezng od
ligandu aktywacje NF-kB [79].

4.3.3. Domena LRR

Motywy LRR wystepuja w wielu biatkach o réznych funkcjach. Gtéwnym ich
zadaniem jest stworzenie strukturalnego rusztowania umozliwiajgcego specyficzne
oddziatywania miedzyczasteczkowe; najczesciej typu biatko-biatko [56].

Komputerowe modelowanie trojwymiarowej struktury domeny LRR biatka NOD2
pozwolito stwierdzi¢, ze mutacje w obrebie genu NOD2 kodujgcego ten region biatka
powoduja utrate zdolnosci rozpoznawania ligandu. Ich skutkiem jest substytucja
aminokwa-sow tworzacych zwroty a-helis domeny LRR lub struktury typu [3-kartki,
formujace wklesta strone domeny LRR. Wszystkie mutacje powodujgce utrate funkcji
biatka dotyczyty reszt aminokwasowych nalezacych do C-kofcowych powt6rzen
bogatych w leucyne - od LRR6 do LRR 11. Wyniki tych badan jednoznacznie sugeruja,
ze C-koncowe domeny LRR odpowiadajg za rozpoznawanie motywow sciany komarko-
wej bakterii [79],

Opisano réwniez wptyw mutacji w obrebie NOD2 kodujgcych poczatkowe
powtdrzenia LRR oraz w regionie pomiedzy domenami NOD i LRR na uposledzenie
funkcji biatka NOD2.

4. 4. Polimorfizm genu NOD

Mutacje nonsensowne w obrebie domen CARD skutkujg niezdolno$cigdo aktywacji
NF-kB. W C-konicowym odcinku regionu LRR (reszty aminokwasowe od 855 do
1040) mutacje takie nie uposledzajg procesu aktywacji NF-kB, zaktdcona jest jednak
zdolno$¢ do rozpoznawania skiadnikow pochodzenia bakteryjnego. W przypadku
wystepowania w komoérce biatek NOD2, ktérych transkrypcja w wyniku mutacji
nonsensownej koriczy sie w rejonie od 664 do 854 aa (C-koricowa cze$¢ domeny
NOD i N-koncowe LRR), obserwuje sie podwyzszong aktywno$¢ podstawowa czynnika
NF-kB. Gdy jednak biatko zakonczone jest w rejonie C-koncowych LRR (reszty
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aminokwasowe od 855 do 1040), aktywno$¢ podstawowa NF-kB pozostaje na
normalnym poziomie. Stosujgc technike immunodetekcji biatek wykazano, ze poziomy
ekspresji nonsensownych mutantéw NOD2 nie odbiegajg od poziomu ekspresji
prawidtowego NOD2 [79],

Badanie mutantow NOD1 potwierdzito, ze mechanizm aktywacji NF-kB jest
konserwatywny u NOD1 i NOD2. Biatka NOD1 o fancuchach polipeptydowych
konczacych sie w wyniku mutacji nonsensownych w C-koricowym rejonie domeny
NOD i N-koncowych LRR réwniez wywotujg zwiekszong statg aktywnos$¢ NF-kB i
brak reakcji na obecnos¢ specyficznego ligandu [79].

Sugeruje to, ze omawiany region petni funkcje regulatorowe, modulujgce stopien
aktywacji czynnika NF-kB. Obecnie uwaza sig, ze rejon C-koncowej czesci domeny
NOD i N-konicowych LRR odpowiada za aktywacje NF-kB, natomiast C-koricowe
LRR, oprocz rozpoznawania sktadnikéw Sciany komorkowej bakterii, petnig takze
funkcje inhibitora aktywnosci podstawowej (niezaleznej od ligandu) NOD ! i NOD2.

4.5. Funkcje i regulacja dziatania NOD2

Gtowna funkcjg biatka NOD?2 jest rozpoznawanie pochodzacego ze Sciany komor-
kowej bakterii muramylodipeptydu i uruchamianie kaskady sygnatowej prowadzgcej
do mobilizacji mechanizméw obrony immunologicznej. Muramylodipeptyd to sktadnik
peptydoglikanu (PGN), charakterystyczny zaréwno dla bakterii Gram ujemnych, jak i
dodatnich.

PGN to skomplikowana makromolekuta, gtdwny sktadnik $cian komaérkowych bakterii,
nadajacy ich komdrkom odporno$¢ na zewnetrzne cisnienie osmotyczne. Bakteryjna
ostona zbudowana z warstw PGN, mimo iz petni funkcje ochronna, jest strukturg niezwykle
dynamiczna, ulegajgcaciagtym przemianom, zwigzanym ze wzrostem i podziatem komorek.
Na ksztatt trjwymiarowej struktury PGN majgwptyw obecne w niej enzymy: glikozylo-
transferazy, transpeptydazy, D, D-karboksypeptydazy i hydrolazy [40].

Po zwigzaniu okreslonego ligandu NOD2 ulega homodimeryzacji, po czym wchodzi
za pomocg N-koncowej domeny CARD w interakcje z domeng tego samego rodzaju,
nalezaca do serynowo-treoninowej kinazy biatkowej RICK (znanej tez pod nazwa RIP2)
[50]. Kinaza RICK wigze sie z kompleksem kinazy IkB (IKK) poprzez podjednostke
y IKK, aktywujac IKK [50]. Fosforylacja IkB przez kinazy IkB (IKK) prowadzi do
aktywacji NF-kB [55]. Biatko blokujgce IkB jest stabilnie zwigzane z czynnikiem
jadrowym NF-kB [10]. To oddziatywanie blokuje motyw NLS (sygnat lokalizacji
jadrowej) NF-kB, dzieki czemu caty kompleks pozostaje w cytoplazmie [14], Aktywacja
NF-kB zwigzana z odtgczeniem czasteczki I1kB, odstania sygnat lokalizacji jadrowej
(NLS), co pozwala na translokacje NF-kB do jadra komorkowego [9], gdzie inicjuje on
ekspresje odpowiednich genow.

Czynnik jadrowy NF-kB wykryto w wielu typach komérek zaréwno w tkankach
prawidlowych, jak i w czasie standw chorobowych. Jego dziatanie polega na aktywowaniu
ekspresji genu przez przylaczanie sie do specyficznych sekwencji DNA w obrebie
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promotora. NF-kB stymuluje ekspresje genéw kodujacych chemokiny, regulatory
transkrypcji, translacji i proceséw proteolitycznych oraz biatka sekrecyjne, takie jak
sktadniki uktadu dopetniacza [81].

Za aktywacje NF-kB moze odpowiadac wiele roznorodnych czynnikéw: cytokiny,
wolne rodniki, promieniowanie UV, a takze czynniki pochodzenia bakteryjnego i
wirusowego. Anomalig aktywacji czynnika NF-kB wigze sie z wystepowaniem stanéw
zapalnych obserwowanych w przypadku autoagresyjnego zapalenia stawdw, astmy,
szoku septycznego, zwidknienia ptuc, zapaleniu ktebuszkéw nerwowych, miazdzycy i
AIDS. Z kolei catkowita lub diugotrwata inaktywacja tego czynnika prowadzi do
apoptozy, nieprawidtowego rozwoju komoérek uktadu odpornosciowego i opdznienia
wzrostu komorki [25].

Wrazliwos$¢ komorek na MDP moze byé regulowana przez zmiane poziomu ekspresji
genu NOD2 lub tez przez interakcje biatka NOD2 z innymi polipeptydami, wptywajacymi
na jego aktywno$¢. Na poziomie ekspresji NOD2 regulowany jest przez czynnik
martwicy nowotworow typu ot (TNF cc) oraz interferon y (IFN-y). Pod wplywem
TNF-a oraz IFN-y w komorkach nabtonka jelit nastepuje aktywacja ekspresji NOD2,
co powoduje podwyzszenie wrazliwosci tych komdrek na sktadniki $ciany komorkowej
bakterii [74],

Ostatnie poszukiwania potencjalnych regulatoréw wptywajgcych na poziom ekspresji
NOD?2 doprowadzity do odkrycia kilku biatek. Pierwszym z nich jest Ipaf (opisywane
takze pod nazwg CLAN lub CARD 12). Poprzez tworzenie heterodimeru z CARD 15,
zachodzace przy udziale domen NOD, biatko to reguluje aktywno$é NOD2, hamujac
przekazywanie sygnatu prowadzgcego do aktywacji NF-kB [27],

Chen i wsp. [24] opisali hamujace dziatanie NOD2 na proces aktywacji NF-kB
zalezny od kinazy TAKI (TGF-/3-Activated Kinase 7). Dzika forma biatka NOD22,
oddziatujgc poprzez swoj region LRR z TAKI hamuje zalezng od tej kinazy aktywacje
czynnika NF-kB skuteczniej niz skr6cona w wyniku mutacji 1007fs forma NOD2.
Z drugiej strony obecno$é funkcjonalnej kinazy TAKI okazata sie by¢ niezbedna do
stymulowanej MDP, a zaleznej od NOD2 aktywacji NF-kB [24].

Kolejnym biatkiem oddziatujgcym z NOD2 zaréwno in vitro, jak i in vivo oraz
wptywajacym najego aktywnos¢ jest ERBIN. Biatko to zostato odkryte jako czasteczka
niezbedna do prawidlowej lokalizacji receptora ErbB2 w bazolateralnej czesci plazmolemy
komorek nabtonkowych [19], Wykazano takze, ze obnizona ekspresja ERBINjest zwigzana
ze ztymi rokowaniami we wczesnym pierwotnym raku piersi [6,64,85].

Przeprowadzona przez Barnicha i wsp. [12] analiza delecyjnych i substytucyjnych
mutantéw NOD2 pozwolita zaobserwowaé, ze biatkowy produkt tego genu ma zdolnos¢
przytaczania sie do wewnetrznej strony plazmolemy komoérek nabtonkowych jelita,
podczas gdy mutant 3020insC (1007fs) charakteryzuje sie brakiem takiej zdolnosci.
Wykazano, ze do aktywacji czynnika jadrowego NF-kB po detekcji przez NOD2
obecnosci MDP w cytoplazmie komorek nabtonkowych jelita konieczne jest zwigzanie
NOD?2 z btong komoérkowa. Za przytgczanie sie NOD2 do btony komérkowej odpowia-
daja dwie reszty leucynowe oraz motyw zawierajacy tryptofan zlokalizowane w poblizu
C-konca biatka NOD2.
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RYCINA 9. Zalezna od NOD2 aktywacja NF-kB. MDP zostaje rozpoznany przez domene LRR
NOD?2, ktory poprzez oddziatywanie pomiedzy domenami CARD, wiaze sie z biatkiem RICK. RICK
posiadajacy aktywnos¢ kinazy ser/thr, oddziatuje z podjednostkg gamma kompleksu IKK. Aktywowany
IKK fosforyluje inhibitor NF-kB - 1kB, powodujac jego oddysocjowanie od NF-kB ijego transport do
wnetrza jadra. W jadrze NF-kB aktywuje transkrypcje genéw zwigzanych z reakcjg zapalng

NOD?2 jest takze zaangazowany w modulowanie zaleznej od TLR reakcji na patogeny.
W przeprowadzonych niedawno doswiadczeniach Ferwerd i wsp. [29] wykazali, ze do
rozpoznania zakazenia pratkiem gruzlicy niezbedne jest dziatanie receptoréw TLR oraz
NOD2. Komérki jednojadrowe krwi oséb z mutacjg 1007fs w obu allelach genu NOD2
w odpowiedzi na obecno$é Mycobacterium tuberculosis charakteryzowaty sie osta-
bieniem o0 80% syntezy obronnych cytokin w poréwnaniu z osobami bez mutacji. Ponadto
zaobserwowano synergistyczne dziatanie receptora wewngtrzkomérkowego NOD?2 i
zewnatrzkomérkowego TLR2 w procesie mobilizacji cytokin: TNF, 1L-6 oraz IL-{ 3w
odpowiedzi na obecnos$¢ sktadnikow bakteryjnej Sciany komoérkowej. Zaréwno w
przypadku komérek z dysfunkcyjnym TLR2, jak i NOD2 synergii tej nie obserwowano.
Leukocyty nosicieli mutacji w genie NOD2 nie sg wiec w stanie odpowiednio
zareagowaé na obecnos¢ pratkéw gruzlicy.
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PODSUMOWANIE

Badania prowadzone w ostatnich latach wykazujg ogromne znaczenie mato dotad
poznanych mechanizméw odpornosci nieswoistej w obronie organizmu przed
mikroorganizmami patogennymi. Stwierdzono, ze zwierzece i roslinne receptory
zwigzane z funkcjonowaniem uktadu odpornosci wrodzonej zawierajg domeny LRR,
dzieki ktorym dochodzi do rozpoznania czasteczek substancji zwigzanych z atakiem
patogena na organizm (PAMP). Zewnatrzkomorkowymi receptorami u zwierzat sg
receptory Toll-podobne, natomiast role receptorow wewnatrzkomdérkowych petnig biatka
z rodziny NOD. Przedstawiciel tej ostatniej grupy-NOD2, jest przyktadem na to, jak
wazna jest rola prawidtowego dziatania mechanizmoéw odpornosci wrodzonej.
Nieprawidtowe funkcjonowanie tego biatka, spowodowane mutacjami, wigze sie z
wystepowaniem choroby Lesniowskiego-Crohna, syndromu Blau’a, modziefczej postaci
sarkoidozy, a takze ze zwiekszonym ryzykiem wystgpienia reakcji typu przeszczep
przeciwko gospodarzowi w przypadku allogenicznego przeszczepu szpiku kostnego i
szoku septycznego u noworodkéw. Ponadto wykazano czestsze zachorowania na
niektére nowotwory u nosicieli mutacji w genie NOD2. Pomimo bardzo odlegtego
pokrewienstwa filogenetycznego roslin i zwierzat, roslinne receptory wykrywajace
PAMP sa niezwykle podobne do wystepujacych u zwierzat. Oprécz domeny LRR
zawierajg one domene NBD, homologiczng do domeny NOD. Cze$¢ z nich zawiera
takze domene TIR, ktdra przypomina cytoplazmatyczng domene receptoréw TLR.
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ROLA PIERWOTNYCH POMP METALOWYCH
(PB-ATPaz) W UTRZYMYWANIU HOMEOSTAZY
METALI CIEZKICH W KOMORKACH ROSLINNYCH

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

Magdalena MIGOCKA

Instytut Biologii Roslin, Zaktad Fizjologii Roslin, Uniwersytet Wroctawski

Streszczenie: PjB-ATPazy, nalezace do rodziny P-ATPaz, transportujg metale ciezkie przez btony komérkowe
wykorzystujac ATP jako zrédto energii. W zwigzku z petniong funkcja maja specyficzne motywy strukturalne
(motyw Cys-Pro-Cys/His/Ser) lub fragmenty bogate w His, ktére moga odpowiada¢ za przytaczanie i przeno-
szenie jonu metalowego. Rosliny, w poréwnaniu z innymi organizmami, majg wigecej P-ATPaz typu P
W zwigzku z tym przypuszcza sie, ze roslinne pompy metalowe wykazujg zr6znicowanie zaréwno pod
wzgledem petnionych funkcji, jak i rozmieszczenia w komoérce. Badania z ostatnich lat potwierdzaja te przy-
puszczenia, wskazujac na potencjalng role tych biatek w dystrybucji metali w obrebie komérek i tkanek oraz
W usuwaniu nadmiaru jondw metalowych poza obszar cytoplazmy. Poszczeg6lne biatka tej podrodziny
wykazujg przy tym odmienne powinowactwo do réznych metali. W pracy zebrano dotychczasowe dane
dotyczace PBj-ATPaz, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich roli w utrzymaniu réwnowagi metali ciezkich w
komorce roslinnej: udziatu w zywieniu mineralnym roslin i detoksykacji komoérek roslinnych w warunkach
nadmiaru metali ciezkich w $rodowisku.

Stowa kluczowe: metale ciezkie, transportery pierwotne, ATP-azy.

Summary: The sub-family of the P-type ATPases superfamily, PA-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 oftasks. 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 oftoxic 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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W ostatnich latach obserwujemy stale wzrastajgce zanieczyszczenie gleb uprawnych
metalami ciezkimi. Wynika to przede wszystkim z przemystowej i rolniczej dziatalnosci
cztowieka. Wiele nawozow stosowanych w rolnictwie zawiera w swoim skladzie takie
metale ciezkie, jak Pb i Cd, stad zanieczyszczenie spowodowane tymi metalami wystepuje
powszechnie na uzytkach rolnych. Rosliny jako organizmy nieprzemieszczajace sie w
trakcie catego cyklu zyciowego sg szczegblnie narazone na nadmiarjonéw metali ciezkich
w glebie. Toksyczne stezenia metali objawiajgsie u roélin takimi symptomami, jak: chlorozy
i nekrozy, kartowacenie, odbarwienie lici czy zahamowanie wzrostu korzeni [22], Na
poziomie subkomoérkowym metale ciezkie moga zaburza¢ aktywnosci enzymow lub
funkcje biatek strukturalnych, poprzez wigzanie do ich grup aminowych, karboksylowych
i sulthydrylowych. Konsekwencjg nadmiernego pobierania metali ciezkich przez rosline
moze by¢ rowniez deficyt innych, niezbednych dla prawidtowego metabolizmu jonow,
zaburzanie procesow transportu komdrkowego i stres oksydacyjny [22], Z drugiej strony,
wiekszos¢ metali petni istotne funkcje w metabolizmie roslinnym. Rosliny musiaty zatem
rozwing¢ bardzo precyzyjne mechanizmy utrzymujace stezenie jondw metali ciezkich w
cytosolu na odpowiednim poziomie. Kluczowa role odgrywaja tu procesy transportu metali
przez zewnetrzne i wewnetrzne btony komoérkowe. Sg one bardzo efektywne u
hyperakumulatoréw, roslin wykorzystujgcych wyspecjalizowane btonowe systemy
transportowe do usuwania nadmiaru metali do wakuoli lub apoplastu. Szczeg6lna role w
regulacji komorkowej homeostazy metali ciezkich przypisuje sie w ostatnich latach
pierwotnym transporterom metali ciezkich z podrodziny P1B-ATPaz nalezacej do grupy
P-ATPaz. Wydaje sie, ze to wiasnie pompy metalowe odpowiadaja w duzej mierze za
dystrybucje i/lub wydalaniejonéw metali ciezkich z komérek roslinnych [23]. Z uwagi na
liczne doniesienia, opisujace badania nad poszczeg6lnymi biatkami tej podrodziny, w artykule
zebrano dotychczasowe wyniki i wnioski dotyczace charakterystyki, budowy i
przewidywanej funkcji P|B-ATPaz u roslin.

PB-ATPazy W SWIECIE ZYWYM

Dotychczasowe badania wykazaty, ze pompy metalowe wyodrebnity sie wczesnie
w procesie ewolucji jako osobna podrodzina z grupy P-ATPaz [3]. Obecno$¢ P -
ATPaz wykazano zaréwno u Archea, jak i u Eucaryota, a zatem u organizmow tak
roznych, jak: bakterie, drozdze, rosliny i cztowiek [3]. Pierwsze doniesienia dotyczace
charakterystyki P[B-ATPaz pochodzity z badan opisujacych dwie miedziowe ATPazy: CopA
i CopB u Enterococcus hirae [18]. Wykazano wtedy, ze CopA uczestniczy w imporcie
Cu(l) do komoérki w warunkach deficytu miedzi w srodowisku, natomiast CopB wyrzuca
Cu(l) na zewnatrz w warunkach nadmiaru tego metalu w komérce. Biatka te wykazywaty
réwniez powinowactwo do Ag(l). Do podrodziny pomp metalowych nalezg réwniez dwie
ludzkie P-ATPazy miedziowe: ATP7A i ATP7B [6], Dysfunkcja tych biatek powoduje
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zaburzenia w metabolizmie miedzi u cztowieka: chorobe Menkesa (defekt w ATP7A) i
chorobe Wilsona (defekt w ATP7B) [6]. Obydwie ATPazy sg podobne w 40% do biatka
CopA E. hirae [22]. Zidentyfikowane u drozdzy biatko CCC2, transportujace miedz do
pecherzykéw Golgiego, to takze ATPaza typu P|B [22], Pierwszazidentyfikowangroslinng
P1B-ATPaza byto biatko PAA1 Arabidopsis thalicma [22]. PdzZniej, u tej samej rosliny,
odkryto RANI, pompe metalowg przenoszaca do pecherzykéw systemu wydzielniczego
miedz, niezbedngdo syntezy funkcjonalnie czynnych receptordw etylenu [23]. Wykorzystanie
nowoczesnych metod biologii molekularnej oraz wynikéw badarh prowadzonych na
bakteriach, drozdzach i zwierzetach umozliwito w ostatnich latach identyfikacje licznych
gendéw, kodujgcych pompy metalowe u roslin: rzodkiewnika (osiem), ryzu (dziewigc),
jeczmienia (dziesiec), tobotkow, kukurydzy i glondw. W podrodzinie tych biatek wyodrebniono
dwie grupy: pierwsza grupa obejmuje ATPazy transportujace metale jednowartosciowe
Cu/Ag; druga przenosi przez btony jony dwuwarto$ciowe Zn/Cd/Pb/Co [2]. Co ciekawe,
tylko prokarionty i fotosyntetyzujace eukarionty majg druga podgrupe PIB-ATPaz.
Przypuszcza sie, ze rosliny mogty naby¢ geny kodujace te biatka w wyniku horyzontalnego
transferu genodw od prokariotycznego endosymbionta, ktéry dat poczatek piastydom [23].
Stosunkowo duza liczba genéw kodujacych metalowe ATPazy u roslin wyzszych sugeruje,
ze biatka tej podrodziny moga by¢ zréznicowane zaréwno pod wzgledem petnionej funkciji,
jak i miejsca wystepowania w komdrce. Na rycinie | przedstawiono prawdopodobne
wewnatrzkomaérkowe rozmieszczenie roslinnych P|{-ATPaz.

STRUKTURA P-ATPaz.

Jako biatka nalezace do wiekszej rodziny P-ATPaz, pompy metalowe majg domeny
charakterystyczne dla tej grupy biatek, jak rowniez fragmenty specyficzne tylko dla
swojej podgrupy. Przypuszcza sie, ze PB-ATPazy majg 8 domen transbtonowych,
podczas gdy Ca-ATPazy, nalezace do tej samej rodziny, maja ich 10 [ 12]. W strukturze
Ca-ATPaz wystepujg dwie petle skierowane do cytoplazmy: mata, miedzy helisami 2 i
3, oraz duza, miedzy helisami 4 i 5. Podobnie jest u P|B-ATPaz z tg rdznica, ze mata
petla oddziela helisy 4 i 5, a duza 6 i 7 (ryc. 2). U wszystkich P-ATPaz, wigczajac
pompy metalowe, wystepuje domena P, sktadajgca sie z trzech charakterystycznych
motywéw: motywu DKTGT(LIVM)(TIS), zawierajacego reszte asparaginianowg
podlegajacg fosforylacji podczas wigzania ATP, motywu GDGXNDxP, ktéry moze
wigzaé Mg2f oraz motywu PxxK, ktéry moze wchodzi¢ w interakcje z tlenem
pochodzacym od reszty fosforanowej ATP [23]. ROwniez domena A, zawierajaca
specyficzny motyw S/TGE, ktéry prawdopodobnie reguluje stan otwarcia/zamkniecia
pomp ATPazowych, jest obecna w pompach metalowych [23]. Natomiast cechg
charakterystyczna tylko dla PB-ATPaz jest obecnos¢ dwdch specyficznych elementéw
strukturalnych [23]:

1. motywu CPx w transbtonowej domenie 6 (cysteina-prolina-histydyna/cysteina/se-
ryna), ktory uczestniczy w transporcie metali przez btone komérkowa;
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RYCINA 1. Przewidywane wewngtrzkomérkowe rozmieszczenie biatek z rodziny P|0-ATPaz (wg
Williams i Mills [23], zmodyfikowane): Uproszczona komorka zawiera wakuole (W), aparat Golgiego
(AG), jadro (J), chloroplast (CHL) i mitochondrium (M), otoczone zewnetrzng btong komérkowa (PM).
Zaproponowano nastepujace funkcje dla poszczeg6lnych biatek: HMA6 i HMAS8 transportujg Cu do
stromy i Swiatla tylakoidéw, gdzie metal wbudowywany jest w metaloproteiny (Cu/Zn dysmutaze
nadtlenkowa, plastocyjaning) [1]; Hma7 transportuje Cu do cystern aparatéw Golgiego, gdzie metal
zuzywany jest do syntezy funkcjonalnie czynnego receptora etylenu ETR1 [9]; Hma2 i Hma4 usuwajg
nadmiar Cu i Zn do apoplastu, biorgc udziat w detoksykacji komorki [ 12, 21]; Hma! moze dostarcza¢ Zn
do chloroplastéw, natomiast Hma3 i Hma5 moga uczestniczy¢ w detoksykacji komérki z Pb i Cd (Hma3)
oraz Cu (Hma5), w warunkach zwigkszonego stezenia tych metali w srodowisku [23]

2. locus HP; obecne tu konserwatywne reszty histydynowe i glutaminianowe moga
wspottworzy¢ miejsce wigzgce ATP.

Poza tym, w obrebie odcinkdw N- i C-koficowych P)B-ATPaz wystepuja specyficzne
domeny wigzace jony metali. Nalezg tu: domena HMA (Heavy-Metal Associated) .
charakterystycznym motywem CxxC (od ktorej przyjeto obecnie stosowane nazew-nictwo
dla rodlinnych pomp metalowych) oraz regiony bogate w reszty histydynowe i cysteinowe
[23]. Z pozostatych wihasciwosci strukturalnych odrézniajacych P1B-ATPazy od reszty
P-ATPaz nalezy wymienic krotszg i bardziej zmienng domene wigzaca nukleotyd oraz
znacznie krotszy region, oddzielajacy odcinki DKTGT i GDGXNDxP w domenie P [23].

FIZJOLOGICZNA ROLA P, -ATPaz U ROSLIN

Badania nad modelowa rosling Arabidopsis thaliana przyblizyty znaczenie pomp
metalowych w transporcie i utrzymywaniu homeostazy metali ciezkich u roslin.
Arabidopsis ma 8 PB-ATPaz: AtHMAI-AtHMAS5, AtHMAG (znana takze jako
PAAL), AtHMAY (znana takze jako RANI) i AtHMABS8 (znana takze jako PAA2). Sg
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RYCINA 2. Model strukturalny biatka nalezagcego do P|B-ATPaz, AtHMA4 (wg Williams i Mills [23],
zmodyfikowany): Biatko sktada sie prawdopodobnie z o$miu transbtonowych domen, przy czym w
domenie 6 wystepuje motyw CPC, charakterystyczny tylko dla P|B-ATPaz. Petle cytoplazmatyczne
oraz N- i C-konce tancucha polipeptydowego skierowane sg do wnetrza komérki. Motywy charakte-
rystyczne dla P-ATPaz to: domena wigzaca nukleotyd (domena N), domena podlegajaca fosforylacji
(domena P) oraz domena regulujgca stan otwarcia/zamkniecia kanatu (domena A). W domenach N- i
C-koncowych wystepuja sekwencje charakterystyczne dla pompy HMA4, ktére moga odpowiadac za
wigzanie jonéw metalowych

to biatka zréznicowane pod wzgledem wystepowania w tkankach i btonach komér-
kowych, specyficznosci substratowej i regulacji. To zréznicowanie wskazuje na
rozmaitos$¢ funkcji, jakie pompy metalowe petnia u roslin. W celu wyjasnienia, jakie
metale s transportowane przez ros$linne pompy metalowe oraz jakiego rodzaju zwigzek
zachodzi pomiedzy struktura tych biatek a ich funkcja, przeprowadzano heterologiczna
ekspresje wybranych przedstawicieli P Arabidopsis w komérkach Saccharo-
myces cerevisiae i Escherichia coli. Na podstawie tych badan wykazano, ze roslinne
P|B-ATPazy moga spetnia¢ funkcje o dwojakim charakterze [23], dostarczajgc metale
niezbedne dla prawidtowego metabolizmu roslinnego do kompartymentéw komdrkowych
i odpowiednich biatek oraz usuwajac metale z komérek w warunkach stresu metali
ciezkich w $rodowisku.

W zaopatrzeniu rosliny w niezbedne metale biora udziat dwie pompy metalowe
zidentyfikowane u Arabidopsis thaliana'. AtHMAG i AtHMAS8. Dowiedziono, ze te
blisko spokrewnione ze sobg biatka, nazywane takze odpowiednio PAAL i PAA2, pehnig
kluczowa role w transporcie Cu do miedzio-zaleznych biatek w chloroplastach [ 1,19].
Obydwa biatka wystepuja w odmiennych btonach chloroplastowych. AtHMAG/PAAI
to biatko zwigzane z zewnetrzna btong chloroplastows, transportujace miedz do stromy.
Kiedy miedz znajdzie sie w stromie chloroplastéw, moze by¢ wykorzystana do syntezy
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Zn/Cu-dysmutazy nadtlenkowej lub przeniesiona dalej, do Swiatla tylakoidow. Za ten
drugi proces odpowiada pompa AtHMAS8/PAA2, zwigzana z systemem bion
tylakoidowych. W tylakoidach Cu wbudowywana jest w plastocyjanine. AtHMAG/
PAAL wystepuje zarowno w pedach, jak i w korzeniach, moze wiec funkcjonowacé w
zielonych i niezielonych plastydach [1). AtHMAB8/PAAZ2 obecna jest tylko w pedach, a
wiec moze by¢ aktywna tylko w fotosyntetyzujacych chloroplastach [1]. Mutacja w
obydwu genach kodujacych te biatka jest letalna dla Arabidopsis, co dowodzi
ogromnego znaczenia obydwu pomp metalowych dla zycia rosliny [1].

Ciekawym odkryciem ostatnich lat jest mozliwa interakcja pomiedzy PB-ATPazami
i metalochaperonami - wolnymi biatkami przenoszacymi metale wewnatrz komérki.
Wykazano, ze dwie pompy metalowe sinicy Synechocystis, CtaA i PacS, odpowiadaja
za dostarczanie Cu do syntezy plastocyjaniny [20]. Pompa CtaA transportuje Cu do
komorki, gdzie metal przytaczany jest do metalochaperonu Atxl. Nastepnie, AtxI
przenosi Cu do pompy PacS, transportujgcej metal do $wiatla tylakoidow [20]. U
Arabidopsis zidentyfikowano niedawno biatko chloroplastowe o charakterze metalo-
chaperonu, AtCCSlI, ktére moze by¢ funkcjonalnym homologiem Atxl [23], Mozna
przypuszczaé, ze roslinne pompy AtHMAG/PAAI i AtHMABS8/PAA2 funkcjonuja
podobnie jak sinicowe biatka CtaA i PacS [20], z posrednictwem chloroplastowego
metalochaperonu AtCCSI [23]. Nie ma jednak dowoddéw na interakcje AtCCSI z
chloroplastowymi PIH-ATPazami. Chociaz postuluje sie istnienie wiekszej liczby
metalochaperondw u roslin, jak dotad zidentyfikowano niewiele biatek tego typu u A.
thaliana (np. AtCCHI i AtCOX170) [4,17],

Pompa metalowa AtHMA7/RAN | byla pierwsza roslinng P1B-ATPaza, ktdrg opisano
pod wzgledem funkcjonalnym [9]. Tak jak AtHMAG/PAAI i AtHMAS8/PAA2, pompa
ta réwniez uczestniczy w dostarczaniu miedzi do biatek, ktdrych aktywnos¢ zalezy od
obecnosci tego metalu [9]. Pod wzgledem budowy pompa AtHMA7/RAN | przypomina
pompy miedziowe wystepujace u drozdzy (CCC2) i cztowieka (ATP7A i ATP7B) [9].
Wydaje sie, ze szlaki transportu miedzi z udziatem roslinnej AtHMA7/RAN | i drozdzowej
CCC2 sg podobne. Obydwie pompy wystepujg w btonach pecherzykow Golgiego.
Prawdopodobnie biatko o charakterze metalochaperonu dostarcza Cu, obecng w
cytoplazmie, do pomp metalowych systemu pecherzykdw Golgiego, a te z kolei przenoszag
metal do Swiatta pecherzykow [9]. Tutaj metal moze by¢ wykorzystywany do syntezy
receptora etylenu ETR1 [9]. Obecno$¢ miedzi w homodimerze ETR1 warunkuje
wysokie powinowactwo receptora do etylenu [15]. Jednakze dowody na obecnos¢
AtHMA7/RAN | w pecherzykach Golgiego i udziat tego biatka w transporcie miedzi
do pecherzykéw nie sg wystarczajagce. Doswiadczenia z mutantami upo$ledzonymi
pod wzgledem ekspresji AtHMA7/RANI wskazuja, ze biatko to moze by¢ takze
zaangazowane we wzrost komorki, bowiem mutanty AtHMA7/RANI byly letalne na
poziomie rozety [23]. W procesie starzenia zmienia si¢ ekspresja genu kodujgcego
AtHMA7/RANI, co moze wskazywa¢ na udziat pompy w mobilizacji miedzi ze
starzejacych sie lisci [10].

AtHMAA4 byia pierwszg pompa metalowa z podgrupy Zn/Cd/Co/Pb, ktérej funkcje
okreslono poprzez heterologiczng ekspresje tego biatka u drozdzy i bakterii [12],
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Wykazano woéwczas prawdopodobny udziat tej pompy w wydalaniu Zn przez
plazmoleme do apoplastu [12, 13]. Podobna role spetniata kolejna pompa nalezaca do
tej samej podgrupy, AtHMAZ2 [7,23]. Mutanty Arabidopsis z zaburzeniami w biosyntezie
AtHMAZ2 i AtHMA4 cechowaly sie kartowatoscig i chlorozami [11], Objawy te
ustepowaty, gdy zaopatrzono mutanty w takie stezenia cynku, ktére dla zdrowych roslin
satoksyczne [11]. Opisane cechy fenotypowe objawiaty sie tylko u roslin z podwadjng
mutacja genéw kodujacych AtHMAZ2 i AtHMAA4, co sugeruje, ze biatka te uzupetniajg
sie wzajemnie pod wzgledem funkcji petnionej w komorkach [11]. Podwdjne mutanty
gromadzity duze ilosci Zn w korzeniach, ale nie w pedach [11]. Wykazano, ze pompa
metalowa AtHMA4 wystepuje w komorkach walca osiowego otaczajacych ukiad
wigzek przewodzacych korzenia [21]. W zwigzku z tym przypuszcza sie, ze AtHMAA4
w korzeniu moze odpowiadac za transport Zn z komoérek migkiszowych otaczajacych
naczynia do naczyn [21]. Rezultaty badan, wykazujgce obecnos¢ AtHMA2 w zewnetrz-
nej btonie komoérkowej, pozwalajg przypuszczaé, ze biatko to takze bierze udziat w
miedzykomdrkowym transporcie metali [11]. Uczestniczac w zatadowaniu cynku do
naczyn, biatka AtHMA4 i AtHMA2 moga regulowac daleki transport metalu do pedéw.
Biatka te zidentyfikowano takze w tkankach floemu (gdzie moga odpowiadaé za
zatadowanie lub roztadowanie tej tkanki z Zn), w rozwijajacych sie precikach i w
podstawie ksztattujacych sie tuszczynek (gdzie moga uczestniczy¢ w zaopatrzeniu nasion
w Zn) [23].

Udziat w zaopatrywaniu roslin w niezbedne metale to nie jedyna funkcja petniona
przez AtHMAA4. Badania na drozdzach wykazaty, ze pompa ta moze transportowac
zarowno Zn, jak i Cd [12, 13]. Mutant Arabidopsis, niezdolny do syntezy AtHMAA4,
cechowat sie, w poréwnaniu z dzikim typem, znacznym zahamowaniem wzrostu w
warunkach nadmiaru Zn i Cd w $rodowisku [13]. Natomiast nadekspresja genu
kodujacego AtHMA4 u Arabidopsis powodowata zwiekszong tolerancje rosliny na
Co[12,21]. Powyzsze doniesienia wskazujg na mozliwy udziat AtHMA4 w detoksykacji
komorek roslinnych z nadmiaru Zn, Cd i Co.

Podobng role moze spetnia¢ AtHMA3, kolejna pompa metalowa z podgrupy Zn/Cd/
Co/Pb, przy czym mechanizm jej dziatania prawdopodobnie polega na usuwaniu
nadmiaru Cd i Pb do wakuoli [8]. Jakkolwiek doniesienia o wystepowaniu tego biatka
w tonoplascie pochodzg tylko z badan na drozdzach i niezbedne jest wykazanie
obecnosci AtHMA3 w wakuolach Arabidopsis.

Natomiast pompa metalowa AtHMAS moze uczestniczyé w usuwaniu nadmiaru Cu
przez zewnetrzng btone komoérkowa do apoplastu [23], Mutanty Arabidopsis z wytgczong
ekspresjg genu kodujacego te pompe wykazujg nadwrazliwos¢ na Cu [23]. Jakkolwiek
nie ma dotad badan, ktére wskazywatyby na wystepowanie AtHMAS5 w plazmolemie.

Poniewaz dowiedziono udziatu P|B-ATPaz w detoksykacji komorek roslinnych z
nadmiaru metali ciezkich, wydaje sie, ze biatka te maja kluczowe znaczenie dla roslin,
ktére doskonale rosng na glebach zanieczyszczonych metalami. Do takich roslinnych
hyperakumulatoréw nalezy Thlaspi caerulescens, gatunek gromadzacy toksyczne
stezenia Zn i Cd w pedach. Wykazano, ze pompa metalowa TcHMA4, odpowiednik
AtHMAA4 u A. thaliana, transportuje jony cynku i kadmu. Ponadto, ekspresja genu
kodujacego pompe jest wzmocniona w obecnosci tych metali w srodowisku [14], Gen
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TcHMA4 ulega ekspresji tylko w korzeniach Thlaspi caerulescens, przy czym poziom
syntezy mRNA jest wyzszy niz w przypadku genu AtHMA4 u Arabidopsis.
Prawdopodobnie metale, transportowane przez pompe TcHMA4 do naczyn korzenia,
przemieszczajg sie nastepnie do pedoéw, gdzie sg akumulowane w wiekszych ilosciach
[14]. Poniewaz nadekspresjazir//Af44 prowadzi do nagromadzenia Cd i Zn w liSciach
Arabidopsis [21], uwaza sig, ze zarowno AtHMAA4, jak i TcHMAA4 odpowiadaja za
daleki transport metali do czesci nadziemnych roéliny. Z drugiej strony zaobserwowano
wzmozong ekspresje genu TcHMA4 w warunkach niedoboru Zn w Srodowisku [14].
W zwigzku z tym funkcja TcHMA4 obejmowataby nie tylko detoksykacje komérek z
nadmiaru Zn, ale réwniez utrzymywanie homeostazy Zn w pedach, co z kolei umozliwia
rodlinie reprodukcje w warunkach stresowych [14]. Podobnie jak Thlaspi caerulescens,
inny hyperakumulator - Arabidopsis halleri wykorzystuje pompy metalowe do
utrzymania wzglednej homeostazy metalowej w komdrkach. Wykazano, ze poziom
ekspresji AtHMAZ3 jest znacznie wyzszy u A. halleri niz u A. thaliana w warunkach
zaréwno matej, jak i duzej podazy cynku [5], Konstytutywnie silna ekspresja tego genu
moze odpowiada¢ za tolerancje A. halleri na stres spowodowany nadmiarem lub
niedoborem Zn w $rodowisku [14].

Dotychczasowe dowody i przypuszczenia dotyczace specyficznosci substratowej
roslinnych P! B-ATPaz zebrano w tabeli 1.

TABELA 1. Podziat wybranych P -ATPaz u ro$lin i glonéw pod wzgledem transportowanych
metali

P]B-ATPazy Transportowane metale

AtHMAS5, AtHMAG, AtHMA7, AtHMAS8, OsHMA4, OsHMA9, Cu7Ag+
CmHMAZ2, CrHMAZ2, CrHMAS3, BnRANI, ZmQ6JAH7,
SbQ6JAG2, SbQB6JAG3, HYHMA4, HYHMAS5, HYHMAS

AtHMA2, AtHMAS3, AtHMA4, OsHMA2, OsHMAS3, TcHMA4, Zn2+/Cd2+/Pb2+
HvHMA2, HYHMA3

AtHMAI, OsHMAI, CrHMAI, CmHMAI, HYHMAI, Co2+/Zn2+/Cd2+/Pb2+
HVHMA10,Gm0O22498

Numery dostepu sekwencji w banku genéw: dla Arabidopsis thaliana'. AtHMA4, 064474;
AtHMA2, Q9SZW4; AtHMAS3, Q9SZWS5; AtHMAI, Q5JZ2Z1; AtHMAS5, Q9SH30;
AtHMAGB, Q9SZC9; AtHMAY7, Q9S7J8; AtHMAS, Q7YO51; dla Oryza sativa: OsHMA,
PlantsT 64489; OsHMAZ2, PlantsT 64494, OsHMAS3, PlantsT 4499; OsHMAA4, PlantsT
64504; OsHMAS5, PlantsT 64509; OsHMAG6, BAD25508.1; OsHMA7, PlantsT 4519;
OsHMABS, PlantsT 64524; OsHMAS9 [16]; dla Thlaspi caerulescens: TcHMA4, Q70LF4;
BnRANI, 94ILI. Numery dostepu dla genéw Glycine max, Zea mays i Sorghum bicolor
odpowiadajg podanym w tabelce. Numery dostepu dla genéw Chlamydomonas reinhardtii
i Ch. merolae: CrHMAI_10220; CrHMAZ2, C_650007; CrHMAZ3, C_260147; CmHMAI,
CMS330C; CmHMA2, CMP215C. Sekwencje zidentyfikowane u Hordeum vulgare zamiesz-
czono w [23]
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PODSUMOWANIE

W organizmach roélinnych zidentyfikowano znacznie wiecej biatek nalezacych do
podrodziny PI1B-ATPaz w poréwnaniu z drozdzami i komérkami zwierzecymi, co
wskazywatoby, ze u roslin biatka te petnig zréznicowane funkcje wystepujac w réznych
kompartymentach komorki, tkankach i organach. Coraz wiecej doniesienn na temat
pierwotnych pomp metalowych u Arabidopsis opisuje ich udziat w dostarczaniu
niezbednych metali do poszczegolnych przedziatow komérkowych czy organow. Z drugiej
strony, w pracach na mutantach Arabidopsis i transformowanych drozdzach potwier-
dzono role P|B-ATPaz w usuwaniu nadmiaru metali do apoplastu lub wakuoli. Jakkolwiek
do tej pory nie potrafimy odpowiedzie¢ na szereg istotnych pytan dotyczacych precyzyj-
nego rozmieszczenia poszczegoélnych PJB-ATPaz w komorkach i tkankach roslinnych,
mechanizmow ich regulacji i specyficznosci substratowej. Pojawity sie pierwsze doniesienia
dotyczace identyfikacji genéw kodujacych pompy metalowe u roslin jednolisciennych:
kukurydzy, soi i jeczmienia. W zwigzku z tym przypuszcza sie, ze sato biatka powszechne
i homologicznie funkcjonalne u wszystkich roslin wyzszych. Niewatpliwie sgto transportery
0 bardzo istotnym znaczeniu dla zycia roslin, ich prawidtowego wzrostu, rozwoju i
rozmnazania, przez co badania prowadzone w kierunku ich poznania uleglty znacznej
intensyfikacji w ostatnich latach. Bardzo efektywnie spetniaja swojg role u metalofitow,
umozliwiajac im przezycie w srodowisku skrajnie zanieczyszczonym metalami. Poznanie
doktadnych mechanizmoéw dziatania i regulacji pomp metalowych u tych roslin moze
zaowocowac w przysztosci wyprodukowaniem specjalnie skonstruowanych genetycznie
gatunkdw, opornych na wysokie stezenia metali bgdZ akumulujgcych metale ciezkie w
tkankach, a przez to oczyszczajacych skazone nimi gleby.
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NEURAL STEM CELLS FROM HUMAN CORD BLOOD -
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Streszczenie'. Populacje komdérek macierzystych/progenitorow, majacych zdolno$¢ do réznicowania sie w
komérki o charakterze neuronéw, astrocytéw i oligodendrocytéw wyizolowano z frakcji mononukleame;j
ludzkiej krwi pepowinowej, pozbawionej komérek hematopoetycznych (CD 34’, CD 45 ). Ekspansja tej
populacji, poprzez wielokrotne pasazowanie komérek nieprzylegajacych w obecnosci EGF, umozliwita
otrzymanie stabilnej, klonogennej linii neuralnych komérek macierzystych z ludzkiej krwi pgpowinowej
(HUCB-NSC), bez uprzedniej immortalizacji. Opracowano metody pozwalajace na utrzymanie w ho-
dowli linii HUCB-NSC na réznych etapach zaawansowania rozwojowego. Ustalono warunki in vitro
standaryzowanej hodowli dla HUCB-NSC, w ktérych mozemy kierowaé decyzjami rozwojowymi ko-
mérek przy pomocy czynnikdéw wzrostowych, mitogenéw lub neuromorfogenéw. Analiza molekularna
(mikromacierze DNA) i immunocytochemiczna komérek niezr6znicowanych HUCB-NSC wskazuje na
aktywacje szlakdw komérkowych WNT, DELTA/NOTCH oraz FGFR1. W obecnosci dBcAMP HUCB-
NSC réznicuja sie gtdwnie w kierunku neuronalnym (do 80%). W komérkach zréznicowanych wykazano
ekspresje zarowno mRNA, jak i biatek receptorowych (dopaminergicznych, gabaergicznych, glutamater-
gicznych, serotoninergicznych i cholinergicznych) oraz zwigzanych z przekaznictwem synaptycznym.
Badania elektrofizjologiczne wykazaty obecno$¢ w komérkach HUCB-NSC typowych dla neuronéw
pradéw potencjato-zaleznych i receptorowych. Udowodniono, ze HUCB-NSC jest linig neuralnych
komérek macierzystych, zdolng do réznicowania w komoérki typowe dla OUN. Jest to pierwsze donie-
sienie dotyczace otrzymania i réznicowania funkcjonalnego w kierunku neuronalnym, nieimmortalizowa-
nej, somatycznej linii komérek macierzystych.

*Praca finansowana przez granty: KBN 6P05A 049 20, K053/P05/2003.
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Stowa kluczowe: neuralne komérki macierzyste, ludzka krew pepowinowa, réznicowanie 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 ofseveral 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.

WSTEP

Komorki macierzyste (Stem Cells, SC) majg zdolno$é do samoodnowy przez ciggte
podziaty (odpowiednikiem funkcjonalnym jest klonogenno$¢) oraz do réznicowania sie
w dojrzate komérki tkanek i narzagdéw. Na okreslonych etapach rozwoju osobniczego
SC wykazuja rézny stopien ograniczenia potencjatu do dalszego réznicowania,
poczawszy od komorki totipotencjalnej, ktéra moze réznicowaé sie we wszystkie
pozostate komorki organizmu (jedynie zaptodniona komérkajajowa i pierwsze komérki
potomne), poprzez pluri-, multi- oraz unipotencjalne.

Zarodkowe komorki macierzyste (Embryonic Stem Cells, ESC) moga namnazaé
sie w hodowli in vitro logarytmicznie, w czasie nieograniczonym, zachowujac
jednoczesnie swojg pluripotentnosé, to jest zdolnos¢ do réznicowania sie we wszystkie
(poza ptciowymi) komorki organizmu [1]. Dzieki temu mozna otrzymaé w krotkim
czasie duzg ilos¢ komorek do zastosowania w terapii transplantacyjnej. Jednakze linie
komorkowe wyprowadzane z ESC wykazujg cechy niestabilnosci genetycznej i
epigenetycznej [2], co moze by¢ powodem ich sktonnosci do tworzenia guzéw w
organizmach otrzymujacych przeszczep komoérkowy.

