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W tym Zeszycie Postepéw Biologii Komorki

W komorkach gametogenicznych, podobnie jak w komaérkach hemo-
poetycznych (PBK1992; 19,187), regulacyjne funkcje peini SCF (Stern
Celi Factor) stanowigcy ligand dla receptora c-Kit. W jadrze komorki
Sertoliego majg ekspresje SCF, a receptory c-Kit sg na pierwotnych
komérkach gametogenicznych, spermatogoniach iinnych komérkach.
Omowienie tego problemu znajdzie Czytelnik na stronie 461.

Wielko$¢é genomu komarek roslinnych i zwierzecych zalezy gtéwnie od
zawartosci powtarzalnych sekwencji DNA. Pewne typy sekwencji sg
podobne u wszystkich organizméw, podczas gdy inne sg specyficzne
dla gatunku. R6zne typy sekwencji majg charakterystyczne rozmiesz-
czenie w chromosomach, stad chromosom jest zbudowany z chroma-
tynowych domen. Oméwienie tego tematu znajdzie Czytelnik na stronie
507.

W przejsciu komoérki przez faze G1 cyklu komorkowego biorg udziat
kinazy zalezne od cyklin (Cdk): Cdk4 oraz Cdk6, ktére fosforylujg biatko
Rb. Istotng role w regulacji aktywnos$ci wspomnianych enzymow odgry-
waja biatka nalezgce do rodziny p16. Wigza sie one z CDk i hamuja ich
aktywnos¢. W artykule na stronie 539 przedstawiono stan obecnej
wiedzy dotyczgcej budowy, mechanizmu dziatania oraz funkcji biologi-
cznej biatek rodziny p16.

Dalszy artykutw ,Postepach” o apoptozie (uprzednie artykuty: 1995; 22:
247; 1996; 23:299; 1997; 254:561; 1998; 25: 315; 1998; 25: 649; 1999;
26 285) znajdzie Czytelnik na stronie 561.

Na stronach: 651 i667 podsumowano wyniki obserwacijji potencjalnych
mechanizméw przeciwnowotworowego dziatania niesteroidowych le-
kéw przeciwzapalnych.
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ZESPOL KARTAGENERA
JAKO ZESPOt NIERUCHOMYCH RZESEK -
PRZEGLAD WIADOMOSCI

THE KARTAGENER'S SYNDROME AS AN IMMOTILE CILIA
SYNDROME - AN OVERVIEW

Andrzej MARSZALEK™*, Matgorzata BLOTNA-FILIPIAK*, Michat WITT**,
Wiestawa BICZYSKO*

*Katedra i Zaktad Patomorfologii Klinicznej Akademii Medycznej im. Karola Mar-
cinkowskiego; **Zaktad Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

Streszczenie: Zespdt Kartagenera nalezy do choréb uwarunkowanych genetycznie dziedziczonych
autosomalnie recesywnie z r6zng ekspresjg. Po raz pierwszy zostat opisany na poczatku naszego wieku
jako triada objawo6w: zapalenie zatok, rozstrzenia oskrzeli i odwrdcenie trzew. Podioze tego zespotu
chorobowego zostato wyjasnione w potowie lat siedemdziesigtych na podstawie badan mikroskopowo-
elektronowych. Podstawowym zaburzeniem jest brak ramion zewnetrznych dyneiny w dubletach mikro-
tubul rzeski. Zespo6t Kartagenera jest przyktadem zespotu nieruchomych rzesek. Zaburzenia funkcji
aksonemy prowadzg do zaburzer w czasie embriogenezy, a klinicznie gtéwnie do objawow ze strony
uktadu oddechowego. W wielu przypadkach obserwuje sie takze zaburzenia ptodnosci (u obu pici).
Obecnie prowadzone sg badania prowadzace do ustalenia zaburzen genetycznych u chorych majacych
podobne objawy kliniczne.

(Postepy Biologii Komorki 1999; 26: 447-460)

Stowa kluczowe: zesp6t nieruchomych rzesek, zesp6t Kartagenera, diagnoza.

Summary: The Kartagener's syndrome is an autosomal recessive disease. The clinical presentation is
variable. The classic triad of symptoms (bronchiectasis, sinusitis and situs inversus) was described at the
beginning of that century. However the basic abnormality were found in electron microscopic studies
and described in mid 70-ties. As a primary defect the lack of outer arms of dynein within ciliary
microtubular doublets was described. Kartagener's sydrome is a part of immotile cilia syndrome. In that
group of patients the abnormal ciliary activity is responsible for pulmonary symptoms (mainly), and also
affects cells during embryogenesis. Some patients (both sexes) are infertile. Nowadays the genetic studies
are done for establishing how many genetic abnormalities may have same clinical presentation.
(Advances in Cell Biology 1999; 26: 447-460)
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Key words: immotile cilia syndrome, Kartagener's syndrome, diagnosis.

WSTEP

ZespO6t wspdtistnienia triady objawow w postaci: rozstrzenia oskrzeli, przewlekte
zapalenia zatok obocznych nosa oraz przetozenie trzew, zostat opisany i opubli-
kowany po raz pierwszy w roku 1902, a nastepnie w 1904 [35]. Pierwsze doniesienie
jednak nie zostato dostrzezone. W roku 1933 Manes Kartagener [20] opisat ponownie
taki sam zespo6t objawow wystepujacy u czterech pacjentéw. Ten artykut zyskat
sobie takie uznanie, iz w p6Zniejszych latach wspomniang triade objawdw przyjeto
sie nazywac zespotem lub triadg Kartagenera. Kartagener skupit sie nad wyjasnieniem
powstawania rozstrzeni oskrzeli u 0s6b z odwréceniem trzew. Podejrzewal, ze ,,0sta-
bienie oskrzeli” u opisanych przez siebie pacjentéw zwigzane jest z niedoborem
»tkanki elastycznej”.Cho¢ wielu autorow w p6zniejszych latach opisywato przypadki
wspotistnienia wspomnianych wyzej objawow, tojednak molekularne wyttumaczenie
obserwowanych zaburzen zostato przedstawione dopiero w potowie lat siedem-
dziesigtych przez zespot Afzeliusa [1, 14]. Podtozem obserwowanych zaburzen
jest nieprawidtowa budowa rzeski. Prowadzi to do zaburzenia jej ruchomosci lub
nawet do catkowitego braku ruchu. Tylko u okoto potowy pacjentow z rzeskami
0 nieprawidtowej budowie wystepuje odwr6cenie trzew (ktére samo z siebie nie
powoduje powiktan). Opublikowano szereg prac dotyczacych zaburzeA w budowie
rzeski, prowadzacych do zespotu nieruchomych rzesek.

Obecnie zesp6t Kategemera jest uznany zajedng z postaci zespotu nieruchomych
rzesek. Synonimy istniejace w piSmiennictwie, to: pierwotna dyskineza rzesek (pri-
mary ciliary diskinesia - PCD, dyskinetic cilia syndrome, immotile-dyskinetic cilia
syndrome, acilia syndrome, immotile-cilia syndrome - ICS), zespdt Ziverta lub
Siewert (dwa ostatnie terminy obowigzujg na terenie bylego Zwigzku Radzieckiego)
[4, 45].

BUDOWA PRAWIDLOWEJ RZESKI

Prawidtowa rzeska (cilium) ma S$rednice 0,2-0,25 pm. Diugo$¢ waha sie od
5 do 10 pm, i najczeSciej wynosi 6 pm. Na powierzchni jednej komorki moze
znajdowac sie do 250 rzesek. Kazda rzeska pokryta jest wypustkg btony cyto-
plazmatycznej, a gtéwna jej cze$¢ stanowi aksonema (stanowigca aparat ruchowy)
zatopiona w cytoplazmie podstawowej. Podobng budowe ma witka (flagellum),
jest jednak dtuzsza (15-70 pm; np. witka plemnika ma diugos¢ 40 pm). Witki
wystepujg na komérkach pojedynczo.
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RYSUNEK l.a - Schemat przekroju poprzecznego rzeski: A - podjednostka A; B - podjednostka B; C
- ramie zewnetrzne dyneiny; D - ramie wewnetrzne dyneiny; E - otoczka centralna; F - wypustka btony
cytoplazmatycznej; G - polaczenia neksynowe; H - obwodowa para mikrotubul; 1 - pojedyncze
mikrotubule centralne; J - promienie taczace; b - schemat podtuznego przekroju rzeski