Te problemy natury biologicznej, a takze zastrzezenia natury etyczno-moralnej
zwigzane ze sposobem otrzymywania ESC skionity wielu badaczy do poszukiwania
alternatywnych zrédet komorek macierzystych z jednej strony bezpiecznych onkolo-
gicznie, z drugiej strony podobnie jak ESC wykazujacych zdolnos¢ do ekspansji in
vitro. Specyficzne tkankowo, somatyczne komoérki macierzyste (Somatic Stem Cells,
SSC) sa drugim zrodtem komérek macierzystych stosowanym w terapii transplanta-
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cyjnej i podobnie jak ESC wykazujg zdolnos¢ do strukturalnej i funkcjonalnej integracji
z tkankabiorcy przeszczepu, jednakze majg ograniczong zdolno$¢ do podziatdw i ekspansji
in vitro. Poczatkowo uwazano, ze SSC moga réznicowac sie jedynie w komorki tkanki,
z ktérej pochodza. Badania ostatnich lat wykazaty jednak, ze SSC samultipotencjalne
nie tylko w obrebie jednej tkanki, ale mogg takze przekracza¢ bariery tkankowe i
réznicowac sie w komorki pochodzace z innych listkow zarodkowych. Taka zdolnos¢
SSC tlumaczonajest zjawiskiem plastycznosci (przeprogramowania-transdyferencjacji
populacji juz ukierunkowanych tkankowo komorek) i/lub transpotencji (wyj$ciowego
braku zaprogramowania - utrzymania autonomicznego, niezréznicowanego stanu
pluripotencjalnosci czesci komorek wystepujacych w okreslonej niszy tkankowej) [3],
Mechanizmy molekularne tych zjawisk nie sg do korca poznane, cho¢ koncepcja ,,open
transcriptosom”, ktéra zaklada, ze wiekszos¢ gendéw w komérkach macierzystych
jest utrzymywana w tzw. ,,stanie otwartym”, czyli z aktywacja na niskim poziomie [4],
ma coraz wiecej zwolennikéw. Podstawa tej hipotezy byto wykrycie, ze w niektérych
typach somatycznych komorek macierzystych (np. mezenchymalnych) ekspres;ji
podlegaja wybrane transkrypty typowe dla réznych listkbw zarodkowych [5, 6]. Z
drugiej strony istnieje coraz wiecej dowoddw na to, ze w dojrzatych tkankach
somatycznych znajdujasie pluripotencjalne komorki o charakterze ESC, ktérych podziaty
w warunkach in vivo sg skutecznie hamowane przez sygnaty ptynace z otaczajacej
niszy tkankowej [7, 8], W sprzyjajacych warunkach in vitro, promujacych aktywnos$¢
proliferacyjna, takie ,,uspione” pluripotencjalne komoérki macierzyste izolowane z tkanki
somatycznej mogltyby podlega¢ pozytywnej selekcji [9,10,11],

Ukierunkowane tkankowo komorki macierzyste (réwniez komérki prekursorowe
uktadu nerwowego) zwykle, w hodowli zIl vitro, po pewnej liczbie podziatow
nieodwracalnie przestajg sie dzieli¢ i spontanicznie réznicujg sie. Jedng z przyczyn tego
zjawiska jest tzw. asymetria podziatéw komorek macierzystych pochodzacych z tkanek
somatycznych [12], Z pojedynczej komorki tego typu po podziale powstaje jedna
komorka macierzysta, ktora jest kopig komorki matczynej i jedna komérka progeni-
torowa, czyli komérka macierzysta ,,ukierunkowana” juz w dalszym rozwoju. O
podziatach lub dalszej specjalizacji komorki decydujg sygnaty zaréwno pochodzenia
wewnatrzkomérkowego, jak i z otaczajacego jg Srodowiska [13, 14, 15]. W niszach
mdzgu jest to wystarczajgce do utrzymania statej puli komorek macierzystych, natomiast
in vitro, jesli nie zostang zapewnione odpowiednie warunki do stymulacji podziatéw
symetrycznych, przesuniecie kinetyki podziatdbw komérkowych w strone podziatow
asymetrycznych prowadzi do starzenia sie i zamierania hodowli komorkowej. Dlatego
problemem wecigz trudnym w przypadku SSC jest opracowanie metody nieograniczonego
namnazania tych komorek in vitro i mozliwo$¢ wyprowadzenia, bez uprzedniego
unieSmiertelniania, ustalonych linii komérkowych. Takie linie komdrkowe sg niezwykle
potrzebne zar6éwno dla dalszych badan podstawowych, jak i dla oczekiwanego
zastosowania terapeutycznego.

W pracy Buzanska i wsp. [9] dokumentujemy wyprowadzenie stabilnej, nietrans-
formowanej linii neuralnych komérek macierzystych z krwi pepowinowej. Tym samym
dostarczamy dowodo6w na to, ze mozliwe jest w warunkach in vitro wyselekcjonowanie
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somatycznych komodrek macierzystych, ktére mogag namnazac sie w sposéb nieograni-

czony (podobnie jak dzielgce sie symetrycznie embrionalne komorki macierzyste).

Podobng stymulacje do podziatdéw symetrycznych w hodowli in vitro uzyskano dla

somatycznych komaorek macierzystych izolowanych z mézgéw ptodowych szczura i

cztowieka [ 10]. Co wiecej, Conti i wsp. [ 10] zastosowali protokot doswiadczalny podobny

do naszego w kontekscie zaréwno sposobu izolacji komérek zdolnych do podziatéw

symetrycznych, jak i metody utrzymywania w hodowli komorek proliferujacych.
Ludzkie neuralne komérki macierzyste (Human Neural Stem Cells - hNSC) mozna

otrzymywac in vitro z hodowli ESC [16, 17] i z mézgowych tkanek somatycznych

(ptodowych - [ 18] i dorostego cztowieka -[19]), ale réwniez ze szpiku kostnego [20,

21, 7] i skory cztowieka [22]. Praca podjeta przez nasz Zespét i realizowana od 2000

roku we wspétpracy z Zaktadem Hematologii Doswiadczalnej Instytutu Onkologii w

Warszawie udowodnita, ze zrédtem neuralnych komérek macierzystych moze by¢

réwniez ludzka krew pepowinowa [23]. Badania te, woéwczas pionierskie, zostaty

przedstawione na Konferencji ISN/ASN (International Society of Neuroscience/

American Society of Neuroscience) w sierpniu 2001 roku w Buenos Aires [24].

Podobne wyniki rénolegle otrzymat zesp6t pracujacy w Tampie (Floryda) [25].

Niniejsza praca stanowi przeglad wynikéw prezentowanych w cytowanych publika-
cjach [9, 23, 26, 27, 28] i dotyczy nastepujacych zagadnien:

*  otrzymywanie progenitorow neuralnych z ludzkiej krwi pepowinowej i dowody na
ich zdolno$¢ do wielokierunkowego réznicowania sie w komorki o charakterze
neurondw, astrocytow i oligodendrocytow [23];

» wyprowadzenie stabilnie ukierunkowane;j linii neuralnych komorek macierzystych
(Human Umbilical Cord Blood - Neural Stem Cells'. HUCB-NSC) z progeni-
toréw pochodzacych z krwi pepowinowej [9];

» standaryzacja wzrostu i réznicowania HUCB-NSC: opracowanie metod hodowli in
vitro umozliwiajacych utrzymywanie HUCB-NSC na réznych etapach zaawansowa-
nia rozwojowego (od niezréznicowanych, poprzez ukierunkowane progenitory neural-
ne o0 zawezonym spektrum rozwojowym, do komoérek zréznicowanych) [26,27];

« analiza molekularna mechanizméw lezacych u podstaw utrzymania ,,macierzysto-
$ci” wyprowadzonej linii HUCB-NSC [9];

»  roznicowanie HUCB-NSC w komorki o charakterze funkcjonalnych neuronéw: dowo-
dy na podstawie badan molekularnych (mikromacierze DNA), immunocytochemicz-
nych (ekspresja biatek) oraz elektrofizjologicznych (metoda,patch clamp™) [9,27,28].

OTRZYMYWANIE PROGENITOROW NEURALNYCH
Z LUDZKIEJ KRWI PEPOWINOWEJ

Nasze badania udowodnity, ze ludzka krew pepowinowa moze by¢ zrodtem komorek
macierzystych, ktore pod wptywem odpowiednich warunkéw $rodowiska (obecnosé
surowicy i stymulacja neuromorfogenami) mogaréznicowac sie w komorki o charakterze
neuronéw, astrocytow i oligodendrocytéw [23].
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Zatozeniem wyjsciowym do przeprowadzanych doswiadczen byto uzyskanie frakcji
mononukleamej krwi pepowinowej zawierajacej komorki klonogenne o mozliwie najnizszym
stopniu ograniczenia potencjatu do roznicowania. W tym celu przeprowadzono
immunodeplecje (metoda sortowania magnetycznego) komoérek macierzystych juz
ukierunkowanych hematopoetycznie (CD34+), a nastepnie przez 6 tygodni stabilizowano
hodowle w obecnosci 10% surowicy. Otrzymanajednowarstwowo rosnaca hodowla komérek
mononukleamych byta CD34(-), CD45(-), tj. negatywna odpowiednio pod wzgledem
powierzchniowych markeréw hematopoetycznych i endotelialnych. Dalsza selekcja polegata
na zmianie warunkéw hodowli w kierunku stymulacji do podziatow tej czesci komorek,
ktéra jest wrazliwych na czynnik wzrostowy EGF (Epidermal Growth Factor).
Woczesniejsze prace [ 19] wykazaty, ze EGF specyficznie stymuluje do podziatéw neuralne
komérki macierzyste izolowane z OUN (O$rodkowego Uktadu Nerwowego). Wybér do
dalszej selekcji i propagacji w hodowli komorek nieprzylegajacych byt réwniez nieprzy-
padkowy. Zatozeniem byto, ze sg to komérki niezréznicowane, wrazliwe na EGF i o duzej
zdolnosci proliferacyjnej. Doprowadzito to do skutecznego wyizolowania frakcji namnaza-
jacych sie komorek o charakterze neuralnych komorek macierzystych. Komorki te wykazy-
waty zdolnos¢ do tworzenia klondw, pozytywnych pod wzgledem ekspresji nestyny (zaréwno
na poziomie biatka, jak i RN A) - typowego markera dla neuralnych komérek macierzystych.
Co wiecej, w obrebie tego samego klonu zidentyfikowano immunocytochemicznie komérki
réznicujace sie do trzech réznych fenotypdw neuralnych (neuronéw, astrocytéw i oligodendro-
cytow), co Swiadczy o multipotencjalnym charakterze izolowanych komdrek. Zastosowanie
kwasu retinowego (RA) z BDNF (brain derived neurotrophicfactor) lub tylko RA,
powoduje réznicowanie wyizolowanej frakcji komérek macierzystych krwi pepowinowej
w komorki o charakterze neuronéw (35%), astrocytow (30%) i oligodendrocytéw (10%).
Stymulacja do réznicowania neuralnego jest jeszcze bardziej skuteczna w obecnosci
czynnikéw typowych dla niszy neurogennej w mdzgu niz sama obecnos¢ badanych
czynnikéw wzrostowych. Udowodniono to w doswiadczeniach, w ktérych komorki
macierzyste z krwi pepowinowej znakowano pochodnymi chlorometylowymi dwuoctanu
fluoresceiny (Molecular Probs) i hodowano w ko-kulturze z komdrkami izolowanymi z
kory mézgu szczura. Spowodowato to ok. 10% wzrost zdolhosci do réznicowania zaréwno
w kierunku neuronalnym, jak i w kierunku astrocytalnym.

WYPROWADZENIE LINII HUCB-NSC Z PROGENITOROW
POCHODZACYCH Z KRWI PEPOWINOWEJ

Stabilna linia komdrkowa neuralnych komérek macierzystych wywodzacych sie z
krwi pepowinowej HUCB-NSC (Human Umbilical Cord Blood-Neural Stem Cells)
zostata otrzymana bez uprzedniego uniesmiertelniania komaorek [9], Stato sie to mozliwe,
dzieki zastosowaniu metody hodowli in vitro przez selekcje komorek niezréznicowanych
(klonogennych, nieprzylegajacych) i ich propagacje - wielokrotne pasazowanie w
obecnosci mitogennego czynnika wzrostowego EGF, promujacego przezycie komorek
ukierunkowanych neuralnie [19], Ustabilizowanie linii jako neuralnej linii komorek
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macierzystych nastgpito po jej przejéciowej hodowli w warunkach bez surowicy w
obecnosci czynnikéw wzrostowych EGF, bFGF (basic fibroblast growth factor) i
LIF (leukemia inhibitory factor). Umozliwito to jednoczesng selekcje komorek
ukierunkowanych neuralnie i ich stymulacje do proliferacji. Badania immunocyto-
chemiczne i molekularne wykazaty, ze komdrki tak wyprowadzonej linii, po zastosowaniu
neuromorfogenow (np. dBcAMP) [9] lub niektorych czynnikow wzrostowych (np.
CNTF - ciliary neurotrophicfactor) [27] moga sie r6znicowac do fenotypéw neural-
nych w ok. 80% badanej populacji, co potwierdza neutralny charakter tej linii.

Linia HUCB-NSC utrzymywana jest juz ponad cztery lata w ciggtej hodowli (60.
pasaz). Wykazano, ze komorki HUCB-NSC majg prawidtowy ludzki kariotyp (46xy) i
sgwysoce klonogenne (wydajnos¢ 10%), co pozwolito na otrzymanie klonalnych podlinii.
W celu ustalenia, czy linia komérkowa jest stabilna i czy spetnia cechy linii neuralnych
komérek macierzystych, poréwnywano dane dotyczace kinetyki wzrostu, klonogennosci,
stabilnos$ci kariotypu i potencjatu do réznicowania pomiedzy wczesnymi (<10) i p6znymi
(>25, obecnie w pasazu 42.) pasazami linii podczas prawie trzech lat ciagtej hodowli.
Wyniki wykazaty brak réznic statystycznych pomiedzy poréwnywanymi pasazami
udowadniajgc, ze linia jest stabilna i spetnia cechy linii neuralnych komdrek macie-
rzystych. Stabilnos$¢ kariotypu, brak zwiekszonej ekspresji typowych onkogendw (np.
myc, ras), inhibicja kontaktowa w warunkach hodowli konfluentnej, a takze brak
tworzenia guzéw nowotworowych po przeszczepie HUCB-NSC do myszy NOD/SCID
(non-obese diabetic (NOD)/severely combined-immunodeficient (SCID), pozbawio-
nej odpornosci immunologicznej, pozwalajg sadzié, ze nie jest to linia transformowana
[9 oraz dane niepublikowane].

Propagacja hodowli komérek HUCB-NSC prowadzona jest w trzech réznych
warunkach:

1) bez surowicy w obecnosci czynnikow LIF, EGF i bFGF - hodowla niezréznico-
wanych, nieprzylegajgcych komérek w formie luzno ptywajacych nieregularnych lub
typowych regularnych agregatéw okreslanych jako ,,neurosfery” (rye. | A, B),

2) w pozywce z niskg zawartoscig surowicy (2%), wzbogacong ITS (insulin/
transferin/selenium), bez dodatkowych czynnikéw wzrostowych - hodowla mieszana:
komérek ptywajacych (niezréznicowanych) i przylegajgcych do podtoza ukierunko-
wanych progenitoréw oraz (rye. ! C),

3) w obecnosci 10% surowicy z dodatkiem mitogenéw EGF i bFGF - hodowla
komérek tylko przylegajacych, ale ciggle proliferujacych zaawansowanych progenitorow
neuralnych (rye. | D).

Badalismy ekspresje okreslonych biatek typowych dla komorek rozwijajacego sie i
dojrzatego OUN w réznych warunkach hodowli, stosujac metode znakowania
immunocytochemicznego. W komarkach niezréznicowanych HUCB-NSC, hodowa-
nych bez surowicy wysokiej ekspresji podlegajg biatka typowe dla neuralnych komdrek
macierzystych, takie jak: nestyna (ok. 90%), GFAP (glialfibrillary acidic protein,
ok. 40%) oraz neurofilament NF-200 (ok. 20%). Struktura widknista, typowa dla tych
biatek nie byta widoczna. Biatka typowe dla komérek zaawansowanych w r6znicowaniu
neuralnym ([3-TUBULINA 1ll, MAP2 - microtubul associatedprotein 2 dla neuronéw,
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RYCINA 1. Stadia rozwojowe HUCB-NSC podczas réznicowania w kierunku linii neuralnych. A-D:
kontrast fazowy, wskaznik powiekszenia: 100 pm. A - neurosfery w hodowli niezr6znicowanych HUCB-
NSC - nisza utrzymujaca komorki w ,,uspieniu” (przejsciowy stan GO), w Srodowisku bez surowicy;
B - samoodnawiajace sie, nieadherentne HUCB-NSC stymulowane do podziatéw w Srodowisku bez
surowicy z dodatkiem mitogenéw (EGF i bFGF); C - hodowla mieszana: komoérek ptywajacych
(niezréznicowanych) i przylegajacych do podtoza ukierunkowanych progenitoréw w $rodowisku z
niska zawartos$cig surowicy (2%), bez dodatkowych czynnikéw wzrostowych; D - hodowla komérek
tylko przylegajacych, ale majacych zdolnos$¢ do proliferacji zaawansowanych progenitoréw neuralnych
(przejsciowa faza GO, w obecnosci 10% surowicy z dodatkiem mitogenéw EGF i bFGF); E -
immunodetekcja (metoda znakowania ref. [26]): [3-TUBULINY I1I, w komérkach o charakterze neuronéw
(NU), GFAP w komoérkach o charakterze astrocytow (AS) oraz GAL C w komorkach o charakterze
oligodendrocytéw (OL), niebieskie - jadra barwione Hoechst 33258. Komorki réznicowane przez dwa
tygodnie w 2% surowicy z dodatkiem neuromorfogenoéw, nie proliferuja, saw kofAcowej fazie GO. Wskaznik
powiekszenia 50 pm. Komérki macierzyste proliferujace lub bedace w przejsciowej fazie GO nie wchodza
na Sciezke apoptozy

S100P dla astrocytow, GAL C - galaktocerebrozyd C dla oligodendrocytéw) w
warunkach hodowli niezréznicowanej nie podlegaja ekspresji. W komoérkach adhe-
rentnych, hodowanych w obecnosci 2% surowicy zaréwno ekspresja, jak i organizacja
strukturalna tych bialek zmienita sie: dla nestyny i GFAP poziom ekspresji spada
odpowiednio do 15% i 23% komérek w populacji, w przypadku NF200 zwieksza sie do
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ok. 30%, przy czym wszystkie te biatka, w tej fazie r6znicowania, wystepujgjuz w
formie spolimeryzowanej. Wynik ten ttumaczymy stopniowym ukierunkowaniem
progenitoréow neuralnych, jakimi sg komérki przylegajace HUCB-NSC. taczy sie to
ze stopniowa utratg ekspresji wczesnych markeréw dla neuralnych komaérek macierzys-
tych, do ktérych nalezg nestyna i GFAP, zjednoczesnym zwiekszeniem ekspresji biatek
charakterystycznych dla neuronéw, takich jak NF-200. Réwnoczesnie we frakcji
przylegajacej komérek HUCB-NSC, hodowanych w pozywce z niskg zawartoscig
surowicy, pojawia sie ekspresja [3-TUBULINY I1l, S100(3 i galaktozy-cerebrozydu -
GAL C, co $wiadczy o stymulacji do roznicowania tej hodowli we wszystkie trzy linie
typowe dla OUN. Na uwage zastuguje pozornie nietypowa ekspresja GFAP - biatka
charakterystycznego dla zr6znicowanych astrocytdw, w niezréznico-wanych,
nieadherentnych HUCB-NSC. Badania prowadzone w wielu laboratoriach wykazaty,
ze biatko to podlega ekspresji rowniez w neuralnych komoérkach macierzys-tych, ale
tylko pochodzenia ludzkiego [30, 10].

HUCB-NSC hodowane w wysokim stezeniu surowicy, bez mitogenéw lub w pozywce
z malg zawartoscig surowicy, ale w obecnosci neuromorfogendéw zmieniajg fenotyp na
bardziej przypominajacy komorki o charakterze neurondw, astrocytéw czy oligoden-
drocytow zaréwno morfologicznie, jak i pod wzgledem ekspresji biatek. Swiadczy to o
znaczacym wplywie warunkow hodowli i zwigzang z tym dostepnoscig czynnikdw
epigenetycznych na réznicowanie HUCB-NSC.

W innej pracy [31] wykazalismy réwniez wptyw czynnikéw genetycznych na zdolno$¢
do réznicowania HUCB-NSC. Podobnie jak w przypadku ludzkich transformowanych
komorek macierzystych linii DEV [32], podejmowanie decyzji rozwojowej 0 sposobie
réznicowania zalezy m.in. od ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych typu bHLH (basie
helix loop helix). Réznicowanie w kierunku neuronéw komorek linii HUCB-NSC
hamowane jest obecnoscig badz endogennego, badZ dostarczonego drogg transfekcji
czynnika ID! (inhibujacego czynniki proneuralne, takie jak neurogeniny lub neuroD),
a rozmieszczenie wewnatrzkomoérkowe biatka ID1 (jadro lub cytoplazma) moze by¢
wskaznikiem stanu macierzystosci komoérek HUCB-NSC.

STANDARYZACJA WZROSTU | ROZNICOWANIA HUCB-NSC

Stabilna linia HUCB-NSC zaréwno stanowi tatwo dostepne Zrédto neuralnych
komarek macierzystych, jak réwniez umozliwia standaryzacje uktadéw eksperymen-
talnych do badan in vitro. Co wiecej, wykazalismy [26, 8, 9], ze HUCB-NSC moga
by¢ hodowane jako warstwa przylegajacych do podtoza komorek (ryc.l C,D) lubjako
przestrzenne, ptywajace konglomeraty niezr6znicowanych komorek o charakterze
neurosfer (rye. 1 A). ,,Neurosfery” sg to struktury typowe dla hodowli neuralnych
komadrek macierzystych zaréwno somatycznych (izolowanych z mézgu ptodu lub mézgu
dorostego osobnika [33]), jak i zarodkowych (wyprowadzanych z blastocysty rozwija-
jacego sie zarodka [34]). Zdolnos¢ HUCB-NSC do tworzenia ,,neurosfer” potwierdza
neuralny charakter wyprowadzonej przez nas linii komdrkowej.
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Opracowalismy metody umozliwiajgce utrzymywanie komorek linii HUCB-NSC w
hodowli in vitro, na réznych etapach rozwoju, ktoére odzwierciedlaja hierarchie ich
wzrostu i réznicowania: od niezréznicowanych, poprzez progenitory neuralne o
zawezonym spektrum rozwojowym, do komorek zr6znicowanych [26] (rye. 1). Mozli-
wos¢ izolacji frakcji komorek HUCB-NSC odzwierciedlajacej okreslony etap rozwoju
ontogenetycznego neuralnych komorek macierzystych sprawia, ze linia HUCB-NSC
jest dobrym modelem badan nad neurotoksycznoscig rozwojowa [26, 27].

W pracy Buzanska i wsp. [26], ustaliliSmy optymalne warunki wzrostu i réznicowania
HUCB-NSC w dbugo- i krotkoterminowej hodowli HUCB-NSC. Badania prowadzono
w 2-wymiarowej hodowli adherentnej i przestrzennej 3-wymiarowej hodowli reprezen-
towanej przez neurosfery. W warunkach standaryzowanej hodowli przylegajacej,
oszacowalismy tempo proliferacji i przezywalno$¢ komorek oraz ich zdolno$¢ do réznico-
wania. WykazaliSmy, ze podczas r6znicowania spontanicznego indukowanego jedynie
adhezjg komorek do podioza (hodowla 2-wymiarowa, adherentna), komorki czesciej
uzyskujg fenotyp neuronalny (ok. 30 %) niz glejowy (astrocyty ok. 10%, oligodendrocyty
ok.2%). Badalismy réwniez proliferacje i zdolno$¢ do réznicowania komérek HUCB-
NSC rosnacych w neurosferach. Adhezja neurosfer do podtoza stymuluje spontaniczng
migracje i réznicowanie komoérek HUCB-NSC. Proces ten moze by¢ kontrolowany
obecnoscig czynnikéw wzrostowych (np. LIF/CNTF stymuluje proliferacje komérek w
neurosferach), a takze sktadnikami macierzy zewnatrzkomérkowej (np. fibronektyna
hamuje zarowno proliferacje, jak i migracje komorek) [26],

Procesem rdznicowania HUCB-NSC mozemy sterowac — w warunkach przylegania
do podtoza i w obecnosci neuromorfogenow podejmowane decyzje rozwojowe dotyczace
neuronalnego lub astocytalnego, czy oligodendroglialnego fenotypu zalezg od rodzaju
zastosowanego neuromorfogenu lub czynnika wzrostowego [27]. BadaliSmy wptyw
niektérych czynnikdéw wzrostowych i neuromorfogenéw (PDGF-AA, PDGF-BB, RA,
T3, CNTF, cAMP) stosowanych w 10 réznych kombinacjach w standaryzowanej hodowli
na kierunkowe réznicowanie HUCB-NSC w komérki o charakterze neuronéw, astrocytow
i oligodendrocytew. WykazalisSmy, ze CNTF promuje roznicowanie w kierunku neuronéw
(ok. 80% komorek [3-TUBULINA Il pozytywnych) (rye. 2A), PDGF-BB + RA w
kierunku astrocytdéw (ok. 65% komorek S100[3 pozytywnych) (rye. 2B), natomiast PDGF-
AA + T3 w kierunku oligodendrocytéw (ok. 12% komérek GAL C pozytywnych) (ryc.
2C) [27 oraz dane niepublikowane].

ANALIZA MOLEKULARNA MECHANIZMOW LEZACYCH
U PODSTAW UTRZYMANIA ,,MACIERZYSTOSCI”
WYPROWADZONEJ LINII HUCB-NSC

Analiza molekularna z zastosowaniem mikromacierzy DNA polegata na badaniu
profilu transkrypcyjnego komdrek niezroznicowanych linii HUCB-NSC i réznicowanych
pod wptywem dBcAMP {HUCB-NSC Differentiated - HUCB-NSCD) oraz populacji
referencyjnej komorek mononukleamych izolowanych z krwi pepowinowej w taki sam
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RYCINA 2. HUCB-NSC znakowane immunocytochemicznie przeciwciatami skierowanymi przeciwko
P-TUBULINIE IlI (A), S100P (B), GAL C (C), w komérkach réznicowanych przez 2 tygodnie
odpowiednio: w kierunku neuronéw (w obecnosci CNTF), astrocytéw (w Srodowisku z PDGF +RA),
oraz oligodendrocytow (w obecnosci T3). Niebieskie - jagdra barwione Hoechst 33258, wskaznik
powiekszenia 50 pm. Zdjecia spod mikroskopu fluorescencyjnego. Szczegoty znakowania w ref. [27]

sposob, w jaki izolowano komorki linii HUCB-NSC (frakcja komérek CD 34, CD 45) -
(HUCB-MC) [9].

Poréwnywalismy profil transkrypcyjny niezréznicowanych komérek HUCB-NSC i
wyjsciowych - CD 34(-) HUCB-MC. Wykazalismy, ze 93% gendw, okreslanych jako
typowe dla neuralnych, ludzkich komérek macierzystych [35], ktore sa aktywne w
HUCB-NSC, nie podlega ekspresji w frakcji referencyjnej komérek mononukleamych.
Swiadczy to o neuralnym charakterze linii HUCB-NSC.

Za utrzymywanie ,,macierzystosci”, czyli zdolnosci do samoodnowy zaréwno
komdrek somatycznych, jak i embrionalnych odpowiedzialna jest aktywacja komor-
kowych szlakéw przekazywania sygnatu, takich jak: WNT/[SCATENINA [36] oraz
LIF/JJAK/STAT [37, 35]. Neuralne komorki macierzyste charakteryzujg sie aktywacjg
szlakow DELTA/NOTCH oraz FGFR1 [38], W naszych badaniach, w niezréznico-
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wanych komérkach HUCB-NSC wykazaliSmy wzmozong aktywnos$¢ szeregu gendéw
zwigzanych z wymienionymi drogami sygnatowymi. Dla szlaku inicjowanego sygnatem
liganda Lifsgto geny: LIFR, LIF, JAK oraz STAT. Aktywacja drogi WNT koreluje z
nadekspresjg takich genéw, jak: WNT, FRIZZLED, LPR, ft-CATENINA,
CADHERYNA i TCF, natomiast o aktywacji szlaku DELTA/NOTCH S$wiadczy
zwiekszona ekspresja JAGGED2, NOTCH3, HEY1 oraz PEN2. Neuralne ukierunko-
wanie niezréznicowanej frakcji komérek HUCB-NSC jest zwigzane miedzy innymi ze
zwiekszong ekspresja gendw dla czynnikéw wzrostowych FGF, PDGF, NRG1 oraz
ich receptorow: FGFR1, FGFR3, PDGFR oraz ERBB2. Na szczego6lg role w tym
procesie receptora FGFR1 wskazuje az 600-krotne zwigkszenie aktywnosci tego genu
w poréwnaniu z wyjsciows frakcjg mononukleama komdrek krwi pepowinowej [9],

ROZNICOWANIE HUCB-NSC W KOMORKI O CHARAKTERZE
FUNKCJONALNYCH NEURONOW

Analize molekularng przy uzyciu mikromacierzy DNA zastosowano rowniez do badania
ekspresji gendw w komérkach réznicowanych w obecnosci dBcAMP [9]. RdOznicowaniu
towarzyszy aktywacja genéw zwiazanych z receptorami biatek G (GPR17), a takze wzrost
ekspresji genéw specyficznych dla neuronéw, np. MAPT (biatko Tau), LXN (lateksyna),
CALB2 (kalretynina), GAD 67 (dekarboksylaza kwasu glutaminowego 67), czy tez genéw
kodujacych biatka zasocjowane z receptorem GABAp GABARAPL3 i GABARAPL1,
co sugeruje gabaergiczny charakter réznicowania czesci komérek HUCB-NSC. Analiza
immunocytochemiczna potwierdzita obecnos¢ biatek kodowanych przez te geny (ryc. 3).
Uwage nalezy zwroci¢ rowniez na wzrost ekspresji gendw zwigzanych z przekaznictwem
synaptycznym: SV2a (synaptic vesicle 2a), SYNJ1(synaptojanin /), PCLO (piccolo)
oraz NPTX1(neuronal pentraxin) [9].

Badania elektofizjologiczne [28] prowadzone metodg ,patch clamp™ wykazaty w
komorkach réznicowanych potencjat spoczynkowy wysokosci 50 mV oraz obecnos¢
potencjato-zaleznych pradoéw potasowych (Kir - inward rectifying potassium current
oraz | - outward potassium current) (ryc. 4 a-e). Prady te sg specyficznie i w
sposéb odwracalny blokowane przez inhibitory Kiri IK ; Kir byt inhibowany obecnoscig
jonoéw Cs , Ba2t i Cd2+, natomiast | antagonistami kanatéw potasowych: TEA
(tetraethylammonium) lub 4-AP (4-aminopridine) (ryc. 4 c,e).

Wykazano réwniez aktywnos$¢ receptoréow dopaminergicznych, gabaergicznych,
glutamatergicznych i serotoninergicznych. W obecnos$ci kwasu kainowego, acetylo-
choliny (ACH), serotoniny (5-HT), glicyny, GABA i dopaminy (DA) Kirw réznicowa-
nych komérkach HUCB-NSC byt znaczaco modyfikowany. Ekspresja tych receptorow
na poziomie biatka zostata potwierdzona immunocytochemicznie. Badania profilu
transkrypcyjnego réznicowanych HUCB-NSC przy zastosowaniu mikromacierzy DNA
wykazaly ekspresje genéw dla potencjato-zaleznych kanatéw potasowych i sodowych,
jak rowniez niektorych typow receptoréw: dla ACH, GABA, 5-HT, DA, glicyny czy
kwasu glutaminowego. Swiadczy to o funkcjonalnym réznicowaniu HUCB-NSC w
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RYCINA 3. HUCB-NSC réznicowane przez 2 tygodnie w obecnosci dBcAMP. A - koekspresja biatka
TAU (czerwone) i [3-TUB Il (zielona), B - koekspresja kalretyniny CALB (czerwona) i P-TUB llI
(zielona), C - ekspresja dekarboksylazy kwasu glutaminowego 67 (GAD 67), D - ekspresja biatka
zasocjowanego z receptorem GABAAL. Niebieskie - jadra barwione Hoechst 33258, wskaznik
powiekszenia 50 pm (A i B), 20 pm (C i D). Zdjecia spod mikroskopu fluorescencyjnego. Szczegoty
znakowania w ref. [9]

komorki o charakterze neurondw. Jednakze brak zapisu potencjatdw czynnosciowych,
jak réwniez brak ekspresji niektorych receptorow (np. NMDA) wskazujg na to, ze
komarki HUCB-NSC réznicowane w obecnosci dBcAMP majg cechy funkcjonalnego,
alejeszcze niedojrzatego systemu neuronalnego [28,27]. Obecnie prowadzone badania,
w ktérych HUCB-NSC réznicowane sg bezposrednio na powierzchni modyfikowanej
do przeprowadzenia pomiarow elektrofizjologicznych (z wbudowanymi elektrodami),
wskazujg na mozliwos¢ uzyskania potencjatu czynnosciowego w komorkach HUCB-
NSC (dane niepublikowane).

PODSUMOWANIE

Komorki macierzyste wyizolowane z mononuklearnej frakcji ludzkiej krwi
pepowinowej mozna skutecznie réznicowa¢ w komorki o charakterze neuronéw,
astrocytow i oligodendrocytéw. Stabilna, nieimmortalizowana linia neuralnych komérek
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RYCINA 4. Prady potencjato-zalezne Kiroraz IR indukowane w komérkach HUCB-NSC przez skokowe
zmiany potencjatu od -140 do +50 mV (skok cé 10 mV), potencjat spoczynkowy +50 mV. Badania
prowadzono metodg ,,patch clamp™ w komoérkach réznicowanych przez 2 tygodnie w obecnosci dBcAMP.
Prady te sg specyficznie i w spos6b odwracalny blokowane przez inhibitory Kiri | : Kir byt inhibowany
obecnoscig jonéw Cs\ (B,C,D), natomiast 1K antagonistami kanatéw potasowych: TEA (tetraethylam-
monium) lub 4-AP (4-aminopridine) (E). Szczeg6ty metodyczne ref. [28]

macierzystych HUCB-NSC jest potencjalnym zrédtem komdrek somatycznych do badan
zwigzanych z terapig choréb neurodegeneracyjnych, jest réwniez dobrym modelem
do badan nad neurotoksycznoscia rozwojowa.

Przedstawione dowody otrzymania neuralnych komorek macierzystych z ludzkiej
krwi pepowinowej i wyprowadzenie stabilnej linii komérkowej HUCB-NSC sg pionier-
skie w dziedzinie badan komoérek macierzystych.
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ROLA METALOPROTEINAZ MACIERZY
POZAKOMORKOWEJ W NOWOTWORACH PIERSI,

ZE SZCZEGOLNYM UWZGLEDNIENIEM ROLI
ZELATYNAZY A ORAZ ZELATYNAZY B

THE ROLE OF MATRIX METALLOPROTEINASES
IN BREAST CANCER, WITH PARTICULAR
ROLE OF GELATINASE A AND GELATINASE B

Anna LAPKA, Anna GOZDZIALSKA, Jerzy JASKIEWICZ

Zaktad Analityki Biochemicznej, Wydziat Farmaceutyczny z Oddziatem Analityki
Medycznej Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakdw

Streszczenie: Metaloproteinazy macierzy pozakomoérkowej (MMPSs) sa enzymami bezposrednio zaan-
gazowanymi w procesy tworzenia przerzutéw nowotworowych. W warunkach fizjologicznych MMPs
uczestnicza w takich procesach, jak: embriogeneza, angiogeneza, cykliczne zmiany w endometrium,
gojenie ran oraz agregacja ptytek. Zmiany aktywnosci tych enzymow obserwowano w wielu procesach
patologicznych, takich jak: choroba nowotworowa, procesy zapalne oraz choroby degeneracyjne uktadu
nerwowego. W procesach nowotworowych MMPs uczestniczg w regulacji wzrostu i proliferacji komo-
rek, tworzeniu przerzutéw, angiogenezie oraz w odpowiedzi immunologicznej organizmu. Szczegoélnie
wazng role odgrywaja zelatynaza A (MMP-2) oraz zelatynaza B (MMP-9). Sa to enzymy majace
najwiekszg zdolno$¢ do degradacji kolagenu typu IV bedacego gtéwnym skiadnikiem btony podstawnej
(BM). Utrata ciagtosci w strukturze BM warunkuje zapoczatkowanie procesu migracji komérek nowo-
tworowych z pierwotnego guza i tworzenie przerzutow w miejscach odlegtych.

Stowa kluczowe: metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej, zelatynaza A, zelatynaza B, nowotwor 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 ofthe cancer cell migration from primary tumor and creation ofremote metastasis.

Key words: matrix metalloproteinases, gelatinase A, gelatinase; B, breast cancer.
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WSTEP

Rak gruczotu piersiowego jest obecnie najczesciej wystepujagcym nowotworem u
kobiet. W Stanach Zjednoczonych oraz krajach Unii Europejskiej rocznie na raka piersi
zapada 6-7 proc, kobiet. W Polsce nowotwor ten stanowi okoto 19 proc, ogétu
rejestrowanych nowotworéw ztosliwych u kobiet i zajmuje pierwsze miejsce pod
wzgledem zachorowalnosci oraz umieralnosci z powodu nowotworow [45].

Diagnoza zmian nowotworowych opiera sie gltéwnie na zastosowaniu metod
histopatologicznych i obrazowych. Inngjeszcze metodgwykrywania zmian nowotworowych
jest oznaczanie markeréw nowotworowych w krwi [14,21], Ze wzgledu na fakt, ze rozwdj
choroby nowotworowej poprzedza mutacja okreslonych gendw, poszukuje sie obecnie metod,
ktore pozwolityby na wykrycie komérek transformowanych nowotworowo. Innym jeszcze
kierunkiem badan mogaby¢ oznaczenia stabilnosci macierzy tkanek, w ktérych rozwijajasie
zmiany nowotworowe. Wszystkie te dziatania prowadza do wykrycia przedprzerzutowego
stadium zmian nowotworowych. Wczesne wykrywanie komorek transformowanych
nowotworowo umozliwia wdrozenie takich metod terapeutycznych, ktére zwiekszajg
prawdopodobienstwo wyleczenia lub wydtuzajgczas przezycia [ 16,39],

Rak piersi charakteryzuje sie duzg inwazyjnoscig poprzez wczesng migracje komoérek
nowotworowych drogg naczyn krwionosnych i limfatycznych. Ogniska przerzutéw
najczesciej wykrywane sgw ptucach, kosciach, watrobie oraz mézgu [23, 34]. Nabycie
przez komorke nowotworowa fenotypu inwazyjnego warunkuje inicjacje procesu migracji
do otaczajgcych tkanek, a tym samym mozliwo$¢ tworzenia przerzutéw. Aktywacja
tego procesu zalezy od przebiegajacych réwnolegle dwoch proceséw, a mianowicie
utraty potgczen pomiedzy komoérkami guzai degradacji biatek macierzy pozakomaorkowej
(ECM - extracellular matrix) [13, 21, 35].

Pierwszym etapem procesu migracji jest pokonanie bariery, jakg stanowi macierz
pozakomorkowa oraz btona podstawna (BM - basement membrane) [8, 14],

W warunkach fizjologicznych macierz pozakomorkowa tworzg specyficzne biatka. Wéréd
tych zwigzkéw wyrdznia sie biatka kolagenowe oraz elastyne, a takze specyficzne
glikoproteiny, proteoglikany i glikozaminoglikany [8], Sk¥ad i proporcje tych zwigzkdw sg
charakterystyczne dla poszczeg6lnych tkanek oraz wyznaczajg ich strukture i funkcje.
Kolageny oraz elastyna tworza rusztowanie ECM, zapewniajac tym samym zachowanie
prawidtowej struktury tkanki oraz transdukcje sygnatow miedzykomorkowych [30,31,42].
Btona podstawna, bedacajednaz form ECM, utworzonajest gtdwnie przez biatko kolagenowe
typu 1V, fibronektyne, lamining, entaktyne oraz siarczan heparanu [7, 30]. Glikoproteiny
biorg udziat w adhezyjnosci, migracji oraz réznicowaniu sie komoérek poprzez wigzanie
z integrynami. Proteoglikany wystepujace w ECM utatwiajg migracje komérek [8].

Zaburzenie funkcji macierzy pozakomorkowej oraz btony podstawnej poprzez patogenne
dziatanie metaloproteinazjest procesem warunkujgcym tworzenie przerzutow. Réwnolegle
w zmienionej nowotworowo tkance zachodzi aktywnie proces angiogenezy. Destrukcja
macierzy tkankowej oraz angiogenezato etapy rozwoju zmian nowotworowych umozliwiajace
migracje komorek z nastepowym tworzeniem przerzutéw [21],
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1. CHARAKTERYSTYKA BIOCHEMICZNA ORAZ BUDOWA
METALOPROTEINAZ

Enzymy hydrolizujace biatka macierzy sa zaliczane do klasy endopeptydaz.
W pismiennictwie bywaja okreslane jako proteinazy lub proteazy. Obecna klasyfikacja
metaloproteinaz wyszczegdélnia 25 odrebnych enzyméw, a z grupy tej 22 wystepuje u
ludzi [8, 38]. Enzymy te ze wzgledu na specyfike substratowg oraz budowe zostaty
podzielone na 8 grup, a mianowicie: kolagenazy, zelatynazy, stromielizyny, matrylizyny,
enamelizyny, metaloelastazy, metaloproteinazy btonowe oraz pozostate, niezaklasy-
fikowane do zadnej z wyzej wymienionych grup (tab. 1). W tabeli podano takze poznane
substraty dla poszczeg6lnych grup enzyméw. Substratami sg biatka macierzy pozako-
mérkowej, w tym biatka kolagenowe, laminina, fibronektyna, elastyna oraz proteogtikany
[8, 34]. Podobienstwo enzymow o tej samej specyfice substratowej potwierdzone jest
homologigdomen tych enzymow [38].

Synteza MMPs w warunkach prawidtowych zachodzi w komorkach macierzy
wspohtworzacej okreslong tkanke tgczng, w tym roéwniez w komdrkach krwi.
W warunkach patogennych MMPs sg ponadto syntetyzowane przez komérki nowotwo-
rowe. We wszystkich przypadkach MMPs produkowane sg jako preproenzymy, a
wiekszos¢ z nich wydzielanajest do ECM w postaci nieczynnych proenzymow. Istnieje
mozliwos¢ wewnatrzkomorkowej aktywacji MMPs, jak ma to miejsce w przypadku
MMP-14, ktorej proces aktywacji zachodzi w aparacie Golgiego [8, 10, 38], Funkcja
aktywnych form MMPs zalezy od pH i jest najwieksza w pH obojetnym. Aktywnosé
przemian uczynniania zalezna jest takze od stezeniajonéw Ca? oraz Zn2+ [8, 10, 26].

2. FUNKCJA METALOPROTEINAZ
W WARUNKACH FIZJOLOGICZNYCH

W warunkach prawidtowych metaloproteinazy biorg udziat w regulacji rozwoju
ptodowego oraz procesach wzrostu i przebudowy tkanek. Odpowiedzialne sa takze za
cykliczne zmiany w endometrium oraz zmiany zachodzace podczas cigzy, porodu i potogu
[38]. Uczestniczg w procesach angiogenezy, a takze migracji komoérek odpowiedzi
zapalnej biorac udziat w procesach gojenia ran oraz tworzenia blizn [33, 38], MMP-2
odgrywa istotng role w regulacji czynnosci ptytek krwi poprzez stymulacje agregacji
niezalezng od tromboksanu A, (TXA,). Natomiast MMP-9 hamuje proagregacyjne
dziatanie MMP-2. Antagonistyczne dziatanie MMP-2 i MMP-9 stanowi jeden z mecha-
nizmoéw pozwalajgcych na utrzymanie hemostazy naczyniowej [33].

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

Metaloproteinaza MMP-2, zwana Zelatynazg A lub kolagenaza72 kDa oraz MMP-9,
okre$lana tezjako Zzelatynaza B lub kolagenaza 92 kDa, majg domeny wspélne dla catej
grupy MMPs, a takze domeny charakterystyczne, stanowigce o ich odmiennych
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TABELA 1. Specyfika substratowa metaloproteinaz macierzy pozakomérkowej [7]

Grupa enzymoéw

Kolagenazy

Kolagenaza !

Kolagenaza 2

Kolagenaza 3

Kolagenaza 4
Zelatynazy

Zelatynaza A

Zelatynaza B

Stromielizyny

Stromielizyna |

Stromielizyna 2

Stromielizyna 3
Matrylizyny
Matrylizyna

Matrylizyna 2
Enamelizyna

Metaloelastaza

MMP

MMP-1

MMP-8
MMP-13

MMP-18

MMP-2

MMP-9

MMP-3

MMP-10

MMP-11

MMP-7

MMP-26

MMP-20
MMP-12

Metaloproteinazy btonowe

MT1-MMP

MT2-MMP

MT3-MMP

MT4-MMP

MT5-MMP

MT6-MMP

MMP-14

MMP-15

MMP-16

MMP-17

MMP-24

MMP-25

Substraty

kolagen typu I, II, 111, VII, VI, X, XI, zelatyna, agrekan, entaktyna, fibronektyna,
laminina, tenascyna, vitronektyna, al-antychymotrypsyna, «2-makroglobulina, fibryna,
fibrynogen, pro-MMP-2, pro-MMP-9, pro-TNFa

kolagen typu I, 11, 111, agrekan, «2-makroglobulina, fibrynogen

kolagen typu I, 11, 11, IV, VI, IX, XIV, Zelatyna, agrekan, fibronektyna, tenascyna,
a2-makroglobulina, kazeina, czynnik XlI, fibrynogen, pro-MMP-9

kolagen typu |, Zelatyna

kolagen typu I, 11, 11, IV, Vil, IX; X, XI, zelatyna, agrekan, elastyna, entaktyna,
fibronektyna, IGFBP, laminina, tenascyna, vitronektyna, fibryna, fibrynogen, pro-MMP-9,
pro-MMP-13, plazminogen, pro-TNFa

kolagen typu IV, V, XI, XIV, zelatyna, agrekan, dekoryna, elastyna, IGFBP, laminina,
vitronektyna, a2-makroglobulina, endotelina, kazeina, fibryna, fibrynogen, ILIA pro-
MMP-2, plazminogen, pro-TNFa

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

kolagen typu 111, 1V, V, zelatyna, agrekan, elastyna, fibronektyna, kazeina, fibrynogen,
pro-MMP-1, pro-MMP-7, pro-MMP-8, pro-MMP-9

IGFBP, a2-makroglobulina

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

kolagen typu 1V, zelatyna, fibrynogen, fibronektyna, vitronektyna, kazeina, pro-MMP-9

agrekan

kolagen typu I, 1V, Zelatyna, agrekan, elastyna, entaktyna, fibronektyna, laminina,
vitronektyna, czynnik XIl, a2-makroglobulina, fibrynogen, 1gG, plazminogen, pro-TNFa

kolagen typu I, 11, 111, zelatyna, agrekan, entaktyna, fibronektyna, perlekan, vitronektyna,
a2-makroglobulina, CD44, czynnik XII, fibryna, fibrynogen, ov integryna, pro-MMP-2,
pro-MMP-13, tenascyna, pro-TNFa

agrekan, entaktyna, fibronektyna, laminina, perlekan, tenascyna, pro-MMP-2
kolagen typu 111, zelatyna, kazeina, fibronektyna, pro-MMP-2

zelatyna, fibryna, fibrynogen, pro-MMP-2, pro-TNFa

zelatyna, fibronektyna, pro-MMP-2

kolagen typu IV, zelatyna, fibronektyna, fibrynogen, fibryna, pro-MMP-2
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wiasciwosciach. W obrebie domeny katalitycznej MMP-2 i MMP-9 wystepuja trzy
powtdrzone fragmenty podobne do fibronektyny. Fragmenty te odpowiedzialne sg za
wigzanie z substratem, jakim jest kolagen i elastyna oraz innymi substratami, ktére
zostaty zestawione w tabeli | [1,9,36]. Ponadto MMP-9 w obrebie regionu zawiasowego
ma domene kolagenu typu V o niepoznanej dotychczas funkcji [8, 38].