Budowe prawidtowej aksonemy rzeskowej (rys. 1) po raz pierwszy opisali Fawcett
i Porter [15]. Skfada sie ona z uktadu mikrotubul: 9 par + 2 (w sumie 20). Centralnie
umieszczone sa dwie pojedyncze mikrotubule (ang. singlets), natomiast na obwodzie
regularnie rozmieszczonychjest 9 par (ang. doublets). Kazda obwodowo umieszczona
para sktada sie z podjednostki A (zbudowana z 13 protofilamentéw tubulinowych)
oraz B (zbudowana z 11 protofilamentdw tubulinowych), ktdére tgczg sie przez
wspolny odcinek $ciany. Na podjednostce A w odstepach co 24 nm umieszczone
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sag dwa ramiona dyneiny (zewnetrzne i wewnetrzne), ktére kierujg sie zgodnie z
ruchem wskazowek zegara do podjednostki B nastepnej pary.

Obwodowo utozone pary przez wystepujgce co 29 nm promienie gczace (ang.
radial spoke) promieniscie potgczone sg z powtoczka Srodkowg (ang. central sheath)
wystepujacg co 14 nm, a otaczajacg dwie mikrotubule centralne. Ponadto dublety
obwodowe potaczone sg miedzy soba przez wigzania neksynowe (ang. nexin-link)
wystepujgce co 86 nm.

Aksonema tworzaca rdzen rzeski wnika do ektoplazmy, gdzie taczy sie z ciatkiem
podstawnym (kinetosomem) majagcym budowe zblizong do centrioli. W obrebie
ciatka podstawnego obwodowe pary tacza sie z podjednostkg C i w ten sposéb
tworzg tryplety. Nie wystepuje tutaj natomiast para centralna (rys. Ib).

Ruch rzesek odbywa sie dzieki dyneinie, ktéra ma aktywno$é ATPazy. Dyneina
u ssakéw sktada sie z dwoch tancuchow ciezkich, o masie czasteczkowej ok. 450
kDa, ponadto z trzech fancuchéw posrednich o masie 70-125 kDa oraz wielu tan-
cuchow lekkich o masie 15-25 kDa [46]. Dyneina aktywowana jest przez jony
Ca2+ i Mg2+ i wigze sie z neksyng (masa czgsteczkowa 160 000). Pojedynczy
cykl ruchowy trwa od 0,1 do 0,2 s. Sktada sie z dwoch faz. Pierwsza tzw. szybka
(w tej fazie nastepuje przesuwanie materiatu umieszczonego na powierzchni na-
btonka) polega na gwattownym zgieciu rzeski u jej podstawy. Druga faza cha-
rakteryzuje sie powolnym powrotem do pozycji wyjsciowej. W czasie ruchu
poszczegdlne mikrotubule wykonujg wzgledem siebie ruch falowy. W czasie ko-
lejnych faz powstajg i rozpadajg sie wigzania miedzy dyneing a podjednostka B.
Mechanizm podobny jest do zmian, jakie zachodzg w czasie ruchu miesni pomiedzy
aktyng i miozyng. Zakres ruchu ograniczony jest przez wigzania neksynowe. W
podobny spos6b odbywa sie ruch witek. W warunkach prawidtowych ruch rzesek
na wielu komdérkach odbywa sie w spos6b skoordynowany i ma charakter falowy.
Dzigki takiemu ruchowi (poréwnywany jest czasem do falujgcych tandéw zboza)
na przyktad w drogach oddechowych przesuwany jest $luz pokrywajacy nabtonek
drzewa oskrzelowego (produkowany w ilosci ok. 0,5 ml/kg m.c./d), a szybkos¢
wedréwki zalezy od topografii. | tak w oskrzelach wewnatrzptucnych wynosi ona
ok. 2 mm/min, natomiast w tchawicy ok. 10 mm/min.

Nabtonki urzesione sg dos¢ licznie reprezentowane w ludzkim organizmie i wy-
stepujg w nastepujgcej lokalizacji:

1) gorne drogi oddechowe: nos (takze komdrki wechowe), zatoki przynosowe,
trabka Eustachiusza, $luzéwka ucha $rodkowego, nosogardto,

2) tchawica i oskrzela (az do oskrzelikdw oddechowych)

3) woreczek tzowy,

4) ependymalna wyscidtka osrodkowego uktadu nerwowego i kanat centralny,

5) endometrialna wysciotka gtebszych czesci szyjki macicy,

6) jajowody,

7) kanaliki wyprowadzajgce na granicy jadra i najadrza.
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Natomiast nabtonki zbudowane z komdrek majacych pojedyncza rzeske/witke
spotykane sg w nastepujgcych narzgdach:

1) tarczyca,

2) oko (wewnetrzny $rédbtonek rogdéwki, sie¢ beleczkowa, naczyniéwka),

3) wiele z nabtonkéw zarodkowych [4, 14].

ZABURZENIA MORFOLOGICZNE

Na poziomie ultrastrukturalnym podstawowym zaburzeniem jest brak ramion
zewnetrznych dyneiny (fot. 2, 3). Powoduje to spowolnienie uderzen rzesek. Zwraca
sie takze uwage na brak ramion wewnetrznych, choé cze$¢ autoréw uwaza, iz
nie ma to znaczenia czynnosciowego [15]. Opublikowano takze doniesienia, w
ktorych autorzy podkreslajg, iz kluczowym dla ruchu rzeski jest ramie wewnetrzne,
natomiast zewnetrzne ma znaczenie dla szybkosci ruchéw [9]. Czynnos$ciowo istotne
sg zaburzenia zwigzane z obecnoscig lub nieprawidtowym uktadem promieni i3-
czacych, a takze powtoczky $rodkowg oraz wigzaniami neksynowymi. Brak wy-
mienionych struktur powoduje zaburzenia architektury aksonemy (fot. 2). Dublety
mikrotubul moga by¢ rozmieszczone nieregularnie. Obserwuje si¢ takze tzw. rzeski
olbrzymie (fot. 4). Powstajg one ze zlania kilku aksonem, ktére otoczone sg wsp6lng
wypustkg cytoplazmatyczng. Takie zjawisko moze byé szczegdlnie nasilone przez
wtorne infekcje w drogach oddechowych. Obserwuje sie takze nieprawidtowg liczbe
mikrotubul. W materiale autoréw znajduje sie przypadek, w ktorym dublety sg
zastgpione pojedynczymi mikrotubulami (fot. 3).

W przypadku prawidtowej budowy pojedynczej aksonemy, dla zespotu nieru-
chomych rzesek wazna jest orientacja przestrzenna poszczegélnych rzesek. Linia
poprowadzona przez pojedyncze mikrotubule centralne powinna by¢ rownolegta
do takiej linii w sgsiadujgcych rzeskach lub tworzy¢ kat nie wiekszy niz 15° (wedtug
réznych autoréw od 5 do 25 °) [5]. W przypadku wystepowania kata wiekszego
niz 35° rzeski danego obszaru mozna uwaza¢ za czynnosciowo niewydolne [29].
Opisano wystepowanie zaburzen orientacji rzesek takze w innych chorobach, takich
jak: astma oraz zakazenia drog oddechowych [21, 23]. Na podstawie przeprowa-
dzonych i dotychczas opublikowanych badan nie mozna okreéli¢, czy zaburzenie
orientacji jest zmiang pierwotng o podtozu genetycznym, czy moze rozwijac sie
w wyniku przewlektego procesu zapalnego [29].

Nieprawidtowos$ci budowy i funkcji rzesek mozna pogrupowaé¢ w nastepujgce
zestawienia: grupa pierwsza - zaburzenia widoczne na poziomie ultrastrukturalnym
oraz grupa druga - obejmujaca nieprawidtowosci rzesek wykrywane innymi te-
chnikami (ta grupa zostanie opisana szczeg6towo dalej w czeSci dotyczacej diag-
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nostyki). W grupie pierwszej opisywane nieprawidtowosci na poziomie mikroskopii
elektronowej dotyczg budowy aksonemy i wystepuja jako:

1) brak lub niedobér ramion dyneiny (obu ramion, ramion wewnetrznych, ramion
zewnetrznych),

2) nieprawidtowo krétkie ramiona,

3) krétkie promienie taczace,

4) brak otoczki centralnej

5) brak mirotubul centralnych (fot. 1),

6) przemieszczenie mikrotubul w obrebie aksonemy,

7) nieprawidtowa liczba mikrotubul w aksonemie (np.: 8 + 2, 9 + 0, 9 + 1,
9 + 3, 9 + 4) (fot. 2),