W czasteczce MMPs wystepuje sekwencja sygnatowa, a takze domena katalityczna
z centrum aktywnym oraz domena hemopeksynopodobna zakoriczona grupg karbo-
ksylowag [8,31]. Sekwencje sygnatowg tworzg aminokwasy N-korica czasteczki, ktore
decydujgo sekrecji proenzymu z siateczki endoplazmatycznej do macierzy zewnatrz-
komorkowej Propeptyd zbudowany jest z sekwencji PRCG(X)PDV (Pro- Arg- Cys-
Gly- (X)- Pro- Asp- Val) i zawiera ok. 80 aminokwaséw [24]. Wéréd aminokwasow
szczegoblna role odgrywa cysteina, ktorej reszta wigzac atom cynku utrzymuje tym sa-
mym enzym w stanie nieaktywnym. Domena katalityczna, zbudowana z ok. 170
aminokwaséw, zawiera centrum aktywne, o tylko czeSciowo poznanej sek-wencji
HEXXHXXGXXH [24,38], Trzy czasteczki histydyny, obecne w domenie katalitycznej
wigzgatom cynku [8,24], Réwnoczesne wigzanie atomu cynku przez reszty histydyny
z domeny katalitycznej i reszte cysteiny z sekwencji sygnatowej czyni kompleks biatkowy
nieaktywnym. Rozerwanie potgczenia cysteiny z sekwencjg sygnatowajest wstepnym
procesem prowadzacym do uaktywnienia enzymu.

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

Prawidtowa ekspresja MMPs regulowana jest na poziomie transkrypcji genow,
translacji, aktywacji proenzymow oraz poprzez aktywatory i inhibitory tkankowe (TIMPs
-tissueinhibitors ofmetalloproteinases) [8,27, 36,38]. W warunkach patologicznych
wzrost ekspresji metaloproteinaz jest spowodowany gtéwnie zaburzeniami regulacji
transkrypcji. Pierwszym etapem tych przemian jest zmiana funkcji protoonkogendw w
onkogeny. Szczegdlna rola przypada na protoonkogeny fos i jun. Mutacja w obrebie
tych gendw czesto prowadzi do wystgpienia nowotwordéw [21, 22]. Biatka Fos i Jun
tacza sie w czynnik transkrypcyjny AP-1. Czynnik ten ma zdolno$¢ tworzenia potaczen
z promotorami genow MMP-2 oraz MMP-9, a takze wielu innych MMPs [ 15,27,38].
W regulacji poziomu ekspresji MMP-2 bierze takze udziat onkogen HER2/neu (zwany
réwniez c-erbB-2) oraz czynnik transkrypcyjny AP-2 [17, 22].

Onkogen HER-2/neu jest genem kodujacym btonowy receptor dla kinazy
tyrozynowej, zawierajacy sekwencje homologiczne z receptorem dla epidermalnego
czynnika wzrostu (EGF - epidermal growth factor) [17, 22]. Biatko HER-2/neu ma
aktywno$¢ Kkinazy tyrozynowej, co powoduje pobudzenie sygnatu mediowanego
receptorem nawet przy braku ligandu. Nadekspresja tego biatka obserwowana jest u
20-30% kobiet chorych na nowotwory piersi i najczesciej wynika z amplifikacji genu
HER-2/neu [5, 17,22]. Nadmierna ekspresja genu HER-2/neu, ktora zostata potwier-
dzona w nowotworach gruczotu sutkowego prowadzi do wzrostu aktywnosci MMP-2.
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Czynnik transkrypcyjny AP-2 jest biatkiem, ktorego znaczenie zostato potwierdzone
w procesach wzrostu, réznicowania oraz apoptozy komérek [22,40]. Odgrywa zasadniczg
role w procesach nowotworowych. Wigze sie z regionem promotorowym protoonkogenu
HER-2/neu aktywujac jego ekspresje [22]. Dodatkowo czynnik transkrypcyjny AP-2
odgrywa znaczng role w procesie transkrypcji MMP-2 oraz odpowiada za zwigkszenie
aktywnosci obszaru promotorawego genu MMP-9. Efekt wptywu nadekspresji genu
HER2/neu na zdolno$¢ komorek nowotworowych do tworzenia przerzutOw jest zatem
zwigzany ze zwigkszeniem poziomu ekspresji MMP-2 oraz MMP-9, a takze ze wzrostem
aktywnosci proteolitycznej tych enzymow [ 16,27].

Wozrost poziomu ekspresji MMPs moze by¢ takze wynikiem spadku poziomu ekspresji
gendw supresorowych, ktérych produkty biatkowe, w prawidtowych warunkach, hamuja
wzrost i proliferacje komorek. NajczeSciej wystepujacg mutacja gendw supresorowych
w raku piersi jest mutacja genu p53. Jest to gen, ktérego biatkowy produkt, wigzac sie
z DNA kontroluje proces syntezy DNA, transkrypcji oraz apoptoze. W dziedzicznych
nowotworach piersi hajczesciej obserwowanymi mutacjami sg mutacje genéw BRCA-1
i BRCA-2. Biatka kodowane przez geny BRCA-1 i BRCA-2 sg biatkami jadrowymi. Ich
funkcja nie zostata doktadnie poznana, natomiast prawdopodobnie biorgudziat w procesach
naprawy DNA i regulacji transkrypcji. Mutacja genu kodujacego E-kadheryne powodujgca
spadek ekspresji tego biatka prowadzi do zmniejszenia kohezji miedzykomorkowej. Utatwia
to inwazyjno$¢ oraz tworzenie przerzutow w nowotworach piersi, raku jelita grubego,
przetyku, jajnika [21,37]. Mutacje genéw kodujacych poszczegdlne enzymy sg rzadko
wykrywane [8, 32, 38].

Ekspresja gendw MMPs regulowanajest przez wiele czynnikéw stymulujgcych oraz
hamujgcych. Do czynnikéw stymulujacych ekspresje nalezg miedzy innymi estry forbolu,
biatka macierzy zewnatrzkomarkowej, stres komorkowy oraz cytokiny [8,20,38], Czynniki
wzrostu, w tym interleukiny, interferon, EGF, FGF, VEGF, PDGF, TNF-a, TGF-[3 to
réwniez wazne regulatory ekspresji MMPs [13, 28, 36], Innym jeszcze czynnikiem
pobudzajacym MMPs sg biatka komérek nowotworowych. Przyktadem jest czasteczka
biatka EMMPRIN (extracellular matrix metalloproteinase inducer), glikoproteina,
zlokalizowana na powierzchni komorki nowotworowej [2,24], Biatko to stymuluje znajdujace
siew bliskim sasiedztwie fibroblasty do produkcji metaloproteinaz, w tym MMP-2. Poprzez
aktywacje MMP-2 hiatko EMMPRIN pobudza proteolize ECM. Obecno$¢ EMMPRIN
zostata stwierdzona na powierzchni komorek nowotwo-rowych guzéw piersi, ptuc,
przewodu pokarmowego, pecherza moczowego, a takze komoérek czerniaka [24],

MMP-2 oraz MMP-9, tak jak pozostate enzymy tej grupy, wydzielane sg do
Srodowiska pozakomorkowego w postaci nieaktywnego biologicznie proenzymu (pro-
MMPs). Aktywacja pro-MMPs do aktywnej MMPs zachodzi w srodowisku zewnatrz-
komorkowym, ale zwigzanajest z funkcjg komorki [ 10,29]. Do petnej aktywacji latentnej
formy enzymoOw konieczny jest proces proteolityczny, tzw. cysteine-switch. Efektem
jest odciecie N-terminalnego propeptydu bogatego w cysteing, a w nastepstwie
odstoniete zostaje centrum aktywne z trzema resztami histydyny oraz jonem cynku
(Zn2+) [1,40]. Mechanizm aktywacji zachodzi poprzez rozerwanie wigzah pomiedzy
grupatiolowacysteiny ajonem cynku [38]. Odtaczenie propeptydu maskujacego miejsce
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aktywne zawierajgce Zn2+ powoduje skrécenie taricucha aminokwasowego oraz
zmniejszenie masy czasteczkowej o ok. 10 kDa [10, 38].

Efektywna aktywacja pro-MMP-2 moze nastapi¢ w drodze zaleznej od MMP-14
(MT!L-MMP) oraz niezaleznie od dziatania tego enzymu. MMP-14 to metaloproteinaza
transbtonowa, ktdrej czasteczka jest zwigzana z btona komérkowa komorek tkanki
tacznej. Aktywacja MMP-2 poprzez szlak zalezny od MMP-14 wymaga powstania
kompleksu tego enzymu z MMP-14 i TIMP-2 na powierzchni btony komdrkowej
[24,40]. Dziatanie MMP-14 polega na rozerwaniu wigzania pomiedzy Asn3i- Leu3
w czasteczce pro-MMP-2. Dalsze przeksztatcenie polegajgce na rozerwaniu wigzania
pomiedzy Asn8- Tyr8ljest procesem autokatalitycznym. Proces aktywacji MMP-2 moze
takze zachodzi¢ wskutek interakcji pomiedzy metaloproteinazg btonowg MMP-14 oraz
integryng avP3. Czasteczki integryny obecne sg w komdrkach srédbtonka oraz
w komorkach nowotworowych roznych tkanek, w tym takze w tkankach nowotworowych
piersi. Integryng «¥03 odgrywa krytyczna role w procesach wzrostu nowotworu i
tworzenia nowych naczyn krwionosnych. Interakcja pomiedzy hemopeksy-nopodobna,
C-koncowg domeng MMP-2 a integryng av(33 umozliwia efektywne dojrzewanie
MMP-2. Sama integryng zatem aktywuje MMPs, lecz w potgczeniu z vitronektyna
specyficznie wigzaca sie z integryng, blokuje proces aktywacji proMMP-2,
prowadzac tym samym do spadku poziomu aktywnych form MMP-2 [4].

Kolejny mechanizm aktywacji metaloproteinaz moze dokonywac sie pod wptywem
proteinaz serynowych, obecnych w Srodowisku pozakomoérkowym, takichjak: trypsyna,
proteinazy systemu aktywacji plazminogenu do plazminy, elastaza leukocytama oraz
katepsyna G. Trypsyna w takich warunkach wydzielana jest przez komérki nowo-
tworowe [33], Aktywacja dokonuje sie takze przy udziale aktywnych form metalo-
proteinaz [38], Zwiekszenie 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 dziatania zwigzkow nieorganicznych, takich jak cyjanek lubjodek potasu,
siarczan dodecylu sodu oraz zwigzkéw organicznych zawierajacych rtec¢, a takze
mocznika i stresu oksydacyjnego, bedacych niespecyficznymi aktywatorami MMPs
zachodzg zmiany konformacyjne w obrebie czagsteczki pro-MMP. Zmiany te prowadzg
w efekcie do odigczenia peptydu regulatorowego i aktywacji proenzymu [10, 33],

W warunkach prawidtowych gtéwnymi inhibitorami metaloproteinaz sa tkankowe
inhibitory metaloproteinaz TIMP, stanowigce grupe specyficznych inhibitoréw MMPs.
Sa to biatka 0 masie czgsteczkowej pomiedzy 20-29 kDa, ktore tgcza sie wigzaniami
niekowalencyjnymi z MMP w stosunku stechiometrycznym 1:1 [3,36,38,41 ]. Kompleks
taki moze ulec dysocjacji z odzyskaniem peinej aktywnosci TIMPs oraz MMPs [9].
Dotychczas poznano i scharakteryzowano cztery geny, ktore koduja biatka TIMP-1,2,
3 oraz 4. Skiad i sekwencja aminokwasowa wszystkich TIMPs jest podobnaw 37-
51%. Wszystkie zawierajg w swej strukturze 12 reszt cysternowych, ktére tworza
6 mostkow disiarczkowych oraz 6 petli polipeptydowych [10,19,38], Petle 1-3 znajduja
sie w C-koricowym fragmencie struktury, natomiast petle 4-6 znajduja sie we fragmencie
N-koncowym biatka [10,36]. Obie domeny N- i C-koricowa majg zdolno$¢ do tworzenia
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potaczen z MMPs, natomiast najwieksza aktywnos¢ inhibicyjna zwigzana jest gtéwnie
z mozliwoscig tworzenia wigzan pomiedzy N-korncem TIMP a N-koricem enzymu.
Aktywnos¢ inhibicyjna poszczeg6lnych biatek TIMP jest r6zna w stosunku do réznych
MMPs. Domena C-koncowa (petle 4-6) TIMP-1 ma wieksze powinowactwo do
domeny hemopeksynopodobnej MMP- 9 niz do domeny hemopeksynopodobnej MMP-
2. C-koncowa domena TIMP-2 ma natomiast znacznie wieksze zdolnosci do wigzania
z domeng hemopeksynopodobng MMP-2 [9, 10, 25]. Paradoksalnie TIMP-2 ma
dziatanie nie tylko inhibicyjne, ale rowniez bierze udziat w procesie aktywacji MMP-2
przy udziale MMP-14. TIMP-3 wykazuje znacznie wieksze powinowactwo w stosunku
do MMP-9 niz pozostate biatkowe inhibitory [10, 38]. Biatka TIMPs oprdcz inhibicji
metaloproteinaz maja takze zdolno$¢ pobudzania wzrostu komérek, a takze supresji
sygnatéw prowadzacych do pobudzenia mitozy oraz apoptozy [38].

Do endogennych inhibitorow metaloproteinaz nalezy takze trombospondyna-2,
trombospondyna-1, niewielkie czasteczki biatkowe z fragmentami homologicznymi do
TIMPs, inhibitor zwiazany z btong komoérkowg RECK (reversion-inducing cysteine-
rich protein with kazat motifs) oraz oc2-makroglobulina, bedgca biatkiem osoczowym.
Bierze ona udziat w nieodwracalnej inhibicji MMPs [8,27].

Zmniejszenie aktywnosci MMPs mozliwe jest takze na etapie transkrypcji, poprzez
zablokowanie odcinkéw DNA, ktére kodujg poszczegblne enzymy. Zmniejszenie
aktywnosci moze tez odbywac sie poprzez zablokowanie aktywnych juz form enzymow.

4. PRZEBUDOWA MACIERZY POZAKOMORKOWEJ

Aby komorki rakowe mogty pokonaé gesta sie¢ elementow budujacych macierz
zewnatrzkomorkows, niezbedna jest proteoliza poszczegélnych skiadnikéw tego
Srodowiska. Szczego6lna rola w procesie proteolizy sktadnikéw ECM zwigzana jest z
aktywnoscig metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomérkowej. Szczeg6lne znaczenie dla
zagrozenia migracja komorek ma proteolityczne dziatanie MMPs na E-kadheryng, biatko
adhezyjne, ktére uczestniczy w interakcji pomiedzy komérkami. Czasteczka E-kadheryny
zlokalizowana jest na powierzchni komorek nabtonkowych. Degradacja biatka prowadzi
do zaburzenia oddziatywan miedzykomorkowych, a takze inicjuje proces transformacji
komérek nabtonkowych w komérki mezenchymatyczne. Taka zmiana fenotypu
komorkowego zwigzanajest ze stopniem zaawansowania oraz ztosliwoscig nowotworu.
[8,14,38]. Zelatynaza A (MMP-2) oraz zelatynaza B (MMP-9) maja najwieksze zdolnosci
do degradacji biatka kolagenowego typu IV, bedacego gtéwnym sktadnikiem btony
podstawnej [42]. MMP-2 ulega ekspresji w bardzo wczesnej fazie raka piersi i jest
traktowana, jako jeden z pierwszych czynnikow umozliwiajgcych formowanie sie
nowotworu. W wiekszosci przypadkéw jest nieobecna w normalnej dorostej tkance piersi,
ale ulega ekspresji w tagodnych nowotworach, takich jak np. wiékniaki [35], Uszkodzenia
struktury btony podstawnej stanowigjeden z elementéw warunkujgcych migracje komérek.
Metaloproteinazy te odgrywaja krytyczng role w procesie transformacji nowotworu in
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situ w jego posta¢ inwazyjna. Wzrost ekspresji MMPs gtdwnie MMP-2 oraz MMP-9
odpowiedzialnych za degradacje kolagenu typu IV zostat stwierdzony w tkankach
nowotworowych tych nowotworéw piersi, ktérych komarki maja zdolno$¢ do tworzenia
przerzutow. Natomiast wzrost ekspresji enzyméw nie zostat potwierdzony w tkance
nowotworowej in situ [7, 12]. Ekspresja MMP-2 zachodzi gtéwnie w zrebie zto$liwych
nowotwordw i jest zwiekszana przez parakrynne pobudzanie mediowane przez czynniki
rozpuszczalne. Dla odmiany ekspresja MMP-9 w fibroblastach pochodzacych z tkanki
nowotworowej wymaga bezposredniego kontaktu ze ztosliwym nabtonkiem nowotworo-

wym [35].

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

Dotychczas rola metaloproteinaz w procesach nowotworowych ograniczona byta
jedynie do udziatu w inwazji i tworzeniu przerzutéw. Jednak wykazano takze dziatania
MMPs na innych etapach karcinogenezy.

5a. MMPs a procesy wzrostu i apoptozy komorek nowotworowych

MMPs regulujg procesy wzrostu oraz proliferacji komorek. W prowadzonych
badaniach doswiadczalnych wykazano, iz proliferacja komorek nowotworowych u myszy,
ktére nie miaty genu kodujgcego MMP-9 byta w znacznym stopniu zahamowana [8].

MMPs generujg sygnaly pobudzajace komorki do intensywnego namnazania sie,
uwalniajg zwigzane z btong komérkowa prekursory czynnikéw wzrostu, np. TGF-a.
Rozktadaja kompleks IGF-BP (insulin-like growthfactor-bindingprotein), uwolniony
zostaje czynnik IGF, ktéry pobudza wzrost komérek nowotworowych. MMP-9 obniza
takze zdolno$¢ komdérek nowotworowych do apoptozy [7, 8].

5b. MMPs a tworzenie przerzutow

Rola MMPs w procesach tworzenia przerzutéw jest znanajuz od kilku lat. Potencjat
inwazyjny nowotworu moze by¢ zalezny od interakcji pomiedzy MMPs a TIMPs.
Przewaga aktywnos$ci enzymoéw nad ich tkankowymi inhibitorami prowadzi do zwiek-
szenia potencjatu inwazyjnego [22]. Pierwszym krokiem jest migracja komoérek
nowotworowych do otaczajacych tkanek, a nastepnie do tkanek znacznie oddalonych
od miejsca pierwotnego guza [6, 3]. Aby proces ten mogt zaistnieé, niezbedne jest
zmniejszenie adhezyjnosci komérek nowotworowych do podtoza. Dochodzi do tego na
skutek degradacji biatek adhezyjnych, w tym E-kadheryny przez metaloproteinazy [8,
38]. MMP-2 oraz MMP-14 degradujg laminine-5 w btonie podstawnej. W wyniku tego
dziatania odstonieciu ulega miejsce w strukturze lamininy, ktére w warunkach
fizjologicznych jest ukryte. Ekspozycja tej czesci biatka inicjuje migracje komdrek
nowotworowych. Podczas wedréwki komarki muszg odtaczy¢ sie od sasiadujacych
komorek oraz od otaczajacych je sktadnikéw macierzy zewnatrzkomorkowej.
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Niezbednym do tego procesu jest lokalizacja MMP-9 na powierzchni btony komérkowej
[8], Na btonie komdrek nowotworowych obecne jest biatko adhezyjne CD44 bedace
gtéwnym receptorem dla kwasu hialuronowego. taczy sie takze z MMP-9 wigzac
tym samym te metaloproteinaze na powierzchni komérki nowotworowej. Powstaty
kompleks sprzyja inwazyjnosci komorek guza [8, 18], Kompleks CD44 - MMP-9
rozktadany jest przez MMP-14 i uwolniona zostaje pozakomdérkowa domena, co
powoduje zmniejszenie inwazyjnosci nowotworu [8].

5¢. MMPs a angiogeneza

Angiogeneza warunkuje lokalny rozw6j nowotworéw, a takze umozliwia tworzenie
przerzutow. Zahamowanie procesu angiogenezy prowadzi do supresji wzrostu guza
oraz uniemozliwia migracje komorek nowotworowych do innych tkanek [ 18, 43,44].
W doswiadczeniach in vitro wykazano, ze endogenne inhibitory MMPs redukujg
powstawanie nowych naczyn krwionosnych. Nasuwa sie zatem wniosek, ze MMPs
wyraznie zwiekszaja mozliwosci angiogenezy. MMPs degraduja sktadniki ECM, dzieki
czemu komérki nabtonkowe przenikajg w gtab zrebu nowotworu. Przeprowadzono
szereg badan in vitro oraz wiele eksperymentéw na modelach zwierzecych, z ktérych
wynika, ze MMP-2, MMP-9 oraz MMP-14 sg bezpos$rednimi regulatorami angiogenezy
[8,26]. MMPs degraduja kolagen typu 1V, | oraz fibronektyne, co powoduje rozluZnienie
Scistej struktury ECM i umozliwia przenikanie komérek nabtonkowych, ktére dadzg
poczatek nowym naczyniom krwiono$nym. Rozkiad kolagenu typu IV dodatkowo
sprzyja procesowi angiogenezy przez umozliwienie potaczenia pomiedzy zdegradowanym
kolagenem 1V a integryngavP3. Metaloproteinazy zwiekszajg dostepnosé proangio-
gennych czynnikdéw wzrostu np. VEGF, FGF-2, TGF-0. Czynniki te stymulujg prolife-
racje i migracje komérek nabtonkowych, w wyniku czego dochodzi do organizowania
nowych naczyn krwionosnych [8,21,44].

5d. MMPs a odpowiedZ immunologiczna organizmu

Uktad odpornosciowy jest zdolny do rozpoznawania i niszczenia komorek
nowotworowych poprzez takie komorki, jak: makrofagi, limfocyty T, limfocyty NK i
neutrofile. Komorki nowotworowe wyksztatcity wiele systeméw umozliwiajgcych
unikniecie zniszczenia przez uktad immunologiczny. Jednym z takich systemow sa
metaloproteinazy [8], Istotnym czynnikiem do wzbudzenia reakcji odpornosciowej jest
proliferacja limfocytéw T pod wptywem stymulujgcego dziatania kompleksu IL-2- Rot
(interleukin-2-receptor-a). MMPs, a szczeg6lnie MMP-9 maja zdolno$¢ do rozktadu
tego kompleksu, przez co nastepuje oczywisty spadek proliferacji limfocytow T, a tym
samym znaczace zahamowanie reakcji odpornosciowej typu komorkowego [8, 33].
MMPs aktywuja réwniez TGF-|3 (transforming growth factor), ktéry jest jednym
z inhibitoréw odpowiedzi limfocytow T skierowanej przeciwko komoérkom nowo-
tworowym [11]. MMP-9 degraduje IL-8 (interleukin-8), ktéra jest chemoatraktan-
tem dla fagocytujgcych komérek. W procesach nowotworowych, w tym takze
w nowotworach gruczotu piersiowego, pojawiajg sie komorki zapalne. Komorki te
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produkuja wiele réznych MMPs, w tym takze MMP-9, MMP-12, MMP-14, a zatem
posrednio biorg udziat w stymulacji progresji nowotworu i zapewniajg komérkom
nowotworowym ochrone przed dziataniem uktadu immunologicznego [8].

6. PODSUMOWANIE

Woczesna diagnoza i okreélenie stanu zaawansowania nowotworu pozwala na
zwiekszenie przezywalnosci chorych na nowotwory piersi. Wazne jest poszukiwanie
nowych czynnikéw prognostycznych i diagnostycznych, ktére umozliwig wczesne
wykrycie nowotwordw piersi, a jednoczesnie pozwolg na wykorzystanie dostepnych
mozliwosci leczenia w postaci chemioterapii, radioterapii lub hormonoterapii obok
zabiegu operacyjnego [ 16,39]. Wprowadzenie wczesnej diagnozy i skutecznego leczenia
staje sie misjg wspoétczesnej ochrony zdrowia, zwihaszcza w przypadku tak czestego
schorzenia, jakim jest rak piersi u kobiet. Uczestnictwo MMP-2 oraz MMP-9 zar6wno
w angiogenezie, jak i inwazyjnosci oraz progresji nowotworu i zwiekszenie ich ekspresji
zgodne z powiekszeniem stopnia zaawansowania howotworu staje sie niekorzystnym
czynnikiem prognostycznym [13]. Kobiety, u ktérych w tkance nowotworowej guza
piersi stwierdzono zwiekszong ekspresje MMP-2, maja znacznie gorsze rokowania.
MMP-9 wykazuje wysokg ekspresje w nowotworze gruczotu piersiowego i wydaje sie
by¢ zwigzane z tworzeniem przerzutow do weztdw limfatycznych. Glebsze poznanie
dziatania metaloproteinaz zbliza nauke do mozliwosci odkrycia coraz to nowszych endo-
i egzogennych inhibitoréw, ktore zwiekszg szanse selektywnego blokowania poszcze-
goélnych enzyméw, w tym MMP-2 oraz MMP-9.
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NAPRAWA DNA PRZEZ WYCINANIE
NUKLEOTYDOW W KOMORKACH SSAKOW

NUCLEOTIDE EXCISION REPAIR IN MAMMALIAN CELLS

Tomasz SLIWINSKI, Janusz BLASIAK

Katedra Genetyki Molekularnej, Uniwersytet £.6dzki

Streszczenie: Naprawa DNA przez wycinanie nukleotydéw (NER) jest jedng z najwazniejszych odpo-
wiedzi komorki na uszkodzenia DNA, wnoszacg istotny wkiad w utrzymanie stabilnosci genomowej. W
NER usuwane sg obszerne addukty oraz uszkodzenia znieksztatcajgce strukture DNA, takie jak wywo-
tane przez promieniowanie UV cyklobutanowe dimery pirymidyny czy 6-4 fotoprodukty. NER cechuje
heterogenno$¢ naprawy genomu, zwigzana z organizacjg chromatyny w transkrypcyjnie aktywnych i
nieaktywnych domenach genomu oraz znaczeniem sekwencji w obrebie genéw. Uszkodzenia DNA wy-
wotane przez promieniowanie UV usuwane sg przez dwa szlaki: globalng naprawe DNA oraz naprawe
sprzezong z transkrypcja. Naprawa w pierwszym szlaku zachodzi wolniej niz w szlaku drugim i ma
charakter losowy, natomiast naprawa w szlaku sprzezonym z transkrypcja prowadzong przez polime-
raze RNA Il jest wysoce specyficzna. Zrozumienie mechanizméw naprawy przez wycinanie nukleoty-
dow u ssakow moze mie¢ wazne znaczenie w profilaktyce i terapii powaznych choréb, w tym nowotwo-
réw ztosliwych.

Stowa kluczowe: naprawa przez wycinanie nukleotydéw, uszkodzenia DNA, syndrom Cockayne’a,
xeroderma pigmentosum.

Summary: Nucleotide excision repair (NER) is one ofthe 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 Il 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 PO4A 032-25.
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WPROWADZENIE

Czynniki srodowiskowe i endogenne produkty metabolizmu moga oddziatywac z
komoérkowym DNA wywotujac jego modyfikacje, ktére moga prowadzi¢ do mutacji,
niestabilnos$ci genomowej, transformacji nowotworowej czy tez wreszcie $mierci komér-
ki. Dlatego naprawa DNA odgrywa wazng role w prawidtowym funkcjonowaniu
komérki. W naprawie DNA przez wycinanie nukleotydéw (NER) usuwane jest szerokie
spektrum uszkodzen DNA. Substratami dla NER sa uszkodzenia powodujgce znieksztal-
cenie drugorzedowej struktury DNA lub blokujgce procesy replikacji i transkrypciji.
Przyktadem takich uszkodzen sg cyklobutanowe dimery pirymidyny (CPDs) oraz 6-4
fotoprodukty (6-4 PPs), wywotywane przez promieniowanie UV [90].

Wiekszo$¢ badan systemu NER u ssakéw wykonywana jest z uzyciem komoérek
majacych mutacje biatek uczestniczacych w réznych etapach naprawy, w tym komérek
cztowieka charakterystycznych dla chorob okreslanych jako genetyczne: xeroderma
pigmentosum (XP), syndrom Cockayne'a (CS), czy trichotiodystrofia (TTD). Chociaz
objawy kliniczne tych schorzen sa rézne, od wysokiej podatnosci na nowotwory do
wczesnego starzenia sig, moga one by¢ zwiagzane z okreslong wrazliwoscia na Swiatto
stoneczne. Komorki te sg zr6znicowane pod wzgledem genetycznym, z wieloma grupami
komplementacyjnymi, reprezentowanymi przez r6zne geny naprawy. Kodowane przez
te geny biatka nazwane zostaty zgodnie z ich przynaleznoscig do okreslonych grup
komplementacyjnych [6,24]. Dla syndromu XP zostato zidentyfikowanych siedem grup
(XPA-XPG) oraz dwie dla CS (CSA, CSB).

NER jest procesem stosunkowo ztozonym przebiegajacym przy udziale wielu biatek,
a powigzanie jej mechanizmow z objawami klinicznymi jest przedmiotem badan. Etapy
podstawowych szlakow tego szlaku naprawy sg zasadniczo niezmienne ewolucyjnie
w komorkach zaréwno pro-, jak i eukariotycznych [65].

PODSTAWOWE ETAPY NER

Naprawa sprzezona z transkrypcja (TCR) jest zwigzana z uszkodzeniami wystepu-
jacymi w genach transkrybowanych, natomiast naprawa zwigzana z pozostalg czescig
genomu nazywana jest globalng naprawa DNA przez wycinanie nukleotydéw (GGR)
[30]. Prawdopodobnie TCR moze by¢ realizowana zaréwno przez wycinanie zasad (BER),
jak i nukleotyddw; to ktéry z tych szlakow naprawy DNA bedzie ,,egzekutorem” TCR,
zalezy od rodzaju uszkodzenia. Pierwszym etapem w NER jest rozpoznanie uszkodzenia.
Etap ten jest r6zny w zaleznosci od tego, czy zachodzi TCR, czy tez GGR (rye. 1).

Rozpoznanie uszkodzern w DNA. Globalna naprawa DNA

W GGR kompleks biatkowy XPC-hHR23B jako pierwszy rozpoznaje uszkodzenie
w DNA [89]. Jest on bardzo wazny dla przytaczenia do miejsca uszkodzenia kolejnych
czynnikow NER [89], Kompleks ten lokalizuje uszkodzenie na podstawie wywotywanego
przez nie zaburzenia w drugorzedowej strukturze DNA [16], Im silniejsze znieksztatcenie
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podwaéjnej helisy DNA, tym szybciej kompleks XPC-hHR23B umiejscawia uszkodzenie i
umozliwia jego usuniecie. Z tego wzgledu (6-4) fotoprodukty usuwane sg z czasteczki
DNA z wiekszawydajnoscigniz cyklobutylowe dimery pirymidynowe, gdyz wywotywane
przez CPDs znieksztatcenia w strukturze DNA sgnatyle niewielkie, ze nie sgrozpoznawane
z wysokg wydajnoscig przez kompleks XPC-hHR23B [18]. Czynnikiem, ktory ufatwia
wykrywanie uszkodzenia przez XPC-hHR23B, jest czynnik wigzacy uszkodzony DNA
(DDB) - heterodimer biatek p 127 i p48, ktory taczy sie z DNA w miejscu uszkodzenia [23,
45]. Oprocz wprowadzania przez biatko DDB zagiecia DNA o kat 55° w poblizu CPD,
bedacego sygnatem do przytaczenia kompleksu XPC-hHR23B, czynnik ten posredniczy
w acetylacji badz ubikwitynacji biatek, w tym histonéw, znajdujacych sie w poblizu
uszkodzenia [22]. Aktywnosci te pozwalajg na rozluznienie struktury nukleosomowej i
zwiekszajg dostepnos¢ substratu dla biatek naprawy systemu NER [18].

Biatko hHR23 zawiera dwie domeny ubikwitynowe oraz wigze i stymuluje biatko
XPC in vitro [41], Domena biatka XPC oddziatujgca z DNA znajduje sie w regionie
C-koncowym, czesciowo pokrywajac regiony oddziatujgce z innymi czynnikami systemu
NER, np. hHR23, oraz czynnikiem transkrypcyjnym TFIIH [82].

Uszkodzenia wywotujace wiazania krzyzowe w DNA blokujgjego funkcje, co moze
prowadzi¢ do transformacji nowotworowej badz smierci komorki. Kluczowym komplek-
sem biatkowym rozpoznajacym tego typu uszkodzeniajest XPA-RPA [23]. Z ostatnich
badan wynika, ze rowniez kompleks XPC-hHR23B rozpoznaje uszkodzenia wywotujgce
wigzania krzyzowe w DNA zaréwno samodzielnie, jak i wspétdziatajgc z kompleksem
XPA-RPA [23, 76].

Naprawa sprzezona z transkrypcja

W transkrypcyjnie aktywnych obszarach genomu, naprawa sprzezona z transkrypcja
wydajnie usuwa rézne typy uszkodzen i przebiega szybciej niz w pozostatej czesci genomu
[58, 84]. Wiele uszkodzen DNA blokuje proces elongacji transkrypcji, powodujac
zatrzymanie polimerazy RNA, podczas gdy w niciach nietranskrybowanych uszkodzenia
te sg omijane [57]. Prawdopodobnie w TCR przy rozpoznaniu uszkodzenia w DNA
funkcje kompleksu XPC/hHR32B przejmuje kompleks polimerazy RNA II, ktorej
zatrzymanie jest sygnatem dla biatek CSA i CSB [18, 84]. CSA zawierajace motyw,
ktéry moze oddziatywaé z CSB i XAB2 petniac role platformy umozliwiajacej utworzenie
kompleksu biatek systemu NER [18], CSA stabilizuje ponadto przejsciowe potgczenie
pomiedzy biatkiem CSB a unieruchomiongpolimeraza RNA I, nie oddziatujac przy tym
z kompleksem elongacyjnym. CSB powoduje rozluZnienie potgczenia kompleks
elongacyjny - DNA dzieki aktywnosci ATPazy zaleznej od DNA. Ponadto czynnik ten
oddziatuje z biatkami biorgcymi udziat w kolejnych etapach naprawy, z TFIIH i XPA,
zwiekszajgc tempo tworzenia kompleksu naprawczego [71]. Stosunkowo niedawno
odkryto nowe biatko, ktére moze brac¢ udziatw TCR, jest to biatko XAB2, zbudowane z
855 aa sktadajacych sie gtéwnie z 15 powtdrzen 34-peptydowych (TPR). XAB2 oddziatuje
z CSA, CSB, XPA, jak rowniez z polimerazg RNA Il. Przeciwciata dla XAB2 hamuja
zaréwno TCR, jak i transkrypcje in vivo, nie wptywajg za$ na GGR [62].
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Na podstawie dotychczasowej wiedzy o funkcji biatek uczestniczacych w TCR
mozna rozwazac¢ schemat rozpoznania uszkodzenia i zapoczatkowania naprawy w tym
szlaku w komorkach ssakow (ryc.l). Polimeraza RNA Il zatrzymuje sie w miejscu
uszkodzenia, dzieki czemu zostaje rozpoznana przez kompleks CSA-CSB, kt6ry odsuwa
ja od tego miejsca. CSA-CSB wigze réwniez biatko XPA i TFIIH i przyspiesza tym
samym tworzenie kompleksu inicjujacego NER. W komodrkach ssakéw na TCR moze
wptywaé potozenie kompleksu transkrypcyjnego w miejscu uszkodzenia, jak rowniez
bezposrednie oddziatywanie pomiedzy biatkami NER i czynnikami transkrypcyjnymi.
Biatka CSA, CSB, TFIIH i XAB2 moga odgrywac wazngrole w przebudowie kompleksu
transkrypcyjnego, podnoszac efektywnosé TCR. W zaleznosci od rodzaju uszkodzenia
w takim DNA zachodzi okres$lony typ naprawy zwigzany z transkrypcja. Oprécz NER
zwigzek z transkrypcjg moze mie¢ BER, jesli zaburzenia w nici transkrybowanej DNA
majacharakter modyfikacji zasad, ktdre sgsubstratem dla BER [46]. Glikozylazy DNA,
enzymy uczestniczgce w naprawie przez wycinanie zasad, powodujg zablokowanie
dziatania polimerazy RNA, podobnie jak uszkodzenia rozpoznawane przez NER, co
staje sie sygnatem dla biatek uczestniczacych w naprawie DNA zwigzanej z transkryp-
cja. Wyniki ostatnich badan wskazuja, ze jedno z uszkodzen oksydacyjnych bedacych
substratem dla BER, 8-oksoguanina, nie blokuje elongacji polimerazy RNA u E. coli,
w przeciwienstwie do produktu posredniego naprawy tego uszkodzenia, spowodowa-
nego przez Endo |11 [88]. Wyniki te sugeruja sprzezenie BER z TCR poprzez produkty
posrednie naprawy przez wycinanie zasad, ktore moga blokowaé dziatanie polimerazy
RNA [11], To moze wyjasnia¢ brak aktywnosci TCR podczas naprawy uszkodzen
alkilacyjnych, poniewaz miejsca apurynowe/apirymidynowe, powstate w wyniku
aktywnosci glikozylaz jednofunkcyjnych na uszkodzenia alkilacyjne DNA, nie powoduja
zatrzymania dziatania kompleksu polimerazy RNA [73]. To czy taki zwigzek wystepuje
w komarkach ssakéw, jest sprawag otwartg i wymaga dalszych badan.

Tworzenie otwartego kompleksu naprawczego

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

TFIIHjest kompleksem zawierajacym co najmniej szesé biatek, w sktad ktérego wchodzg
miedzy innymi XPB oraz XPD wykazujace aktywnos$¢ helikazy DNA, jak rowniez ATPazy
zaleznej od DNA [72]. Biatko XPB denaturuje nici DNA w kierunku 3'— 5’, podczas gdy
XPD w przeciwnym, wykorzystujac energie z hydrolizy ATP [36].

XPA wigze sie z DNA i wykazuje powinowactwo do uszkodzen wywotywanych
przez promieniowanie UV [60]. Stopien tego powinowactwa jest zwiazany ze stopniem
znieksztatcenia struktury DNA. Istotngrola XPA jest udziat w odpowiednim rozmiesz-
czeniu biatek kompleksu naprawczego wzgledem siebie [16]. Co wiecej, XPA bierze
udziat w weryfikacji uszkodzenia, wskazujac tym samym, ze rozpoznaje charakter
modyfikacji struktury DNA oraz ,,zaznacza” ni¢ DNA, w obrebie ktérej wystepuje
uszkodzenie [50]. Ponadto XPA, w potgczeniu z RPA, uwalnia biatka XPC-hHR23B z
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RYCINA 1. Rozpoznanie uszkodzenia przez czynniki uczestniczace w NER oraz wytworzenie
naprawczego kompleksu otwartego. W globalnej naprawie przez wycinanie nukleotydéw uszkodzenie
(rézowy kwadrat) zostaje rozpoznane przez kompleks XPC-hHR23B (zielony i ciemnozielony),
nastepnie zostajg przytaczone XPA, RPATFIIH i XPG (odpowiednio: ciemnoniebieski, czerwony,
brazowy i jasnoniebieski) i zostaje utworzony kompleks otwarty. W naprawie sprzezonej z transkrypcija
polimeraza RNA Il (z6tty) zatrzymuje sie przed uszkodzeniem i jest to sygnatem dla przytaczenia biatek
CSA i CSB (odpowiednio rozowy i fioletowy). Nastepnie przytaczane sg biatka takie jak w globalnej
naprawie i zostaje utworzony kompleks otwarty (oryginalne)
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kompleksu naprawczego, umozliwiajgc ponowne ich wykorzystanie w rozpoczeciu
kolejnej naprawy [18].

Podjednostka RPA, sktadajgca sie z 3 domen DBD wigzacych DNA, podczas
naprawy pokrywa okoto 30 nukleotyddw na nici nieuszkodzonej, chronigc ja tym samym
przed dziataniem endonukleaz. Wyniki badan prowadzonych in vitro sugeruja, ze do
zabezpieczenia jednoniciowego DNA na odcinku o dtugosci okoto 30 nukleotydow,
niezbednyjest udziat tylko jednej czasteczki heterotrimerycznego RPA [16, 18].

Naciecie nici DNA

Kolejnym etapem NER jest wprowadzenie dwéch nacie¢ w uszkodzonej nici DNA,
po jednym z kazdej strony uszkodzenia (ryc. 2). Usuwany fragment DNA zawierajacy
uszkodzenie liczy 25-32 nukleotydow [18]. Biatko RPA oprécz ochrony nici nieuszkodzo-
nej nadaje specyficzno$¢ endonukleazom wystepujacym w etapie nacinania dzieki
bezposredniemu oddziatywaniu z nimi [18], Zorientowany w kierunku 3’ od uszkodzenia
jeden koniec RPA wiaze sie z nukleazg ERCC1-XPF, a przeciwny oddziatuje z endonuk-
leazgXPG. Oddziatywanie to powoduje hydrolize wigzania fosfodiestrowego w nici
uszkodzonej [95]. Biatko XPG dokonuje pierwszego ciecia po stronie 3' w odlegtosci
3-9 nukleotydéw od uszkodzenia, co wprowadza zmiany konformacyjne w DNA bedace
sygnatem dla przylgczenia endonukleazy ERCC1-XPF, ktéra hydrolizuje wigzanie
fosfodiestrowe w odlegtosci 16-25 nukleotydéw od uszkodzenia, po jego stronie 5'
[95]. Wiasciwe umiejscowienie obu endonukleaz jest kluczowym etapem dla
precyzyjnego naciecia uszkodzonego fragmentu DNA. RPA zwigzane z nieuszkodzong
nicig wptywa na odpowiednie przytaczenie kompleksu ERCC1-XPF do miejsca
uszkodzenia, a oddziatywanie z XPA moze utatwiac i stabilizowa¢ umiejscowienie
kompleksu na uszkodzonej nici DNA [80]. Wyciety uszkodzony fragment DNA
oddysocjowuje, aw DNA pozostaje jednoniciowa luka.

Synteza naprawcza DNA

Luka powstata po usunieciu uszkodzonego oligonukleotydu z grupa3’-OH zostaje
wypetniona przez polimeraze DNA [89]. Prawdopodobnie na tym etapie wiekszos$¢
biatek uczestniczacych w NER opuszcza uszkodzony obszar i ich miejsce zajmuje
kompleks syntezy naprawczej. Biatko RPA jest wymagane przy wypetnianiu powstatej
luki w DNA dla zabezpieczenia matrycy DNA przed nukleazami.

Dwie polimerazy DNA syntetyzujg nowy fragment DNA. Wyniki ostatnich badan
in vitro sugeruja, ze zaréwno polimeraza 8, jak i e przeprowadzajg synteze DNA w
NER [35]. Do efektywnej syntezy naprawczej dla obu polimeraz wymagane sa rowniez
inne czynniki pomocnicze, czyli kofaktory, takie jak jadrowy antygen komoérek
proliferujacych (PCNA) oraz czynnik replikacyjny C (RF-C). Kofaktory te dziataja
jako kompleks, ktory utatwia zwigzanie obu polimeraz. Kompleks ten jest wytwarzany
po zwigzaniu czynnika RF-C z koncem 3’ starteréw DNA, ufatwiajac tym samym
przytaczenie biatka PCNA [16], W badaniach in vitro potwierdzono opisany model
uzyskujgc synteze naprawczg w obecnosci pieciu skiadnikdéw: PCNA, RF-C, RPA
oraz Pol 8 badz Pol 8 [ 16, 18]. Ostatnim krokiem koriczgcym synteze naprawczg 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 jasnobrazowy)
nastepuje naciecie uszkodzonej nici DNA przez endonukleazy XPG oraz ERCC1-XPF (pomaranczowy)
odpowiednio po stronach 3' i 5’ uszkodzenia. Nastepnie zachodzi synteza naprawcza, w ktérej uczestnicza
czynnik RC-F (naprzemiennie czerwony-szary), PCNA (naprzemiennie z6ty-zielony) oraz polimeraza
5/e (btekitny). Naprawe konczy ligaza DNA | (ciemnozielony) (oryginalne)
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jest ligacja konca 5’ nowo zsyntetyzowanej nici z oryginalng sekwencjg. Proces ten
jest przeprowadzany przez ligaze DNA | [16].

BIALKA NER

W naprawie DNA przez wycinanie nukleotydéw u ssakow bierze udziat okoto 30
biatek. Podzieli¢ je mozna na biatka uczestniczace w rozpoznaniu uszkodzenia,
wytwarzaniu kompleksu otwartego, syntezie naprawczej oraz koordynacji sktadowych
etapOw naprawy.

XPC tworzy kompleks z czynnikiem hHR23B podczas rozpoznania uszkodzenia w
GGR. hHR23B stymuluje aktywno$¢ XPC in vitro, prawdopodobnie w sposob bardziej
strukturalny niz katalityczny, jako ze domena hHR23B o dtugosci 54 aa wigzgca XPC
jest wystarczajgca do tego, aby je aktywowac [41]. hHR23B wystepuje w komadrkach
ssakOw liczniej niz biatko XPC oraz hHHR23A, homolog hHR23B wystepujacy w komaorce
gtownie w formie niezwigzanej [41, 66], hHR23A moze zastepowa¢ hHR23B w
wigzaniu i stymulowaniu biatka XPC in vitro [37], Czynniki hHR23B oraz hHR23A
zawierajg fragment ubikwitynowy w czesciach A-terminalnych taricucha aminokwaso-
wego [41, 66], Kompleks XPC-hHR23B oraz samo biatko XPC wykazujg podobny
stopienn powinowactwa do uszkodzonego promieniowaniem UV, DNA jedno- i
dwuniciowego [75]. XPC-hHR23B jest pierwszym czynnikiem, ktéry dziata w GGR,
nawet przed XPA oraz RPA i wiacza kolejne biatka do kompleksu naprawczego [75],

Kompleks TFIIH bierze udziat w transkrypcji polimerazy RNA |1, w obu szlakach
NER oraz regulacji cyklu komérkowego [71]. Jego sktadowe XPB i XPD wykazujg
aktywnos$¢ ATP-azy zaleznej od DNA oraz helikazy [14]. Dzieki wtasciwosci helikazy
zaleznej od ATP TFIIH bierze udziat w tworzeniu kompleksu otwartego, rozciggajacego
sie na dtugos¢ od 20 do 30 par zasad [16], Kompleks kinazowy zalezny od cykliny
(CAK) fosforyluje domene C-koricowaduzej podjednostki polimerazy RNA II, dzieki
czemu moze ona bra¢ udziatw regulacji cyklu komoérkowego oraz w inicjacji transkrypcji
[71], Podjednostki p34 i p44 zawierajg motyw palca cynkowego oraz majg zdolnos¢
wigzania DNA [4]. Kompleks rdzeniowy sktada sie z podjednostek: p34, p44, p52, p62,
i XPB. XPD jest zwigzany zaréwno z rdzeniem TFIIH, jak i z kompleksem CAK [70],

XPA odgrywa kluczowag role w poczatkowych etapach zaréwno szlaku GGR, jak i
TCR [44], Jest biatkiem wigzacym DNA, wykazujgcym preferencje przytgczania do
uszkodzonego DNA [44, 50], XPA ma strukture palca cynkowego, ktéra zwieksza
powinowactwo do wigzania DNA [44], XPA wykazuje szczegdlnie silne powinowactwo
do uszkodzonego DNA o wysokim stopniu znieksztatcenia struktury helisy [12], Biatko to
taczy inne czynniki kompleksu naprawczego, ERCC1, XPF, podjednostki p32, p70 biatka
RPA oraz czynnik TFIIH [70, 85]. XPA wystepuje w komoérce w formie wolnej jako
homodimer, natomiast w kompleksie z RPA -jako RPA-XPA2 [98]. Sugeruje to wazng
role dimeryzacji XPA w etapie rozpoznania uszkodzenia NER. Wysoki poziom tego biatka
niejest niezbedny dla prawidtowego dziatania NER w komdrce, poniewaz dopiero obnizenie
poziomu tego biatka ponizej 10% powoduje zaburzenia w funkcjonowaniu NER [44],
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RPA jest biatkiem wigzacym jednoniciowy DNA i skfada sie z 3 podjednostek.
Podjednostka p70 jest gtdwnie odpowiedzialna za wigzanie DNA, chociaz pozostate
podjednostki rowniez wykazujgtaka zdolnosé [8], W NER catkowite otwarcie kompleksu
naprawczego wokot uszkodzonego DNA wymaga biatka RPA, ktoére stabilizuje ten
kompleks przez zwigzanie z nieuszkodzong nicig DNA [8, 16, 18].

Mutacje w genach kodujacych biatka NER mogg prowadzi¢ do powstawania szeregu
schorzen. Z brakiem NER badZ z zaburzeniami w jego funkcjonowaniu zwigzane sg
choroby genetyczne, gtéwnie neurologiczne oraz nowotwory wynikajace z nadwrazli-
wosci skory na Swiatto stoneczne. Korelacja genotyp-fenotyp w schorzeniach XP i po-
chodnych moze zosta¢ podzielona ze wzgledu na mutacje genéw z okre$lonych grup
komplementacyjnych oraz obecno$¢ nowotworu skéry i/lub zaburzen neurologicznych
(tabela 1).

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

Grupa Mutacja Nowotwér Fenotyp
komplemen-  w genie skory

tacyjna

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

XP oraz XP z objawami zaburzen
G ERCC5 + neurologicznych

G ERCC5 + XP/CS
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ROLA NER W REGULACJI CYKLU KOMORKOWEGO
| APOPTOZIE

Uszkodzenia usuwane przez NER zwigzane sg bezposrednio z blokowaniem
transkrypcji i replikacji, co w dalszej kolejnosci moze wptywaé na regulacje cyklu
komorkowego oraz na indukcje apoptozy [79]. Biatko Rad3, zwigzane z recesywng
autosomalng chorobgdziedziczna, ataxia telangiectasia (ATR), jestjednym z gtéwnych
biatek indukowanych uszkodzeniami DNA spowodowanymi przez promieniowanie UV.
W przeciwienstwie do zmutowanego biatka wystepujacego w ataxia telangiectasia
(ATM), ktore jest zwigzane z odpowiedzig na uszkodzenia wywolywane przez
promieniowanie jonizujgce, biatko ATR odpowiada na zatrzymanie widetek replikacyj-
nych [28], ATR wiaze sie bezposrednio z 674 fotoproduktami, co powoduje aktywacje
jego wiasciwosci kinazowych [83]. Po aktywacji, ATR reguluje cykl komoérkowy, co
moze prowadzi¢ do jego zatrzymaniaw fazie G1 i G2 oraz opdznieniu fazy S [33]. ATR
moze fosforylowac serie r6znych substratow, w tym p53 oraz kinaze Chkl. Etapy te
korcza sie zatrzymaniem cyklu komérkowego poprzez zahamowanie transkrypcji genéw
odpowiedzialnych zajego postep, co daje systemowi NER dodatkowy czas na usuniecie
fotoproduktéw UV, ktére moga zatrzymywac replikacje DNA [83].

Polimeraza poliADP-rybozy | (PARP-1) moze odgrywa¢ wazng role w TCR
[99], Po przylaczeniu do miejsca uszkodzenia PARP-1 zaczyna ADP-rybozylacje
wielu biatek jadrowych, wiaczajac histony oraz samorybozylacje [49], Proces ten
bezposrednio wptywa na zdolnoSci naprawcze komérki. PARP-! zmniejsza szybkos¢
elongacji transkrypcji prowadzonej przez polimeraze RNAII, ktéra odsuwa sie od miejsca
uszkodzenia, gdy PARP-! ulegnie automodyfikacji [87], Aktywno$¢ PARP-I hamuje czynniki
transkrypcyjne, zapobiegajgc ich wigzaniu z DNA, co wskazuje, ze poliADP-rybozylacja
negatywnie reguluje transkrypcje polimerazy RNA I, ktéra przylgcza sie do sekwencji
promotorowej w formie hipoufosforylowanej (Ha) [99]. Czynnik TFIIH wykazuje
aktywno$¢ kinazy odpowiedzialnej za fosforylacje domeny C-koncowej wiekszej
podjednostki polimerazy RNA I, ktéra zaraz po tym opuszcza miejsce promotorowe
i zaczyna etap elongacji juz jako forma hiperufosforylowana (llo) [99], Komorki
majgce defekt we wznawianiu procesu syntezy RNA po powstaniu uszkodzehh DNA
spowodowanych przez promieniowanie UV, tj. komorki ze zmutowanym biatkiem
CSB, wykazujg akumulacje formy llo podczas ekspozycji na promieniowanie UV,
czego nie obserwuje sie u komoérek z funkcjonalnym biatkiem CSB [52, 68]. CSB
bierze udziat w degradacji zatrzymanych komplekséw transkrypcyjnych, co pozwala
na usuwanie uszkodzen oraz na powtdrne rozpoczecie elongacji transkrypcji [68].

Niskie dawki promieniowania UV prowadza do indukcji mechanizmdw ochronnych
w komodrkach, wilaczajac w to zatrzymanie cyklu komoérkowego oraz naprawe
uszkodzeh DNA, za$ wysokie dawki promieniowania przyspieszajg proces apoptozy
[48], Obnizenie poziomu transkrypcji przez dziatanie czynnikdw uszkadzajacych DNA
jestjednym z pierwszych sygnatow dlajej indukcji [ 15]. W komérkach defektywnych
w systemy usuwajace uszkodzenia DNA w nici transkrybowanej aktywnych gendw,
w stosunku do komorek ze sprawnym TCR, tempo apoptozy wzrasta, nawetjesli zostaty
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one poddane dziataniu niskich dawek promieniowania UV. Sugeruje to, ze zdolno$¢ do
usuwania uszkodzen z aktywnych genéw jest niezbedna dla wydajnej syntezy RNA
oraz przezycia komorki [51]. Oprécz usuwania uszkodzern DNA kompleks naprawczy
moze inicjowaé apoptoze, gdy liczba nagromadzonych uszkodzen jest bardzo duza i
zagraza zyciu komorki [13]. NER jest regulowany we wczesnych etapach apoptozy
przez biatko p53 w komérkach z uszkodzonym DNA [23]. Ta wczesna regulacja
wystepuje jako wynik pozytywnie kontrolowanej transkrypcji genéw XPC oraz p48
przez biatko p53 [!]. Odkad stwierdzono, ze komorki z niedoborem biatka p53 (syndrom
Li-Fraumeni) sg duzo mniej wydajne w wigzaniu czynnikéw XPC oraz TFIIH do miejsc
uszkodzern CPDs, biatko p53 wydaje sie by¢ niezbedne dla efektywnego dziatania
kompleksu naprawczego NER [2]. Wyniki badan nad zmniejszeniem zdolnosci napraw-
czej komorek ze zmutowanym biatkiem p53 wykazaty, jak wazng role odgrywa ten
czynnik w utatwianiu dostepu biatek systemu NER do miejsca uszkodzenia [69]. Oprécz
regulacji transkrypcji genéw uczestniczacych w szlaku GGR, p53 odgrywa tez role w
szlaku TCR, o czym $wiadczy oddziatywanie tego biatka z czynnikami XPB, XPD czy
CSB [2,91],

INNE ASPEKTY NER

NER wptywa réwniez na postreplikacyjng metylacje DNA oraz jest silnie zalezny
od nukleosomalnej struktury chromatyny.

NER a metylacja

Uszkodzenia DNA oraz ich naprawa mogaprowadzi¢ do zmian we wzorze metylacji
DNA, a to z kolei moze powodowac zmiany w ekspresji genéw. Wzory metylacji
rodzicielskiego DNA sg 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 komoérek potomnych. U ssakéw
bezposrednio po replikacji 5’-metylocytozyna jest obecna tylko w jednej nici. Nowo
powstate nici zostajg zmetylowane przez metylazy. Enzymy te rozpoznajg hemimety-
lowane DNA i dodajg grupe metylowa do nici niezmetylowanej zaraz po zakonczeniu
syntezy DNA. Waznym aspektem jest to, czy wprowadzana do DNA, przez synteze
naprawczg zwigzang z NER, nowa cytozyna moze zostaé whasciwie zmetylowana. W
ludzkich fibroblastach poddanych dziataniu promieniowania UV, czy tez N-metylo-N-
nitrozomocznika metylacja deoksycytydyny wprowadzonej podczas syntezy naprawczej
zachodzi powoli i niekompletnie [40], W komorkach w logarytmicznej fazie wzrostu
wytwarzanie 5’-metylocytozyny, zwigzane z syntezg naprawczg NER, jest szybsze i
bardziej obszerne, aczkolwiek niejest na tym samym poziomie w porownaniu z komor-
kami replikujacymi nieuszkodzone DNA. Jesli uszkodzona zasada znajduje sie przed
widetkami replikacyjnymi w poblizu miejsca metylacji, usuwanajest przez system NER,
w wyniku czego jedna z dwoch potomnych czasteczek DNA nie zostanie zmetylowana
i nastapi zaburzenie wzoru metylacji. Podobny efekt wystepuje, gdy uszkodzona zostaje
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ni¢ rodzicielska zaraz po zakonczeniu procesu replikacji (ryc. 3). Metylacja cytozyny
w komérkach ssakdw jest bezposrednio zwigzana z obecnoscia réznego typu uszkodzen
w DNA. Przyktadowo zréznicowany poziom kancerogenéw 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 bezposrednio przed widetkami replikacyjnymi: A - naprawa jest zapoczatkowana w
poblizu sekwencji metylowanej; B - metylowana zasada zostaje usunigta; C - usunieta zasada zostaje
zastgpiona zasadg niezmetylowang; D - replikacja tego regionu przed dokonaniem metylacji moze
powodowaé powstawanie niezmetylowanego dupleksu DNA. Druga cze$¢ hemimetylowanego dupleksu
DNA podlega metylacji. Po prawej stronie schematu pokazana jest naprawa uszkodzonego DNA w
poblizu sekwencji zmetylowanej, bezposrednio po replikacji. A’, B’ - wyciecie uszkodzenia przed
zmetylowaniem nici potomnej; C’ - brak zmetylowaniaw nici znajdujacej sie w czesci dupleksu DNA,
w ktérej nastapita naprawa, ktora nie jest substratem dla metylazy (modyfikacje wg [25])
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katalizowanej in vitro za pomoca metylotransferazy pochodzacej ze $ledziony mysiej
[94]. Niektore kancerogeny bezposrednio modyfikujgi inaktywujgmetylotransferaze,
wskutek czego DNA zawierajgce miejsca z utraconymi zasadami ma zmniejszong
zdolnos¢ do przytaczania grup metylowych. Wynika stad, ze czynniki uszkadzajace
moga zmienia¢ wzér metylacji 5’-metylocytozyny za pomocg réznych mechanizmow.

U ssakow obszary genomu zawierajgce geny sgbogate w dinukleotydy CpG, ktérych
cytozyna moze by¢ zmetylowana, w zaleznosci od stanu aktywnosci transkrypcyjnej
tego obszaru [43, 67]. Podobnie jak w przypadku replikacji, wzér metylacji, a wiec
wzOr determinujacy ekspresje gendw, moze zosta¢ zmieniony podczas NER.

NER a chromatyna

Informacja genetyczna ma w komarkach eukariotycznych posta¢ chromatyny, czyli
kompleksu DNA, histonéw i innych biatek. Podstawowg jednostkg strukturalng
chromatyny jest nukleosom, zbudowany z oktameru histonowego (centralny tetramer
[H3/H4]2 i dwa peryferyjne dimery [H2A/H2B]), wokot ktdrego owiniete jest DNA o
dtugos$ci 146 par nukleotydéw. Pomiedzy kolejnymi nukleosomami znajduje sie, wrazliwy
na dziatanie nukleaz, DNA tgcznikowy o zmiennej dtugosci (10-90 par zasad), ktory
moze oddziatywac z histonem H! lub innymi niehistonowymi biatkami chromatyny [32,
97], Aby DNA stat sie dostepny dla dziatania komplekséw enzymatycznych uczestni-
czacych w replikacji, rekombinacji czy naprawie DNA, ta naturalna bariera komdrkowa
musi zosta¢ przez te kompleksy pokonana.

W komoérkach eukariotycznych wyroznia sie dwie gtdwne rodziny enzymow
modyfikujacych chromatyne, czynigcych jg bardziej dostepna dla komplekséw bioracych
udziat we wszystkich procesach zwigzanych z DNA [21]. Biatka przynalezne do
pierwszej rodziny wprowadzajg zmiany kowalencyjne histonéw, gdzie fosforylacja,
acetylacja, metylacja, ubikwitynacja, biotynylacja i mono-ADPrybozylacja histonéw
wptywa na ich oddziatywania z innymi czynnikami czy DNA [21]. Druga rodzina skfada
sie z komplekséw zaleznych od ATP modelujacych chromatyne, charakteryzujacych
sie zdolnoscig do wigzania zmodyfikowanych histonéw/nukleosomow oraz rozerwaniu
wigzania histon-DNA w rdzeniu nukleosomowym, w Srodowisku zaleznym od ATP
[53]. Wynika stad, ze modyfikacje kowalencyjne histondw odgrywajg kluczowsa,
dynamiczngrole w odnajdywaniu i zatrzymywaniu modelujacych komplekséw zaleznych
od ATP i nastepnie utatwianiu dostepu do miejsc uszkodzen czynnikom uczestniczacym
w naprawie DNA. Wskazuje to na kluczowa role modyfikacji histonu/chromatyny w
procesach naprawy DNA.

Podatnos¢ DNA na uszkodzenia zwigzanajest ze stopniem upakowania chromatyny,
w szczeg6lnosci za$ z jej strukturg nukleosomalna. Poziom adduktéw indukowanych
przez czynniki chemiczne oraz promieniowanie UV jest wyzszy w DNA tgcznikowym
niz w DNA rdzeniowym. Podczas naprawy uszkodzen spowodowanych przez promie-
niowanie UV nastepuje zmiana pozycji nukleosomoéw. Synteza naprawcza DNA
zachodzi zarowno w DNA tgcznikowym, jak i rdzeniowym, aczkolwiek poczatkowo
zachodzi szybciej w DNA tacznikowym. DNA podlegajace naprawie znajduje sie w
réznych stanach, zwigzanych z tymczasowymi zmianami w strukturze nukleosomow
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[93], Wyniki szeregu badan sugeruja, ze synteza haprawcza nie zachodzi losowo, lecz
w okreslonych miejscach rdzenia nukleosomu [96], Podczas wczesnej, zachodzacej
szybko fazy naprawa DNA przez wycinanie nukleotydéw w chromatynie przebiega
preferencyjnie w poblizu korca 5’ rdzenia nukleosomu, natomiast w poblizu konca 3'
naprawa zachodzi w mniejszym stopniu, pozostawiajgc nienaruszony srodkowy region
rdzenia [59], Po pewnym czasie synteza naprawcza zachodzi juz losowo, co sugeruje
powolne przemieszczanie sie histondw rdzenia wzdtuz DNA na odlegtos$¢ okoto 50 par
zasad zaraz po zakonczeniu naprawy [59, 93, 96],

Model zmian w konformacji nukleosomow oraz w organizacji struktury podczas
naprawy przez wycinanie nukleotydow zostat przedstawiony na rycinie 4. Brak innych
aspektow metabolizmu DNA, takich jak transkrypcja czy replikacja, ktorym towarzyszy
rozwiniecie struktury chromatyny sugeruje, ze specyficzne rozpoznanie uszkodzenia przez
biatka NER prowadza do rozluznienia wtékien chromatyny [59,93], Dostep kompleksu
naprawczego do miejsc uszkodzen ufatwiony jest przez specyficzne rozmieszczenie
uszkodzenn w DNA utozonego w nukleosomach. Takie zmiany struktury nukleosomow
podlegaja roznym mechanizmom podczas wczesnych i szybkich oraz pdzniejszych i
wolniejszych etapow naprawy. Po ligacji DNA jest szybko uktadane wewnatrz struktury
nukleosomu, aczkolwiek uktadanie histonéw rdzenia zachodzi powolnie z powodu
formowania wiékien chromatynowych w struktury wyzszego rzedu [59, 93].

Do tej pory poznana zostata tylko rola acetylacji histonéw w NER. Odkad stwierdzo-
no, ze te same reszty lizyny H3 i H4 sg acetylowane podczas transkrypcji i NER,
sugeruje sie, ze modyfikacje histonéw moga by¢ decydujace przy wyborze szlaku NER
przez komorke, pomiedzy TCR i GGR. Dzialanie kwasu mastowego, inhibitora
deacetylaz histonéw (HDACS) stymuluje dziatanie poczatkowych etapéw NER in vivo,
korelowane ze zwiekszeniem poziomu acetylacji histonu H4 [74], Wyniki tych samych
autorow pokazuja, ze synteza naprawcza w komorkach ssakdw nastepujaca po dziataniu
promieniowania UV jest znaczaco wzmochiona w hiperacetylowanych pojedynczych
nukleosomach, za$ nie jest wynikiem zwigkszenia uszkodzen wywotanych tym promie-
niowaniem w hiperacetylowanej chromatynie. Jedng z acetylotransferaz histonéw jest
biatko GCN5, wchodzgce miedzy innymi w sktad kompleksu transkrypcyjnego TFTC.
Innym sktadnikiem tego kompleksu jest biatko SAP 130, wykazujace silng homologie z
podjednostka pl27 biatka UV-DDB. Stwierdzono, ze czynnik TFTC preferencyjnie
wigze sie z chromatyna uszkodzong przez promieniowanie UV i katalizuje acetylacje
histonéw w miejscu uszkodzenia [10]. Wyniki badanh prowadzonych w ostatnich latach
pokazuja, ze promieniowanie UV prowadzi do zwiekszenia poziomu acetylacji lizyny 9
i 14 histonu H3 in vivo [3]. Odkad wiadome jest, ze TFTC jest koaktywatorem
transkrypcji i moze on by¢ gtéwnie zwigzany z TCR, interesujaca jest odpowiedZ na
pytanie, czy acetylacja H3 jest czeSciowo zwigzana z TCR, a acetylacja histonu H4 z
GGR? Dodatkowao jesli te same reszty lizyny histonéw H3 i H4 sg acetylowane podczas
transkrypcji, to czy w komérce potrzebna jest dodatkowa modyfikacja histonéw dla
dokonania wyboru pomiedzy transkrypcja a szlakami NER, w szczegélnosci GGR?
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RYCINA 4. Zmiany w strukturze chromatyny podczas naprawy przez wycinanie nukleotydow
(modyfikacje wg [25])
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Heterogennos¢ NER

Preferencyjna naprawa nici transkrybowanej sprawia, ze mutacje znacznie czesciej
wywotywane sg przez uszkodzenia nici sensownej niz nici antysensownej, mimo ze
obie nici uszkadzane sg z podobnag czestoscig. R6zne obszary genomu kontrolowanego
przez GGR naprawiane sg z r6zng wydajnoscia. Uszkodzenia usuwane sg kilka razy
wolniej z DNA znajdujgcego sie w skondensowanej heterochromatynie, w stosunku do
DNA zawierajgcego geny znajdujgce sie w rozluznionej euchromatynie [9, 19]. Genomy
ssakdw zawierajg regiony bogate w powtérzone sekwencje DNA. Uszkodzenia spowo-
dowane promieniowaniem UV sa wydajnie naprawiane w obszarach DNA
zawierajacych takie powtdrzenia [5]. Wyniki tych badan pozwalaja wyjasni¢ wptyw
promieniowania UV na zwiekszenie wydajnosci NER w tego typu DNA przez zmiang
konformacji DNA badzZ poprzez stymulowanie czynnikdw, ktdre zwiekszajg aktywnosé
dziatania biatek NER [5].

Réwniez odmienne preferencje naprawy przez wycinanie nukleotydéw wystepuja
w réznych regionach pojedynczego genu. W genie reduktazy dihydrofolianowej komérek
jajowych chomika chiniskiego (CHO) preferencyjnie naprawiane sg regiony DNA w
koncu 5' oraz flankujacych go sekwencji. Wydajno$é w tym fragmencie DNA jest
duzo wyzsza niz w regionach w gére genu oraz w regionach potozonych przy korcu 3.
Wyniki tych badan sugeruja polamos$¢ NER, ze zmniejszajaca sie efektywnoscia tego
systemu naprawczego w hiektorych regionach genu w kierunku 5°—» 3’, poréwnywalng
z taka, jaka wystepuje w regionach niekodujacych [29].

Synteza DNA na uszkodzonej matrycy

Synteza DNA na uszkodzonej matrycy (TLS) jest mechanizmem pozwalajagcym
komorce na powielanie materiatu genetycznego zawierajgcego uszkodzenia. W procesie
tym uczestnicza specjalistyczne polimerazy DNA, ktérych wiekszos¢ nalezy do rodziny
polimeraz Y dziatajgcych wolniej i z mniejszadoktadnoscigw poréwnaniu z polimerazami
uczestniczacymi w replikacji [64], Wyrdznia sie dwie rodziny polimeraz Y u Escherichia
coli (polimerazy 1V i V), dwie u Saccharomyces cerevisiae (polimerazy r| i Revi) i
cztery w komorkach ssakow (polimerazy r|, i, ki Revi). Dodatkowo, nalezaca do
rodziny B, polimeraza £ rowniez odgrywa wazna role w TLS w komérkach eukario-
tycznych [47].

Konserwatywna struktura centrum aktywnego dwdéch trzecich polimeraz z rodziny
Y znajduje sie w N-koncu sekwencji aminokwasowej tych biatek. Polimerazy z tej
rodziny umiejscowione sg w jadrze i podczas trwania fazy S polr|, r|, i i Revi
przemieszczajg sie w okolice kompleksu replikacyjnego [38]. Podczas replikacji biatka
te w postaci wolnej obecne sg w Srodowisku, w ktérym zachodzi proces powielania
DNA. Ten stan moze sugerowac, ze komodrka moze by¢ narazona na wigczenie do
procesu replikacji polimerazy o niskiej doktadnosci dziatania, jednak w normalnych
warunkach nie jest prawdopodobne, aby polimerazy replikujgce o wysokiej doktadnosci
mogly zosta¢ zastgpione przez inne polimerazy [42],
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Najbardziej znang polimeraza TLS jest polr| wystepujaca w komodrkach ssakow,
ktérej niedobo6r wywotuje odmiane xeroderma pigmentosum (XP-V) o zwigkszonej
podatnosci na nowotwory skory [55], Wiekszo$¢ pacjentéw z XP jest upos$ledzonych
w usuwaniu uszkodzen spowodowanych promieniowaniem UV za pomocg NER, za$
okoto 20% z nich, niemajacych tego defektu, wykazuje zmniejszong zdolno$¢ replikacji
DNA po dziataniu UV. In vitro DNA zawierajgcy dimery pirymidynowe polr| replikuje
réwnie wydajnie i doktadnie jak nieuszkodzony DNA [56]. Ze wzgledu na niska proce-
sywnosc polr| jest prawdopodobne, ze odtgcza sie ona zaraz po ominigciu uszkodzenia.
Komérki XP-V majg podwyzszong czesto$¢ mutacji wywotanych UV, co wskazuje na
role polp w ustanawianiu niskiego poziomu mutacji w normalnych komérkach poddanych
dziataniu UV [54]. Jest wielce prawdopodobne, ze w przypadku braku polr| podczas
TLS wykorzystywane sg inne polimerazy badz kombinacja polimeraz tego szlaku. Ze
wzgledu, ze sg one mniej efektywne niz polp, moze to prowadzi¢ do nhagromadzenia
mutacji w komoérkach XP-V [78].

Fotoprodukty pirymidynowe nie moga zosta¢ ominiete przez polp ze wzgledu nato,
ze wywotujg powazniejsze znieksztatcenia DNA niz dimery pirymidynowe. Wyniki badari
na komérkach ludzkich sugerujg, ze polimerazami prowadzacymi synteze pomimo
uszkodzen tego.typu sa pol” i Revi, aczkolwiek szczeg6towy mechanizm nie zostat
jeszcze poznany [61], Pol” jest heterodimerem zawierajacym podjednostke katalityczng
Rev3 oraz podjednostke regulatorowgRev7 [63], Revi, Rev3 i Rev7 zostaty pierwotnie
zidentyfikowane w S. cerevisiae, a nastepnie u cztowieka. Uczestniczg one w TLS
uszkodzen wywotanych przez wiele czynnikow uszkadzajgcych DNA [26,27].

Wazne staje sie pytanie, jak polimerazy uczestniczgce w TLS sgprzytgczane do widetek
replikacyjnych, podczas gdy zostaje zablokowany kompleks powielajagcy DNA? Ta zamiana
polimeraz replikacyjnych na polimerazy TLS jest nazywana przetgczaniem polimeraz.
Kluczowa role w tej zamianie odgrywa czynnik PCNA [34]. U S. cerevisiae, podczas
zatrzymaniawidetek replikacyjnych spowodowanych uszkodzeniami wywo-tanymi przez
siarczan metylometanu (MMS), ulega ubikwitynacji lizyna 164 w PCNA. Ta ubikwitynacja
jest wywotana produktami genéw, ktdre do tej pory uwazano za zwigzane z replikacja
uszkodzonego DNA, aczkolwiek ich rola dotychczas nie jest do korica poznana. Mono-
ubikwitynacja PCNA prowadzonajest przez biatka E2 Rad6 i E3 Radl 8, ktére nastepnie
przytaczane sg do lizyny 63 przez heterodimery E2 Mms2-Ubcl3 i E3 Rad5. Mono-
ubikwitynacja uwazanajest za zwigzang z procesem TLS, natomiast poli-ubikwitynacja
za zwigzang ze szlakiem usuwania uszkodzen za pomocg naprawy DNA, niewprowa-
dzajacym bleddéw [34]. Polimerazy T|, i i K majg klasyczny motyw wigzacy PCNA
(PIP), aczkolwiek oddziatywania te sg bardzo stabe [31,86]. Mono-ubikwitynacja PCNA
zwigkszajego powinowactwo do poll] [39,92], Wykazano rowniez, ze polimerazy i, K i
Revi majg domeny wigzgce ubikwityne (UBDs) i tak jak w przypadku polp i poli,
prawdopodobnie takze polimerazy k i Revi wigzg ubikwityne [7], Kombinowane
mozliwosci zwigzania przez polimerazy ubikwitynowanego PCNA za pomoca PIP czy
UBDs rozszerza mozliwosci oddziatywania pomiedzy polimerazami a PCNA, utatwiajac
zaréwno ich przylaczanie do zatrzymanych widetek replikacyjnych, jak i ich przetgczanie.

Podczas ewolucji komérki ssakéw wyksztatcity szeroka game specjalnych polimeraz
uczestniczacych w TLS pojedynczo czy wspdtdziatajgcych ze sobg do omijania réznych
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typow uszkodzehh DNA. Ich brak badZ ostabione dziatanie pocigga za soba szeroko
idace konsekwencje prowadzace do ciezkich schorzen, zwigzanych réwniez z nieprawid-
towym funkcjonowaniem NER.

UWAGI KONCOWE

Poznanie szlakow naprawy DNA przez wycinanie nukleotydéw pozwoli w przysztosci
pomagac¢ w diagnozowaniu oraz przy wykorzystaniu terapii genowej leczy¢ choroby
wywotane mutacjami w genach kodujgcych biatka uczestniczace w tym typie naprawy.
Aktualna wiedza jest jeszcze daleka od tego, zeby zrozumie¢ ztozono$¢ proceséw
zachodzacych w komorce z uszkodzonym DNA. Identyfikowane sg geny, ktére
podlegaja ekspresji w sytuacji zwigzanej ze stresem spowodowanym uszkodzeniami
DNA. Stuzy to do poznania odpowiedzi komorki, uzaleznionych od rodzaju uszkodzenia
DNA, w szczegoélnosci odnoszacych sie do indukcji naprawy oraz genéw zwigzanych
z apoptozg wywotang uszkodzeniami spowodowanymi przez promieniowanie UV. Szlaki
naprawy DNA przez wycinanie nukleotydéw w okreslonych warunkach charakteryzuje
zdolnos$¢ niezaleznego dziatania od innych reakcji komérkowych. Indywidualne czynniki
odpowiedzi komorkowej petnianie tylko role opézniajaca cykl komérkowy, ale rowniez
bezposrednio bgdZz posrednio oddziatujg z naprawa. To jak te czynniki rozpoznajg
uszkodzeniaw DNA po to, by wybra¢ droge naprawy DNA czy tez apoptozy, pozostaje
do zbadania. Do zbadania pozostaje rOwniez, gdzie umiejscawia sie uszkodzenie
wewnatrz kompleksu polimerazy RNA oraz jak wptywa ono na zatrzymanie, czy tez
na omijanie uszkodzenia przez enzym. Oprécz odpowiedzi na te pytania nalezy rowniez
odpowiedzied, jakie zmiany konformacyjne zachodza w polimerazie RNA w zaleznosci
od typu uszkodzenia, jak réwniez czy polimeraza RNA powraca do miejsca zatrzymania
po zakonczeniu naprawy i czy ten powrdt wymaga oddziatywania dodatkowych biatek.
Poznanie tych zagadnien jest niezbedne dla catkowitego poznania zwigzku naprawy
DNA z transkrypcja i roli tego sprzezenia dla wtasciwego funkcjonowania komorki.

Te aspekty odpowiedzi na uszkodzenia DNA muszg zosta¢ w przysztosci wyjasnione
dla lepszego zrozumienia odpowiedzi komorkowej na czynniki genotoksyczne. Wiedza
ta moze pozwoli¢ na rozwiniecie strategii majacych na celu ochrone przeciwno-
wotworowg oraz chemioterapie. Wyniki pochodzace z sekwencjonowania genomu
cztowieka sg takze ogromnym zrédtem informacji, ktére mogg pomaoc w zrozumieniu,
jak ewoluowaty systemy obrony organizmdw w odpowiedzi na oddziatywanie na DNA
czynnikéw Srodowiskowych i komérkowych.
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WIELKOSC GENOMOW JADROWYCH
| KOMOREK U ZWIERZAT:
MECHANIZMY ROZNICOWANIA ORAZ KONSEKWENCJE
FIZJOLOGICZNE | EKOLOGICZNE

NUCLEAR GENOME SIZE AND CELL SIZE IN ANIMALS:
MECHANISMS OF DIFFERENTIATION, PHYSIOLOGICAL
AND ECOLOGICAL CONSEQUENCES

Jan KOZEOWSKI! i Jézefa STYRNA?

"Instytut Nauk o Srodowisku oraz 2Zaktad Genetyki i Ewolucjonizmu Instytutu
Zoologii Uniwersytetu Jagiellonskiego

Streszczenie'. Wielkos¢ genomow jadrowych zwierzat rézni sie tysigce razy i zupetnie nie koreluje ze
stopniem ztozonosci organizméw. Wynika to stad, iz wiekszo$¢ genomu stanowig niekodujace sekwencje
powtarzalne. Krétko przypomniano najwazniejsze typy i sposoby powstawania tych sekwencji. Przed-
stawiono hipotezy na temat powstawania tak duzego zréznicowania ilosci niekodujagcego DNA. Wedtug
obecnego stanu wiedzy istnieje tancuch przyczynowo-skutkowy od ilosci DNA poprzez wielko$¢ jadra
do wielkosci komorek. Poniewaz rozmiary komérek silnie wptywajg na tempo metabolizmu i rozwoju,
ilos¢ DNA i mechanizmy wplywajace najej zmiany znajduja sie takze pod silng presja selekcyjna. Zatem
zréznicowanie ilosci DNA jest odzwierciedleniem zréznicowania réwnowagi mutacyjno-selekcyjnej.

Stowa kluczowe', sekwencje powtarzalne, ewolucja wielkosci 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 ofso great variability in the amount ofnon-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 byla finansowana z subsydium profesorskiego FNP (JK), tematu DS/757/UJ(JK) i DS/1Z/775/UJ(JS).
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Publikacje te dedykujemy

Sp. Profesorowi Henrykowi Starskiemu

jednemu z pionierdw badan zwigzkow miedzy

iloScia DNA, wielkoscig komorek i tempem metabolizmu.

Woprawdzie Jego najstynniejszy artykut na ten temat publikowany byt w 1970 r. w Nature
[35], ale juz w 1974 r. Profesor omowit obszernie te zagadnienia w pierwszym tomie Postepow
Biologii Komérki [36],

WSTEP

Cala informacja genetyczna, zawarta w chromosomach jakiego$ gatunku lub w
DNA mitochondrialnym czy chloroplastowym, nosi nazwe genomu. Badajac sktad DNA
genomu jadrowego stwierdzono, ze w chromosomach wiekszosci zwierzat mozna
znalez¢ zaréwno odcinki unikatowe, jak i takie, ktére powtarzajg sie wielokrotnie.
Struktura genomu organizmow zwierzecych to mozaika sekwencji kodujacych rozmiesz-
czonych na przemian z niekodujgcymi, niepowtarzalnych na przemian z powtarzajgcymi
sie. Bakterie zawierajg niewielka ilos¢ (kilka procent) takich sekwencji, jednokomérkowe
Eukaryota, takie jak drozdze, zajmuja pozycje posrednia, a wsrdd Protista i innych
organizmdw eukariotycznych jest pod tym wzgledem ogromne zréznicowanie.

Choé¢ zsekwencjonowano dotychczas niewiele genoméw, i to organizméw o
niewielkiej ilosci DNA, liczba funkcjonalnych genéw zdaje sie dobrze odzwierciedla¢
stopien ztozonosci, mierzonej chocby liczbg typow komérek. Inaczej wyglada sprawa z
catkowita iloscia DNA. W 1971 roku Thomas [9] zauwazyt brak korelacji miedzy
wielkoscig genomu jadrowego, mierzona w pikogramach (pg) lub w milionach par
zasad (Mpz) a ztozonoscig organizmow. Poniewaz ilos¢ DNA w haploidalnej komérce
nazwano C-value, zjawisko to zostato nazwane C-value paradox (paradoks wartosci
C). Rozwdj genetyki wyjasnit catkowicie ten paradoks poprzez stwierdzenie, ze ogromna
wiekszos¢ materiatu genetycznego Eukaryota nie koduje informacji. Znikt wiec paradoks
wartosci C, ale pozostata zagadka wartosci C (C-value enigma [9]): dlaczego istnieja
tak wielkie, nieskorelowane ze ztozonoscig organizméw réznice w ilosci niekodujacego
DNA? A roOznice te sg rzeczywiscie ogromne. Genomy Protozoa pokrywajg caty
zakres zmiennosci wartosci C u Eukaryota, od utamka pg do Kilkuset pg (z pominieciem
ekstremalnej wartosci znalezionej dla ameby, powodowanej zapewne silng poliploidy-
zacjg lub btedem pomiarowym) [9]. Zmienno$¢ wsréd roslin naczyniowych, zwlaszcza
okrytozalgzkowychjest tez ogromna [24]. Metazoa majg zakres wielkosci haploidalnego
genomu od 0,03 pg u nicienia Meloidogyne graminicola do 130 pg u ryby dwudysznej
Protopterus aethiopicus, ale niewiele ustepujg jej ptazy ogoniaste (od 10 do 120 pg)
[12]. Co interesujace, ptazy bezogonowe nie tylko maja mniejsze genomy (wartos¢ C
mniej wiecej od | do 14 pg), ale zakres zmiennoSci prawie nie zachodzi na zakres
zmiennosci wielkosci genomow ptazéw ogoniastych. Inne kregowce majg genomy
mniejsze, z wyjatkiem ryb chrzestnoszkieletowych, u ktérych zaréwno minimalna (ok.
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2,5 pg), jak i maksymalna (ok. 17 pg) wartos¢ C jest znaczna [12], Mate genomy maja
ryby kostnoszkieletowe (C od 0,35 do 4,90), a takze ptaki (C od 0,97 do 2,16) i ssaki (C
od 1,73 do 8,40). Wsrdd pozostatych Metazoa zakres zmiennosci w obrebie poszcze-
golnych grup jest spory. Najmniejszy zakres zmienno$ci opisano dotychczas u nicieni, a
stosunkowo duzy u skorupiakéw [12]. Jest charakterystyczne, ze dla wiekszosci grup
systematycznych Srednia wielkos¢ genomu jest stosunkowo niewielka, mamy wiec do
czynienia z mocno prawosko$nymi rozktadami. Jest to szczeg6lnie widoczne w przypadku
grup o duzej zmienno$ci wielko$ci genomow [13].

Wyjasnienie zagadki wielkosci genomow musi obejmowac trzy zagadnienia [10]:

(i) mechanizm zmian ilosci DNA (rozdz. 2),

(ii) mechanizm zwigzku miedzy iloScig DNA, wielko$cigjgdra i wielkoscig komorki
(rozdz. 3) i

(i) sity selekcyjne mogace prowadzi¢ do wzrostu lub spadku ilosci DNA, a wiec
konsekwencje wielkosci genomow dla cech fizjologicznych i ewentualnie anatomicznych
organizmow.

Terminologia zwigzana z badaniami ilosci DNA jest ciggle nieuporzagdkowana [16].
Na potrzeby tej pracy przyjeliSmy, ze warto$¢ C oznacza haploidalng ilos¢ DNA
(mierzong w pg lub milionach par nukleotydéw), natomiast wymiennie uzywamy
termindw ,,ilos¢ DNA” lub ,,wielko$¢ genomu” tam, gdzie nie ma potrzeby okreslac¢
tych wartosci iloSciowo. Natomiast termin ,,wielko$¢ genomu” nie okresla liczby
funkcjonalnych gendw.

2. MECHANIZMY PROWADZACE DO ZMIANY ILOSCI DNA
U ZWIERZAT

Synteza nowych czasteczek DNA odbywa sie gtdwnie w wyniku replikacji juz
istniejgcych, trzeba wiec zatozy¢, iz zwiekszenie sie zawartosci materiatu genetycznego
zachodzito droga wielokrotnego podwojenia sie, czyli duplikacji sekwencji wyjsciowych.
Badania nad strukturg genéw i kodowanych przez nie biatek, a w szczegélnosci
rozwiniete w ostatnich latach metody sekwencjonowania czy klonowania DNA oraz
metody analiz komputerowych, umozliwiajgcych szybka ocene podobieristwa miedzy
sekwencjami, dostarczajg licznych danych swiadczacych o wspolnym pochodzeniu
wielu gendw lub ich fragmentoéw [1,6].

2.1. Mechanizmy zwiekszania wielkosci genomoéw: duplikacje gendw i
sekwencji niekodujgcych

W zwiekszaniu ilosci materiatu genetycznego Eukaryota wazng role odgrywaja
duplikacje gendw, zachodzgce w wyniku poprzecznych peknie¢ chromosomow i tgczenia
sie powstatych fragmentéw w odmiennym uktadzie. Zjawiska takie zachodzg zwykle
spontanicznie, ale moga sie nasila¢ pod wptywem dziatania czynnikéw mutagennych.
Duplikacje moga tez zachodzi¢ na skutek przemieszczania sie transpozonéw, czyli
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ruchomych elementéw DNA w chromosomach. Jednym z mechanizméw powstawania
duplikacji jest niesymetryczny crossing over, spowodowany wzajemnym przesunieciem
koniugujacych chromosoméw w czasie mejozy. Obecno$c¢ jednej duplikacji sprzyja
powstawaniu nastepnych, gdyz wskutek podwojenia identycznych odcinkéw w chromo-
somach zwigkszajg sie szanse ich niesymetrycznej koniugacji. Jezeli proces taki zajdzie
wielokrotnie, powstaje szereg, tzw. tandem zduplikowanych genéw. Zwielokrotnione
odcinki DNA moga pozostawac razem w chromosomach albo tez w wyniku dalszych
zmian rozproszy¢ sie w rézne miejsca genomu [19,22].

Duplikacja gendw moze przynosi¢ pewne korzysci ewolucyjne. Na przyktad, jezeli
istnieje duze zapotrzebowanie metaboliczne na produkty jakiego$ genu, to wcielenie do
genomu wielu identycznych kopii tego genu umozliwia znacznie wydajniejsza synteze
kodowanych przez nie zwigzkéw. Jezeli za$ obecnos¢ jednego genu wystarcza w
zupetnosci dla utrzymania waznej zyciowo funkcji, tojego druga kopia -jako dodatkowa
i w zasadzie zbedna-zostaje wyzwolona spod rygorystycznej presji selekcyjnej i moze
poprzez mutacje przeksztatci¢ sie w jakoSciowo nowy, nieistniejgcy poprzednio gen.
Klasycznym przyktadem takiego procesu sgrodziny genow kodujacych globiny. Np. w
genomie ludzkim zakodowanych jest pie¢ réznych tancuchéw B globiny. Kazdy z nich
ulega ekspresji na innym etapie rozwoju, od zarodka po dojrzaty organizm. Geny te
utozone sg tandemowo na 11 chromosomie [19].

Proces duplikacji segmentdw genomu obserwuje sie takze dos$¢ czesto w komérkach
organizmow wyzszych hodowanych przez kilka pokolern w obecnosci zwigzkéw
toksycznych. Podczas barwienia chromosomoéw mozna w nich zaobserwowacjednorod-
nie barwigce sie fragmenty nieobserwowane wczesniej w komorkach wyjsciowych.
Struktury te zawierajag duzg liczbe kopii segmentéw DNA o diugosci | Mb lub
dtuzszych, w ktorych obrebie znajduje sie zazwyczaj gen, ktérego produkt umozliwia
zneutralizowanie efektu czynnika toksycznego wprowadzonego do medium. Te struktury
zwane sg amplikonami. Amplifikacja zachodzi przez wielokrotna replikacje w jednym
lub Kilku sasiednich replikonach podczas jednego cyklu komérkowego lub przez
niesymetryczny crossing over. Zjawisko to obserwuje sie czesto w komorkach
nowotworowych, ale mozna przypuszczaé, ze podobny proces mogt towarzyszyé
powstawaniu w chromosomach regiondw zawierajgcych duza liczbe kopii genéw
kodujacych rRNA czy histony. Nalezy zaznaczy¢, ze duplikacje roznych segmentow
chromosomoéw u ludzi moga by¢ przyczyng chorob, poniewaz takiej duplikacji moze
towarzyszy¢ wzrost ekspresji gendéw potozonych w zduplikowanych obszarach.

Do grupy wielokrotnie powtarzajacych sie w genomie odcinkéw DNA naleza, oprocz
funkcjonalnych gendw, takze liczne sekwencje niekodujace, wystepujace w setkach
czy tysigcach kopii. Sposrdd wielu klas niekodujacych sekwencji powtarzajgcych sie
do najwazniejszych nalezgtandemowe sekwencje satelitarne. Wystepujg one praktycznie
u wszystkich organizméw wyzszych, stanowigc niekiedy nawet do potowy DNA
chromosomowego. DNA satelitarny wystepuje gtéwnie w okolicy centromeréw, gdzie
zajmuje setki tysiecy par zasad, a sktada sie z rodzin obejmujacych tysigce krétkich
sekwencji po okoto 10 pz. DNA satelitarny wystepuje takze w rejonach telomerowych
chromosoméw [19]. Przez pewien czas istniaty watpliwosci co do tego, czy petni on
jaka$ funkcje. Obecnie uwaza sig, ze jego rolg jest tworzenie heterochromatyny, a
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wiec regionow, w ktérych witokno chromatynowe jest silnie skondensowane i ktére sa
niezbedne dla poprawnego funkcjonowania chromosomow [23],

Oddzielng klase sekwencji powtarzajacych sie stanowig minisatelity i mikrosatelity.
Sa to regiony wykazujace bardzo duzg zmiennos¢, a zmienna liczba tych odcinkéw
moze wynikac z btedoéw (poslizgu) polimerazy w czasie replikacji DNA. Sekwencje
minisatelitame utozone sg w odcinki o dtugosci kilkuset par zasad do ponad 20 kpz i
sktadajg sie z tandemowo utozonych sekwencji 9-80 pz. Mikrosatelitami nazywamy
powtarzajace sie odcinki sekwencji o dtugosci jednostki powtarzalnosci od jednego do
kilku nukleotydéw i o liczbie powtdrzen, ktéra nie przekracza na ogét kilkudziesieciu
nukleotydow.

W genomie zwierzecym moze znajdowac sie takze pewna liczba tzw. pseudogendw, a
wiec sekwencji nukleotydowych przypominajacych geny, lecz transkrypcyjnie nieaktywnych.
Wyréznia sie dwa rodzaje pseudogendw. Pierwszy z nich powstaje w wyniku duplikacji
odcinka DNA w procesie np. niesymetrycznego crossing over. W takiej kopii zduplikowa-
nego genu, poprzez mutacje, moze dojs¢ do wygaszeniajego ekspresji. Taki pseudogen
zachowuje zwykile strukture genu, od ktérego pochodzi. Drugi rodzaj pseudogenéw powstaje
w wyniku integracji do chromosomu segmentu DNA utworzonego przez retrotranskrypcje
czasteczki RNA z udzialem odwrotnej transkryptazy. Takie pseudogeny nie majg introndw
ani promotora, natomiast towarzyszy im sekwencja poli A nakorncu 3’. Niektore segmenty
DNA generujaw ten sposob ogromnag liczbe kopii.

W genomach zwierzecych znajduja sie takze rozproszone ruchome elementy DNA,
z grupy retrotranspozonow. Sg to sekwencje przepisywane przy pomocy rewertazy
(odwrotnej transkryptazy) z RNA na DNA, a nastepnie wigczane do chromosomow
powiekszajgc zawartos¢ DNA w komorce. Wyrdzniamy dwa rodzaje tych sekwencji
LINES i SINES. Sekwencje typu LINES (long interspersed repetitive elements)
maja dtugos¢ 1-5 kpz i powtarzajg sie 20-40 000 razy [19], Duzy procent genomu
stanowig sekwencje typu SINES (short interspersed repetitive elements), do ktorych
naleza np. sekwencje Alu wystepujace u cztowieka. Sekwencja Alu ma dtugo$¢ okoto
300 pz i wystepuje w okoto 500 000 kopii obejmujacych ponad 5% genomu [19].