8) nieprawidtowa liczbha obwodowych dubletéw (np. 10), a takze dodatkowe
pojedyncze mikrotubule na obwodzie, zmniejszona liczba obwodowych dubletow
(od 2 do 8),

9) nieprawidtowa liczba centralnych singletéw (od 1 do 5),

10) nieprawidtowa liczba protofilamentéw w podjednostce A (N = 13, az do
17),

11) nieprawidtowa liczba mikrotubul w aksonemie (od 2 do 20),

12) powstawanie tak zwanych rzesek ztozonych (mega rzesek, jedna wypustka
cytoplazmy obejmuje kilka zespotow aksonemy), zaburzenia te widywane sg naj-
czesciej w skojarzeniu z zakazeniami w przewlektych zapaleniach oskrzeli oraz
rakach odoskrzelowych,

13) zmniejszenie liczby rzesek na komérkach,

14) brak komoérek urzesionych w gornych drogach oddechowych [2, 13, 18,
37, 38, 41].

Wymienione nieprawidtowosci doprowadzajg do czynnosciowych zaburzen fun-
kcji rzeski, ktore okreslic mozna jako: rzeski nieruchome, stabo ruchome lub nie-
prawidtowo ruchome. Podejrzewa sie, iz w przypadku braku lub obecnosci
nieprawidtowo krétkich ramion dyneiny mamy do czynienia z brakiem ciezkiej
podjednostki dyneiny, a przez to z brakiem czynnos$ci ATPazowej. Zaburzenia ru-
chomosci rzesek majg rézna ekspresje i obejmuja: czesto$¢ uderzen, nieprawidtowg
koordynacje mchu oraz nieprawidlowg amplitude wychylen w poszczeg6lnych
fazach ruchu. Wedtug doniesien Veermana i wsp., u jednego pacjenta moze wy-
stepowac kilka réznych nieprawidtowosci [45]. Z drugiej strony zaburzenia wy-
stepujace w witkach plemnikéw majg bardziej jednorodny charakter [4]. Pamigtac
jednak nalezy, iz wsrod os6b zajmujgcych sie diagnostyka zespotu nieruchomych
rzesek nie majednolitego pogladu na kryteria rozpoznania. Na zjezdzie, ktéry odbyt
sie w 1998 r w Asheville (Pétnocna Karolina) w USA wsérdd obradujgcych wykry-
stalizowaly sie dwie grupy naukowcdw stosujagcych odmienne kryteria rozpoznania.
Pierwsza grupa (tzw. totalna) przyjmuje, ze zaburzenie musi by¢ obecne w catym
badanym materiale. Druga natomiast twierdzi, iz dla diagnozy wystarczajgce jest
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FOTOGRAI IE: lot. 1- na przekrojach poprzecznych w niektérych rzeskach brak pary centralnej lub
wstepuje tylko jedna mikrotubula, ponadto brak zewnetrznych, a czasem obu ramion dynemy (elektro-
nogram, pow. 56 000 x); fot. 2- nieprawidtowa liczba dubletéw mikrotubul w aksonemie (elektronogram,
pow. 90 000 x); fot. 3 - w niektérych rzeskach w miejscu dubletéw wystepuja pojedyncze mikrotubule
(elektronogram, pow. 60 000 x); fot. 4 - zlewanie sie rzesek i powstawanie tzw. megarzesek (elektrono-
gram, pow. 21 000 x)



454 A. MARSZALEK I'IN.

wystgpienie zaburzen w przynajmniej 30% badanych struktur (Schroeder J - in-
formacja ustna).