2.2. Nadliczbowe chromosomy

llos¢ DNA w komdérce mogg zwieksza¢ nadliczbowe chromosomy, czyli chromosomy
typu B. Charakteryzuje je duza zmiennos¢ ksztaktu, wielkosci i liczby. Wystepuja u
niektorych osobnikéw w populacji. Po raz pierwszy opisano je u Hemiptera w 1907 r.
Dziedziczenie tych chromosomow rézni sie od dziedziczenia chromosomow z zestawu
podstawowego. W komorkach poszczegdélnych tkanek danego osobnika liczba tych
chromosomowjest zwykle jednakowa, wyjatek stanowig tu komorki linii ptciowej, gdzie
liczba chromosomdw B moze ulega¢ zmianom. W wigkszosci przypadkéw chromosomy
B nie zawierajg genéw wptywajacych na fenotyp osobnika. Wptywac jednak moga na
cechy ilosciowe, takie jak zywotnos$¢ czy ptodnos¢ nosicieli. W literaturze spotkac
mozna rézne teorie dotyczace mechanizméw powstawania tych chromosomoéw. Suge-
ruje sie, ze w wyniku btednych podziatéw komérkowych mogty najpierw powstawac
trisomiki, mogto dochodzi¢ takze do translokacji czy fuzji materiatu genetycznego, co
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prowadzito do powstania w komoérce dodatkowych pojedynczych elementéw. Elementy
te poczatkowo wykazywaty sekwencje homologiczne do autosomoéw, z ktérych pocho-
dzity. Nastepnie czes¢ DNA nabierata wkasnosci heterochromatyny i tracita homologie
z autosomami. Chromosomy B opisano u roslin i u wielu gatunkow zwierzat. Wystepuja
u wielu owaddw, np. u szarainczy (Locusta migratoria), u btonkéwki (Nasonia vitri-
pennis), ale takze u ssakéw nalezacych do ponad 50 gatunkdw, przy czym najwigksza
grupe stanowig 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 zwigkszania wielko$ci genomoéw: duplikacje genomow

Najbardziej radykalny mechanizm zwiekszania sie ilosci materiatu genetycznego
stanowi poliploidyzacja, czyli zwielokrotnienie podstawowej liczby chromosomow
nastepujagce w wyniku zahamowania cytokinezy w trakcie tworzenia komorek
rozrodczych. Jezeli proces taki odbywa sie w obrebie jednego gatunku, powstaja
autopoliploidy o zwielokrotnionych identycznych genomach, natomiast w wyniku
skrzyzowania dwu spokrewnionych gatunkéw mogg sie tworzy¢ allopoliploidy
zawierajgce sumy chromosomoéw obu gatunkéw wyjsciowych. Zwielokrotnienie
genomow jest zjawiskiem czestym u roslin, zwhaszcza wyzszych, bedgcych organizmami
obuptciowymi. Szacuje sie, ze poliploidy stanowig okoto potowe lub nawet znacznie
wiecej roslin kwiatowych [24]. U zwierzat poliploidyzacje spotyka sie znacznie rzadziej,
przypuszczalnie m.in. dlatego ze moze narusza¢ mechanizmy chromosomowej determi-
nacji ptci i prowadzi¢ do powstania bezptodnych interseksow. Jednak i wsérdd zwierzat
zgromadzonojuz wiele przyktadow poliploidalnosci, gtéwnie w tych grupach, w ktérych
nie wyodrebnity sie zréznicowane chromosomy pici. Dotyczy to takze kregowcéw,
zwlaszcza ryb i ptazéw.

2.4. Mechanizmy zmniejszania wielkosci genoméw

Duze réznice w zawartosci DNA znalezione pomiedzy poszczegblnymi Eukaryota
moga powstawac, jak opisano powyzej, wskutek duplikacji fragmentéw chromosomow,
poliploidii, utrwalania nadliczbowych chromosoméw czy ekspansji satelitarnego DNA
i transpozonow. W toku ewolucji obserwuje sie jednak nie tylko zwiekszanie ilosci
materiatu genetycznego, ale takze jego ubytek. Wazna role odgrywaja tu wspominane
juz wczesniej ruchome elementy DNA, czyli transpozony. Miedzy dwoma transpozonami
majagcymi te samg sekwencje nukleotydowg moze doj$¢ do crossing over. Jezeli
uprzednio zostaty one wbudowane w chromosom w tej samej orientacji, to rekombinacja
miedzy nimi prowadzi do wycinania, czyli do delecji potozonych miedzy nimi odcinkéw.
Jezeli za$ oba transpozony zostaty wbudowane w czgsteczke DNA w orientacji
przeciwnej, to w wyniku zachodzgcej miedzy nimi rekombinacji dochodzi do inwersji
potozonego miedzy nimi odcinka [19].

Charakterystyczna korelacja zachodzi pomiedzy spontanicznymi delecjami i
insercjami a wielkoscig genoméw. Na przykiad u Drosophila, ktéra ma stosunkowo
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maty genom, utrata DNA zachodzi szybciej w toku ewolucji niz u ssakéw, ktére majg
znacznie wieksze genomy. Badano takze srednig wielkos$¢ delecji u niektérych gatunkéw
Swierszczy (Laupala), ktérych genom jest Srednio 11 razy wiegkszy niz genom
Drosophila. Stwierdzono, iz delecje sa tu przecietnie 4 razy mniejsze niz u Drosophila
[29].

3.ZWIAZEK MIEDZY WIELKOSCIA GENOMU | WIELKOSCIA
KOMOREK

Ogromne zréznicowanie wielkosci genomow (ilosci DNA) u Eukaryota przektada
sie na podobne zréznicowanie wielkosci komdrek [5]. Mechanizm tego zjawiska nie
jest do konca jasny. Wielkos¢ jgder komorkowych jest silnie skorelowana z iloscig
DNA, cho¢ na wielko$¢ jadra wptywa dodatkowo stopien upakowania chromatyny,
rézny nie tylko u roznych grup organizmow, ale zalezny takze od typu komoérki i jej
stanu fizjologicznego [5]. Z kolei istnieje silna korelacja pomiedzy objetosciajadra i
objetoscia komérki, przy czym wydaje sie, ze zalezno$¢ tajest silniejsza niz bezposrednia
korelacja ilos¢ DNA - wielko$¢ komérki [9]. Historycznie ta wkasnie korelacja zostata
najwczesniej zauwazona, bo jeszcze w XIX wieku [13]. Jednak juz w potowie XX
wieku Mirsky i Ris [5,13] zauwazyli, ze ilos¢ DNA koreluje z masg jadrzastych
erytrocytéw. Statystyczny zwigzek miedzy iloscig DNA i wielkoscig komaérek zostat
nastepnie potwierdzony u roslin, zwierzat i pierwotniakéw. Istnienie statystycznie
istotnego zwiagzku nie przesadza ani 0 mechanizmie, ani hawet o faficuchu przyczynowo-
skutkowym. Do dzi$ wystepuja w tej materii kontrowersje omoéwione w rozdziale 6.

4. SKUTKI ZROZNICOWANIA WIELKOSCI KOMOREK:
TEMPO METABOLIZMU | TEMPO ROZWOJU

Wyobrazmy sobie dwa blisko spokrewnione gatunki zwierzat, o identycznych
rozmiarach. Niech gatunek A bedzie zbudowany ze stosunkowo matej liczby duzych
komaérek, a gatunek B ze stosunkowo duzej liczby matych komoérek. Mozna i$¢ o zaktad,
7e gatunek B bedzie miat wyzsze tempo metabolizmu podstawowego. Wynika to z
faktu, ze duza cze$¢ energii jest zuzywana na utrzymywanie gradientdw stezer miedzy
wnetrzem kazdej komorki ijej otoczeniem, co jest tym kosztowniejsze, im wiekszy jest
stosunek powierzchni do objetosci, co ma miejsce przy matych komoérkach [37]. Bardzo
wazne jest tu zatozenie, ze poréwnanie odnosi sie do gatunkéw blisko spokrewnionych,
gdyz dodatkowym czynnikiem, ktéry mogtby réznicowaé gatunki bardziej ewolucyjnie
odlegte, jest przepuszczalnos$é bton komdérkowych. Przepuszczalnos¢ bton komoérkowych
jest prawdopodobnie skorelowana z przepuszczalnoscig bton mitochondrialnych, a
utrzymanie gradientu protonéw w mitochondriach nalezy do najbardziej kosztownych
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proces6w w komarce [30], Tak wiec o tempie metabolizmu w przeliczeniu najednostke
masy ciata, gdyby go mierzy¢ na poziomie komoérkowym, decydujg rozmiary komorek i
przepuszczalno$¢ bton. Zaréwno mate rozmiary komorek, jak i dobrze przepuszczalne
btony umozliwiajg wydajny transport substratow (substancji odzywczych i tlenu) i
metabolitéw, ale sg zwigzane z wysokimi kosztami utrzymania. Jest to idealna strategia
w sytuacji dobrego zaopatrzenia, ale fatalna w czasach niedostatku. Z kolei posiadanie
duzych komérek i (lub) stabo przepuszczalnych bton uniemozliwia petne zagospodaro-
wanie bogatych zrodet energii, ale pozwala lepiej przezyé czasy niedostatku. Szarski [37]
zaproponowat, by nazwac pierwszg strategie rozrzutng (wasteful), a druga oszczedng
(frugal). Rozpatrywat on jednak tylko skutki réznic w wielkosci komorek. Wydaje sie,
ze warto w tej klasyfikacji uwzgledni¢ takze kryterium przepuszczalnosci bton.

tatwo sobie wyobrazi¢ warunki srodowiskowe preferujace strategie rozrzutna lub
oszczedna. Jesli w Srodowisku jest wiele pokarmu, a tlenu tez nie brakuje, strategia
rozrzutna bedzie prowadzita do wyzszego dostosowania, zwlaszcza, jesli doda sie
omoéwione dalej wyzsze tempo rozwoju organizmow o matych komarkach. Jesli pokarmu
jest permanentnie mato, zdarzaja sie dtuzsze okresy niedostatku, albo zdarzaja sie czesto
braki tlenu, strategia oszczedna bedzie dawac wyzsze dostosowanie. W rzeczywistosci
spodziewamy sie kontinuum mozliwych strategii. Moznajeszcze dodac jedng strategie,
polegajacg na przetaczaniu sie ze strategii rozrzutnej na oszczedng w ciggu zycia,
oczywiscie nie poprzez zmiane wielkosci komorek, lecz zmiane przepuszczalnosci bton.
Wydaje siejednak, ze kregowce (a nimi przede wszystkim w tym artykule sie¢ zajmujemy)
majg w tej materii dos¢ ograniczone mozliwosci, w przeciwienstwie do wielu
bezkregowcdw, takich jak owady czy pajaki, ktore potrafig wykazywaé bardzo wysoki
metabolizm, a w sytuacji braku pokarmu radykalnie metabolizm obnizajg, dzieki czemu
moga zy¢ bardzo dtugo nawet bez pokarmu.

Istniejg bardzo przekonujace dowody zwiazku ilosci DNA lub wielkosci komorek z
tempem metabolizmu. Goniakowska [7] badata in vitro, przy zastosowaniu bardzo
precyzyjnej metody nurka kartezjarskiego, tempo oddychania tlenowego erytrocytéw
u dziewieciu gatunkéw ptazéw ogoniastych i bezogonowych. Objeto$¢ erytrocytow
zmieniata sie w zakresie od 1300 do 7800 pm3, a tempo oddychania w przeliczeniu na
jednostke masy erytrocytu malato z objetoscig erytrocytu niemal idealnie liniowo na
skalach logarytmicznych, przy czym zalezno$¢ ta wyjasniata ponad 96% zmiennosci
miedzygatunkowej tempa respiracji (obliczenia wtasne na podstawie danych z pracy
Goniakowskiej [7]). Po dodaniu substancji zmniejszajacej przepuszczalno$¢ bion
komadrkowych dla jonéw sodu i potasu tempo respiracji malato 0 47% u zaby majacej
mate erytrocyty i 0 27% u traszki o duzych erytrocytach [8], Wprawdzie zakres
zmiennosci wielko$ci genomu u organizméw statocieplnych jest znacznie mniejszy niz
u zmiennocieplnych (stosunek najwiekszej do najmniejszej ilosci DNA wynosi okoto
cztery w przypadku ssakéw i dwa w przypadku ptakéw [9]), ale i tu mozna stwierdzié
zwigzek miedzy tempem metabolizmu i wielkoscig komorek, mierzona posrednio jako
ilos¢ DNA. Vinogradov [39] stwierdzit, po statystycznym wyeliminowaniu rozmiaréw
ciala, bardzo silng ujemngazalezno$¢ tempa metabolizmu podstawowego, w przeliczeniu
na gram masy ciata, od ilosci DNA. Po wyeliminowaniu wptywu rozmiardw ciata
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tempo metabolizmu podstawowego najednostke masy ciata maleje wraz z iloScig DNA
[ 11,40] i bezposrednio z wielkoscig erytrocytow [11] réwniez u ptakow.

Negatywny zwiazek miedzy tempem rozwoju i wielkoscig komorek lub iloscig DNA
znaleziono w wielu badaniach, cho€ nie jest to zjawisko uniwersalne [10]. Negatywne
przyktady niekoniecznie $wiadcza o braku takiego zwigzku, a moga wynikac z trudnosci
metodycznych zaréwno przy definiowaniu, jak i mierzeniu tempa rozwoju, ktore nie
jest w dodatku jednoznaczne z tempem wzrostu, a takze z nieuwzgledniania w
dostatecznym stopniu dodatkowych czynnikéw, takich jak temperatura czy stopien
rozwoju w momencie zakonczenia pomiarow. Najprawdopodobniej wiasnie ten ostatni
czynnik jest odpowiedzialny za to, ze u organizméw statocieplnych nie udato sie
jednoznacznie wykaza¢ zwigzku miedzy wielkoscig genomu i tempem rozwoju [10].
Natomiast wykonane na ptazach badania zdaja sie potwierdzac¢ ujemna korelacje miedzy
tempem rozwoju i iloscig DNA (w pracy ref. [10] zestawiono nie tylko pozytywne
wyniki, ale takze wyjatki). Istnieje tez silny zwigzek miedzy tempem rozwoju i iloScig
DNA u owadéw [13]. Tempo mitotycznych podziatow komérek zalezy silnie od ilosci
DNA [9], nic wiec dziwnego, ze embriogeneza przebiega szybciej przy matych
genomach, a zatem i z reguty przy matych komorkach. Musimy jedynie pamietac, ze
ilos¢ materiatow zapasowych wptywa bezposrednio na wielko$¢ komarek jajowych,
ale wptyw posredni na tempo rozwoju zaleze¢ bedzie od typu embriogenezy; nie nalezy
zatem opiera¢ sie we wnioskowaniach na mechanicznych poréwnaniach, zwilaszcza
dla szerokich grup systematycznych roznigcych sie typem embriogenezy. Dalsze etapy
rozwoju, polegajace w duzej mierze na procesach wzrostowych, sa zalezne od ilosci
dostarczanych zasobdw, mozliwosci ich metabolizowania i sposobu lokowania we wzrost,
biezace koszty utrzymania, naprawe DNA, naprawe czy wymiane innych elementéw
komorek i wreszcie wymiane uszkodzonych komdrek. Optymalna alokacja zasobdw
zalezy nie tylko od wiasciwosci fizjologicznych organizmu, ale takze od tempa
$miertelnosci, gdyz przy niskiej $miertelnosci wszelkie inwestycje w some sg bardziej
optacalne [20]. Mozna zatem popetni¢ ogromne btedy poréwnujac na przykiad
gniazdowniki, zdolne do przeznaczania ogromnej czesci dostarczanych zasobéw we
wzrost i zagniazdowniki, ktére zuzywajg wiekszos¢ zasobow na koszty lokomocji i
wyzszy w zwiazku z aktywnym trybem zycia metabolizm podstawowy. Wydaje sig, ze
przedstawiona wczesniej koncepcja kontinuum od oszczednego do rozrzutnego stylu
zycia matu w petni zastosowanie i przy dobrze przeprowadzonych badaniach znalezienie
zwigzku miedzy iloscig DNA (wielkoscig komdrek) i tempem rozwoju bedzie bardzo
prawdopodobne dla wszystkich grup organizméw. Zaleznosci takie sg dobrze
udokumentowane u roslin [13]. Co interesujace, wsrdd roslin jednorocznych, a wiec
wymagajacych szybkiego rozwoju, brak jest przedstawicieli o duzych genomach.
Podobnie owady o petnym przeobrazeniu, a wiec przechodzace najpierw embriogeneze,
a potem budowe wszystkich narzadow i tkanek niemal od nowa, majg genomy mniejsze
niz przecietnie wsrdéd owadow [13]. Ptazy bezogonowe, ktérych larwy zamieszkuja
zbiorniki efemeryczne, majg mate genomy [13].
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5. ILOSC DNA | WIELKOSC KOMOREK A MASA CIAEA

Jest podrecznikowym uogélnieniem, iz ilos§¢ DNA i masa ciata nie sg ze sobg zwigzane.
Rzeczywiscie, jesli rozpatrujemy problem na przyktad w skali gromady ptazéw, trudno
dopatrzy¢ sie takiego zwigzku: niektére miniaturowe amerykanskie salamandry maja
wielkie genomy, a stosunkowo duze zaby i ropuchy - genomy mate. Inaczej sprawa
moze wygladaé, jesli przyjrzymy sie wezszym grupom systematycznym. Przede
wszystkim musimy pamietac, ze zmiana rozmiarow ciata w linii filogenetycznej moze
nastepowac przez zmiane albo liczby komorek, albo wielkosci komorek. Najczesciej
zmianom rozmiar6w ciata towarzysza zaréwno zmiany liczby, jak i wielkosci komorek,
rézny jest natomiast ich udziat. Tylko przy duzym udziale zmian wielkosci komérek
mozemy spodziewac sie statystycznego zwigzku miedzy iloscig DNA i masg ciala.
Niekiedy udaje sie ustali¢ udziat wielkosci komorek w ksztattowaniu rozmiaréw ciala.
W przypadku gekkondéw z rodziny Eublepharidae udziat ten jest rzedu 15-20% [34].
Mozna sie spodziewad, ze korelacja rozmiardw ciata z iloscig DNA bytaby tez istotna.
Istnieje tez bardzo silna korelacja miedzy iloscig DNA i objetoscig ciata u wirkow i
widtonogdw [15].

Dobér sztuczny prowadzony w kierunku zwiekszenia lub zmniejszenia rozmiaréw
odwitoka w populacjach laboratoryjnych Drosophila subobscura pokazuje réwniez
role zmian zaréwno liczby, jak i rozmiaréw komoérek [27]. Masa ciata zmienita sie po
okoto 100 pokoleniach o0 10-27%, w zaleznosci od pici i kierunku selekcji, a powierzchnia
skrzydta az 0 34-50%. W przypadku powierzchni skrzydet mozliwe byto oszacowanie
udziatu zmiany wielkosci i liczby komérek. Co interesujgce, w linii selekcjonowanej na
wiegksze rozmiary prawie caty wzrost nastapit poprzez zwiekszenie liczby komérek,
natomiast w linii selekcjonowanej na mate rozmiary poprzez zmniejszenie wielkosci
komdrek. Bytoby niezmiernie istotne stwierdzenie, czy skarleniu komérek towarzyszyto
zmniejszenie ilosci niekodujacego DNA, czy tez wystepowaty jedynie zmiany w genach
kierujacych cyklem komérkowym. To drugie rozwigzanie jest mozliwe, na co wskazuje
przyktad radykalnego zmniejszenia rozmiaréw ciata Drosophila poprzez zmniegjszenie
wielkosci komérek, spowodowane jedng mutacjg dS6K biorgcego udziat w regulacji
cyklu komérkowego [24]. To, ze dob6r na mate rozmiary dziata przede wszystkim
poprzez zmniejszenie wielko$ci komérek, nie powinno by¢ zaskoczeniem. Znane sg
wprawdzie przypadki miniaturyzacji poprzez zmniejszenie liczby komérek, na przyktad
u salamander, szczeg6lnie z rodziny Bolitoglossini, ale miniaturyzacja taka prowadzi
do uproszczenia morfologicznego nawet tak waznych strukturjak mézg [31], Oczywiscie
kompensacjajest uzyskanie skrajnie oszczednego stylu zycia, wymagajacego niewielkiej
ilosci pokarmu i to dostarczanego w nieréwnomiernym tempie.

Wspétczynniki nachylenia regresji logarytméw ilosci DNA od logarytméw masy
ciata wykazujg statystycznie istotng heterogenno$¢ na poziomie rzedéw zaréwno u
ptakow, jak i ssakow [21]. Wskazuje to na rézny w poszczegélnych rzedach tych
dwdch gromad udziat zmian liczby komorek i wielkosci komorek w ksztattowaniu masy
ciata. W kilku rzedach ptakow i ssakow zaleznos¢ jest ujemna, czyli ilos¢ DNA maleje
z masag_ciala, jednak tylko w przypadku nietoperzy taka negatywna zalezno$¢ jest istotna
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statystycznie. Podobng heterogenno$é na poziomie rzedéw wykazujg wspétczynniki
nachylenia zaleznosci logarytméw tempa metabolizmu podstawowego od logarytméw
masy ciata [21], W dodatku zaréwno u ptakow, jak i ssakdw wspotczynniki katowe
regresji ilosci DNA i regresji tempa metabolizmu od masy ciata wykazuja istotng
statystycznie ujemna korelacje [21]. Wskazuje to po pierwsze na role ilosci DNA,
zapewne poprzez jego wptyw na wielko$¢ komorek, w ksztattowaniu tempa metabo-
lizmu. Po drugie, heterogenno$¢ nachyleh obu regresji przy réwnoczesnej ujemnej
korelacji wspétczynnikdw nachylen jest argumentem za zréznicowanym pomiedzy
rzedami udziatem zmian wielkosci komorek i ich liczby w ksztattowaniu masy ciata.
Poniewaz, przynajmniej teoretycznie, réznice masy ciata mogaby¢ uzaleznione od réznic
w rozmiarach komérek w przedziale od 0 do 100%, powinno sie to przektada¢ na
zakres mozliwych nachylen regresji tempa metabolizmu od masy ciata w przedziale od
0,67, gdyby masa ciata réznicowata sie miedzygatunkowo wytgcznie poprzez powiek-
szanie komoarek, do 1,0, gdyby masa ciata r6znicowata sie wytgcznie poprzez zmiany
liczby komorek. Poniewaz oba te procesy wystepujg tacznie, wspdtczynniki nachylenia
regresji metabolizmu podstawowego przyjmujg wartosci posrednie, najczesciej w
przedziale 0,6-0,8 [21], Tak wiec badania ilosci niekodujgcego DNA moga przyczynié
sie do rozwigzania starego i wcigz nierozwigzanego zadowalajaco problemu skalowania
tempa metabolizmu zgodnie z réwnaniem: tempo metabolizmu = a fhasa gdzie
wspotczynnikowi b przypisuje sie najczesciej wartos¢ badz 0,67, badz 0,75, pomimo
dobrze udokumentowanej jego heterogennosci [21],

6. MECHANIZM ZWIAZKU MIEDZY WIELKOSCIA GENOMU
| ROZMIARAMI KOMOREK

Skoro wielkos¢ komorek zalezy, chocby tylko posrednio, od ilosci DNA w jadrze, a
jak pokazano w poprzednim rozdziale, ich wielko$¢ ma ogromny wptyw na tak wazne
dla cyklu zyciowego cechy jak tempo metabolizmu i tempo rozwoju, wielko$¢ genomu
musi znajdowac sie pod silng presja selekcyjng. Nalezy zdecydowanie odrzucié¢ pojecia,
takie jak ,,DNA S$mieciowy” czy ,,ztomowy” DNA™). Niestety przesadna
fascynacja zapisem informacji genetycznej w ostatnich dekadach, przy rownoczesnym
ostabieniu catosciowego spojrzenia na funkcjonowanie organizmdéw zywych, przyczynita
sie do utrwalenia przekonania, ze zréznicowanie wielkosci genoméw jest czysto
mechanicznym skutkiem wasciwosci DNA, prowadzacych do powstawania opisanych
w rozdz. 2 sekwencji powtarzalnych. To prawda, ze zwigkszanie sie genomow wynika
z natury DNA, ale istniejg przeciez takze mechanizmy usuwania niepotrzebnego DNA
(rozdz. 2). Co wiecej, w wielu liniach ewolucyjnych genomy zostaty konsekwentnie
wyczyszczone ze znacznej czesci niekodujacego DNA; jako przykitad moga stuzy¢
ptazy bezogonowe [35] lub ryby kostnoszkieletowe [17].

Zwolennicy pogladu, ze ilos¢ DNA wynikajedynie z samolubnego charakteru DNA
i nie wywiera wptywu na wiasciwosci organizméw, musieli jakos wyjasnic statystyczny
zwigzek miedzy wielkoscig genomu i wielkoscig komdrek. Ich wyjasnienie zaklada, ze
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u gatunkdéw o matych komérkach dob6r naturalny dziatat silniej na wyczyszczanie genomu
z niepotrzebnych elementéw niz u gatunkéw o duzych komdrkach. Wynika to stad, ze
przy szybkich podziatach charakteryzujgcych mate komorki duzy nadmiar DNA bytby
zbyt wielkim balastem i konieczno$¢ powielania tego niepotrzebnego DNA op6Zniataby
procesy podziatowe, a zatem takze tempo rozwoju. Zatem mate rozmiary komérek
bytyby przyczyna, a mata ilos¢ zawartego w nich DNA jedynie skutkiem [26]. Poglady
te fatwo jest sfalsyfikowac, jesli wielkoS¢ komorek zmieniataby sie natychmiast wraz
ze zmianami ilosci DNA. A tak jest w istocie. Sztucznie wyprodukowane triploidy
tososia majg wieksze komorki [2,33], podobnie jak naturalne triploidy ryby kozy Cobitis
taenia [4] lub triploidy wynikte z krzyzowania diploidalnych zab Hyla chrysoscelis z
tetraploidalnymi Hyla versicolor [18]. U rzadko pojawiajacych sie chimer In/3n zaby
Rana esculenta wystepujg rownoczesnie duze i mate erytrocyty [3], U drozdzy,
mogacych wystepowac albo w formie diploidalnej, albo haploidalnej, haploidy maja
zaledwie 58% objetosci diploidéw [32]. Obecnos¢ wiekszej liczby chromosoméw B
takze skutkuje wiekszymi rozmiarami komérek [9], Jest to bardzo wazne, gdyz trudno
sobie wyobrazi¢, by geny odpowiedzialne bezposrednio za rozmiary komdérek miaty
swe kopie akurat w tych chromosomach. Wreszcie endopoliploidyzacja [14] lub
dyminucja chromatyny [41] przektadaja sie natychmiast na wielko$¢ komdérek w obrebie
tego samego organizmu.

Od wielu lat Cavalier-Smith [5] forsuje inny scenariusz zaleznosci miedzy iloscia
DNA, wielkoscig jader komérkowych i wielkoscig komorek. Rozmiary komérek sg
zalezne od genéw regulujacych przebieg cyklu komérkowego, zatem sg catkowicie
niezalezne od samej ilosci DNA, ktéra wptywa jednak bezposrednio na rozmiary jadra.
Poniewaz istnieje optymalny stosunek wielkosci jadra do wielkosci cytoplazmy, w
przypadku zmiany genetycznej zwiekszajgcej lub zmniejszajacej rozmiary komorki
pojawia sie nacisk doboru na odpowiednie zwigkszanie lub zmniejszanie ilosci DNA,
tak aby przywréci¢ optymalny stosunek jgdrowo-cytoplazmatyczny. Oczywiscie
przywrdécenie tego stosunku mozliwe bytoby takze poprzez zmiany w genach
prowadzace odpowiednio do luzniejszego lub ciasniejszego upakowania chromatyny,
ale zmiany takie sg duzo mniej prawdopodobne niz niespecyficzne zmiany w
niekodujgcych sekwencjach prowadzace do zwiekszania lub zmniejszenia ilosci DNA.
Tak wiec wedtug scenariusza Cavalier-Smitha zmiany rozmiaréw komorek sgpierwotne,
a zmiany ilosci DNA reprezentujg jedynie wtdrne procesy odtwarzajgce optymalny
stosunek jadrowo-cytoplazmatyczny. Poniewaz dobér w kierunku zwiekszania sie lub
zmniejszania rozmiarow komorek nie musi mie¢ charakteru skokowego, lecz moze
reprezentowac dtuzsza tendencje w toku ewolucji danego gatunku, nadazajaca za tymi
zmianami alteracja ilosci DNA bedzie miata takze mniej czy bardziej ciagty charakter.
Cavalier-Smith pisze wiec o koewolucji wielkosci komarek i wielkosci jader (poprzez
ewolucje ilosci DNA). Cho¢ wiele argumentéw przytaczanych przez tego autora wydaje
sie przekonujace, zwiaszcza wiedza o genetycznych uwarunkowaniach cyklu komérko-
wego, pozostaje do wyjasnienia zjawisko natychmiastowego reagowania rozmiaréw
komorek na zmiany ilosci DNA. Koncepcja Cavalier-Smitha w swej oryginalnej postaci
wydaje sie tu bezsilna. Nie moznajednak wykluczy¢, ze optymalnos¢ stosunku jagdrowo-
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cytoplazmatycznego ma tak kluczowe znaczenie dla prawidtowego funkcjonowania
komadrki, ze program genetyczny cyklu komérkowego obejmuje rowniez natychmiastowe
dopasowanie wielkosci komorki do kazdej zmiany ilosci DNA. Gdyby posiadanie
nieoptymalnych rozmiaréw komorek byto zdecydowanie ,,mniejszym ztem” niz
posiadanie nieoptymalnego stosunku jadrowo-cytoplazmatycznego, to wbudowanie
takiego mechanizmu jest prawdopodobne. Stan nieoptymalnosci wielkosci komérek
bytby tylko przejsciowy, gdyz powolny proces réwnoczesnego zmniejszania matymi
kroczkami komérek i zmniejszania ilosci DNA lub réwnoczesnego zwiekszania komorek
i ilosci DNA dopasowywatby wielko$¢ komoérek do optymalnych rozmiaréw bez fazy
zachwianej rownowagi jagdrowo-cytoplazmatycznej.

Najstarszg probg wyjasnienia zwigzku pomiedzy iloscig DNA, wielkoscia jader i
rozmiarami komorek jest koncepcja nukleotypu, wprowadzona przez Commonera w
1964 r. i rozwijana dalej przez Bennetta [ref. 9, 25]. Wedtug tej koncepcji ilos¢ DNA
miataby bezposrednio lub posrednio poprzez wielkos¢ jadra wptywac na rozmiary
komarki. Mechanizm polegatby na niewyjasnionym zadowalajgco wptywie na dtugosé
cyklu komdérkowego, oczywiscie we wspotdziataniu z genami bezposrednio ten cykl
regulujgcymi. Poniewaz wielko$¢ komdrek ma bardzo istotny wptyw na fenotyp (rozdz.
3 i 4), dobor dziatatby bezposrednio na ilos¢ DNA, a posrednio na wielkos¢ komorki.
Wydaje sie, ze z tg koncepcja najbardziej sympatyzuje Gregory [9], cho¢ stara sie
obiektywnie przedstawi¢ pozostate koncepcje. Jednak mechanizm oddziatywania ilosci
DNA na dtugos¢ cyklu komdérkowego przedstawiony przez tego autora jest wysoce
hipotetyczny i nie przeszedt, przynajmniej na razie, weryfikacji empirycznej. Koncepcja
nukleotypu, i z dotychczasowo proponowanych tylko ona, pozwala tatwo wyjasni¢
natychmiastowa reakcje rozmiaréw komérek na zmiany ilosci DNA. Jednak propono-
wana przez nas modyfikacja modelu Cavalier-Smitha radzi sobie takze z tym zagad-
nieniem. Jedynie model zaktadajacy czysto Smieciowy charakter niekodujacego DNA,
a wiec nieoddziatujacy na fenotyp poza niewielkim kosztem zwigzanym z koniecznoscig
duplikacji duzej ilosci DNA, wydaje sie zupetnie nieprzydatny do wyjasniania takich
natychmiastowych zmian.

7. WNIOSKI

Powyzej przedstawilismy dwa zasadniczo rézne podejscia do wyjasniania ogromnej
zmiennosci w ilosci niekodujagcego DNA wsrdd zwierzat. W pierwszym podejsciu
zasadniczg role w ksztattowaniu tej zmiennosci przypisuje sie wiasciwosciom DNA.
W drugim podejsciu zaktada sie istotny wptyw samej ilosci DNA na fenotypy organizméw,
przede wszystkim tempo metabolizmu i tempo rozwoju. W rzeczywistosci przeciwsta-
wianie tych mechanizméw nie jest metodologicznie poprawne. Opisane w rozdz. 2
mechanizmy zwiekszania lub zmniejszania ilosci niekodujacego DNA stanowia nacisk
mutacyjny [28]. Nalezy sie spodziewac zr6znicowania miedzy taksonami czestosci
delecji i insercji, a one przeciez u zwierzat, w przeciwienstwie do roslin [25], stanowig
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najistotniejszy mechanizm zmian ilosci DNA. Takze przecietna wielko$¢ delecji i insercji
rozni sie miedzy taksonami. Zatem rézny bedzie tez wynik netto, a wiec presja mutacyjna
na zmiany wielkosci genomu, podobnie jak rézna bywa presja mutacyjna w przypadku
mutacji punktowych. Jednak zaréwno dla sekwencji kodujacych, jak i zmian ilosci DNA
presja mutacyjna nigdy nie dziata samodzielnie, lecz zawsze w potgczeniu z doborem lub
dryfem genetycznym. Tak jak czestosci alleli sg wynikiem réwnowagi mutacyjno-
selekcyjnej, w matych populacjach dodatkowo modyfikowanym dryfem, tak i ilos¢
niekodujacego DNA musi by¢ wynikiem réwnowagi tych proceséw [28]. Mutacje
szkodliwe sg tym czestsze, im silniejszajest presja mutacyjna i stabszy dobér. Podobnie
ilos¢ niekodujgcego DNA bedzie tym wieksza, im silniejszajest presja netto w kierunku
zwiekszania genomow i im stabszy jest dobor przeciwko nadmiarowi DNA. Dopdki
uwazano, ze szkodliwy wptyw nadmiaru DNA polega jedynie na kosztach powielania
DNA i zwigzanego z tym spowolnienia podziatéw komérkowych, rola presji mutacyjnej
wydawata sie dominujaca. Jednak zwigzek ilosci DNA z wielkoscig komérek, a poprzez
ten parametr z wieloma bardzo istothymi cechami fenotypu (rozdz. 4) powoduje, iz
rownowaga mutacyjno-selekcyjna moze by¢ przesunieta, i to w kierunku zaréwno
mniejszej, jak i wiekszej ilosci DNA niz wynikatoby to jedynie z réwnowagi miedzy
pojawianiem sie delecji i insercji. Mechanizm moze by¢ tu dwojaki: same mechanizmy
genetyczne wplywajgce na czestosé i wielkos¢ delecji i insercji moga by¢ kontrolowane
przez dobér, a dodatkowo osobniki o mniejszej (lub wiekszej) ilosci DNA mogapozostawiaé
wiecej lub mniej potomstwa. W miare poznawania genomoéw kolejnych gatunkéw coraz
lepiej potrafimy szacowac czesto$¢ i wielkos$¢ delecji i insercji [28], ale czesto zapominamy,
ze szacunki te nie okreslajg wytacznie presji mutacyjnej, ale wynik réwnowagi mutacyjno-
selekcyijnej. 11 razy wieksze niz u muszki owocowej Drosophila genomy u hawajskich
Swierszczy z rodzaju Laupala wspotwystepujg z mniejszg u tego gatunku czestoscig
delecji, wiekszainsercji, mniejszymi Srednio delecjami i wiekszymi insercjami [29], ale nie
jest to dowod na wiekszy nacisk mutacji na zwiekszanie ilosci DNA, bo nic nie wiemy o
sile doboru na wielko$¢ komorek w obu tych taksonach.

Jak wida¢, kluczowa role w wyjasnieniu roznorodnosci wielkosci genomow odgrywac
bedzie zrozumienie relacji: ilos¢ DNA - wielkos¢ jader - wielko$¢ komdrek - cechy
fenotypowe organizméw. Weryfikacja i modyfikacja poszczegélnych modeli wymaga
na pewno dalszych badarn na gruncie genetyki (mechanizmy zmian ilosci DNA), biologii
komorki (zwigzek miedzy iloscia DNA i rozmiarami komaorek) i ekologii (zwigzek miedzy
rozmiarami komorek i cechami ekofizjologicznymi wplywajacymi na kierunek doboru).
Koniecznejest w nich bardziej catosciowe podejscie do biologii, nie tylko poprzez pryzmat
informacji zapisanej w sekwencji nukleotydow.
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EVOLUTION OF NUCLEAR GENOME SIZE IN ANGIOSPERM PLANTS

Maria Joanna OLSZEWSKA, Tomasz SAKOWICZ

Zaktad Cytogenetyki i Biologii Molekularnej Roslin Uniwersytetu £.6dzkiego

Streszczenie: W ciggu minionych kilku lat znacznie wzbogacita sie wiedza o ewolucji zawartosci jadrowe-
go DNA. U okrytozalazkowych rozmiary genomu réznig sie ponad 1000-krotnie. W odlegtej przesztosci
nastepowata poliploidyzacja genomoéw. Znaczne roznice rozmiaréw genomow sa spowodowane gtdwnie
przez odmienng liczbe rund duplikacji u przodkéw oraz przez inwazje retroelementéw. Liczba retroele-
mentéw jest dodatnio skorelowana z rozmiarami genomu. W wyniku podwajania liczby genéw nastepo-
wata ich dywergencja (subfunkcjonalizacja), zatem duplikacja genomdéw stata sie potezna sitg napedowa
w ewolucji. Rozmiary genomu sg dodatnio skorelowane z czasem trwania cyklu zyciowego, cyklow
mitotycznych i mejotycznych oraz z objetoscigjgdra. Redukcja rozmiaréw genomoéw zachodzi u natural-
nych auto- i allopoliploidéw. W przeciwienstwie do gatunkéw z matym genomem, gatunki z duzymi
genomami, bogatymi w retroelementy charakteryzujg sie niskim potencjatem adaptacyjnym i obnizong
dywergencja, sa eliminowane ze Srodowisk o krancowych warunkach i zagrozone wyginigeciem. Te
stwierdzenia wydajg sie wskazywac na ewolucyjng tendencje w kierunku redukcji rozmiaréw genomow.

Stowa kluczowe: ewolucja rozmiaréw genoméw, podwojenie gendw i genoméw, 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 ofthe 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 badan statutowych Uniwersytetu t.6dzkiego nr 505/04996.
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1. WSTEP

Badania rozmiaréw genomow jadrowych u Eukaryota staty sie mozliwe po
wprowadzeniu metod cytometrycznych pomiaru zawartosci DNA badz in situ, badz
na izolowanychjadrach. Jako pierwsze zostaty wprowadzone mikrodensytometryczne
metody in situ po zabarwieniu DNA metoda Feulgena, a nastepnie - cytometrii
przeptywowej z zastosowaniem jader izolowanych. Poprawnemu przeprowadzeniu
badan przy uzyciu obu tych metod poswiecono wiele uwagi. Wiadomo, ze wyniki
uzyskane obiema metodami sg poréwnywalne [23], (ref. [35]). Ustalenie szczegétowe
postepowania w metodzie cytometrii przeptywowej jest ciggle jeszcze tematem licznych
opracowan [5, 11, 34, 35]. Wyniki dotyczace rozmiaru genomu u roslin, tj. zawartosci
w nich DNA, wyrazone w pg lub liczbg par zasad (pz) sg gromadzone w banku danych
- The Plant DNA C-values Database (www.rbg.kew.org.uk/cval/homepage.html);
ostatnie dane sg podane przez Bennetta i Leitcha [5]. Definicja pojecia 1C i 2C jest
szeroko dyskutowana, szczego6lnie w odniesieniu do krolestwa roslin, wsrdd ktorych,
gtownie wsrdd okrytozalgzkowych, dominujggatunki allopoliploidalne [17]. W niniejszym
artykule przyjeto, ze 1C to zawartos¢ DNA w niezreplikowanych komoérkach haploidal-
nych, 2C - w fazie Go lub G| cyklu komérkowego.

Juz wkrotce po uzyskaniu szeregu danych dotyczacych zawartosci DNA w komor-
kach haploidalnych lub diploidalnych okazato sie, ze w krélestwie roslin, zwierzat i
grzybow brak jest spéjnosci miedzy poziomem rozwoju ewolucyjnego a rozmiarami
genomu. Zjawisko to nazwano paradoksem C DNA (ref. [37]). Polega ono na fakcie,
ze kodowanie biatek lub rRNA i tRNA niejest jedyng funkcjag DNA w genomie [8]. Co
prawda, poréwnanie 1C DNA u roslin ladowych: mszakéw (0,53 pg), widtakéw (3,81),
paprotnikoéw i innych grup zaliczanych do Monilophyta (13,58 pg), nagozalazkowych
(16,99 pg) i okrytozalgzkowych (6,30 pg) wskazuje, ze w krélestwie roslin prawidtowos¢
taka istnieje w wymienionych grupach do nagozalgzkowych wigcznie, ale brak jej w
obrebie roslin okrytozalazkowych stojacych najwyzej w ewolucji. U roslin okrytoza-
lazkowych roznice w rozmiarach genomow sg przeszto 1000-krotne (od 0,11 pg do
127,40 pg), za$ u mszakéw - zaledwie 12-krotne (ref. [27]). U glonéw natomiast
rozpietos¢ rozmiaréw genomow jest 1300-krotna [15]. Uwzglednienie rozmiaréw
genoméw przy konstruowaniu dendrograméw opartych na danych taksonomicznych i
aktualnych pogladach na pokrewienstwa w obrebie danej grupy wykazato, ze wskutek
znacznej zmiennosci rozmiaréw genomoOw nawet w obrebie rodzaju i gatunku (por.
rozdz. 5.) ta cechajest mato przydatna w analizach filogenetycznych [27].

Podstawowym odkryciem, ktére stato sie punktem wyjscia do dalszych badan
wyjasniajagcych paradoks C DNA i ewolucji rozmiaréw genomu, stato sie wykazanie
przez Flavellaiwsp. [12,13] wysokiej dodatniej korelacji miedzy rozmiarami genomu
(w pg DNA) a zawartoscig sekwencji powtarzalnych (rowniez w pg DNA) oraz
stwierdzenie, ze w toku ewolucji, poczawszy od 200 milionéw lat temu, genomy roslin
W znacznej mierze, a w mniejszym stopniu genomy zwierzat ulegaty kolejnym cyklom
poliploidyzacji (ref. [1]).
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Od 1998 r. istnieje miedzynarodowa grupa skupiona wokot badan genomu roslin
okrytozalgzkowych, organizujaca co kilka lat warsztaty pod nazwg ,,Angiosperm
Genome Size Workshop" [4]. Dzieki dziatalnosci tej grupy, badania ewolucji rozmiaréw
genomdéw u roslin sg intensywnie prowadzone, a uzyskiwane wyniki sg dyskutowane i
publikowane w kolejnych numerach Annals of Botany (ostatnio w nr 1, tom 95 w
2005 r.). Organizatorzy tej grupy wyrazili nadzieje, ze ,,... increased knowledge and
understanding of genome size will contribute to holistic genomic studies in both
plants and animals in the next decade™ [4]. Redakcja Postepéw Biologii Komérki
zamieszcza zatem obok siebie artykuty dotyczace krélestwa roslin i krélestwa zwierzat.

Rola poliploidyzacji i udziat sekwencji powtarzalnych ze szczeg6lnym uwzglednieniem
ruchomych elementéw w ewolucji rozmiaréw genomu u roslin okrytozalgzkowych
zostang omoéwione ponizej. Ze wzgledu na w miare dobrze poznang strukture genomu
u roslin uprawnych i u modelowego gatunku Arabidopsis thaliana (rzodkiewnik) z
jednym z najmniejszych genoméw (1C DNA =0,2 pg = 157 Mpz), gtdwnie tych roslin
dotyczg przedstawiane wyniki.

2. POLIPLOIDYZACJA | EWOLUCJA GENOMU

Poliploidyzacja genoméw jadrowych w toku ewolucji przebiegata z wieksza
czestotliwoscigu roslin niz u zwierzat, wsrdd ktérych dobrze udokumentowane przyktady
odnosza sie do kregowcow i owaddéw (ref. [2]). Wsrdd roslin okrytozalazkowych
poliploidyzacji ulegto 70-80% gatunkéw. Nie wszystkie ulegaty takiej samej liczbie rund
poliploidyzacji; ich liczba w ciggu 200 milionéw lat przypuszczalnie wyniosta od 2 do 5
(ref. [28]), a najstarsze - paleopoliploidy - powstaty wiele setek milionéw lat temu.
Duplikacja genomu miata miejsce nawet u gatunkéw zyjacych wspotczesnie z tak matym
genomem jak Arabidopsis thaliana (rzodkiewnik) i Oryza sativa (ryz). Duplikacja
genomu powoduje istotne skutki zaréwno na poziomie molekularnym, jak i genotypowym.
Skutkiem poliploidyzacji byta przebudowa genomu, duplikacje segmentalne i czesciowa
utrata lub modyfikacja sekwencji kodujgcych, zas u allopoliploidow - translokacje
miedzygenomowe (por. rozdz. 5.). W Swietle danych z zakresu molekularnej analizy
genomOw mozna przyjac, ze jedna runda podwojenia genoméw miata miejsce po
dywergencji dwuli$ciennych, a druga - po dywergencji rodzaj 6w Arabidopsis i Brassica
z ich wspolnego przodka - zapewne Gossypium (bawetna) (ref. [1]).

Brak wszystkich podwojonych genéw we wspotczesnych genomach, ktérych przodkowie
ulegli poliploidyzacji, jest objasniany przez utrate niektorych powtérzonych sekwencji (por.
rozdz. 3. i 4.). Zr6znicowana eliminacja powtorzonych sekwencji - zardwno kodujgcych,
jak i niekodujacych - po poliploidyzacji jest przyczyng istnienia wséréd spokrewnionych
gatunkdéw licznych odchylen w kolineamosci genéw (ang. co-linearity ofgenes), tj. w
liniowym utozeniu gendéw w tym samym chromosomie. Taka sytuacja wystepuje u zb6z.
Skumulowany efekt obu proceséw, tj. podwojenia genomu i utraty genéw doprowadzit do
powstania wspotczesnych genomow u roslin okrytozalagzkowych, u ktorych istnieje
syntenia z tylko czeSciowym sprzezeniem gendw (ref. [1]).
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3. GENY W GENOMACH PODWOJONYCH
WTOKU EWOLUCJI

W wyniku poliploidyzacji w odleglej przesztosci nastepowato podwojenie liczby
genéw. Podczas ewolucji sekwencje kodujagce mogg by¢ utracone, zmutowane lub
ulec wyciszeniu.

Fakt, ze zduplikowane geny sg zachowywane w spos6b nieprzypadkowy, sugeruje,
ze poliploidyzacja dostarcza materiatu genetycznego umozliwiajgcego adaptacje poprzez
dywergencje (por. rozdz. 6.). U Arabidopsis co najmniej potowa gendéw powstatych
w wyniku niedawnej poliploidyzacji (tj. ok. 5 milionéw lat temu) ma odmienny wzor
ekspresji. Geny takie ulegty funkcjonalnemu zréznicowaniu, a w konsekwencji nastgpita
dywersyfikacja szlakw metabolicznych i dywersyfikacja ewolucyjna [1],

Czestym wynikiem modyfikacji podwojonych genéw jest ich tzw. subfunkcjonalizacja;
jest to proces zwany DDC (ang. Duplicate, Degenerate, Complement), podczas
ktérego w wyniku mutacji nastepuje czesciowa utrata funkcji (ref. [22, 41]). Geny
regulatorowe, jak. np. czynniki transkrypcyjne, sa uznawane za dobry przyktad
funkcjonalnej i regulatorowej dywersyfikacji w rodzinach zduplikowanych genéw. U
Arabidopsis thaliana powielone geny uczestnicza w reakcjach obronnych przeciwko
pasozytom roslinozernym, transdukcji sygnatow i regulacji ekspresji (ref. [32]).

Dobrym przyktadem loséw podwojonych gendw, ktore ulegly subfunkcjonalizacji, jest
rodzina genéw z kasety MADS, ktdre sg zaangazowane w kontrole proceséw kwitnienia.
W toku ewolucji te geny zwielokrotnione wskutek kolejnych rund poliploidyzacji ulegty
daleko posunietej specjalizacji (subfunkcjonalizacja), kontrolujac inicjacje merystemu
kwiatowego, poszczegblne etapy rozwoju kwiatdw i jego czesci stuzacych rozmnazaniu
ptciowemu, takich jak: preciki, zalgzki i ich sktadniki (ref. [22,32]).

Poréwnanie starych ewolucyjnie poliploidéw,yak Arabidopsis, z niedawno naturalnie
powstatymi poliploidami bawetny i syntetycznymi poliploidami bawetny wykazato, ze ubytek
DNA lub zmiany w epigenetycznej regulacji podwojonych genéw sg inicjowane
bezposrednio lub wkrétce po poliploidyzacji. Skutkiem poliploidyzacji moze by¢ genowo-
specyficzne lub regionalne wyciszanie genéw indukowane epigenetycznie w wyniku
metylacji DNA i histonéw, wmontowanie sekwencji kodujacych do nieaktywnej trans-
krypcyjnie, trwale skondensowanej heterochromatyny i aktywacja retroelementéw lub
dziatanie iIRNA [41], (ref. [1,37]). W Swietle dotychczasowych danych obecnie przyjmuje
sie, ze wyciszanie pewnych gendw jest procesem sterowanym, dla innych - przypadko-
wym. Wyciszanie zduplikowanych genéw u poliploiddw jest wyjasniane rozmaicie. Wydaje
sie, ze istotnym mechanizmem jest zachowanie odpowiedniej dawki gendw [1]. Zjawisko
wyciszania podwojonych gendw jest istotnym elementem ewolucji poliploidow [1].
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4, UDZIAL. SEKWENCJI POWTARZALNYCH
W MODYFIKACJI ROZMIAROW GENOMOW

Wspomniane we Wstepie prace Flavellaijego zespotu [12,13] wykazaty wielokrotnie
potwierdzalne istnienie korelacji miedzy rozmiarami genomu i iloscig sekwencji
powtarzalnych. WKkrétce okazato sie, ze przewazajgca liczba sekwencji powtarzalnych
to rozmaite kategorie ruchomych elementéw, ktére zasiedlity genomy jadrowe Eukaryo-
ta. Wsrdd tych elementdw jedng z grup stanowig retrotranspozony dtugosci od 700 pz
do 15 kpz, oflankowane dtugimi powtdrzeniami terminalnymi - LTR-ami (ang. Long
Terminal Repeats, ref. [37, 40]). Ich udziat w genomach roslin okrytozalgzkowych
jest znaczny; np. u kukurydzy stanowi az 70% (ref. [7]). Podane ponizej dane o udziale
sekwencji powtarzalnych w ewolucji rozmiaréw genomow zostaty ograniczone do
retrotranspozonow z LTR-ami oraz do jednej grupy niekodujacych sekwencji (CNS),
poniewaz tym sekwencjom powtarzalnym poswiecono najwiecej uwagi w zwigzku z
ich udziatem w modyfikacji rozmiaréw genomow.

4.1. Retrotranspozony z dtugimi powtérzeniami terminalnymi (LTR)

Retrotranspozony z LTR-ami sg szczegblnie dogodnym obiektem badar udziatu i
przemian ruchomych elementéw, poniewaz sg one liczne i obecne we wszystkich
czesciach genomu jgdrowego (w heterochromatynie, regionach przycentromerowych
moga znajdowac sie miedzy genami lub by¢ przez nie otoczone). Zmiany zachodzace
w retrotranspozonach moga by¢ wykorzystane w rekonstrukcji tych elementéw u
gatunkdw ancestralnych, z ktérych pochodza genomy zawierajgce retrotranspozony z
LTR-ami we wspotczesnych populacjach. Retrotranspozony z LTR-ami maja charakte-
rystyczne cechy, ktore utatwiajg ich identyfikacje i umozliwiajg wykrywanie mutacji.
Zmutowane retrotranspozony nie ulegajg eliminacji w wyniku naturalnej selekcji. Dzieki
przeprowadzeniu analizy mutacji mozna byto stwierdzi¢, zcwArabidopsis i 6 gatunkéw
roslin uprawnych wiek tych retroelementéw wynosi ok. 3 miliony lat [7].

Zwiekszenie liczby retroelementéw w genomie - poza procesem poliploidyzacji -
odbywa sie poprzez ich amplifikacje. Amplifikacja jest uwarunkowana przejsciem
retroelementéw ze stanu nieaktywnego w aktywny i przyczynia sie do zwiekszenia
rozmiaréw genomu. Redukcja liczby retroelementéw z LTR-ami nastepuje w wyniku
delecji. Delecje te powstaja w rezultacie nieréwnej homologicznej rekombinacji (ang.
unequal homologous recombination), tzn. procesu, podczas ktérego nie w petni
wymieniane sg odcinki DNA, oraz nieuprawnionej rekombinacji (ang. illegitimate
recombination), tj. wymiany odcinkéw niehomologicznych. Jednym z produktéw
nieuprawnionej rekombinacji jest kolisty retrotranspozon, ktéry zawiera tylko jeden
LTR; kolisty retrotranspozon zwykle jest degradowany i usuwany z genomu (ref. [6]).
U Arabidopsis w wyniku pojedynczej delecji moze nastgpi¢ ubytek od 10 do 3766 pz
w obrebie wewnetrznej czesci retrotranspozonu z LTR-ami. Dtuzsze delecje - rzedu |
kpz - nie sg powszechne. Wydaje sie zatem, ze akumulacja bardzo licznych, krétkich
delecji jest odpowiedzialna za fragmentacje wiekszosci retrotranspozonéw z LTR-ami.
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U ryzu $rednie rozmiary delecji byty rzedu 41 i 318 pz; przyjeto, ze tg drogg zostato
usunietych w ciggu minionych 5 milionow lat 190 Mpz [7]. P6tokres trwania retrotrans-
pozonéw z LTR-ami u ryzu jest krotszy niz 3 miliony lat, a jeszcze dawniej zostat
usuniety retrotranspozon z LTR-ami o diugosci powyzej 194 Mpz. Amplifikacja i
usuwanie retroelementow trwa nadal (ref. [6], por. takze rozdz. 6.).

Chociaz mechanizmy molekularne decydujgce o amplifikacji lub eliminacji
retrotranspozonéw (szczegétowo omowione w artykule przegladowym [7]) saw znacznej
mierze poznane, dotad nie wiadomo, dlaczego w ewolucji jednych gatunkéw nastepuje
zwigkszenie rozmiaréw genomu poprzez zwiegkszenie udziatu retroelementow, u innych
- redukcjajego rozmiarow w wyniku delecji. Jest mozliwe, ze procesy te sgregulowane
przez czynniki $srodowiskowe powodujace selekcje w odpowiednim kierunku (por.
rozdz. 6.).

4.2. Konserwatywne niekodujace sekwencje

W modelach ewolucji genéw w zwigzku z podwajaniem genomu (poliploidyzacja)
przewiduje sie, ze funkcjonalna dywergencja, czyli subfunkcjonalizacja zduplikowanych
genéw (por. rozdz. 3.) jest spowodowana przez utrate elementéw regulatorowych.
Domniemanymi elementami regulatorowymi sg konserwatywne niekodujace sekwencje
zwane CNS-ami (ang. Conserved Non-coding Sequences). Sg to krotkie odcinki
DNA zachowane miedzy gatunkami (dlatego konserwatywne). Znajduja sie one gtéwnie
powyzej regionu regulatorowego [28]. U roslin liczba CNS-6w i ich dtugos¢ sg znacznie
mniejsze niz u ssakdw, cojest zwigzane z o wiele bardziej licznymi rundami poliploidyzacji.
Kolejne podwojenia genomow stanowig okazje do powstania subfunkcjonalizacji genéw,
co potencjalnie powoduje utrate CNS-éw przypadajacych najeden gen. O stusznosci
tego twierdzenia $wiadczy poréwnanie liczby rodzin genowych, tj. zawierajacych geny
paralogiczne (pochodzace od wspdlnego przodka) u roélin i zwierzat. Tylko 35% gendw
u Arabidopsis jest w pojedynczych kopiach; u cztowieka takie geny stanowig az 86%.
U Arabidopsis ponad 37% gendw nalezy do rodzin genowych sktadajacych sie z 5 lub
wiecej cztonkdw; u cztowieka - zaledwie 1,4% (ref. [28]).

Paradoksalnie, subfunkcjonalizacja po duplikacji moze prowadzi¢ do wzglednie
prostych regionéw regulatorowych przypadajacych najeden gen. U kukurydzy i ryzu
najeden gen przypadaja Srednio trzy CNS-y, ale brak jest CNS-éw w 27% zbadanych
gendw. Geny ssakéw maja srednio 17,7 CNS-6w. Diugos¢ CNS-6w w obrebie genow
ortologicznych (mimo odmiennej sekwencji DNA kodujacych biatka o takiej samej
funkcji fizjologicznej) u roslin wynosi ponizej 12 pz, przy czym zaden z poznanych
dotad nie byt dtuzszy niz 60 pz. U ssakdw dtugos¢ CNS-6w zawiera sie w granicach od
60 dp 100 pz (ref. [28]). Wzgledna prostota regionéw regulatorowych u roslin mogtaby
odzwierciedla¢ roznice w ztozonosci zaréwno samych organizmoéw, jak i ich rozwoju.

Przytoczone dane wskazuja, ze u roslin jednym z procesdw przyczyniajgcych sie do
zmniejszania rozmiaréw genomu mogtaby byé redukcja liczby i dtugosci CNS-6w.
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5. ZMIENNOSC | EWOLUCJA GENOMOW | ICH ROZMIAROW
WSROD SPOKREWNIONYCH GATUNKOW | RODZAJOW

Opisane wyzej przemiany spowodowane bezposrednio przez poliploidyzacje oraz
inwazje ruchomych elementéw i ich modyfikacje powodujg przebudowe (rearanzacje)
genoméw, ktérej skutkiem moga by¢ zmiany rozmiaréw genomow, gtéwnie w wyniku
amplifikacji i delecji ruchomych elementéw (odpowiednio zwiekszenie lub zmniejszenie
zawartosci DNA). Rosliny stanowig niezwykle dogodny obiekt do badan zmiennosci
genomu. W poréwnaniu z analogicznie ztozonymi organizmami, jakimi sg ssaki, u roslin
nastepuja liczniejsze procesy powodujgce zwiekszenie, jak i zmniejszenie genomu oraz
jego przebudowe [7].

Zmiennos¢ rozmiaréw genomu w obrebie gatunku byta wielokrotnie opisywana.
Nasuwa sie pytanie, czy roznice, szczegblnie nieistotne statystycznie, nie sg artefaktem,
bowiem wyniki swiadczace o takich modyfikacjach bywajg kwestionowane. Stwierdzane
réznice, czesto przypisywane odmianom uprawnym lub kojarzone z r6znicami genotypo-
wymi, moga by¢é powodowane przez stosowanie niewtasciwych metod i standardéw
stuzacych do oznaczania bezwzglednej zawartosci C DNA. Rezultaty krytycznej analizy
kilku takich wynikéw uzyskanych w obrebie gatunku dowodzg, ze poza btedami
metodycznymi stwierdzane roznice nie byty istotne statystycznie [16]. Natomiast
znaczne réznice (nawet blisko dwukrotne) wartosci 1C DNA w grupie osobnikow
zaliczanych do tego samego gatunku sg interpretowane jako dowod przynaleznosci tak
rézniacych sie roslin do rozmaitych podgatunkéw; za argument dodatkowy uwaza sie
réznice w morfologii i preferowanych siedliskach. Postuluje sie zatem, aby wewnatrz-
gatunkowe rdznice rozmiaréw genoméw konfrontowac z cechami morfologicznymi
[33]. Przy rozwazaniu réznic w zawartosci C DNA nalezy wzigé pod uwage roznice
w warunkach srodowiskowych (por. rozdz. 6.). Wydaja sie nie budzi¢ watpliwosci te
wyniki badan, w ktdrych wykazano zwigzek miedzy zwiekszeniem/zmniejszeniem
rozmiar6w genomow a amplifikacja/ubytkiem réznego rodzaju sekwencji powtarzalnych
(ref. [36]). Obecnos¢ chromosomu/6w B w istotny sposdb wptywa na rozmiary genomu
oraz zgodnie z teorig nukleotypows (por. nizej) powoduje wydtuzenie czasu trwania
cyklu komorkowego (ref. [30]).

Wyniki sekwencjonowania DNA sklonowanych w BAC fragmentdéw chromosomoéw
wskazujg na istnienie w niektérych chromosomach segmentalnych duplikacji i na
obecno$¢ tandemowych rodzin gendw [6]. Typowe rearanzacje chromosomow w toku
ewolucji genoméw to translokacje oraz inwersje, powodujace réznice w strukturze
chromosoméw u spokrewnionych taksonéw, jak np. w rodzajach Lycopersicon
(pomidor), Solarium (ziemniak) i Gossypium (bawetna). Niewiele dotagd wiadomo o
zwigzku miedzy skutkami genotypowymi rearanzacji chromosomow i procesem specjacji
[9]. Allopoliploidy, do ktorych nalezg liczne gatunki uprawne, ale i dziko rosnace, sg od
dawna obiektem licznych badan cytogenetycznych i molekularnych. Rearanzacja
genomdw u allopoliploidéw moze nastepowac, przynajmniej czesciowo, w wyniku
aktywacji retroelementow [10]. Ostatnio szczegdblnie dobrze zostaty poznane zmiany
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w genomach gatunkow allopoliploidanych w poréwnaniu 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 umozliwia odréznienie u allopoliploidéw chromosoméw i ich fragmen-
téw pochodzacych z poszczegdblnych diploidalnych genoméw ancestralnych. W ten
sposob wykazano u niektorych gatunkdw allopoliploidalnych zb6z istnienie translokacji
miedzy genomami ancestralnymi (ref. [36]). W przypadku matych chromosomow u
rodzaju Brassica istnienia tego procesu nie mozna byto udowodni¢ [29]. Allotetra-
ploidalny gatunek Nicotiana tabacum (tyton, 2n = 4x = 48, genom TS) powstat 5-6
milion6w lat temu ze skrzyzowania dwoch gatunkéw diploidalnych: N. sylvestris (2n =
2x = 24, genom S) i N. tomentosiformis (2n = 2x = 24, genom T). Takie pochodzenie
N. tabacum zostato potwierdzone przez rezultaty wspétczesnych krzyzowek. Wyniki
GISH nie tylko pozwolity na odroznienie chromosomow z genomu S i T, ale réwniez
wykazaly translokacje T/S i S/T [14]. Ciekawy przypadek modyfikacji chromosomoéw
zostat stwierdzony u naturalnego heksaploida Chenopodium album (komosa biata,
zwana takze lebioda, 2n = 6x = 54), u ktérego chromosomy sg krotsze - 1,0-2,6 pm niz
u diploida (2n = 2x = 18) - 1,4-2,7 pm. Sonda w metodzie GISH z DNA diploidow
dawata silne sygnaly hybrydyzacyjne tylko u 18 chromosomoéw dtuzszych; krétsze
wykazywaly znacznie stabsze sygnaty [26].

U wymienionych gatunkéw allotetraploidalnych i u naturalnych poliploidéw
Chenopodium album przeprowadzono metoda FISH badania poréwnawcze z zastoso-
waniem jako sond 45S rDNA lub 25S rDNA oraz 5S rDNA w odniesieniu do diploidéw
ancestralnych badz naturalnego diploida. U allotetraploidéw Brassica wykazano m.in.
modyfikacje liczby loci 5S rDNA lub 45S rDNA w pordéwnaniu z ancestralnymi
diploidami. U allotetraploidéw ma miejsce badz zmniejszenie liczby loci 5S rDNA (B.
juncea - gorczyca etiopska, B. napus - w zaleznosci od odmiany - rzepak lub brukiew)
lub ich liczba stanowi sume loci u gatunkéw ancestralnych (B. carinata - gorczyca),
natomiast liczba loci 255 rDNA ulega badz zmniejszeniu (B. juncea, B. carinata),
badz zwiekszeniu (B. napus) lub nie ulega zmianom. Réznice liczby loci u tego samego
gatunku zalezg od odmiany [18,20, 21]. Niektore geny kodujace 45S rDNA stajg sie u
allotetraploidéw Brassica nieaktywne transkrypcyjnie [19]. U naturalnego allopoliploida
Arabidopsis suecica zachodzi wyciszanie genéw rRNA pochodzacych z genomu
jednego z diploidalnych gatunkéw ancestralnych - Arabidopsis thaliana (ref. [10]).
U allotetraploida Nicotiana tabacum (genom ST, por. wyzej) w poréwnaniu z diploidami
ancestralnymi (N. sylvestris - genom S i N. tomentosiformis) nastepuje eliminacja
45S rDNA pochodzacego z genomu S, w ktérym u diploida sygnat po FISH jest stabszy
niz w genomie diploida z genomem T. Znaczne réznice w genomach diploidow
ancestralnych dotyczg 5S rDNA. W genomach S dtugosc¢ jednostki powtarzalnej wynosi
431 pz, a liczba kopii — 900. W genomach T jednostka powtarzalna sktada sie z 644 pz
i jest powtdrzona 400 razy. U allotetraploida N. tabacum liczba kopii 5S rDNA jest
zmienna w zaleznos$ci od odmiany: im wigksza liczba kopii pochodzi z genomu S, tym
mniejsza liczba kopii jest z genomu T i odwrotnie, ale zawsze liczba kopii jest wieksza
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od sumy tych kopii u diploidéw ancestralnych [14]. U wspomnianych wyzej naturalnych
poliploidéw Chenopodium album nastepuje wyraZzna redukcja liczby loci kodujacych
rRNA. U diploida (2n = 18) jest jedna para chromosoméw z 25S rDNA i dwie pary z
5S rDNA,; tetraploid (2n = 4x = 36) ma jedng pare chromosomow z 25S rDNA i trzy
pary chromosomaéw z loci 5S rDNA, u heksaploida (2n = 54) sg dwie pary chromosoméw
z 25S rDNA i cztery pary z 5S rDNA [26].

Poznanie rozmiaréw genomow u auto- i allopoliploidow umozliwito rozpatrywanie
tej cechy genomu jako skutku poliploidyzacji. U indukowanego kolchicyngautotetraploida
Sorghum versicolor zawarto$¢ 2C DNA - 6,67 pg - przewyzsza ponad dwukrotnie
(réwniez po uwzglednieniu SE) rozmiar genomu u ro$lin diploidalnych - 3,25 pg [37].
U naturalnego heksaploida Chenopodium album (2n = 54) w poréwnaniu z diploidem
(2n = 18) zawarto$¢ 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 (takze po uwzglednieniu SE) niz moznaby oczekiwaé na
podstawie zsumowania diploidalnych genomoéw ancestralnych: Brassica nigra (gorczy-
ca czarna, genom BB) - 1C DNA = 0,647 pg i B. oleracea (kapusta warzywna,
genom CC) - 1C DNA = 0,710 pg (ref. [24]). Jedna z przyczyn redukcji rozmiaréw
genomu u poliploidéw, stwierdzongu Chenopodium album, ale niepowszechng u rodzaju
Brassica, mégtby by¢ ubytek genéw kodujacych rRNA (por. wyzej, takze skrocenie
czesci chromosomoOw u komosy biatej).

Szczegdtowe analizy ewolucji rozmiaréw genomow wsrod spokrewnionych gatunkéw
byly przeprowadzane z uwzglednieniem liczby i rozmiaréw chromosomow przez
poréwnanie sekwencji ITS (ang. Internal Transcribed Sequences - wewnetrzne,
transkrybowane sekwencje w genie 45S rRNA, usytuowane u ro$lin miedzy genem
kodujgcym 18S rRNA a 5,8S rRNA oraz miedzy 5,8 S rRNA i 25S rRNA). Na podstawie
tych wiasciwosci dla poszczegblnych gatunkéw sag konstruowane dendrogramy, z
ktérych wyciaga sie wnioski o kierunku ewolucji rozmiaréw genoméw w obrebie
badanego rodzaju. Wielu autoréw jest zdania, ze ewolucja zmierza ku redukcji rozmiaréw
genomu. Tak jest np. w obrebie rodzaju Sorghum [38]. Jednak w grupie spokrewnionych
gatunkéw innych rodzajéw modyfikacje rozmiaréw genoméw wykazujg tendencje
zarowno ku jego redukcji, jak i zwiekszeniu. Taka sytuacjajest wsréd licznych gatunkow
bawetny (ref. [38]) oraz w rodzinie Brassicaceae, w ktorej wszystkie zbadane pod
tym wzgledem gatunki charakteryzujg sie matym genomem (1C od 0,2 do maksymalnie
0,710 pg u gatunkdw diploidalnych) [24], Wiele gatunkéw nalezacych do tej rodziny to
allopoliploidy. Przyjeto, ze przodek w tej rodzinie ma najmniejszy hipotetyczny genom
(1C = 0,2 pg). W rodzaju Arabidopsis, jesli przyjmie sie jako podstawe do analizy
zmian w rozmiarach genomu zawartos¢ DNA przypadajaca na | x chromosomoéw (aby
oming¢ roznice wynikajgce z poliploidyzacji), nastepuje zwigkszenie tej wartosci w
poréwnaniu z diploidalnym gatunkiem wyjsciowym - A. thaliana [24], Natomiast u
rodzaju Brassica nastepowato zmniejszenie genomu (przykiady podane wyzej [24]).

Bennett juz w 1972 r. [3] wykazat u okrytozalagzkowych roslin zielnych istnienie
dodatniej korelacji miedzy rozmiarami genomu a czasem trwania cyklu zyciowego,
cyklu komorkowego i mejozy, masg nasion, rozmiarami jadra i komérki (ta ostatnia
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zalezno$¢ nie zawsze byta potwierdzana, por. [8]). Gatunki jednoroczne, a szczegélnie
efemerydy, u ktérych cykl zyciowy trwa zaledwie kilka tygodni, maja najmniejsze
genomy, znacznie mniejsze niz gatunki dwu- i wieloletnie. Koncepcja Bennetta,
dotyczaca rowniez wielu innych zaleznosci cech roslin od rozmiaru genomu, zostata
nazwana teorig nukleotypowa. Jest ona stale uzupetniana przez nowe dowody $wiad-
czace ojej stusznosci (por. [25]) i jest powszechnie akceptowana. Np. u australijskich
gatunkoéw Sorghum réznice w rozmiarach genomow miedzy gatunkami jednorocznymi
i wieloletnimi sg dosy¢ znaczne: ujednorocznych srednia 2C wynosi 2,89 pg, u wielolet-
nich - 7,73 pg [37]. W$rod chwastow, szybko rosnace i rozwijajace sie gatunki (dlatego
uwazane za agresywne) majg mniejsze genomy niz spokrewnione gatunki niebedace
chwastami.

Rozmiar genomu, poprzez tempo podziatéw komérkowych i wielko$¢ komérek, wpltywa
na morfologie lisci i intensywno$¢ fotosyntezy. Stwierdzono istnienie negatywnej korelacji
miedzy rozmiarami genomu a wskaznikiem nazwanym SLA (ang. Specific LeafArea,
tj. zalezno$¢ miedzy powierzchnigi masa lisci). Niski SLA charakteryzuje gatunki z duzym
genomem. U takich gatunkow jest nizsza intensywno$¢ fotosyntezy [25]. Te wyniki
odzwierciedlajgodpowiadajaca im prawidtowosé stwierdzong u ptakdw i ssakéw, u ktérych
tempo metabolizmu jest negatywnie skorelowane z rozmiarami genomu (ref. [25,43]).

Rosliny z duzymi genomami wydajg sie byé ograniczone w procesie specjacji. W
obrebie rodzaju istniejg mniej liczne gatunki niz wérdd rodzajéw z matym genomem.
Stwierdzono nawet negatywna korelacje miedzy $rednimi rozmiarami genomoéw a liczba
gatunkéw w obrebie rodzaju [42]. Ostatnio wykazano jednak, ze u 761 rodzajow
zbadanych pod tym wzgledem istnieje zaledwie staba negatywna korelacja miedzy
rozmiarami genomu a liczbg gatunkéw w danym rodzaju. Autorzy tych badan [25]
podkre$lajg, ze w tego typu analizach istnieje potencjalne zrodto btedu, poniewaz niewiele
wiadomo o rozmiarach genomu u gatunkéw ancestralnych oraz w obrebie rodzaju nie
jest mozliwe uwzglednienie wszystkich gatunkéw przynaleznych do badanego rodzaju.
Mimo tych zastrzezen, przyjeta jest sugestia, ze w procesie specjacji duze genomy sg
ograniczone w ewolucji ze wzgledu na nikte lub bardzo wolne tempo dywersyfikacji;
gatunki z bardzo duzymi genomami cechuja sie mniejszymi zdolnosciami przystosowaw-
czymi niz gatunki z matymi genomami [25] (por. rozdz. 6.).

Na podstawie przytoczonych danych mozna uznaé, ze skoro tempo rozwoju i czas
trwania cyklu zyciowego oraz zdolnosci przystosowawcze zaleza, przynajmniej czes-
ciowo, od rozmiaru genomu, w ewolucji nastepuje selekcja w kierunku przyspieszenia
rozwoju rownolegle z redukcjg rozmiaréw genomoéw [ 16,25].

6. UDZIAL CZYNNIKOW SRODOWISKOWYCH
W MODYFIKACJI ROZMIAROW GENOMOW

Nawet przy bardzo krytycznej ocenie wiarygodnosci wynikoéw badan dotyczacych
rozmiaréw genomu (por. rozdz. 5.), trzeba wzig¢ pod uwage wiele danych wskazujacych
na istnienie wewnatrzgatunkowej zmiennosci tej jego cechy. Modyfikacje wielkosci
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genomu moga by¢ wynikiem czynnikéw srodowiskowych, a w szczeg6lnosci klimatu,
w jakim rozwijajg sie rosliny (ref. [31]). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze zmiany te, tj.
zwigkszenie/zmniejszenie rozmiar6w genomu w podobnych warunkach nie zawsze
zmierzajg w tym samym kierunku. Badano modyfikacje wielkosci genoméw u tych
samych gatunkéw w zaleznosci od wysokosci n.p.m., szerokosci geograficznej i
temperatury.

Negatywng korelacje miedzy wielko$cig genomu i wysokoscig n.p.m. stwierdzono
w europejskich populacjach traw: Festuca arundinacea (kostrzewa trzcinowa),
Dactylis glomerata (kupkéwka pospolita) i uprawnych odmian Zea mays (kukurydza).
Wyniki te sg komentowane jako efekt przewagi selekcyjnej roslin z matym genomem
w ekstremalnych warunkach i krotkim okresie wegetacji, jakie panujg na duzych
wysokosciach (ref. [31]). Jednak w obrebie 23 populacji Zea mays uzyskano inne
wyniki: rosliny ze srednimi rozmiarami genomu wystepuja na srednich wysokosciach,
a gatunki z matym genomem - zaréwno na poziomie morza, jak i na wysokosci 2440 m
(ref. [25]).

W badaniach zaleznosci miedzy szerokoscig geograficzng a wielkoscig genomu
stwierdzono znaczne réznice rozmiaréw genomu u kukurydzy w klimacie tropikalnym;
odkad kukurydza zostata zaadaptowana jako roslina uprawna w Ameryce Péinocnej,
wielkos¢ genomu stata sie czynnikiem selekcyjnym, co doprowadzito do wprowadzenia
do upraw wytacznie odmian z najmniejszym genomem w najbardziej wysunietych na
péinoc obszarach tego kontynentu, tj. w Kanadzie (ref. [7]). Ta tendencja wydaje sie
mie¢ charakter powszechny, sugeruje sie bowiem, ze gatunki okrytozalgzkowe z duzym
genomem sg stopniowo eliminowane z szerokosci pétnocnej (ref. [25]).

W rozwazaniach na temat zaleznosci miedzy wysokoscign.p.m. i szerokos$cig geogra-
ficzng a rozmiarami genomoéw nalezy wzigé pod uwage temperature. Po uwzglednieniu
tego czynnika okazuje sie, ze gatunki z matym genomem moga istnie¢ na kazdej wysokosci
n.p.m. i szerokosci geograficznej, ale gatunki z najwiekszymi genomami bywaja
eliminowane z warunkow ekstremalnych. Ponadto stwierdzono, ze gatunki z duzymi
genomami nie wystepujg w warunkach z krotkimi sezonami wegetacyjnymi [25].

Chociaz na podstawie wiedzy o roli sekwencji powtarzalnych, a szczeg6lnie dobrze
poznanych pod tym wzgledem retrotranspozonéw z LTR-ami (por. podrozdz. 4.1.)
powszechnie przyjmuje sie, ze modyfikacje rozmiaréw genomu sg powodowane przez
delecje (zmniejszenie rozmiaru) lub amplifikacje (zwiekszenie) tych retroelementow,
mato jest dotad bezposrednich dowoddw na trafnos¢ tego pogladu w odpowiedzi roslin
na warunki srodowiska. U dzikiego gatunku jeczmienia Hordeum spontaneum
wykazano trzykrotne zmniejszenie liczby kopii retrotranspozonéw z LTR-ami w
warunkach suszy i znacznej wysokosci n.p.m.; redukcja ta przebiegata zgodnie z
mechanizmami opisanymi wyzej (por. podrozdz. 4.1.) (ref. [31]).

O ograniczonej zdolnosci adaptacyjnej gatunkow rosélin z duzymi genomami $wiadcza
wyniki badan dotyczacych rozmiaréw genoméw u gatunkéw zagrozonych wyginieciem
(na podstawie World Conservation and Monitoring Centre - UNEP-WCMC, odpo-
wiednik Czerwonej Ksiegi w Polsce) wyrézniona zostata podgrupa gatunkow zagrozo-
nych wyginieciem w skali globalnej oraz podgrupa zagrozona w skali lokalnej. Z calej
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grupy gatunkow poddanych analizie wytgczono poliploidy i gatunki nie dos¢ dobrze pod
tym wzgledem poznane. Wykazano istnienie korelacji miedzy rozmiarami genomow a
skalg zagrozenia wyginieciem. Najmniejszym genomem charakteryzuja sie gatunki
niezagrozone, posrednimi rozmiarami - zagrozone tylko lokalnie, natomiast gatunki z
najwiekszym genomem stanowity podgrupe zagrozonych w skali globalnej. Wsréd
gatunkdéw starannie zweryfikowanych jako poliploidy, korelacja ta przedstawia sie
odwrotnie: poziom ploidalnoscijest negatywnie skorelowany z zagrozeniem wyginieciem
[42].

Przytoczone wyniki sugeruja, ze warunki srodowiskowe moga stanowi¢ czynniki
powodujace eliminacje gatunkéw z duzym genomem, upos$ledzonych pod wzgledem
zdolnosci adaptacyjnych, co przyczynia sie do postepujacej dominacji gatunkow z matymi
genomami. Zdolno$ci przystosowawcze poliploidow (zapewne gtéwnie allopoliploiddw)
doprowadzity do ich dominacji we wspétczesnej florze roslin okrytozalgzkowych.

7. PERSPEKTYWY

Najnowsze opracowania dotyczace organizacji genoméw roslin w zdecydowanej
wiekszosci, co oczywiste, opierajg si¢ na szczegdtowych analizach dwdch catkowicie
zsekwencjonowanych genomoéw: Arabidopsis thaliana i Oryza sativa [39, 44], Oba
nalezg do grupy gatunkéw z matymi genomami: Arabidopsis thaliana - 140 Mpz, za$
Oryzasativa - 400 Mpz; ich rozmiary zdecydowanie odbiegajg od usrednionej wielkosci
genomow roslin okrytozalgzkowych ocenionej na 5600 Mpz. Trudno uznac je zatem za
reprezentatywne dla krélestwa roslin, co nie zmienia faktu, ze szereg zaobserwowanych
u nich cech, takich jak segmentalne duplikacje znacznych czesci genomow czy wysoki
poziom amplifikacji retroelementéw, wydaja sie by¢ zjawiskami powszechnymi wsrod
roslin okrytozalgzkowych (por. rozdz. 2., 4.1. i 5.).

Opracowane strategie i techniki sekwencjonowania stwarzajg realne szanse poznania
w najblizszym czasie genomu modelowego gatunku reprezentujgcego grupe o duzych
genomach - Zea mays (Maize Genomics Project). Genom kukurydzy jest pod wzgledem
rozmiaréw (2400-2700 Mpz) zblizony do wielkosci genomdw ssakéw (1400-3700 Mpz),
co stwarza szersze podstawy do analiz porownawczych. Juz obecna wiedza o nim
wskazuje na kilka charakterystycznych cech, takichjak allotetraploidalna segmentalnos¢
czy ogromna, znacznie wyzsza niz u Arabidopsis thaliana obfito$¢ wysoce konserwa-
tywnych elementéw powtarzalnych (ok. 80% genomu kukurydzy i ponizej 20% u
rzodkiewnika), bedaca efektem szczegdlnie intensywnych amplifikacji zachodzacych
w okresie ostatnich kilku milionéw lat. Nawet niepetne dane o sekwencjach genomu
kukurydzy dowodza istnienia retroelementéw reprezentujacych setki czy nawet tysiagce
ich rodzin, a geny stanowig u tego gatunku mate wyspy w morzu retrotranspozonow z
LTR-ami. Tego rodzaju organizacja genomu jest znacznie blizsza wiekszosci roslin
okrytozalgzkowych niz typ istniejacy u Arabidopsis thaliana i Oryza sativa. Charakte-
rystyka genomu kukurydzy dotyczy tez m.in. rozmieszczenia 5-metylocytozyny.
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Wiekszo$¢ powtarzalnych elementéw jest u tego gatunku, podobnie jak u ssakéw, wysoce
zmetylowana, podczas gdy geny, przeciwnie niz u ssakéw, wydajg sie by¢ gtéwnie
niezmetylowane, nawet w tych tkankach, w ktérych nie ulegaja ekspresji.

Mimo iz genom kukurydzy jest 6 lub 7 razy wiekszy niz ryzu, a blisko 20 razy wiekszy
niz rzodkiewnika, jest on znacznie mniejszy od genoméw kilku waznych gatunkow
uprawnych, np. jeczmienia — 5000 Mpz, pszenicy - 17000 Mpz, ale rozmiary genomu
kukurydzy otwierajgwieksze mozliwosci analiz poréwnawczych z genomami zwierzecymi.

Nadzieje na szybkie poznanie petnej sekwencji genomu Zea mays wynikaja z
doswiadczen wyniesionych z realizacji Humann Genome Project i zwigzane s3 z
integracja kilku najbardziej efektywnych strategii i technik sekwencyjnych, jak WGS
(whole-genome shotgun), GE (gene-enrichement) i BAC (bacterial artificial
chromosome clones). Bedg one nastepnie wykorzystane w analizach najwiekszych
genomow roslinnych. Nie ulega watpliwosci, ze uzyskane tg drogg informacje wypetnia
liczne luki w aktualnej wiedzy na temat ewolucji rozmiaréw genoméw u roslin
okrytozalgzkowych.

8. WNIOSKI

Na podstawie wiekszosci dotgd uzyskanych danych mozna przyjac, ze ewolucja
rozmiardw genomow u roslin okrytozalgzkowych zmierza ku ich redukcji mimo licznych
rund poliploidyzacji, jakiej ulegaty one w odlegtej przesztosci. Na takg tendencje wskazuje
szereg dowodow z biologii molekularnej, cytologii i cytogenetyki molekularnej, fizjologii
oraz ekologii.

Podwojone sekwencje kodujgce moga by¢ eliminowane, wyciszane lub ulec
subfunkcjonalizacji, dzieki czemu nastepuje dywersyfikacja szlakdw metabolicznych
oraz zdolnosci do adaptac;ji.

O wielkosci genomu decyduje gtdwnie zawartos¢ rozmaitego rodzaju sekwencji
powtarzalnych. Inwazja retroelementdéw oraz ich liczba, dtugos¢ i modyfikacje sg
uznawane za czynniki regulujgce rozmiary genomu. Amplifikacja retroelementow
powoduje zwiekszenie rozmiaru genomu, za$ delecje-jego zmniejszenie. U naturalnych
auto- i allopoliploidow rozmiary genomu sg mniejsze niz suma wielkosci genoméw
ancestralnych, czemu moze towarzyszy¢ redukcja liczby loci kodujacych rRNA.

W poréwnaniu z matymi genomami, najwieksze wykazujg wolne tempo dywersy-
fikacji i sg ograniczone ewolucyjnie wskutek mniejszych zdolnosci przystosowawczych.
Diploidalne gatunki z duzymi genomami sgbardziej narazone na wyginiecie niz diploidalne
gatunki z matymi genomami. Gatunki z matymi genomami moga istnie¢ w srodowiskach
0 duzej zmiennosci warunkdw klimatycznych i kranicowo niekorzystnych dla wegetacji,
poniewaz charakteryzuja sie one kréotkim cyklem zyciowym i wiekszg intensywnoscig
fotosyntezy. W obrebie tego samego rodzaju gatunki jednoroczne i efemerydy maja
mniejsze genomy niz byliny.
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ZABURZENIA FUNKCJI LAMIN A PATOFIZIJOLOGIA
LAMINOPATII

AFFLICTIONS OF LAMINS FUNCTIONS
AND THE PATHOPHYSIOLOGY OF LAMINOPATHIES

Anna LITWINIEC, Alina GRZANKA, Aleksandra STEPIEN

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

Streszczenie: Laminy sg elementami struktury jadra komérkowego, wptywajacymi nie tylko na organiza-
cje i integralno$¢ otoczki jadrowej, ale takze na procesy niezbedne dla zachowania i przetwarzania
materiatu genetycznego. Stad, zaburzenia ich funkcji na skutek mutacji skupionych w réznych rejonach
czasteczki biatka moga mie¢ powazne konsekwencje dla utrzymania wiasciwej liczby oraz aktywnosci
komoérek w okreslonych tkankach. Od czasu zidentyfikowania i powigzania defektow lamin z szeregiem
zespotdw chorobowych trwaja prace majace na celu wyjasnienie tkankowo-specyficznych mechani-
zmow patofizjologii w poszczegélnych syndromach. W rezultacie tych badan powstajg réznorodne
hipotezy, ktérych weryfikacja wymaga uprzedniego poznania i uwzglednienia funkcji lamin oraz oddzia-
tujacych z nimi czynnikéw.

Stowa kluczowe: laminy, laminopatie, blaszka jadrowa, 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 oftheir functioning as a result of mutations in various regions ofthe 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 ofall the functions and interactions involving
lamins and their binding partners.

Keywords: lamins, laminopathies, nuclear lamina, emerine.

Wykaz skrétow:: NLS - sekwencja decydujaca o lokalizacji biatka w jadrze komoérkowym, CaaX -
motyw sekwencji aminokwasow: cysteina - dwie reszty alifatyczne - dowolna reszta, MANI - biatko
wewnetrznej btony jadra uczestniczace w szlakach sygnatowych dla TGFO (transformujacy czynnik
wzrostu P), LBR-receptor laminy B, LAP1, LAP2J3, L AP2a-polipeptydy zasocjowane z blaszka-1,-
2[3,-2a, nesprinl-a - biatko wewnetrznej membrany jadra wigzace lamine A i emeryne, UNC-84 -
biatko C. elegans niezbedne dla migracji i umiejscowienia jadra, lokalizacja tego biatka jest zalezna od
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laminy YA (Young Arrest) - biatko Drospohila, wigzace laming Dm i chromatyne, p34cdc2 - kinaza
fosforylujaca laminy i przez to sprzyjajaca rozproszeniu otoczki jadrowej, MOK2 - czynnik transkryp-
cyjny zawierajacy motywy palcéw cynkowych, oddziatujacy z laminami A/C, pRB - biatko retinobla-
stomy, BAF - czynnik oddziatujagcy z DNA (m.in. zapobiega integracji DNA retrowirusowego) oraz z
biatkami zawierajgcymi domene LEM (LAP2, emeryna, MANI), SREBP - czynnik transkrypcyjny
istotny dla réznicowania adipocytow, MAD - dysplazja zuchwowo-obojczykowa, EDMD - dystrofia
miesniowa Emery’ego-Dreifussa, DCM - idiopatyczna kardiomiopatia rozstrzeniowa, LGMD1B - ob-
reczowo-konczynowa dystrofia typu 1B, 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 miesniowa Emery’ego-Dreifussa zwigzana z mutacjg genu
emeryny (zlokalizowanego na chromosomie X), NF-kB - czynnik transkrypcyjny petniacy funkcje
antyapoptotyczng w komérkach poddanych stresowi mechanicznemu.

1. WPROWADZENIE

Laminy sg gtdwnymi komponentami blaszki jadrowej, ktora wystepuje w postaci
wioknistej sieci wyscielajacej powierzchnie wewnetrznej btony jadrowej od strony
nukleoplazmy, zapewniajgc tym samym strukturalny zrah dla otoczki jadrowej [24, 81],
Skiadniki blaszki uczestnicza nie tylko w oddziatywaniach z integralnymi biatkami
wewnetrznej btony jadra, ale takze wykazujg sktonnosci do wigzania chromatyny [24,
69, 80, 92], Poza tym typowym miejscem lokalizacji jadrowej stwierdzono réwniez
obecno$¢ lamin w skupieniach nukleoplazmatycznych, ktére moga stanowi¢ miejsca
ich skiadania, modyfikacji badzZ tez replikacji DNA [48, 54, 57]. Istniejg doniesienia
sugerujace, ze biatka te tworzg w nukleoplazmie dynamiczne struktury o wyzszym
poziomie uporzadkowania, przypominajace sie¢ umozliwiajacg kompartmentacje
wewnetrznej przestrzeni jadra i prawidtowg organizacje proceséw zachodzacych na
jego terytorium [42, 54, 74]. Wraz z poznawaniem wciaz nowych aspektéw udziatu
lamin w r6znorodnych procesach na terenie jadra, a zwtaszcza pod wptywem odkryé
szeregu ich mutacji towarzyszacych powiekszajacej sie grupie opisanych chorob, biatka
te staly sie jednymi z najintensywniej badanych elementéw strukturalnych jadra [73].
To szczegolne zainteresowanie odzwierciedlajg liczne proby interpretacji mechanizmow,
na skutek ktorych defekty lamin lub oddziatujgcych z nimi czynnikéw przyczyniajasie
do patofizjologii stanéw chorobowych [4,6,39,52].

2. LAMINY

2.1. Cechy wyrdzniajagce laminy na tle innych filamentéw posrednich

Ze wzgledu na unikalne wiasciwosci, laminy zostaty zaklasyfikowane do typu V w
obrebie filamentéw posrednich [8, 81]. Omawiane biatka kregowcéw wyrézniaja sie
szczegOlnie ze wzgledu na wieksze zbieznosci sekwencyjne w stosunku do cytoplazma-
tycznych filamentéw posrednich bezkregowcow niz kregowcow. W zwigzku z tym
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uwaza sie, ze wyodrebnity sie na wczesnych etapach filogenezy -jako formy prekurso-
rowe swoich odpowiednikéw cytoplazmatycznych [24, 38]. Cechy charakterystyczne
dotycza przede wszystkim obecnosci dodatkowych 42 reszt aminokwasowych tworzga-
cych 6 heptad zwoju 1B, sekwencji lokalizacji jadrowej NLS domeny karboksy-
terminalnej, jak réwniez, w wiekszosci przypadkéw (za wyjatkiem lamin C), motywu
C-konca CaaX podlegajacego obrébce potranslacyjnej [24, 38] (ryc. 1).

2.2. Opis struktury czasteczki z zaznaczeniem rejonéw konserwatywnych

Chodzi o rejony konserwatywne pod wzgledem uktadu aminokwaséw oraz
funkcjonalnie istotnych domen, w obrebie ktérych mutacje moga przyczyniac¢
sie do wyksztatcenia laminopatii.

Centralnym elementem strukturalnym lamin, podobnie jak pozostatych filamentow
posrednich, jest domena typu ,,coiled-coUf zawierajaca cztery oc-helikalne segmenty
(LA, 1B, 2A i 2B) przedzielone odpowiednimi odcinkami tgcznikowymi (L1, L12i L2)
[76] (ryc. 1). Natomiastjej obszary karboksy- i aminoterminalne odznaczajgsie wyraZznie
wyzszymi poziomami sekwencyjnego konserwatyzmu w poréwnaniu z pozostatymi
fragmentami czasteczki. Te skiadajace sie z okoto 30 aminokwaséw rejony maja
prawdopodobnie decydujace znaczenie dla prawidtowego formowania struktur wyzszego
rzedu, takich jak oligomery czy liniowe polimery [81]. Na podstawie analiz sekwencyj-

domena centralna

rejon fancucha biatka elementy miejsce proteolitycznej
istotny dla tworzenia dimeréw strukturalne obrobki typowe dla
oraz innych struktur wyzszego rzedu analogiczne  niektorych lamin typu A

do fatdowania Ig

RYCINA 1. Schemat przedstawiajacy strukture lamin z zaznaczeniem wybranych elementéw funkcjonalnie
istotnych, szczegdlnie dla lamin typu A. Zgodnie z [73, 81], zmodyfikowany. W domenie centralnej
(typu ,,coiled-coiFj widoczne helikalne segmenty przedzielone odcinkami tgcznikowymi. Na krancach
domeny centralnej jasniejszy kolor odpowiada rejonom znacznego konserwatyzmu (o wysokiej homologii
sekwencji aminokwasowej ws$rod lamin), uczestniczacym w tworzeniu struktur wyzszego rzedu; w
segmencie IB wyr6zniono dodatkowe 42 reszty aminokwasowe w stosunku do filamentéw posrednich
kregowcéw. Gwiazdka oznaczono miejsca fosforylacji, niezbednej dla rozpraszania sieci lamin, np. podczas
mitozy. Wyrézniono réwniez elementy fatdowania typowego dla immunoglobulin obecne w domenie
C-koncowej lamin typu A. NLS - sygnat lokalizacji jadrowej, CaaX - motyw sekwencyjny istotny dla
wiasciwej lokalizacji w otoczce jadrowej (nie wystepuje w laminie C ssaczej i Drosophila)
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nych wywnioskowano o umiejscowieniu domeny centralnej (ok. 40 kDa) miedzy dwoma
odcinkami: N-koricowym (ok. 30 reszt aminokwasowych) i C-koricowym (ok. 20 kDa)
[41] (ryc. 1). Unikalne roznice strukturalne skupiaja sie gtébwnie w obrebie tych wiasnie
domen o skrajnych pozycjach w tancuchu biatka [76], jednakze Dhe-Paganon i in.
(2002) zidentyfikowali, poza domeng centralna, odrebny, zlokalizowany w poblizu C-
konca region o wysokiej homologii wsréd kregowcéw i bezkregowcéw [13].
Stwierdzono, ze C-terminalna domena lamin A/C przyjmuje strukture przestrzenng
podobna do fatdowania immunoglobulin, obejmujac 9 taficuchéw tworzacych uktady
R-harmonijek, potagczonych ze sobg kilkoma petlami [13,41] (ryc. 1). Dwa z fancuchow
sktadowych sg charakterystyczne wylacznie dla lamin [41], Powstawanie przejsciowych
mostkéw dwusiarczkowych oraz znaczna elastyczno$é tej domeny moga odzwierciedlaé
jej natywne wiasciwosci, istotne dla dostosowywania konformacji do oddziatywan z
r6znorodnymi czynnikami biologicznymi [41], Zaburzenia takich interakcji, czy tez zmiany
struktury oraz stabilnosci biatek powstate w wyniku specyficznych mutacji globulamego
C-konca ludzkich lamin A/C sgprzyczyng laminopatii - kardiomiopatii rozstrzeniowej,
dystrofii miesniowych oraz lipodystrofii [13,41]. Niektére schorzenia tego typu moga
jednakze towarzyszy¢ mutacjom N-konca, jak réwniez domeny centralnej lamin A/C
[23, 41] (ryc. 3).

W obrebie ostatniego z wymienionych obszaréw aminokwasy hydrofobowe, polarne
i obdarzone tadunkiem tworzgregularne uktady heptadowych powtorzen, umozliwiajac
owiniecie dwdch podjednostek a-helikalnych réwnolegle wokét siebie [81]. Uformowane
w ten sposdb dwuniciowe zwoje moga z kolei tgczy€ sie do postaci oligomerow i struktur
wyzszego rzedu dzieki stabilizujagcym oddziatywaniom miedzy bocznymi tancuchami
aminokwasowymi [72, 81]. Dodatkowo, domeny N- i C-terminalne lamin przyczyniaja
sie do asocjacji bocznej tetramerycznych protofilamentow w oktamery, a nastepnie
typowe filamenty 10-nm [74, 81].

2.3. Klasyfikacja lamin

Ro6znice w ekspresji tkankowej gendw kodujacych poszczegélne typy tych biatek
stanowig potencjalny czynnik wptywajacy na moment i zakres ujawnienia mutacji w
ontogenezie.