KLINIKA

Wystepowanie zespotu Kartagenera w populacji okresla sie jako 1 na 30 000
do 1 na 60 000. Niektdrzy autorzy podajg czesto$¢ wystepowania tego zaburzenia
jako 1na 40 000 do 1na 120 000. Tak duza rozpieto$¢ pogladéw wynika z braku
Scistosci kryteridw, jakie biorg pod uwage poszczeg6lni autorzy doniesien. Jesli
rozpatrywac¢ wystepowanie tego zespotu chorobowego jako wspotistnienie poszcze-
go6lnych objawdéw, to rozpietos¢ wystepowania tego zaburzenia w populacji jest
jeszcze wieksza, od 1 na 8 000, az do 1 na 120 000. Rott [30] w swej pracy
podat wystepowanie zespotu Kartagenera jako 1 na 18 000 do 1 na 229 000, a
wystepowanie zespotu nieruchomych rzesek jako dwukrotnie czestsze. W populacji
japoniskiej przetozenie trzew jest znacznie czestsze i wystepuje 1 na 4 400 [41].
W Europie i Stanach Zjednoczonych przetozenie trzew obserwuje sie 1 na 8.000
do 11 000. Z opracowan epidemiologicznych wynika, iz jedynie u 20-25% tych
pacjentdéw wystepuja rozstrzenia oskrzeli i przewlekte zapalenia zatok obocznych
nosa. Przyjmuje sie, ze rozstrzenia oskrzeli wystepuja w populacji ogdlnej jedynie
ponizej 0,5% [22]. W grupie noworodkéw odsetek powiktan ze strony ukitadu od-
dechowego jest jeszcze wyzszy [10]. Jednak ze wzgledu na wyzszg umieralnos¢
niemowlat i dzieci, w populacji oséb dorostych liczba pacjentéw z wspotistniejgcymi
zaburzeniami jest stosunkowo nizsza.

U zwierzat (psy i myszy) przetozeniu trzew towarzyszy wodogtowie [42].

Prawidtowa funkcja rzeski jest genetycznie uwarunkowana. Do tej pory ustalono,
iz odpowiedzialna za to jest heterogenna grupa okoto 200 polipeptydéw. Niepra-
widtowosci w tej grupie ujawniajg sie szczeg6lnie w urzesionych komoérkach drog
oddechowych, a takze innych narzadow (takze plemnikéw). Czesto$¢ wystepowania
zespotu u mezczyzn i kobiet jest jednakowa, a objawy kliniczne niezaleznie od
ptci sg raczej jednolite. Na podstawie wielu opracowan i doniesien ustalono, iz
najczestszg formg dziedziczenia jest dziedziczenie autosomalne recesywne. W rzad-
kich przypadkach obserwuje sie takze posta¢ autosomalng dominujacg. Opisano
takze posta¢ rodzinng zespotu, w ktérej objawy obecne bylty u 50% potomstwa.
Natomiast w modelu doSwiadczalnym (zwierzecym) obserwuje sie dziedziczenie
zwigzane z chromosomem X [42]. Wiekszo$¢ objawéw zwigzanych z zespotem
nieruchomych rzesek obecna jest od dziecifstwa. U noworodkéw czesto spotyka
sie stany niedotlenienia. Wszystkie objawy ze strony uktadu oddechowego rozwijajg
sie wtornie. Pierwotnym zaburzeniem jest nieprawidtowa ruchomos¢ (lub jej cat-
kowity brak) rzesek. W drogach oddechowych gromadzony jest $luz, ktory ze wzgledu
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na brak transportu zalega. Jest on pozywka dla bakterii, ktére odpowiedzialne sg
za rozw0j zakazen, przewleklych zapalen i zwigzanych z tym powiktan. Typowy
wywiad u osoby z zespotem nieruchomych rzesek jest nastepujgcy: nawracajgce
zakazenia uktadu oddechowego od wczesnego dziecifstwa, nawracajace zapalenia
ptuc, kaszel z wydzieling w r6znej ilosci, krwioplucie o zmiennym wystepowaniu
i nasileniu oraz czasami niewydolno$¢ oddychania i krazenia, a takze zapalenia
zatok i ucha $rodkowego z powiktaniami [34, 36].

Do najczesciej spotykanych powiktan klinicznych nalezy zaliczy¢:

1) przewlekty kaszel z odkrztuszaniem,

2) rozstrzenia oskrzeli,

3) przewlekly niezyt nosa,

4) polipy nosowe,

5) przewlekte i/lub nawracajgce zapalenia oskrzeli,

6) czesto niedorozwdj (hypoplazja lub aplazja) zatok czotowych,

7) zapalenie ucha $rodkowego i trabki stuchowej,

8) rozwo6j choroby obturacyjnej ptuc,

9) nadcisnienie ptucne,

10) mezczyzni sg nieptodni (istniejg doniesienia, z opisem przypadkéw pacjentéw
z zespotem nieruchomych rzesek, lecz bez zaburzeA ruchomos$ci nasienia i od-
wrotnie), natomiast kobiety tak lub nie [19, 24, 33, 36, 43].