Na podstawie odmiennych wihasciwosci, a zwlaszcza sekwencji pierwszorzedowej
laminy sg klasyfikowane jako przynalezne do A- badz B-typu [54], R6znice miedzy
wyodrebnionymi grupami dotycza takze wartosci punktu izoelektrycznego (neutralny
dla lamin typu A, kwasny dla typu B) oraz zachowania tych biatek podczas mitozy w
momencie przejsciowej dezorganizacji blaszki jadrowej (rozproszenie pierwszych, a
jednoczesnie faczenie z blong siateczki srodplazmatycznej tych drugich) [27, 81, 85],
Ewolucji zwierzat tkankowych towarzyszyt réwnoczes$nie wzrost liczby i ztozonosci
genow kodujacych laminy [24], Organizmy o nizszym poziomie organizacji, ajednoczesnie
mniejszej réznorodnosci poszczegblnych typéw tych biatek (tj. Drosophila melano-
gaster, Caenorhabditis elegans) stanowig doskonate obiekty do badarh modelowych
poswieconych funkcji lamin, ktérych wystepowania nie stwierdzono z kolei w komor-
kach drozdzy i roslin [8, 36]. Laminy typu B kregowcdw, takiejak: lamina B1, B2 i B3
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powstajg na bazie dwoch odrebnych gendw - stosownie do tego Lmnbl koduje pierwsze
z wymienionych biatek, a Lmnb2 - dwa pozostate. Z kolei laminy typu A, a mianowicie:
lamina A, C, C2 i AA10 sa produktami alternatywnego skiadania pre-mRNA
pochodzacego z pojedynczego genu Lmna [28, 81]. R6znice sekwencyjne miedzy
najbardziej rozpowszechnionymi laminami omawianego typu skupiaja sie w rejonie
C-terminalnym czasteczki; lamina A ma 90-aminokwasowy odcinek nieobecny w
taricuchu laminy C, kt6ra z kolei zawiera 5 unikalnych aminokwaséw [69], Specyficzne
izotypy sposrdd obu typéw ulegajg ekspresji w komérkach somatycznych, inne-jedynie
w komorkach piciowych [34, 84], np. lamina C2 jest biatkiem mysich spermatocytow
[81], natomiast lamina B3 wystepuje w oocytach i na wczesnych etapach zycia
zarodkowego Xenopus [69].

Poza tym, w poszczeg6lnych typach komérek wraz z rozwojem organizmu nastepujg
zmiany ekspresji gendw kodujacych te biatka. Podczas gdy obecnos$¢ przynajmniej
jednej z lamin typu B jest konieczna poczawszy juz od wczesnych etapow zycia
embrionalnego, laminy typu A pojawiajg sie pozniej - w trakcie réznicowania
specyficznych tkanek lub nawet po jego ukonczeniu [24, 72]. Chociaz mutacje lamin
B-typu, w przeciwienstwie do A-typu, nie zostaty opisane jako przyczyny laminopatii,
Vergnes i in. (2004) dowiedli, ze myszy majgce zmutowang forme laminy Bl o
ograniczonej aktywnosci przezywajajedynie stadium embrionalne, a pochodzace od
nich fibroblasty wykazuja szereg anomalii, wlacznie z zaburzeniami réznicowania i
przedwczesnym starzeniem [85]. Z drugiej strony, mutacje lamin typu A ujawniajace
sie na okreslonych etapach rozwoju mogg wywotywac tkankowo-specyficzne objawy
poprzez modyfikacje oddziatywan tych biatek z czynnikami istotnymi funkcjonalnie w
okreslonych typach komorek [9].

2.4.Niezaburzony uktad w obrebie blaszki jadrowej, ale réwniez prawidtowe
interakcje z r6znorodnymi czynnikami — warunki wiasciwej funkcji lamin
w komorce

Interesujgcym zagadnieniem wydaje sie lokalizacja poszczegdlnych izotypéw lamin
w komorce, zwlaszcza w kontekscie ich organizacyjnego uporzadkowania podczas
formowania prawidtowej blaszki jadrowej oraz wspotdziatania wzajemnego, ale takze
z pozostatymi komponentami wewnetrznej btony jadrowej i innymi czynnikami. W liniach
komorkowych o obnizonym poziomie ekspresji laminy A (badzjej braku) zaobserwowano
zmieniongdystrybucje znacznej frakcji laminy C oraz emeryny, ktore podlegaty akumu-
lacji, odpowiednio: w jaderku i siateczce Srodplazmatycznej [83]. W tych warunkach,
sposrod wszystkich przetestowanych izotypdw, jedynie transfekcja komaérek laming A
skutkowata odwrdceniem nietypowego rozmieszczenia analizowanych biatek. Jedno-
cze$nie wykazano, iz zmutowane formy laminy B! mogg wplywaé na wzmozone
przemieszczanie lamin A i C oraz emeryny z obszaréw peryferycznych jadra do nukleo-
plazmy [83]. Wyniki tych badan sugerujg zatem wyraznie hierarchiczna asocjacje
elementéw sktadowych w obrebie otoczki jadrowej. Konsekwentnie, inkorporacja laminy
A do blaszki nastepuje za posrednictwem lamin typu B i warunkuje dalsze potaczenia z
laming C, ktéra z kolei oddziatuje z emeryng. Zgodne z tym pozostaja wskazania, ze w
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mutacjach lamin typu A zwigzanych z wybranymi laminopatiami zaburzenia lokalizacji
szczegolnie czesto dotyczg laminy C, ktérej prawidtowe umiejscowienie jadrowe jest
prawdopodobnie warunkowane wiekszg liczbg miedzybiatkowych interakcji w poréwna-
niu z pozostatymi laminami [67]. Z drugiej strony, wyniki najnowszych badan na
fibroblastach mysich majgcych tylko lamine C sugeruja, ze obecnos$é laminy A nie jest
konieczna dla wtasciwej lokalizacji laminy C i emeryny [20]. Niemniej jednak, rozwazajac
wszelkie procesy zachodzgce z udziatem omawianych biatek, warto pamietac, ze tworzg
one skomplikowana sie¢ wielopoziomowych i wzajemnych zaleznosci wraz z ogromna
liczbg czynnikéw, wsréd ktérych wecigz identyfikowane sa nowe [14, 27] (ryc. 2).
Okreslenie catoksztattu oddziatywan wymaga réwnoczesnie uwzglednienia nie tylko
specyfiki danego typu komorek [67], ale takze pozostatych warunkéw, np. fazy cyklu
komoérkowego oraz potencjalnego udziatu nowo poznawanych sktadnikéw otoczki

RYCINA 2. Schemat obrazujacy szereg interakcji zachodzacych na terenie jadra z udziatem lamin. Zgodnie
z [19, 64, 73], zmodyfikowany. Laminy przedstawione w postaci dtugich nici tworzacych blaszke
jadrowa, ale takze widoczne na terenie nukleoplazmy. Uwzgledniono oddziatywania lamin z r6znorodnymi
czynnikami biologicznymi, w tym z biatkami majgcymi domene LEM (LAP2, emeryna, MAN1) (oznaczona
W postaci ciemnego wycinka kota) oraz udziat w procesach zwigzanych z przetwarzaniem materiatu
genetycznego (kompleks BAF; kompleks replikacyjny - PCNA, polimeraza 8, RFC; spliceosom). Aktyne
oznaczono jako drobne obiekty owalne. Potgczenie laminy-nespryna-cytoszkielet z udziatem biatek
majacych domene SUN (jasne wycinki kota w przestrzeni miedzybtonowej) i emeryny zgodnie z [87],
zmodyfikowane. NPC - kompleksy poréw jadrowych, kompleks BAF - kompleks istotny dla
dekondensacji chromatyny, 4.1 - biatko 4.1, oddziatujgce z nespryng i aktyna, PCNA - jadrowy antygen
komérek proliferujgcych, RFC - czynnik replikacji C, HP1 - biatko heterochromatynowe 1. Pozostate
skroty wedtug wykazu skrétow
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jadrowej [28, 36], stad w tym zakresie wiele jeszcze pozostaje do wyjasnienia [27].
Oprécz biatek, towarzyszacych btonom jadrowym oraz wykazujacych sktonnosci do
wigzania sie z laminami, takich jak: emeryna, MANI, LBR, LAP1, LAP2J3,
nesprinl-a, UNC-84, YA i otefina, istnieje szereg innych, uczestniczacych w rézno-
rodnego typu interakcjach z omawianymi komponentami blaszki jadrowej, m.in. dimery
histonébw H2A i H2B, kinaza p34cdc2, LAP2a, biatko MOK2, aktyna, pRB, czynnik
BAF, biatko SREBP oraz pewne sktadniki komplekséw replikacji DNA i komplekséw
transkrypcyjnych zaleznych 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 czynnikéw uzupetniajg
sie badz sg ze soba Scisle sprzezone w procesach wzrostu, utrzymania wiasciwego
ksztattu i lokalizacjijadra [4,28,45,54,66,84], organizacji/dezorganizacji otoczki jadrowej,
w tym jej odtwarzania po ukoniczonej mitozie [48, 83], rozpraszania przed podziatem
komorki [54] i w trakcie apoptozy [8] oraz formowania kompleksow poréw jadrowych
o prawidtowej morfologii [24,32,84], Poza tymi zjawiskami, w ktorych udziat sktadnikéw
blaszki jgdrowej nie wydaje sie zaskakujacy, laminy i oddziatujgce z nimi biatka
uczestniczagtakze w integralnych na terenie jgdra procesach, zwigzanych z zachowaniem
i przetwarzaniem materiatu genetycznego, takich jak: organizacja struktury chromatyny
i stabilizacja jej zmian towarzyszacych roznicowaniu [17, 54], replikacja DNA [24,38],
transkrypcja [15, 59, 78]. Dodatkowo laminy moga posredniczy¢ w potgczeniu
cytoszkieletu ze szkieletem jagdrowym [3,30,45,46, 79, 94,95] (ryc. 2) oraz odgrywajg
zasadniczg role w organizacji cytoplazmatycznej i polamosci pewnych typoéw komérek
[29]. Z drugiej strony, ciekawa jest koncepcja funkcjonowania blaszki jgdrowej jako
pewnego rodzaju zabezpieczenia zawartosci jadra przed stresem mechanicznym
dziatajacym na poziomie komérkowym. Wywodzi sie ona z obserwacji znacznej
elastycznosci, a jednoczesnie ograniczonej scisliwosci sieci sztywnych filamentéw
poddanych dziataniu przeciwstawnych naprezen w jagdrach oocytow Xenopus [10].

Reasumujgc, wielopostaciowos¢ i zmienny rozkiad tkankowy lamin sugeruja, iz
oprocz funkcji podstawowych, niezaleznych od typu komorki, biatka te spetniajg
specyficzne tkankowo role, ktérych zaburzenia wskutek mutacji moga by¢ zwigzane z
okreslonymi schorzeniami [90].

3. LAMINOPATIE - W KIERUNKU ROZUMIENIA
PATOFIZJOLOGII

3.1. Wielorakie mozliwe uwarunkowania wyksztatcenia podobnego fenotypu
oraz zbieznosci fenotypowe pomiedzy laminopatiami

Wyrazem nieodzownego udziatu lamin w wielu fundamentalnych procesach
komérkowych jest fakt, ze defekty tych biatek niezwykle czesto leza u podstaw
réznorodnych stanéw chorobowych, okreslanych wspolnym mianem laminopatii [4,
31,56]. Zaleznosci tego rodzaju dla lamin typu B nie zostaty dotychczas zidentyfikowane,
a za prawdopodobng przyczyne tego zjawiska mozna uzna¢ letalno$¢ w nastepstwie
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mutacji na wczesnych etapach rozwoju [85]. Z kolei dla genu Lmna opisano ponad 230
mutacji ujawniajgcych sie przede wszystkim w postaci potencjalnie patogennych
substytucji pojedynczych aminokwaséw [74], Poza tym spotykane moga byc¢ delecje
dotyczace dituzszych fragmentéw taricucha polipeptydowego, jak np. w progerii
Hutchinsona-Gilforda [11, 16]. Dodatkowo dowiedziono, ze fenotypy chorobowe
charakteryzujace sie znacznym podobienstwem moga wyksztatcié sie nie tylko w efekcie
mutacji samego genu kodujacego laminy A/C, ale takze na skutek anomalii lub niedoboru
innych czynnikéw, zwilaszcza uczestniczacych w prawidtowej obrdbce potranslacyjnej
laminy A [1, 2, 65]. Przykfadowo, podtozem do powstania MAD, czyli dysplazji
zuchwowo-obojczykowej sg zardwno homozygotyczne mutacje zmiany sensu genu
Lmna (Arg527His, Ala529Val), prawdopodobnie skutkujgce nadmierng akumulacijg
prelaminy A [5, 18, 22, 61], badz tez defekty istotnych funkcjonalnie sekwencji genu
Zmpste24, kodujgcego metaloproteinaze cynkowa, odpowiedzialng za proteolityczne
przetwarzanie prelaminy A [1]. Réwnoczesnie Agarwal i in. (2003) oraz Simha i in.
(2003) nie zidentyfikowali zadnych zaburzen w obrebie genéw Zmpste24 i Lmna u
niektérych pacjentéw z cechami fenotypowymi MAD, sugerujac wptyw innych, niepoz-
nanych dotad loci na dojrzewanie produktow biatkowych lub na interakcje typowe dla
lamin A/C [ 1,75]. Analogicznie, istniejg doniesienia dotyczgce autosomalnej dominujacej
formy dystrofii miesniowej Emery’ego-Dreifussa (EDMD) wskazujace, ze cztonkowie
rodzin z tg chorobg moga mie¢ niezmieniony gen Lmna, a zatem w tym przypadku do
wyksztatcenia nieprawidtowego fenotypu przyczynia sie przynajmniej jeden inny gen
[89]. Stad tez do grupy laminopatii, czyli patologii towarzyszacych zaburzeniom biatek
laminowych [31], czy tez raczej (w szerszym zakresie) do chordb otoczki jadrowej
badz nukleopatii [31, 38, 77] zalicza sie schorzenia warunkowane mutacjami samych
lamin oraz, z drugiej strony, te skutkujace czesto wyksztatceniem podobnego fenotypu,
ale spowodowane defektami innych czynnikéw, np. innych elementéw architektury
jadra, takich jak LAP2oc, LBR czy emeryna [38, 82, 88].

Oprocz mozliwosci tak réznorodnych uwarunkowan, typowym dla laminopatii
zjawiskiemjest wystepowanie pewnych zbieznosci miedzy poszczegdlnymi zaburzeniami,
ktdre z tego wzgledu niejednokrotnie postrzegane sa raczej jako swego rodzaju spektrum
kliniczne modyfikowane wpltywem wielu czynnikéw niz jako odrebne jednostki
chorobowe [4, 23, 24, 55], Zgodnie z tymi spostrzezeniami Burke i Stewart (2002)
podaja informacje o sytuacji, w ktérej wsrdd cztonkéw jednej rodziny na podstawie
objawdw zdiagnozowano trzy rézne miopatie towarzyszace defektom genu Lmna, a
mianowicie: autosomalngodmiane dystroffi Emery’ego-Dreifussa (EDMD), idiopatyczng
kardiomiopatie rozstrzeniowg (DCM) oraz obreczowo-konczynowa dystrofie typu 1B
(LGMD1B) [4]. Podobnie Garg i in. (2002) zidentyfikowali u dwoch rodzin z rodzinng
lipodystrofig typu Dunningana (FPLD) dwie unikalne mutacje Lmna (skupiajgce sie w
domenach N-koncowej i centralnej lamin). Stwierdzili oni jednoczesnie, ze symptomy
przypominajace kardiomiopatie oraz fagodng dystrofie miesniowg pojawity sie prawdo-
podobnie w efekcie tych samych zaburzen genetycznych co FPLD, a to z kolei stanowi
odzwierciedlenie wyksztatcenia ztozonego syndromu dystroficznego u zbadanych
pacjentow [23].
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Trudnosciom zwigzanym z ustaleniem przyczyn i mechanizméw laminopatii
towarzyszg takze niedogodnosci w przeprowadzaniu analiz spowodowane faktem, ze
wiekszos$¢ tych chor6b ma autosomalny dominujacy charakter [31, 74], a zatem
niezmieniony allel koduje prawidtowe biatko, ktére moze wystapic jako produkt obok
swojej zmutowanej formy [37]. Ostatecznie, mimo wielu kwestii kontrowersyjnych
oraz pewnych cech fenotypowych pokrywajgcych sie miedzy poszczegélnymi
zaburzeniami, na podstawie zidentyfikowanych specyficznych mutacji i unikalnych
objawow wsrdd heterogennej grupy laminopatii wyréznia sie miedzy innymi: dystrofie
miesniowg Emery’ego-Dreifussa (EDMD), obreczowo-konczynowa dystrofie typu 1B
(LGMD1B), izolowang, czyli idiopatyczng kardiomiopatie rozstrzeniowa (DCM),
chorobe Charcot-Marie-Tooth 2Bl (CMT2B1), rodzinng lipodystrofie typu Dunningana
(FPLD), dysplazje zuchwowo-obojczykowg (MAD), progerie Hutchinsona-Gilforda
(HGPS), pewne przypadki nietypowego syndromu Wernera oraz niedawno opisana
dermopatie restrykcyjna (RD) [4, 7,12, 16,31,56,58,61]. Oprdcz anomalii zwigzanych
z mutacjami samych lamin, do szeregu laminopatii zaliczane mogaby¢ réwniez schorzenia,
ksztattowane defektami innych biatek uczestniczacych w oddziatywaniach z laminami,
takie jak: posta¢ EDMD towarzyszaca mutacji emeryny (X-EDMD), dysplazja
szkieletowa Greenberga (HEM), anomalia Pelger-Huet (PHA), syndrom Buschke-
Ollendorff(BOS), melorheostoza, czy tez osteopoikiloza [4,31,33,35,88]. Najczesciej
spotykane zmiany w wymienionych zespotach chorobowych dotyczg: zaburzen
funkcjonowania miesni poprzecznie pragzkowanych zaréwno szkieletowych, jak i miesnia
sercowego (EDMD, X-EDMD, LGMD1B, DCM), anomalii rozmieszczenia gtdwnie
tkanki kostnej (BOS, melorheostoza, osteopoikiloza), tkanki ttuszczowej i kostnej (FPLD,
MAD), defektéw przewodzenia nerwowego na skutek demielinacji widkien nerwowych
ruchowych (CMT2B1), wadliwego rozwoju skéry (RD), tkanki chrzestnej (HEM),
nieprawidtowej budowy jader neutrofili (PHA), a takze szczeg6lnie interesujacego
zjawiska przypominajacego przedwczesne starzenie sie organizmu (HGPS, nietypowy
syndrom Wernera) oraz przyspieszonej $mierci (HGSP, nietypowy syndrom Wernera,
RD, HEM) [4, 24, 33, 35, 56, 58, 88].

3.2. Zmiany na poziomie komorkowym towarzyszace laminopatiom

Roéwnoczesnie obserwowane moga by¢ nieprawidtowosci na poziomie komérkowym,
wyrazajace sie gtdbwnie nietypowym ksztattem jadra, wadami organizacji heterochro-
matyny oraz lokalizacji r6znych komponentdw otoczki jadrowej [4, 25, 62, 63, 86]. Z
wykorzystaniem metody transfekcji cDNA do mioblastéw dowiedziono, ze okre$lone
defekty Lmna powodujagce DCM czy EDMD przyczyniajg sie prawdopodobnie do
tworzenia duzych nukleoplazmatycznych skupienh zmutowanych biatek, ktérym
towarzyszg takze natywne formy lamin, podlegajace czeSciowemu przemieszczeniu z
peryferii jadra oraz zwiekszona utrata emeryny z otoczkijadrowej [62]. Rowniez analizy
immunofluorescencyjne prawidtowych komorek transfekowanych odpowiednimi zmu-
towanymi konstruktami oraz fibroblastéw skérnych pochodzacych od pacjentdéw z FPLD
wykazaty istnienie znaczacych analogii miedzy tymi typami komaérek, przejawiajacych
sie w anomaliach morfologii jadra, rozmieszczenia sktadnikéw wewnetrznej btony



762 A. LITWINIEC, A. GRZANKA, A. STEPIEN

jadrowej i komplekséw poréw jadrowych, a takze w miejscowej dekondensacji
chromatyny i w zaburzeniach organizacji lamin, a w szczegélnosci nietypowych dla
lamin typu A struktur, przypominajacych plaster miodu. tgcznie ze zwiekszong
podatnoscig zdeformowanych jader na uszkodzenia w warunkach stresowych, wyniki
te jednoznacznie sugerujg udziat nieprawidtowych form laminy A w wyksztatceniu
obserwowanych na poziomie komérkowym zmian, co w konsekwencji determinuje
réwniez wiasciwosci tkanki [86], Podobne wyniki odnosnie defektéw ksztattu jader
oraz wzrostu wrazliwosci na szok cieplny dostrzezono takze w podgrupie fibroblastow
pochodzacych od pacjentéw z HGPS. Jednakze, w trakcie tych badan prowadzonych
na wczesnych etapach kultury komoérkowej nie wykazano drastycznych zaburzeh w
rozmieszczeniu chromatyny ani w lokalizacji lamin typu A, laminy B! czy emeryny, a
nawet wahan poziomoéw ekspresji wymienionych biatek [63]. W przeciwienstwie do
tego, Goldman i in. (2004) zwrdcili uwage na znaczace nieregulamosci w morfologii
jader fibroblastéw z mutacjg typowa dla HGPS, zwigzane nie tylko z powstawaniem
uwypuklen otoczki jagdrowej, ale réwniez utratg peryferyjnej heterochromatyny
skorelowang z pogrubieniem blaszki jadrowej i skupianiem sie poréw jadrowych [25].
Poza tym obserwowano ostabione oddziatywania miedzy laminami typu A i B oraz
podniesiony poziom lamin typu A, a w szczegolnosci zmutowanego biatka (laminy A z
delecja 50 aminokwasow), przy czym wszystkie te nieprawidtowosci nasilaty sie badz
dopiero pojawialy wraz ze wzrostem liczby pasazy w kulturze komoérkowej. W tej
sytuacji zasugerowano, ze na wyksztatcenie takich postepujacych zmian fenotypowych
wptywa przede wszystkim kumulacja wadliwej formy laminy, powodujgca dysfunkcje
jadra w szerokim zakresie [25]. W fibroblastach pochodzacych od pacjentow z HGPS
czy w komorkach ttuszczowych i miesniowych z defektem wystepujagcym w FPLD
nie stwierdzono natomiast przemieszczania sie emeryny do siateczki srodplazmatycznej
ani jej utraty z otoczki jadrowej, co miato miejsce w przypadku mioblastéw z niektérymi
mutacjami typowymi w EDMD [25, 37, 62, 63]. Mogtoby sie zatem wydawac, ze
zaburzenia oddziatywan emeryny z laminami sg przyczyna ostatniej z wymienionych
chorob, tym bardziej, ze istnieje takze jej odmiana zwigzana z mutacja samej emeryny
[4, 39, 52]. Roznice podkreslone w toku pozniejszych badan autosomalnej dominujacej
postaci EDMD, dotyczace lokalizacji znacznej puli LBR w siateczce $rédplazmatycznej,
jak rowniez, zwhaszcza w komdrkach miesniowych, organizacji aktywnej polimerazy ||
RNA moga odzwierciedla¢ odmiennos¢ analizowanych substytucji genowych w stosunku
do opisanych uprzednio [62, 68], niemniej jednak wszystkie te mutacje leza u podstaw
tego samego schorzenia. Reasumujac, zmiany na poziomie komoérkowym towarzyszace
laminopatiom, chociaz czesto ujawniajg wiele cech wspélnych, moga réwnoczesnie
dostarczy¢ wskazowek cennych dla rozumienia podtoza poszczeg6lnych syndroméw
tej grupy, zwigzanych z okreslonymi mutacjami.

3.3. Hipotezy przyblizajace mechanizmy wyksztatcenia laminopatii

Kwestig kontrowersyjna pozostaje wcigz zjawisko tak rozlegtej specyfiki tkankowej
i r6znorodnosci choréb, bedacych przeciez wynikiem defektéw w obrebie jednego genu
Lmna [4,39, 56, 89,90]. Zaistniata sytuacja doprowadzita do wytonienia kilku hipotez
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badawczych wyjasniajgcych ten fenomen [38, 52]. Podstawg ich staty sie doniesienia
sugerujace, ze mutacje lamin i zaburzenia tkankowo-specyficznych interakcji tych biatek
z innymi czynnikami mogaprzyczyniaé sie do wyksztatcenia laminopatii na skutek: dziatania
stresu mechanicznego na otoczke jadrowsg o naruszonej integralnosci, wadliwego
funkcjonowania i struktury siateczki $rodplazmatycznej, zaktocen replikacji i cyklu
komarkowego czy nieprawidtowej ekspresji genéw istotnych dla wiasciwego réznicowania
i utrzymania aktywnosci komorek w tkance [3, 8, 24, 38, 39, 52, 68, 77, 89, 90]. W
kontekscie obserwowanych na poziomie komérkowym zmian organizacji peryferyjnej
heterochromatyny [25, 86] szczeg6lnie atrakcyjna wydaje sie ostatnia z powyzszych
hipotez, tym bardziej, ze czynniki oddziatujace z laminami typu A, takie jak MOK2 czy
BAF, uczestnicza w represji transkrypcji [15, 52], Dalszym potwierdzeniem moze by¢
poréwnanie profili ekspresji genow fibroblastdw normalnych i pobranych od pacjentow z
HGPS, wskazujace nawyrazne roznice, dotyczace zwlaszcza czynnikow transkrypcyjnych
niezbednych dla rozwoju i réznicowania komérek mezenchymatycznych, z ktorych
wywodzg sie tkanki dotkniete zaburzeniami w HGPS [9]. Jednakze, zaproponowane
mechanizmy powstawania laminopatii nie zawsze wykluczajg sie wzajemnie. Przyktadowo,
Lammerding i in. (2004) zaproponowali uzupetnianie si¢ hipotez strukturalnej i ekspresji
genow na podstawie obserwacji, ze pod wptywem stresu mechanicznego aktywno$é
czynnika transkrypcyjnego o potencjalnej funkcji antyapoptotycznej, czyli NF-kB, jest

RYCINA 3. Schematyczne odwzorowanie rozkladu mutacji zwigzanych z wybranymi lamiopatiami
wzdtuz genu Lmna. Zgodnie z [49, 60], zmodyfikowany. Cyframi oznaczono kolejne eksony (1-12),
jasniejsze obszary to sekwencje niepodlegajace translacji. W eksonie 10 widoczne miejsce alternatywnego
splicingu. Roéwnolegle przedstawiono rozktad domen w czasteczce biatka, zgodnie z [4], zmodyfikowany.
AD - mutacja autosomalna dominujaca, AR - mutacja recesywna; pozostate skroty wedtug wykazu
skrotéw
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znacznie ostabiona w fibroblastach mysich pozbawionych genu Lmna [43]. Z drugiej
strony odrebne hipotetyczne mechanizmy maja prawdopodobnie zmienny udziat w
wyksztatceniu poszczeg6lnych fenotypdw chorobowych. Chociaz na gruncie stresu
mechanicznego stosunkowo tatwo zinterpretowac patologie tkanki migsniowej, jest tojuz
znacznie trudniejsze w przypadku innych tkanek [56, 89]. Pewnych sugestii moze
dostarczyé rowniez analiza lokalizacji okreslonych mutacji poprzez wytypowanie obszaréw
w domenach tréjwymiarowej struktury biatka, w ktérych defekty te przyczyniajga sie do
zaburzen okreslonych funkcji czy oddziatywan [41,74] (ryc. 3). Zgodnie z tym substytucje
towarzyszace patologiom tkanki miesniowej sprzyjajq destabilizacji domeny analogicznej
do immunoglobulin, podczas gdy zmiany tadunku w miejscach predysponowanych do
istotnych interakcji towarzyszg FPLD [13,41],

Jednoczesnie, ustalenie podtoza i mechanizmow wyksztatcenia laminopatii dodatkowo
utrudnia fakt, ze unikalny sktad poszczeg6lnych podtypow lamin zwigzany ze zmienng
stabilnosciag ksztaltujgcych sie miedzy nimi oddziatywan moze by¢ czynnikiem
modyfikujgcym wiasciwosci blaszki jagdrowej w komdrkach o réznorodnym pochodzeniu
tkankowym i na réznych etapach réznicowania [72].

4. PODSUMOWANIE | PERSPEKTYWY

Dazenie do poznania istoty powstawania réznych syndroméw na skutek mutacji
jednego genu Lmna jest nieodtgcznie zwigzane z odkrywaniem nieznanych jeszcze
funkcji lamin, a takze z powiekszaniem sie grupy zidentyfikowanych czynnikow,
zwlaszcza elementow otoczki jadrowej, ktore oddziatujg z tymi biatkami badz bezposred-
nio wptywaja na wyksztatcenie fenotypu chorobowego [27, 31, 52, 73]. Towarzyszy
temu coraz petniejsze rozumienie interakcji zachodzacych natereniejadra [27]. Istnieja
nowe dowody na potwierdzenie sugestii, ze regulowane poprzez fosforylacje oddziaty-
wania lamin A/C, emeryny i aktyny na terenie jadra moga mie¢ decydujacy wpltyw na
przeksztatcenia chromatyny, jednakze bezposrednie zaleznosci w tym zakresie pozostajg
wcigz niejasne [6, 52, 73].

Z drugiej strony pojawiajg sie doniesienia o nieopisanych uprzednio przypadkach
laminopatii [26], a cel - zrozumienie ich patofizjologii - wyznacza kolejne kierunki
badan [52]. Ostatnio dowiedziono, ze przyczyng zespotu opornosci insulinowej typu A
moze by¢ mutacjazmiany sensu w uktadzie heterozygotycznym, powodujgca substytucje
aminokwasowgG602S laminy A, a w konsekwencji zaktdcajaca metabolizm insuliny
w blizej nieokreslony spos6b [91]. Jednocze$nie prace poswiecone niektorym z
omawianych schorzerh owocujg propozycjami nowoczesnych metod terapii. Scaffidi i
Misteli (2005) wykazali, ze z zastosowaniem zmodyfikowanych oligonukleotyddw
mozliwe jest przywrocenie prawidtowego skiadania pre-mRNA oraz wiasciwej
morfologii i funkcji jader fibroblastdw z mutacja typowa dla HGPS [71]. Nastepnie,
Fong i in. (2006) stwierdzili, ze myszy produkujgce tylko lamine C (LmnaLCO/LCO) nie
choruja, a w komérkach o nieprawidtowym przetwarzaniu prelaminy A redukcja jej
poziomu przy pomocy specyficznych oligonukleotydéw skutkuje spadkiem czestotliwosci
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zdeformowanych jader. Metoda ta mogtaby zatem stanowi¢ podstawe terapii wszystkich
zaburzen laminy A, jednak uprzednio konieczne sg badania potwierdzajgce bezpieczen-
stwo jej stosowania [19],
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THE IMMUNE RESPONSE CONTROL
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Zakkad Patofizjologii i Immunologii Instytutu Reumatologii im. Eleonory Reicher
w Warszawie

Streszczenie: Odkrycie komérek regulatorowych CD4+CD25+ dato poczatek wielu badaniom, dzieki
ktérym dysponujemy znaczng, cho¢ nadal niekompletng wiedzg na temat ich funkcji i mechanizméw
dziatania. Regulatorowe limfocyty T (Treg) powstaja gtdwnie w grasicy, ale réznicujg sie takze na obwo-
dzie i w wyniku bezposrednich interakcji miedzykomérkowych hamujg in vitro proliferacje innych
komorek (CD4, CD8, limfocytéow B, NK). Komdrki Treg kontroluja prawidtowy przebieg odpowiedzi
immunologicznej. Ich niedobér lub upo$ledzenie czynnosciowe moze stanowi¢ przyczyne rozwoju zja-
wisk autoimmunizacyjnych. Z drugiej strony nadczynno$¢ komoérek Treg prowadzi do nadmiernego
wyciszenia odpowiedzi immunologicznej, co w okres$lonych warunkach, np. rozwoju nowotworu, moze
by¢ niekorzystne dla gospodarza. Mozliwo$¢ manipulacji liczbg komérek Treg niesie ze sobg duzy
potencjat terapeutyczny. Nalezy jednak pamieta¢, ze nawet delikatna dysregulacja limfocytéw Treg
moze prowadzi¢ do kolejnych immunopatologii.

Stowa kluczowe: komorki 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 KOMOREK REGULATOROWYCH
(Treg)

Komorki regulatorowe CD4+CD25+ (Treg) stanowig mala populacje (5-10%)
obwodowych limfocytow T CD4+, odpowiedzialnag za utrzymanie obwodowej tolerancji
immunologicznej. RoOznicujg sie one przede wszystkim w grasicy, ale w pewnych
warunkach powstajgtakze na obwodzie [51,95]. Poczgtkowo uwazano, ze sgto komarki
anergiczne. Okazato siejednak, ze limfocyty Treg proliferuja/7? vivo oraz, przy zachowaniu
odpowiednich warunkéw hodowli, takze in vitro. Identyfikacja i izolacja komoérek Treg
nastrecza wiele trudnosci. Do niedawna subpopulacje tych komoérek definiowano na
podstawie obecnos$ci czynnika transkrypcyjnego Foxp3 i ekspresji wielu czasteczek
powierzchniowych (gtéwnie CD4 i CD25), wystepujacych takze na innych limfocytach
T [21, 51]. Ostatnie doniesienia wskazuja, ze specyficzng cechg komdérek Treg jest
obecno$¢ czynnika transkrypcyjnego Foxp3 oraz brak czasteczki CD 127, ktéra jest
receptorem dla interleukiny 7 (IL-7R) [55, 76]. Naturalne komérki regulatorowe (nTreg)
odpowiadajg na antygeny wiasne, a ich gtéwna funkcja jest zapobieganie odpowiedzi
autoimmunizacyjnej. Tym niemniej, coraz wiecej danych wskazuje, ze moga one
odpowiada¢ takze na antygeny mikroorganizmow i dzieki temu regulowac przebieg
odpowiedzi przeciwinfekcyjnej. Oprdcz tego, limfocyty Treg uczestniczg w utrzymaniu
naturalnej tolerancji podczas cigzy. R6znicowanie sie limfocytow w komaérki Treg i ich
oddziatywaniaz innymi komorkami uktadu odporno$ciowego sgniezwykle ztozone. Dzieki
temu aktywnos$¢ komorek Treg jest precyzyjnie regulowana (dostrajana) na réznych
etapach odpowiedzi immunologicznej i pozwala najej prawidtowy przebieg. Obecnie,
gdy fakt istnienia limfocytdw regulatorowych ponownie uzyskat akceptacje immunologéw,
uwaza sie, ze zaburzenia ilosciowe i czynnosciowe tej subpopulacji przyczyniajg sie do
rozwoju réznych choréb (np. nowotworowych, autoimmunizacyjnych). Z drugiej strony,
petniejsze zrozumienie biologii tych komorek stwarza nowe mozliwosci terapeutyczne.
Na obecnym etapie badan, podstawowym zagadnieniem jest okres$lenie, wjakich sytua-
cjach patologicznych wzmocnienie lub ostabienie funkcji supresorowych komérek Treg
moze by¢ korzystne dla organizmu [21, 50, 51,73,95],

Kontrola odpowiedzi immunologicznej

Komorki regulatorowe (CD4+CD25+) hamujg odpowiedz nie tylko na antygeny
(Ag) wiasne (autoAg), ale rowniez na Ag egzogenne. Intrygujace jest zatem pytanie,
w jaki sposéb z jednej strony utrzymywana jest supresja patologicznej odpowiedzi
zagrazajgcej organizmowi (np. autoimmunizacyjnej lub nadmiernej przeciwbakteryjnej),
a z drugiej strony jest ,,przyzwolenie” na obronng odpowiedz skierowana przeciw
organizmom patogennym atakujgcym organizm. Szereg obserwacji wskazuje, ze
decydujgce znaczenie ma aktualna, zmieniajgca sie w czasie odpowiedzi immunologicznej,
aktywnos¢ supresorowa komérek Treg. Nasilenie tej aktywnosci zalezy od:

(i) poziomu ekspresji czasteczek przekazujgcych sygnat aktywacyjny limfocytom
Treg,
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(i) dostepnosci ligandéw inicjujgcych przekazanie sygnatu przez te czasteczki,

(iii) wptywu cytokin oraz

(iv) poziomu ekspresji receptorow i liganddw inicjujgcych apoptoze.

Z reguty komorki Treg otrzymuja te sygnaty podczas bezposredniego kontaktu z
komorkami kooperujacymi.

a) Funkcje limfocytdw Treg zalezg od kontaktu z komorkami prezentujgcymi antygen

Profesjonalnymi komorkami prezentujacymi antygen (APC - ang. antigen
presenting celi) sg komérki dendrytyczne (DC - ang. dendritic celi), cho¢ funkcje te
moga petié takze limfocyty B, monocyty, makrofagi i inne komdrki. Komorki dendry-
tyczne w zaleznosci od stopnia dojrzatosci moga, poprzez wptyw na czynnos¢ komoérek
Treg, indukowac tolerancje lub odpowiedz immunologiczna. Zalezy to m.in. od ekspresji
czagsteczek z rodziny B7 (CD80/86) na komoérkach dendrytycznych [51], Charakterys-
tyczna cecha niedojrzatych DC jest obecno$é czasteczki CD80. W miare dojrzewania
tych komérek wzrasta na nich ekspresja czasteczki CD86. Co wazne, kontakt komdrek
Treg z CD80+ lub CD86+ komarek dendrytycznych odpowiednio: nasila lub hamuje
ich funkcje supresorowe [94], Z kolei komorki Treg dziatajg supresyjnie na ,,sgsiednie”
komorki T, ktére wigzasie do tej samej APC. Przy braku infekcji (ryc. [ A), gdy kontrola
komorek autoreaktywnych przez Treg jest wskazana, APC cechuje podstawowy poziom
ekspresji czasteczek CD80/86 i niski czasteczek MHC |11, dzigki czemu ich zdolno$¢
prezentacji autoAgjest mata. Komorki Treg CD4+CD25+ rozpoznajace autoAg moga
jednak ulega¢ aktywacji po otrzymaniu sygnatu kostymulacji, dostarczanego przez
czasteczke CTLA-4, ktdra z bardzo wysokim powinowactwem wigze czgsteczki CD80/
86 obecne na APC. Tak aktywowane komorki Treg moga dziata¢ supresyjnie na
limfocyty autoreaktywne. Sytuacja zmienia sie podczas infekcji ze wzgledu na
koniecznos$¢ aktywacji i ekspansji komarek efektorowych (Tef). Wéweczas aktywnosé
supresyjna limfocytéw Treg jest obnizana dzieki sygnatom przekazywanym tym
komorkom przez inne czasteczki powierzchniowe (GITR, CD28) oraz interleuking 2
(IL-2) (ryc. IB) [75]. Oprécz tego, poziom supresji jest determinowany przez site
sygnatu pochodzgcego z TCR komorek efektorowych: gdy sygnatjest staby, supresja
jest mozliwa, a gdy silny, Swiadczacy o zapaleniu, to komérki efektorowe stajg sie
oporne na supresje [5]. Po wyeliminowaniu czynnika infekcyjnego, wraz ze spadkiem
aktywacji APC, wihasciwosci supresorowe komorek Treg sg przywracane.

b) Stymulacja przez TLRs reguluje wiasciwosci Treg

Podczas infekcji waznajest tez ,,ilos¢”/stezenie Ag bakteryjnych (np. LPS), poniewaz
od tego zalezy, czy beda aktywowane limfocyty T efektorowe czy Treg. Na komérkach
prezentujagcych Ag obecne sareceptory Toll-podobne (TLRs), ktdre rozpoznaja struktury
charakterystyczne dla drobnoustrojow (PAMPs - ang.pathogen associatedmolecular
patterns) oraz niektdre endogenne czasteczki uwalniane podczas zapalenia (DAMPs
- ang. danger associated molecular patterns). Rozpoznanie tych ligandéw przez
TLRs zapoczatkowuje odpowiedZ immunologiczng: dojrzewanie DCs, produkcje cytokin
prozapalnych i chemokin [44], Okazuje sie, ze odpowiedz immunologiczna moze by¢
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BRAK INFEKCJI INFEKCJA
podstawowy poziom TT ekspresji CD80/86,
APC CD80/86, MHC I MHC 11
funkcje supresorowe zahamowanie funkciji

wywierane przez CTLA-4 supresorowych przez
sygnaly pochodzace od:
GITR, CD28, IL-2

Treg

RYCINA 1 Funkcje supresorowe Treg sa regulowane poprzez oddziatywanie z innymi komorkami
uktadu immunologicznego. W stanie fizjologicznym funkcje supresorowe Treg sg zachowane (A). Podczas
infekcji duze stezenia IL-2, stymulacja TCR, a takze stymulacja CD28 powodujg ostabienie funkcji Treg,
co pozwala na efektywniejsze zwalczenie infekcji (B). Treg - komorka regulatorowa, Tef - komérka
efektorowa, APC - komérka prezentujgca antygen; na podstawie pracy [75]

FIGURE 1. Signalling from other cells to Treg through many surface molecules leads to augmentation or
attenuation oftheir 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 takze poprzez bezposrednig stymulacje komoérek CD4+CD25+ przez obecne
na nich TLRs. Wykazano, ze LPS dziatajacy przez TLR4 [18], a takze flagellina
bedaca ligandem dla TLR5 [24] nasilaja wiasciwosci supresorowe komorek Treg.
Natomiast réwnoczesna stymulacja tych komérek poprzez TCR i TLR2 [80] lub
bezposrednia stymulacja przez TLR8 [69] powoduje utrate funkcji supresorowych.
Jest wiec prawdopodobne, ze rézne ligandy TLR moga wptywaé odmiennie na funkcje
komorek Treg.

Dlaregulacji odpowiedzi immunologicznej istotnajest rowniez reaktywnos¢ na ligandy
TLR mniejsza komorek Treg niz DC. Na przykfad stezenie LPS (ligand TLR4)
potrzebne do aktywacji komérki Tregjest o kilka rzedéw wielkosci wyzsze od stezenia
aktywujacego DC. Podobne réznice obserwowano stosujac agoniste TLR2 [54].
Przypuszcza sie zatem, ze podczas infekcji ligandy TLRs (np. LPS) aktywujg najpierw
DCs, co inicjuje odpowiedZz immunologiczng prowadzacg do aktywacji i ekspansji
komoérek efektorowych. Nastepnie, przy wyzszych stezeniach tych ligandéw aktywo-
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wane sg komérki Treg, co z kolei ogranicza odpowiedzZ przeciwbakteryjng i zapobiega
miejscowej lub systemowej patologii np. sepsie. Infekcjom czesto towarzysza uszkodze-
nia tkanek, a tworzace sie Srodowisko zapalne utatwia prezentacje uwalnianych autoAg.
Uwaza sie, ze komarki Treg moga kontrolowa¢ aktywacje i ekspansje autoreaktywnych
komdrek T, ktdre sa przyciggane do miejsca zapalenia przez APC [75]. W takich
warunkach komoérki nTreg moga odpowiadac takze na antygeny mikroorganizméw
wykazujgce podobienstwo do autoAg (reaktywnosc krzyzowa) [10]. Réwniez antygeny
z bakterii patogennych i bakterii tworzacych flore jelitowg moga by¢ rozpoznawane
krzyzowo przez komorki Treg. W wielu modelach infekcji, usuniecie z organizmu flory
bakteryjnej badzZ jej modyfikacja powoduje wzrost podatnosci gospodarza na infekcje
[10]. Takie obserwacje przemawiaja za hipoteza, ze florajelitowa ksztattuje repertuar
komarek nTreg. Interakcje komdrki gospodarza - patogen sg zmienne w czasie, podobnie
jak Ag rozpoznawane przez komorki Treg. Poniewaz w interesie patogenow lezy jak
najdtuzsze przezycie gospodarza, w pewnych sytuacjach moga one tworzy¢ warunki
sprzyjajace aktywacji, migracji czy przezyciu komorek regulatorowych. Podczas
przewlektych infekcji organizm gospodarza wytwarza duze ilosci czynnika transfor-
mujacego P (TGF-P - ang. transforming growth factor-{3), ktory jest jedng z kluczo-
wych cytokin dla przezycia i zachowania funkcji Treg [10].

¢) Kontakt Treg z komérkami docelowymi moze wptywaé na ich czynnos$¢
supresorows

Coraz wiecej danych przemawia za tym, ze komorki Treg, aktywowane w fazie
inicjacji odpowiedzi immunologicznej, hamujg aktywnos¢ nie tylko efektorowych
limfocytéw T (jak sgdzono dotychczas), ale takze innych komérek uczestniczacych w
tej odpowiedzi. Wydaje sie, ze w tym celu komorki Treg moga wykorzystywac rézne
mechanizmy. Z kolei kontakt z komérkami docelowymi moze, poprzez mechanizm
zwrotny, ponownie modulowa¢ aktywnos¢ limfocytow Treg [ 15]. Przemawiajg za tym
nastepujace obserwacje. W wyniku interakcji czgsteczki CTLA-4 na limfocytach Treg
z czasteczkami B7 na DC, w tych ostatnich komdérkach indukowany jest enzym IDO
(IDO - ang. indoleamine 2,3-dioxygenase), ktory degraduje tryptofan do kyinureniny
i innych produktéw [30]. Ekspresja IDO jest tez indukowana przez IFN-y, wytwarzany
gtéwnie przez pomocnicze limfocyty T typu ! (Thl). Tryptofan jest aminokwasem
niezbednym do przezycia komérek, ajego brak powoduje anergie komarek efektorowych.

Z drugiej strony, jeden z produktow degradacji tryptofanu, kwas 3-hydroksy-
antranilowy (HA), indukuje w komdrkach ekspresje innego enzymu, oksygenazy
hemowej (HO-1 - ang. heme oxygenase 7) [64]. Najnowsze badania wskazujg, ze
aktywnos¢ HO-1 moze byé kluczowa dla petnienia przez komoérki Treg funkcji
supresorowej. Wykazano bowiem, ze komoérki Treg CD25+, w przeciwienstwie do
komérek CD25-, maja konstytutywna ekspresje HO-1 [66]. Co wiegcej, po transfekcji
komérek Jurkat (linia nowotworowych ludzkich limfocytow T) czynnikiem Foxp3,
wykazujg one takze ekspresje HO-1, a aktywno$¢ supresorowsg takich komérek, jak i
naturalnych Treg CD4+CD25+ jest blokowana przez inhibitor HO-! [20]. Co ciekawe,
nadekspresja HO-1 prowadzi in vivo do supresji odpowiedzi immunologicznej i
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przedtuza przezywanie przeszczepow, najprawdopodobniej w wyniku indukcji AICD
(AICD - ang. activation-induced cell death) w alloreaktywnych komdrkach T [58].
Oksygenaza hemowa jest odpowiedzialna za rozktad hemu do biliwerdyny, jonow Fe i
tlenku wegla (CO). Wydaje sie, ze komoérki Treg mogg dziata¢ supresorowo dzieki
wytwarzaniu CO, ktory wykazuje szerokie wiasciwosci antyproliferacyjne [74].
Antyproliferacyjny mechanizm dziatania CO polega na blokowaniu produkcji IL-2,
gtdéwnej cytokiny odpowiedzialnej za proliferacje limfocytéw T [67]. Co ciekawe,
wrazliwos$¢ limfocytow T pomocniczych typu | (Thl) i typu 2 (Th2) na supresje ze
strony nTreg jest zréznicowana. Komorki Th2, ktére produkuja i odpowiadajg na
cytokiny inne niz IL-2 (tj. IL-4, IL-9), sa mniej podatne na supresje wywierang przez
limfocyty CD4+CD25+ niz komorki Thl. W przypadku limfocytéw Thl tylko IL-15
znosita supresyjny wptyw nTreg. Sugeruje to istnienie odmiennych mechanizmoéw
regulujacych odpowiedzi Thl i Th2 [22].