Ponad to istniejg doniesienia o wystepowaniu innych chor6b w skojarzeniu z
zespotem nieruchomych rzesek, sg to: wrodzone wady serca (ubytek w przegrodzie
miedzyprzedsionkowej, ubytek w przegrodzie miedzy komorowej, przetozenie wiel-
kich naczyn oraz tetralogia Fallota), wrodzona gtuchota, zaburzenie budowy kos$¢ca,
schizofrenia, reumatyczne zapalenie stawdw, retinitis pigmentosa, jednak bezpo-
$redni zwigzek z wymienionymi zaburzeniami nie zostat jeszcze ostatecznie okre-
Slony [16, 26, 30]. By¢ moze jest to wspdtistnienie przypadkowe. Takze rola zaburzeh
ruchomosci rzesek w zespole przetozenia trzew zostata zasugerowana, lecz doktadne
opracowania sg nadal na etapie prac [3, 43, 12].

DIAGNOSTYKA

Podstawowym badaniem potwierdzajagcym zespdt nieruchomych rzesek jest ba-
danie w transmisyjnym mikroskopie elektronowym. Nie wykryto do tej pory metody
réwnie skutecznej. Wynik badania moze by¢ wiarygodny, jesli liczba badanych
rzesek byta wyzsza niz 60. Mniejsze znaczenie ma miejsce pobrania materiatu
[47]. W celu postawienia prawidtowego rozpoznania rzeski powinny by¢ oceniane
przy uzyciu powiekszenia koncowego miedzy 65 000 a 180 000 [16]. Podstawowym
poszukiwanym zaburzeniem jest brak ramion dyneiny: zewnetrznych, wewnetrznych
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lub obu. Ponadto zwraca sie uwage na zaburzenia w obrebie aksonemy (zmiany
wymienione wczeéniej w podrozdziale o zaburzeniach rzeskowych). Istotne zna-
czenie matakze badanie orientacji przestrzennej pary centralnej w sgsiednich rzeskach
[28, 38]. Czuto$¢ tego badania wynosi ok. 69,8%, natomiast swoistos¢ - 97,5%
[29].

Wsrod badan prostszych, lecz nie dajagcych catkowitego potwierdzenia sg badania
ruchomosci rzesek lub plemnikéw. Szczegélnie przydatne (cho¢ mniej swoiste)
jest badanie ruchomosci plemnikéw u mezczyzn, zwilaszcza iz pobranie materiatu
jest mniej traumatyczne niz biopsja oskrzelowa. Oczywiscie nalezy uprzednio wy-
kluczy¢ zaburzenia ruchliwosci plemnikéw inne niz zwiagzane z nieprawidtowg bu-
dowg witki.

Do badan mniej inwazyjnych nalezy takze pomiar wydolnosci oczyszczania drog
oddechowych ze $luzu. Wykonuje sie je polecajac choremu wdychanie radioaktyw-
nych czasteczek ($rednicy 6 |im) znakowanych technetem 99, a nastepnie badanie
radioaktywnos$ci nad powierzchnig klatki piersiowej przez 2 godziny. Podstawowym
warunkiem prawidtowego wykonania badania jest zalecenie pacjentowi powstrzy-
manie sie od kaszlu w czasie catego testu.

Istniejg doniesienia opisujgce fotometryczne pomiary czestosci uderzania rzesek,
jednak w celu wykonania badania potrzebny jest wysoce specjalistyczny sprzet,
pozwalajacy na przyzyciowe ogladanie (czasem takze zapis wideo) ruchéw rzesek
w Swietle stroboskopowym w czasie laryngoskopii lub bronchoskopii [25, 31].

Jako metode przesiewowa (ang.: screening) stosuje sie test sacharynowy. Jest
on prosty i nie obcigzajagcy pacjenta. Polega na umieszczeniu czasteczek sacharyny
na dolnej matzowinie nosowej w odlegtosci ok. 10 mm od poczatku nozdrzy prze-
dnich. Nastepnie mierzy sie czas, po ktérym pacjent zaczyna odczuwaé stodki
smak w gardle. W warunkach prawidtowych nie powinien on przekracza¢ 1godziny.