Komorki Treg kontrolujg nie tylko dziatanie limfocytéw T. Wykazano bowiem, ze
komérki CD4+CD25+ moga hamowac proliferacje limfocytéw B, szczegblnie tych,
ktére prezentujgwiasnie Ag. Ten efektjest zalezny od kontaktu pomiedzy komérkami,
podczas ktérego komérki Treg uwalniaja czynniki cytotoksyczne: perforyny i granzymy
[93], Co wiecej, komérki Treg sa obecne w strefach komoérek B i osrodkach rozmnazania
wtérnych narzadéw limfatycznych, gdzie po kontakcie komérek T i B nastepuje inicjacja
odpowiedzi humoralnej [52]. Tam, Treg w sposob bezposredni hamujg wytwarzanie i
zmiane klas przeciwciat przez limfocyty B [52], Wyniki te sugeruja, ze komorki Treg
zapobiegaja odpowiedzi autoimmunizacyjnej m.in. poprzez bezposredni wptyw na
czynnos¢ limfocytow B. Pojawiaja sie takze doniesienia o wzajemnej kontroli komérek
Treg i komérek NKT (NKT - ang. natural killer T cells) [47].

d) Komérki Treg wykazuja odmienng wrazliwo$¢ na apoptoze niz komorki
efektorowe

Waznym mechanizmem kontrolujagcym przebieg odpowiedzi immunologicznej jest
apoptoza, czyli programowana $mier¢ komorki. Kluczowym receptorem $mierci jest
czasteczka CD95 (Fas), ktéra wystepuje m.in. na limfocytach i inicjuje ich apoptoze po
przytaczeniu swoistego ligandu (CD95L/FasL). CD95L wystepuje zaréwno na
powierzchni komorek, jak i w formie rozpuszczalnej. Wrazliwo$é limfocytéw T na
apoptoze zmienia sie w zaleznosci od stanu aktywaciji i jest r6zna w réznych fazach
odpowiedzi immunologicznej. Szereg obserwacji wskazuje, ze podczas przebiegu
odpowiedzi immunologicznej wrazliwos¢ komorek Treg na apoptoze zmienia sig
przeciwstawnie do wrazliwosci efektorowych limfocytéw T. W przeciwienstwie do
wiekszos$ci spoczynkowych limfocytow T, ktére sg stosunkowo oporne ha apoptoze,
unikalng wiasciwoscig niestymulowanych komérek Treg CD4+CD25+Foxp3+ [32],
ale nie dziewiczych Treg izolowanych z krwi pepowinowej [33], jest wrazliwos¢ na
apoptoze indukowang CD95L. Te réznice utatwiajg zapoczatkowanie odpowiedzi
immunologicznej. Odmiennie, aktywowane efektorowe limfocyty T stajgsie szczeg6lnie
podatne na Smier¢ apoptotyczng indukowana przez aktywacje (AICD), co umozliwia
ich eliminacje w fazie wygaszania odpowiedzi immunologicznej. Natomiast wrazliwo$¢
komorek Treg na AICD jest znacznie mniejsza, co utatwia zakonczenie odpowiedzi
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immunologicznej. Wydaje sig, ze komarki Treg sg zabijane pozniej przez rozpuszczalny
CD95L lub tez CD95L wystepujacy np. na umierajacych komérkach efektorowych.
Koncowej eliminacji komorek Treg sprzyja tez drastyczne obnizenie stezenia IL-2,
cytokiny produkowanej gtdéwnie przez efektorowe limfocyty T. Tak wiec subtelna
réwnowaga pomiedzy efektorowymi i regulatorowymi komoérkami T wydaje sie by¢
Scisle kontrolowana na wszystkich etapach odpowiedzi immunologicznej [32].
Sprawnos$¢ uktadu odpornosciowego maleje wraz z wiekiem, co powoduje wzrost
podatnosci na infekcje i nowotwory oraz ciezszy przebieg chorob przewlektych. By¢
moze jest to zwigzane z nasileniem ogolnej aktywnosci supresorowej, gdyz u ludzi
stwierdza sie wraz z wiekiem wzrost liczby komorek o fenotypie regulatorowym [36].
Wraz z wiekiem rosnie réwniez liczba limfocytéw T roznicujacych sie poza grasicg
(np. w watrobie). Udziat komdrek supresorowych powstatych w grasicy i poza nig w
0golnej puli CD4+CD25+ na obwodzie nie jest znany, ale zdolno$¢ powstawania tych
komorek de novo we wtérnych narzadach limfatycznych moze by¢ istotna dla wytwo-
rzenia i utrzymywania antygenowo swoistej tolerancji. Niestety, ta droga moze by¢
takze wykorzystywana przez komérki nowotworowe, ktére w ten sposéb zapobiegaja
odpowiedzi immunologicznej swoistej dla antygendw nowotworowych [45].

Kontrola odpowiedzi immunologicznej podczas cigzy i wptyw hormonow
na komorki Treg

Wyniki najnowszych badan, a zwlaszcza ocena ilosciowa i czynnos$ciowa limfocytow
Treg podczas cigzy, wskazuja dobitnie na regulacyjny wpltyw hormondéw na te
subpopulacje komérek. U kobiet w cigzy, poczawszy od pierwszego trymestru,
obserwuje sie stopniowy wzrost liczby komorek Treg w krwi obwodowej, a nastepnie
juz po porodzie jej spadek [79], Podobne badania ha myszach wskazujg na duzy udziat
procentowy tej populacji posréd komérek CD4+ blony Sluzowej macicy [37]. Co
ciekawe, zjawisko to obserwowane jest jeszcze przed implantacjg zarodka, nie jest
wiec indukowane przez alloantygeny (alloAg) zarodkowe [59].

Estrogen (17-p-estradiol) zwieksza ekspresje Foxp3 i CD25 in vitro oraz ekspresje
Foxp3 i ilos¢ komorek regulatorowych in vivo [70], Oprécz wzrostu liczby limfocytow
Treg i supresji czynnosciowej komérek efektorowych, w cigzy obserwuje sie tez
charakterystyczny wptyw komorek Treg na APC - indukcje enzymu IDO. Uwaza sig,
ze brak tryptofanu, bedacy skutkiem aktywnosci enzymatycznej 1DO, jest jednym z
czynnikéw powodujacych anergie komorek efektorowych, dzieki czemu utrzymywana
jest tolerancja na alloAg ptodu [31]. W ciazy obserwuje sie nie tylko znaczny wzrost
liczby komoérek CD4+CD25+ [37,79], ale i populacji Tri produkujacej 1L-10, co moze
czesciowo uczestniczy¢ w remisji takich schorzen autoimmunizacyjnych jak reumatoi-
dalne zapalenie stawow (RZS). Wszystkie te mechanizmy wspotuczestnicza w zapew-
nieniu tolerancji ukfadu immunologicznego matki na alloAg zarodka, co w efekcie
pozwala na utrzymanie cigzy. Komorki regulatorowe nie tylko petnia role w utrzymaniu
cigzy, ale takze, zgodnie z ostatnimi doniesieniami, moga by¢ warunkiem kobiecej
ptodnosci. Wykazano bowiem, ze stan nieptodnosci o niewyjasnionej etiologii jest
zwigzany z obnizonym poziomem ekspresji czynnika Foxp3 w endometrium [40].
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Niedobdr estrogenu u kobiet po menopauzie moze prowadzi¢, jak sie przypuszcza,
do wstrzymania funkcji supresyjnych komorek Treg i rownoczesnej aktywacji limfocytow
efektorowych, co w konsekwencji moze stanowi¢ jedng z przyczyn osteoporozy [83].
W tym przypadku aktywacji APC i komorek efektorowych sprzyja wysoki poziom
IFN-y, ktorego produkcja wzrasta przy braku estrogenu.

KOMORKI REGULATOROWE W STANACH PATOLOGICZNYCH
| POTENCJALNE MOZLIWOSCI TERAPEUTYCZNE

Doniesienia ostatnich lat wskazujg na zwigzek pomiedzy nieprawidlowo$ciami
czynnosciowymi i ilosciowymi komorek Treg a wystepowaniem niektorych schorzen u ludzi
[50,73],

Kiedy nadczynnos¢ komorek Treg jest niekorzystna

Nadczynnos¢ limfocytow Treg moze powodowac stan wyhamowania mechanizmow
efektorowych, prowadzacy do choroby, a nawet Smierci gospodarza. Zjawisko to moze
wystepowaé w chorobach nowotworowych, infekcjach wirusowych i zakazeniach
pasozytniczych [50], W przypadku niektérych nowotworow stwierdza sie zwiekszong liczbe
komorek Treg na obwodzie, sg one takze obecne w guzach [56, 90] lub w strefie
okotoguzowej [91]. Wedtug badan Curiel i wsp. komdrki Treg odpowiadajgna chemokine
CCL22, dzieki czemu akumulujg sie preferencyjnie w guzach nowotworowych, omijajgc
wezty chtonne [25], Ta nietypowa migracja moze stanowi¢ istotny mechanizm tolerancji na
antygeny nowotworowe. Oprdcz tego, w chorobach nowotworowych obserwuje sie czesto
wzmozong ekspresje cyklooksygenazy 2 (COX-2) i w konsekwencji nadpro-dukcje
prostaglandyny E, (PGEJ, ktora nie tylko nasila funkcje supresorowe komérek Treg, ale
takze indukuje fenotyp regulatorowy (ekspresje Foxp3) w populacji limfocytow CD4+CD25-
[6, 77]. Co wiecej, ta indukowana przez nowotwory ekspansja komorek Treg przebiega
nawet u myszy po tymektomii [85]. Ostatnie doniesienia wskazujg, ze jednym z
mechanizméw prowadzacych do progresji nowotworu jest zmniejszenie subpopulacji
cytotoksycznych limfocytéw T CD8+ przez komorki Treg [91]. Sugeruje sie réwniez, ze
same komorki Treg wykazujgekspresje COX-2 i mogghamowac¢ odpowiedz efektorowych
limfocytow T w spos6b zalezny od PGE, [57]. Zatem, potencjalnym podejsciem
terapeutycznym w leczeniu nowotwordw moze by¢ obnizenie liczby lub czynnosci komérek
Treg. W tym celu mozna wykorzystac¢ ich charakterystyczng podatno$¢ na apoptoze
indukowana przez FasL [32] badZ dazy¢ do zahamowania syntezy PGE,, np. poprzez
blokowanie aktywnosci enzymatycznej COX-2. Wstepne badania u chorych z nowotworem
wskazuja, ze takie postepowanie moze by¢ korzystne terapeutycznie. Wykazano bowiem,
ze usuniecie komorek Treg u chorych z nowotworem nerki (RCC - ang. renal cell
carcinoma) wzmacnia swoistg odpowiedz przeciwnowotworowsg indukowang przez
szczepionki zawierajgce DCs transfekowane nowotworowym RNA [26].
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Takze w niektdrych zakazeniach pasozytniczych i wirusowych usuniecie komdrek
nTreg przynosi korzys¢ terapeutyczng. Wykazano bowiem, ze w mysim modelu malarii
usuniecie komérek nTreg przywraca skuteczng odpowiedZ immunologicznai chroni przed
$miercig, a w mysim modelu lejszmaniozy obecno$¢ komorek Treg powoduje nawrot
choroby i zahamowanie mechanizméw pamieci immunologicznej [10]. Rowniez odpowiedz
immunologiczna na wirus opryszczki zwyktej (HSV - ang. herpes simplex virus) jest
znacznie silniejsza przy braku nTreg, a usuniecie tej populacji z krwi obwodowej ludzi
chorych na AIDS zwieksza odpowiedz przeciwko wirusowi ludzkiego niedoboru odpornosci
(HIV - ang. human immunodeficiency virus). Nalezy jednak podkresli¢, ze same
komorki Treg sgtakze podatne na infekcje wirusowe, np. HIV [10] czy HTLV-I [34], co
w niektorych przypadkach prowadzi do utraty ich funkcji [34].

Strategie terapeutyczne wycelowane w modulacje liczby lub funkcji komérek
regulatorowych niosg ze sobg ogromne mozliwosci. Nadmierna kontrola odpowiedzi
efektorowej przez komorki nTregjest niekorzystna dla gospodarza, gdyz prowadzi do
namnozenia patogena lub wzrostu nowotworu. Tak wiec usuniecie komorek Treg badz
zastosowanie terapii blokujacych ich funkcje przywracatoby organizmowi zdolnos¢ kon-
troli tych zjawisk [ 10] i jest pozgdane w przypadku potrzeby wzmocnienia odpowiedzi
przeciw danym antygenom (w chorobach nowotworowych, przewlektych zakazeniach,
szczepieniach ochronnych).

Kiedy niedobory komérek Treg stanowig zagrozenie

Z drugiej strony zbyt mato komdrek Treg oznacza nasilenie mechanizméw efektoro-
wych, co w niektorych warunkach moze stanowi¢ zagrozenie dla integralnosci
wiasnych tkanek i kontroli zjawisk autoimmunizacyjnych.Niedobor komérek
CD4+CD25+ stwierdza sie w modelach wielu choréb autoimmunizacyjnych: reumatoi-
dalnego zapalenia stawow, stwardnienia rozsianego, cukrzycy, tocznia, zapaleniajelita
grubego, zapaleniajajnikow i innych [11]. Wzmocnienie liczby i/lub aktywnosci limfo-
cytow Treg jest wiec oczywistym celem w przypadku chordb autoimmunizacyjnych,
alergii i odrzucania przeszczepéw.

a) Przeszczepy

Obecnie strategie terapeutyczne zmniejszajgce ryzyko odrzucenia przeszczepu u
ludzi opierajg sie na lekach immunosupresyjnych, usunieciu populacji limfocytéw T
(zaréwno cytotoksycznych, jak i helperowych) lub blokadzie sygnatow kostymulujacych.
Podstawowg ich wadajest brak specyficznosci antygenowej, co z kolei zwieksza ryzyko
zakazen i obniza efektywnos$¢ ewentualnej odpowiedzi przeciwnowotworowej. Dlatego
tez szczegolne znaczenie dla transplantologii moze mie¢ wiedzajak otrzyma¢ komorki
Treg specyficzne dla prezentowanego Ag [95]. Takie komdrki Treg udato sie otrzymac
z populacji limfocytow CD4+CD45RA+ poprzez aktywacje, z uzyciem swoistego ligandu
Jagged-1, ewolucyjnie konserwatywnych receptoréw Notch, ktére regulujg procesy
réznicowania komoérkowego [92], Sugeruje to mozliwos$¢ kontroli alloreaktywnosci przy
zachowaniu innych funkcji limfocytéw T. Szereg doniesier wskazuje na udziat komorek
CD4+CD25+ w regulacji odpowiedzi immunologicznej i ochronie biorcy przed $miertelng
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choroba- przeszczep przeciw gospodarzowi (GVHD - ang. graft versus host disease)
podczas allogenicznego przeszczepu szpiku kostnego czy catych narzadow [1,19, 82].
Wydaje sie, iz za te kontrole odpowiadajg komorki CD4+CD25+ biorcy lub dawcy o
wysokiej ekspresji L-selektyny [82], cho¢ wczesniejsze badania wskazywaty na udziat
tylko komérek Treg dawcy [39], Wykazano takze, ze podanie komorek Treg podczas
przeszczepu wysepek Langerhansa znacznie obniza ryzyko odrzucenia lub degradacji
komorek beta. To protekcyjne dziatanie wigze sie ze zdolnoscig komoérek Treg do
hamowania uktadu odpornosci wrodzonej i obnizania ekspresji chemokin w wysepkach,
co zatrzymuje migracje efektorowych limfocytéw T do przeszczepu [19]. Nalezy
pamietaé, ze limfocyty Treg dziatajg supresyjnie nie tylko na komorki autoreaktywne,
ale na wszystkie ,,sasiednie” limfocyty T, bedace w kontakcie z ta samg APC. Tak
wiec limfocyty rozpoznajace obce biatka (patogeny, alergeny, Ag pokarmowe) takze
podlegaja tej supresji. Jest ona korzystna dla pacjentéw z alergiami czy biorcow
przeszczepbéw, cho¢ podnosi ryzyko infekcji [11].

b) Choroby autoimmunizacyjne

Protekcyjnarole komoérek Treg udowodniono w wielu modelach choréb autoimmuni-
zacyjnych u zwierzat [51, 73]. Zaburzenia funkcjonalne Treg stwierdza sie takze w
niektérych schorzeniach tego typu u ludzi, np. u chorych na stwardnienie rozsiane [88],
czy z zespotem wielogruczotowej niedoczynnosci dokrewnej (APSII - ang. autoimmune
polyglandular syndrome type 11) [46]. Pewne obserwacje wskazuja, ze towarzysza
one takze niektéorym chorobom reumatycznym, ale doniesienia dotyczace tego zagad-
nienia sgjeszcze niepetne i czesto niejednoznaczne.

Choroby reumatyczne naleza do przewlektych choréb autoimmunizacyjnych, w
ktérych szereg zjawisk prozapalnych prowadzi do uszkodzenia chrzastki stawowej.
Nie jest jasne, czy komérki Treg dziatajg protekcyjnie w zapaleniu stawdw u myszy,
gdyz w zaleznosci od badanego modelu obserwowano rézny efekt. Myszy pozbawione
komorek CD25+ immunizowane kolagenem typu Il (model CIA), wykazywaty nasilone
objawy zapalenia stawdw, ustepujace po podaniu komérek CD25+ [62], Z kolei w
modelu PGIA, indukowanym przez podanie myszom proteoglikanéw, nie wykazano
wptywu komérek Treg na przebieg choroby [7]. Co ciekawe, w obydwu modelach
limfocyty Treg byty funkcjonalne in vitro.

Zgodnie z wiekszoscig badan, komérki regulatorowe CD4+CD25+ izolowane z krwi
obwodowej pacjentéw chorych na reumatoidalne zapalenie stawéw (RZS) wykazuja
wiele podobienstw do tych izolowanych od os6b zdrowych: maja zblizony fenotyp
(ekspresja czasteczek: CD69+, MHC I+, OX-40+, CTLA-4 jest wyzsza nhiz na
komorkach CD25-) [87], stanowig podobny udziat procentowy we krwi [ 16] i wykazuja
wiasciwosci supresorowe in vitro [16,29,87]. Wiekszo$¢ subpopulacji Treg ze stawdw
stanowig aktywowane komorki pamieci o fenotypie CD45R0, CD122, CD58, CD71,
HLA-DR wykazujac przez to podobienstwo do limfocytow Treg pochodzacych z krwi
zaréwno o0s6b zdrowych, jak i chorych na RZS [16]. Ponadto komérki Treg ze stawow
wyrozniaja sie wyzszg ekspresjg CTLA-4, GITR i HLA-DR niz Treg z krwi, co moze
Swiadczy¢ o dojrzewaniu tej populacji w stawie [16,27].
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Ostatnie badania sugeruja, ze komorki regulatorowe Foxp3+ w stawie moga by¢
identyfikowane za pomocga koekspresji CD25 i CD27 [72]. U wigkszosci chorych
stwierdzono zdecydowanie mniejszg niz u os6b zdrowych liczbe komérek
CD4+CD25bnght o wybitnych wiasciwosciach regulatorowych (lub wedtug niektérych
badaczy witasciwag populacije Treg) [ 17, 27]. Niektore doniesienia wskazujgjednak na
upos$ledzenie ilosciowe innej subpopulacji komdrek regulatorowych, mianowicie Tri,
we krwi i ptynie stawowym chorych na RZS [11]. Obnizong liczbe komérek Treg
CD4+CD25+ obserwowano takze w toczniu rumieniowatym uktadowym [60] i toczniu
dzieciecym [49], Natomiast w zespole Sjogrena nie stwierdzono ani obnizonej liczby
limfocytéw Treg, ani ich dysfunkcji [48]. W wielu chorobach reumatycznych wykazano
natomiast akumulacje komoérek Treg w stawach objetych procesem chorobowym [ 16,
17,27,87], Co wiecej, populacja Treg w stawie byla liczniejsza niz we krwi obwodowej
tych samych pacjentéw, niezaleznie od rodzaju schorzenia (tuszczycowe zapalenie
stawdw, spondyloartropatie, mtodziencze idiopatyczne zapalenie stawéw, RZS) [17].
Co ciekawe, komorki Treg izolowane ze stawOw wykazywaty dziatanie supresyjne
(hamowaty proliferacje) nie tylko wzgledem komérek CD25- pochodzacych ze stawu,
ale takze tych izolowanych z krwi [16]. Ponadto dziatanie supresyjne komérek Treg ze
stawow byto silniejsze niz komoérek Treg pochodzacych z krwi oséb chorych lub
zdrowych [27, 87],

Doniesienia na temat wptywu komorek Treg na produkcje cytokin biorgcych udziat
w patogenezie RZS sg rozbiezne. Niektorzy badacze wykazali, ze komérki Treg
izolowane z ptynéw stawowych hamujg produkcje TNF-a, IFN-y, IL-10, IL-13 i IL-17
[17, 87]. Natomiast badania Ehrensteina i wsp. [29] wskazuja, ze komoérki Treg
izolowane z krwi chorych na RZS (w przeciwienstwie do tych izolowanych od ludzi
zdrowych), nie hamujg produkcji cytokin prozapalnych (TNF-a, IFN-y) przez
aktywowane limfocyty T i monocyty, a takze nie indukujg réznicowania dodatkowej
subpopulacji Treg z komoérek CD4+CD25-. Jak wykazano, wynika to z upo$ledzenia
czynnosciowego limfocytow Treg, a nie opornosci komérek efektorowych na ich
dziatanie. Leczenie polegajace na neutralizacji czynnika martwicy nowotworow
(TNF-ot - ang. tumor necrosisfactor-a) przywracato te funkcje catkowicie, powodo-
wato takze wzrost liczby komdrek regulatorowych we krwi pacjentéw [29], prawdopo-
dobnie m.in. poprzez obnizenie ich spontanicznej apoptozy [71]. Co wiecej, po leczeniu
obserwowano wzrost liczby komérek produkujacych IL-10, a spadek tych produkujacych
TNF-a [29]. Ostanie badania wykazaty, iz TNF-a hamuje funkcje supresorowe
naturalnych i indukowanych komoérek Treg obnizajgc w nich ekspresje Foxp3 [84].
Wyniki van Amelsfort [87] wykazaly jednak supresyjny wptyw komorek Treg
pochodzacych z krwi chorych na RZS na produkcje TNF-a i IFN-y, pomimo ze
wiekszo$¢ pacjentow bioracych udziat w badaniu nie byta leczona terapig anty-TNFa.
Limfocyty T od pacjentéw chorych na RZS paradoksalnie wykazuja obnizong odpowiedz
na stymulacje (swoistg anergie), co moze wynikaé z dtugotrwatej ekspozycji na
TNF-a. Przypuszcza sie rowniez, ze komorki Treg sg szczeg6lnie wrazliwe na dziatanie
tej cytokiny, gdyz TNF-a wpltywa na komoérki T jeszcze w grasicy, a grasicze
CD4+CD25+ ludzi zdrowych majg, w poréwnaniu z komoérkami CD4+CD25-,
zwiekszong ekspresje receptora typu Il dla TNF-a (TNFRII) [3], Fakt ten moze
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ttumaczyé, dlaczego u chorych na RZS terapia anty-TNF-a przywraca prawidtowy
stan fizjologiczny komorek Treg.

Pomimo opisanej powyzej akumulacji komorek Treg w stawach, w zadnej z badanych
grup pacjentéw (tuszczycowe zapalenie stawéw, spondyloartropatie, mtodziencze
idiopatyczne zapalenie stawdw, RZS) nie stwierdzono korelacji pomiedzy liczbg komorek
Treg w plynie stawowym czy we krwi a nasileniem objawéw lub czasem trwania
choroby [17]. Z drugiej strony, we krwi dzieci chorych na przetrwate mitodziencze
idiopatyczne zapalenie stawOw z zajeciem niewielu stawéw (pers-OA JIA - ang.
persistent oligoarticular juvenile idiopathic arthritis), chorobie wyjatkowej wsrod
choréb autoimmunizacyjnych ze wzgledu na samoistng remisje, wykazano znaczny
wzrost komérek CD4+CD25hight FoxP3+, w porOwnaniu z tzw. rozszerzajagcym sie
podtypem tej choroby (ext-OA JIA - ang. extended oligoarticularjuvenile idiopathic
arthritis), przebiegajacym bez remisji [27]. Wyniki te mogg sugerowaé udziat komdrek
Treg w remisji pers-OA JIA.

Wzrost liczby komoérek Treg w stawach, z jednoczesnym spadkiem we krwi, moze
$wiadczy¢ o aktywnej migracji komorek z obwodu do tkanek stawu objetych procesem
zapalnym [17], W wielu modelach infekcyjnych (HSV, lejszmania, schistosoma)
wykazano, ze limfocyty nTreg gromadzg sie w zainfekowanych narzadach [10], Podczas
chronicznych infekcji, krew moze nie by¢ odpowiednig tkankg do oceny obecnosci tej
subpopulacji komérek. Podobnie przypuszcza sie, ze obnizenie liczby funkcjonalnych
limfocytdéw nTreg we krwi pacjentéw zakazonych HIV [2] czy HCV [13] moze odzwier-
ciedlac raczej redystrybucje tych komérek niz faktyczne obnizenie ich liczby. Za migracje
komorek Treg do tkanek zapalnych moga odpowiada¢ chemokiny CC4 i CC8, gdyz
komorki te wykazuja ekspresje receptorow swoistych dla tych wiasnie chemokin. Co
wiecej, chemokiny te sg wytwarzane in situ, gtdwnie przez DCs, B i aktywowane
makrofagi. Nie mozna tez wykluczy¢ miejscowego namnazania komorek Treg w stawie
objetym procesem zapalnym [17].

Dlaczego niekiedy dziatanie supresorowe komérek Treg jest nieskuteczne

Warunkami niezbednymi skutecznej kontroli odpowiedzi immunologicznej przez
komorki Treg jest nie tylko ich aktywnos¢ supresorowa, ale takze podatnos¢ na te
supresje limfocytéw efektorowych. Wyraznie obnizong podatnos¢ limfocytow
CD4+CD25- na dziatanie komorek Treg CD4+CD25+ obserwowano w mysim modelu
tocznia uktadowego (myszy MRL/Mp) [61]. Wykazano réwniez, ze catkiem niewrazliwe
na supresje wywierang przez komorki Treg sa limfocyty CD4+CD25- izolowane od
myszy pozbawionych dwoch czynnikéw transkrypeyjnych NFAT: NFATc2/c37'. NFAT
sg krytycznymi aktywatorami odpowiedzi immunologicznej, gdyz kontrolujg m.in.
ekspresje gendéw dla cytokin i czasteczek powierzchniowych. Udowodniono, ze brak
NFATc2/c3 obniza prég aktywacji komdrek T, co w obecnosci IL-2 pozwala komoérkom
efektorowym ,,uciec od supresji” [12].

Dlaczego pomimo obecnosci komorek regulatorowych w stawie u 0s6b z chorobami
reumatycznymi, mozliwy jest miejscowy rozw0j chronicznego zapalenia i reakcji
autoimmunologicznych? Po pierwsze, by¢ moze gdyby nie ich obecno$¢ w stawie
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reumatycznym, przebieg choroby bytby znacznie bardziej agresywny. Po drugie, pomimo
zwiekszonej liczby komorek Treg w ptynie stawowym, moze byc¢ ich nadal zbyt mato,
aby efektywnie zahamowac rozwdj choroby. Ponadto badania histochemiczne wskazuja,
ze limfocyty T infiltrujgce blone maziowa, gdzie toczy sie proces zapalny, rzadko wykazu-
ja ekspresje CD25. Dalszych badan wymaga potwierdzenie, czy sg to faktycznie
komorki regulatorowe, czy tez aktywowane patogenne komoérki CD4+.

Wydaje sie takze, ze za ,,oporno$¢” komorek efektorowych na supresje odpowiedzial-
ne sgcytokiny: IL-6 [68], IL-7 i IL-15 [72], IL-2 ilL-15 [28]. Mato szczeg6lne znaczenie
w przypadku chordb, w ktérych patogenezie cytokiny te biorg udziat, np. w RZS. W
reumatoidalnych stawach panuja warunki ostabiajgce efektywne dziatanie komérek
Treg: wysokie stezenie IL-6, ktdra znosi supresyjne dziatanie Treg [68], niski poziom
IL-2 wptywajacy na ich funkcjonalnos¢ [63], a takze obecno$é czasteczek kostymu-
lujacych (np. CD28) [86]. Nie wykazano korelacji pomiedzy poziomem IL-6 a utratg
funkcji supresorowych przez komorki Treg izolowane z krwi pacjentéw chorych na
stwardnienie rozsiane [88]. Natomiast czynnik ptytkowy 4 (PF4), cho¢ stymuluje
proliferacje komoérek CD4+CD25+, powoduje takze utrate ich wiasciwosci supresoro-
wych. Poniewazjedynym Zrodiem PF4 sg plytki, te obserwacje przemawiajgza udziatem
komdérek Treg w patogenezie trombocytopenii - choroby o podtozu immunologicznym,
zwigzanej z aktywacja ptytek [53]. Poniewaz w niektdérych tkankach czynno$¢ komorek
Treg moze by¢ znacznie ograniczona przez powyzsze cytokiny, to terapie neutralizujgce
te cytokiny moga nie tylko obnizy¢ aktywacje komorek T, ale takze przywracac funkcje
supresorowe komoérek Treg [72].

Woplyw na czynnos$¢ nTreg majg takze podstawowe leki immunosupresyjne. Na
modelach zwierzecych wykazano, ze cyklosporyna oraz cyklofosfamid indukujg
autoimmunizacje, hamujac bardziej funkcje supresorowe komérek CD4+CD25+ niz
czynnos¢ komérek autoreaktywnych [11]. Z kolei rapamycyna- lek immunosupresyjny
zapobiegajacy odrzucaniu przeszczepdw, w warunkach in vitro selektywnie stymuluje
rozwoj mysich komérek CD4+CD25+FOXP3+ [9]. In vitro leki immunosupresyjne
stymuluja tez proliferacje innej populacji komérek regulatorowych-Tri [8]. Ten rodzaj
lekéw stanowi podstawe leczenia choréb autoimmunizacyjnych, w tym chordéb
reumatycznych. Jednak w chorobach reumatycznych akumulacje komdrek CD4+CD25+
w stawie obserwuje sie niezaleznie od rodzaju choroby i stosowanej terapii [17]. Moze
to wskazywac na proby organizmu zmierzajace do ograniczenia chronicznego zapalenia.

Czy mozna ex vivo hamnozy¢ komorki Treg do celéw terapeutycznych

Skuteczno$¢ immunoterapii z wykorzystaniem komérek regulatorowych jest zalezna
od dwoch warunkéw: swoistosci antygenowej tych komorek i umiejetnosci ich
namnozenia ex vivo bez utraty potencjatu supresorowego. Pomimo anergii obserwo-
wanej in vitro, w pewnych warunkach komorki Treg CD25+ mogg namnazaé sie w
sposéb zalezny od antygenu i bez utraty wlasciwosci supresorowych zaréwno in vivo
[23, 89], jak i in vitro [35, 38, 41]. Udowodniono, ze uzycie antygenowo swoistych
komarek Treg obniza ich liczbe potrzebng dla efektywnej immunoterapii [42], U myszy
NOD, u ktérych spontanicznie dochodzi do rozwoju cukrzycy typu I, wykazano ponadto,
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ze antygenowo swoiste komorki Treg majgwieksze dziatanie protekcyjne niz komorki
namnozone w wyniku stymulacji poliklonalnej [81]. Jako krytyczna dla proliferacji roznych
subpopulacji komorek regulatorowych, np. Tri [4], atakze CD4+CD25+ [43], proponuje
sie ostatnio 1L-15. Poprzez stymulacje antygenem i IL-15 udato sie otrzymac z populacji
CD4+ komorki regulatorowe, ktérych funkcja supresorowa nie jest zalezna od TGF-[3,
IL-10 ani CTLA-4 [43], Proliferacje komdrek CD4+CD25+ bez utraty funkcji indukuja
takze dojrzate komérki DC wywodzace sie ze szpiku kostnego (BMDC - ang. bone
marrow-derivedDC) [14], Satojedyne sposrod wielu subpopulacji DC komérki majgce
takag wiasciwos¢. Co ciekawe, tak namnozone limfocyty Treg nie hamuja proliferacji
komérek CD4+CD25-, ale znacznie ograniczaja ich zdolnos¢ do wytwarzania IL-2.
Wyniki Skapenko i wsp. wskazujg, ze takze cytokiny produkowane przez limfocyty
Th2 (IL-4 i 1L-13) moga odgrywac waznarole w antygenowo zaleznym, pozagrasiczym
powstawaniu komoérek Treg (Foxp3+CD25+) [78]. Z kolei IL-4, dodana do hodowli
zawierajacej juz komorki Treg i efektorowe (CD25-), znosi supresorowe dziatanie
limfocytow Treg i zwieksza przezycie subpopulacji CD25- [65]. Wskazuje to najeszcze
jeden - catkowicie fizjologiczny mechanizm regulacji funkcji Treg.

Powyzsze obserwacje wskazuja, ze istnieje mozliwos¢ uzyskania ex vivo odpowied-
niej liczby sprawnych czynnosciowo komorek Treg i ich terapeutycznego zastosowania.
Postep badan nad fizjologiczng rolg tych komérek i ich udziatem w procesach
patogennych budzi nadzieje, ze terapie normalizujace ilosciowo i czynnosciowo te
subpopulacje limfocytow moga stanowi¢ alternatywe dla stosowanych dotychczas
postepowan leczniczych w réznych chorobach.
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INFORMACJE O NOWYCH KSIAZKACH

Ukazat sie podrecznik autorstwa Zofii Bielariskiej Osuchowskiej pt.
ZARYS ORGANOGENEZY - Réznicowanie sie komérek w narzadach, wydany
przez Wydawnictwo Naukowe PWN SA (Warszawa, 2004).

Jest to podrecznik embriologii szczeg6towej, przystepnie napisany i bogato
ilustrowany. Omowiono w nim zaréwno zmiany morfologiczne, jak i molekularne
procesu réznicowania sie narzagdéw u ptakow i ssakow. W ksigzce zostaty opisane:

+ nowoczesne metody badan embriologicznych

» mechanizmy gestrulacji i rozwdj narzgdéw pierwotnych
+ poczatkowy rozwoj uktadu nerwowego

+ komorki grzebienia nerwowego

+réznicowanie sie i rozwoj konczyn u ssakow i ptakéw

+ rozwoj uktadéw krwionosnego i limfatycznego

+ rozwdj przewodu pokarmowego

+ gruczoty przewodu pokarmowego

+ rozwdj uktadu oddechowego

+ jamy ciafa i krezki

+ narzady wydalnicze

+ rozwdj narzgdow ptciowych, gruczotéw dokrewnych i powtoki zewnetrznej.

Wiasnie ukazat sie SLOWNIK BIOLOGII KOMORKI (red. J. Kawiak, H.
Krzanowska, B. Ptytycz, M. Zabel; Polska Akademia Umiejetnosci, Krakéw 2005).
Zostat przygotowany przez licznych Autoréw, skupionych wokét Polskiego Towarzystwa
Biologii Komorki.

Najkorzystniej mozna naby¢ Stownik wprost w Dziale Wydawnictw PAU,
wysylajac list lub e-mail na adres:

Dziat Wydawnictw PAU, ul. Stawkowska 17, 31-016 Krakow
e-mail: wydawnictwo@pau.krakow.pl

Wydawnictwo wysyta fakture z numerem konta, a po otrzymaniu przelewu przesyta
pod podany adres egzemplarz ksigzki wraz z ptytg CD.

Ksigzka, wraz z wersjg elektroniczna, kupowana wprost u Wydawcy (w Dziale
Wydawnictw Polskiej Akademii Umiejetnosci) kosztuje wraz z ptytg CD 55,- zt.

Najkorzystniej jest dokonac zakupu dla kilku oséb tgcznie (lub dla biblioteki). Przy
zakupie od 3 egzemplarzy wzwyz Wydawnictwo stosuje 10% ulgi i pokrywa koszty
wysyitki, natomiast przy odbiorze ksigzek w Krakowie mozna uzyska¢ 15-proc. ulge.
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OFERTA WYDAWNICZA

Zeszytbéw naukowych pod nazwa ,,Postepy Biologii Komorki”

Zeszyty naukowe pn. Postepy Biologii Komérki ukazuja sie od 1974 r.
jako kwartalnik.

Gtownym wydawecg i dystrybutorem kwartalnika naukowego jest Fundacja
Biologii Komorki i Biologii Molekularnej - 01-813 Warszawa ul. Marymoncka
99,

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

W ,,Postepach Biologii Komarki” publikowane sg artykuty omawiajgce najnowsze
osiggniecia z zakresu biologii komorki. Zeszyty sa przeznaczone dla studentow i
nauczycieli, pracownikéw naukowych uczelni i instytutow naukowych. Wydawanie
czasopismajest mozliwe dzieki wsparciu finansowemu Ministerstwa Edukacji i Nauki.

Zapraszamy wszystkich zainteresowanych problematyka naukowo-badawczg
prezentowana w naszym kwartalniku do korzystania z zamowiern zbiorowych
i indywidualnych, tzn. z prenumeraty rocznej. Istnieje réwniez mozliwos¢
zakupu pojedynczych egzemplarzy, réwniez archiwalnych.

W zatgczeniu: cennik, warunki zakupu i prenumeraty oraz formularz zaméwienia.

Cennik:

WYSZCZEGOLNIENIE CENA W PLN
Prenumerata roczna dla jednostek bedacych osobami prawnymi 150,00

Prenumerata roczna dla os6b indywidualnych 50,00

Komplet archiwalny dlajednostek bedacych osobami prawnymi 100,00

Komplet archiwalny dla oséb indywidualnych 30,00
Zakup pojedynczego egz. dlajednostek bedacych osobami prawnymi 40,00

Zakup pojedynczego egz. dla os6b indywidualnych 20,00
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Warunki otrzymywania czasopisma
— ztozenie zaméwienia: faxem, pocztg itp.
-jednoczesne dokonanie wptaty na konto:

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

— po otrzymaniu wptaty wystawiamy fakture VAT,

W sytuacji, kiedy wptata nastapi w trakcie trwania prenumeraty, wysytamy wszystkie zeszyty
(numery) czasopisma, ktore ukazaty sie w okresie objetym prenumerata.

tu odcig¢
ZAMOWIENIE

nazwa i adres zamawiajacego

Fundacja Biologii Komorki
i Biologii Molekularnej

ul. Marymoncka 99

01-813 WARSZAWA

L. DZuiiiieee

Zamawiamly............. egz./Kmpl....ccoveiiiiiinnn, ..Postepéw Biologii Komorki™,
Kwote........ccceene. ztotych (stownie zZIotyCh ..., )
PrzekazaliSmy na Wasze konto dnia.........c.c.cceeennnen.

NBSZ INIP ...ttt e e reenaee e

Jednocze$nie upowazniamy do wystawienia faktury bez potwierdzajgcego odbiér podpisu
odbiorcy.

(pieczatka imienna i podpis zamawiajgcego)
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KOMITET ORGANIZACYJNY
XXII Zjazdu Polskiego Towarzystwa Hematologéw i Transfuzjologéw

uprzejmie informuje o organizowanym w dniach 6-9 wrzes$nia 2007 roku w
Warszawie XXII Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Hematolog6w i Transfuzjologow.

Prof. dr hab. n. med. Krzysztof Warzocha
Przewodniczacy Komitetu Organizacyjnego
XXl Zjazdu PTHIT

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

KOMUNIKAT

Zarzaddéw Oddziatow Warszawskich
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego i
Polskiego Towarzystwa Biologii Komorki

Szanowni Panstwo,

Celem wiekszej integracji warszawskiego srodowiska naukowego biologii ekspery-
mentalnej proponujemy organizowanie wspolnych mini-sympozjow. Planujemy
organizowac je w soboty, 3-4 razy w roku akademickim 2006/2007.

Prosimy o zgtaszanie sugestii tematycznych i/lub checi wygtoszenia wyktadow.
Liczymy na wspotprace z Panstwa strony.

Z pozdrowieniami, w imieniu Zarzadu:

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

Polskie Towarzystwo Biologii Komoérki Oddziat Warszawski

Prezes: prof. dr hab. Jerzy Moraczewski - Uniwersytet Warszawski
Vice-prezes: dr hab. Anna Wasik - Instytut Biologii Do$wiadczalnej
Skarbnik: dr hab.Olga Olszowska - Akademia Medyczna

Sekretarz: dr hab. Hanna Fabczak - Instytut Biologii Doswiadczalnej

Zaktad Biologii Komorki, Instytut Biologii Do$wiadczalnej 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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Wskazowki przygotowania rysunkow i streszczen do publikacji w PBK

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny by¢ napisane w programie Word. Rysunki muszg by¢
umieszczone osobno na plycie CD. Powinny to by¢ albo mapy bitowe (TIF, JPG), albo pliki z Corela.
wersja 11,0 lub wczesdniejsza. Rysunki, schematy, zdjecia i wykresy w podpisach i w powotaniach w
teks$cie powinny nosi¢ nazwe rycina (ryc.) i by¢é numerowane kolejno. Na zdjeciach konieczne jest umiesz-
czanie podziatki wskazujacej powiekszenie obiektow, a nie podawanie powiekszen w podpisach, gdyz
zdjecia ulegajg zmniejszeniu do formatu B

Prosimy Autoréw o podawanie adreséw e-mail.

Cennik dla Autoréw w 2006 r.

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

Zamowienie na odbitki musi by¢ ztozone wraz z przestang korektg pracy

Warunki prenumeraty kwartalnika PBK

Prenumerata roczna

Redakcja przyjmuje optate prenumeraty za rok 2007 pod adresem:
FUNDACJABIOLOGII KOMORKI | BIOLOGII MOLEKULARNEJ,

ul. Marymoncka 99,01-813 Warszawa; tel. (022) 5693830, fax. (022) 5693712,
email: jkawiak@cmkp.edu.pl

nakonto: FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI | BIOLOGII MOLEKULARNE],
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 zt
dla odbiorcéw indywidualnych 50zt

Subscription ordersfor POSTEPY BIOLOGII KOMORKI for 2007

should be placed at local press distributors or directly at Editorial Board of
POSTEPY BIOLOGII KOMORKI, Marymoncka str. 99,01 -813 Warszawa /Poland,
tel. (022) 5693830, fax. (022) 5693712, email: jkawiak@cmkp.edu.pl.

On account: FUNDACJA BIOLOGII KOMORKII BIOLOGII MOLEKULARNEJ,
ul. Marymoncka 99,01-813 Warszawa; Bank Polska Kasa Opieki S. A.,

IV OAVarszawa, N0 20124010531111000004409533.

Price per year 25 dollars USA or 21 euro.


mailto:jkawiak@cmkp.edu.pl

rcin.org.pl



INFORMACJE DLA AUTOROW

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI drukuijg artykuty przegladowe z zakresu najnowszych osiagnie¢ biologii
komorki, niepublikowane dotad w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadaja za $cistos¢ podawanych
informacji. Obowigzuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym,
anatomicznym i embriologicznym. Artykuty drukowane w POSTEPACH BIOLOGII KOMORKI nie moga
by¢ bez zgody redakcji publikowane w innych periodykach. Prosimy Autoréw o nadsytanie prac bezposrednio
do Redaktoréw odpowiedniej specjalnosci (adresy na 2 str. oktadki), a do Redakcji w Warszawie tylko te
artykuly, ktére nie odpowiadajg zadnej z wymienionych specjalnosci.

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczajg

1) artykuty przegladowe nie przekraczajace 15 stron druku i do 100 pozycji bibliograficznych koniecznie z ostatnich 5
lat (natomiast wczesniejsze prace moga by¢ pracami przegladowymi); 2) doniesienia z ostatniej chwili na 3-5 stronach
druku z kilkoma pozycjami bibliograficznymi z ostatniego roku (liczac od daty wystania do redakcji); 3) listy do redakcji
(do 1 strony maszynopisu).

Tekst pracy i zatgczniki nalezy przesyta¢ w dwoch egzemplarzach. Maszynopis powinien byé pisany
jednostronnie na papierze formatu A4 w uktadzie normalnym 1800 znakéw na stronie z podwdéjnym
odstepem. Ostateczna wersja tekstu i rysunki powinny by¢ przystane na ptycie CD jako plik (file) Windows
lub ASCII. Pierwsza strona nienumerowana przeznaczona dla redakcji winna zawiera¢: imiona, nazwiska,
tytuty naukowe autoréw i adresy: w pracy, domowy wraz z telefonem i e-mail, tytut pracy w jezyku polskim
i angielskim oraz liczbe stron maszynopisu, liczbe tabel i rycin. Na pierwszej (numerowanej) stronie nalezy
poda¢ kolejno tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska autoréw,
nazwe zaktadu naukowego, nazwisko i adres autora prowadzacego korespondencje, informacje o dofinansowa-
niu pracy oraz skrét tytutu (do 40 znakéw). Nastepna strona powinna zawiera¢ w jezyku polskim i angielskim
streszczenie (do 1 str.) oraz stowa kluczowe (3 do 10 stéw) zgodnych z terminami w Medical Subject Headings
(Index Medicus), o ile sg tam zawarte. W tytule i streszczeniu mozna stosowac jedynie powszechnie przyjete
skroty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy rozpocza¢ od nowej strony nie pisa¢ znaku przeniesienia (-)
rzdzielajacego wyraz. W tekscie nie zamieszcza¢ tabel, schematéw lub rycin, a jedynie zaznaczy¢ otdwkiem
na marginesie ich lokalizacje (np. tab. 1, rye. 1 itp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane
i numerowane rozdziaty oraz podrozdziaty. Od nowej strony nalezy poda¢ spis literatury. Skréty nazw
czasopism podawac nalezy wedtug Index Medicus (listy czasopism publikowane sg corocznie w numerze
styczniowym). Powotanie w tekscie nastepuje przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w
nawiasie kwadratowym (np. [5]). Spis literatury nalezy zestawi¢ alfabetycznie wedtug nastepujacego 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 schematéw i rycin powinny by¢ zataczone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki
muszg by¢ wykonane w postaci nadajacej sie do reprodukcji. Fotografie powinny by¢ kontrastowe i wykonane
na blyszczacym papierze. Barwne ryciny i zdjecia sa ptatne.Wymiary poszczegélnych rycin, schematéw
i fotografii nie moga przekracza¢ 125 x 180 mm lub ich potowy. Na zdjeciach prosimy zamieszcza¢ podziat-
ke, a nie podawa¢ powiekszenia w podpisie w zwigzku z potrzebg zmniejszania ilustracji. Jezeli zatgczniki sg
zapozyczone z innych zrddet, nalezy podac, skad zostaly zaczerpnigte i dotaczy¢ zgode autora i wydawnictwa
na reprodukcje, jezeli materiaty te zamieszcza sie¢ w niezmienionej formie. Wszystkie zatgczniki, np. wykaz
skrotéw, musza mie¢ na odwrocie nazwisko autora i oznaczenie gory i dotu ilustracji. Jednostki miar muszg by¢
zgodne z uktadem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrotow uzgodnionych z autorem. Autor zobowigzany jest
do wykonania korekty autorskiej i zwrdcenia jej w ciggu doby. Koszty, spowodowane wiekszymi zmianami
tekstu wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami btedéw drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymuja-
bezptatnie | egz. zeszytu PBK z opublikowang praca oraz moga zamowié¢ odbitki odptatnie odsytajac korekte.
Poprawiong po recenzji wersje pracy nalezy zwréci¢ do redakcji koniecznie w ciggu 30 dni. Redakcja
zrezygnuje z publikacji maszynopisu, ktérego autorzy do 30 dni nie odpowiedzg na list redaktora. Od stycznia
2003 r. Redakcja wprowadza odptatno$¢ 300,- z+ za artykut nie przekraczajacy 15 str. druku.

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

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

i rycin tak nie nie zostata wystana do innej redakcji tak nie
Wszyscy Autorzy znaja i akceptujg prace tak nie Dotgczono kopie pracy wraz z rycinami na ptycie CD

Jest zgoda o0s6b, ktérych informacje nie- z podaniem nazwy pliku i uzytego programu edycyjnego
publikowane sg zamieszczone w tekscie tak nie  z komputera IBM tak nie

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