W celu okreélenia zaburzen ruchomosci rzesek stosuje sie takze inne techniki:
badanie ruchu rzesek btony Sluzowej w wycinku pobranym z oskrzela w ciemnym
polu (w mikroskopie optycznym), badanie zywotnosci plemnikéw, badanie transportu
$luzowo-rzeskowego (Sledzac przesuwanie sie $luzu w czasie badania bronchofi-
beroskopowego). Obecnie zaczeto wprowadzaé takze bardziej zaawansowane metody
diagnostyczne, wsréd ktérych sg badania immunofluorescencyjne lub techniki PAP
z uzyciem przeciwciat przeciwko dyneinie. Jednak w tych przypadkach lepiej za-
stosowac niestandardowe techniki utrwalania i zatapiania materiatu formol calcium
lub metoda AMeX, parafina niskotopliwa) [43]. Sg autorzy, ktérzy w celu stwier-
dzenia zaburzen budowy rzeski ijej elementéw uzywali technik Western Blotting
[43].

Na podstawie dtugoletnich badan Afzelius stwierdzit, iz nie potrzeba zadnych
dodatkowych badan, jeSli mamy do czynienia z chorymi o doskonale udokumen-
towanej klinice [4]. Ma to miejsce w przypadku:

1) petnego zespotu Kartagenera,
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2) mezczyzn z przewlektymi zapaleniami oskrzeli i niezytem nosa od dziecifstwa
i plemnikami o zaburzonej ruchliwo$ci,

3) pacjentow z objawami ptucnymi i rodzenstwem z objawami 1 i 2.

W rozwazaniach na temat zespotu objawdw sugerujacych zesp6t nieruchomych
rzesek nalezy rozpatrzyé problem diagnostyki réznicowej. Ze wzgledu na objawy
ptucne zespdt Kartagenera nalezy réznicowaé¢ z mukowiscydozg oraz niedoborami
immunologicznymi. Przewlekte zapalenia zatok i/lub oskrzeli z nieptodno$cia (azo-
ospermia z niedroznosci) sga typowe dla zespotu Younga. Ponadto ze wzgledu na
obecno$¢ rozstrzeni oskrzeli nalezy r6znicowac z zespotem Swyer-James i zespotem
MacLeod.

BADANIA GENETYCZNE

Ustalono, iz zesp6t Kartagenera dziedziczy sie najczesciej w spos6b autosomalny
recesywny (o innych sposobach dziedziczenie wspomniano powyzej). Jednak wcigz
prowadzone sg badania w celu okreslenia genéw odpowiedzialnych za powstawanie
poszczegblnych postaci zespotu nieruchomych rzesek. Od poczatku lat dziewie¢-
dziesigtych wykorzystywane sg do tego rowniez modele doswiadczalne (zwierzece,
np.: szczury, psy) [42]. Zauwazono takze, iz zaburzenia budowy rzesek przypominajg
nieprawidtowosci spotykane w genetycznie zmutowanych organizmach nizszych
(Chlamydomonas, Drosophila, Paramecium) [7, 32].

Do tej pory zidentyfikowano u ssakéw 15 réznych genéw odpowiedzialnych
za kodowanie ciezkich tancuchow dyneiny [6, 39, 40, 44]. Dyneina wystepujgca
w komdrkach zostata podzielona na dwie klasy/rodziny. Pierwsza tzw. cytopla-
zmatyczna, odpowiedzialna miedzy innymi za wsteczny transport pecherzykéw,
utrzymywanie potozenia organelli komérkowych (np. aparat Golgiego) oraz prze-
mieszczanie chromosomdw, kodowana jest przez dwa geny. Natomiast druga kla-
sa/rodzina, wystepujgca w aksonemie rzeski lub witki, na podstawie dotychczas
przeprowadzonych badaf stwierdzono, iz moze by¢ kodowana przez 13 r6znych
genow. tancuchy ciezkie ramienia zewnetrznego i wewnetrznego dyneiny kodowane
sg przez r6zne (odpowiednio: cztery i dziewie¢) geny. Zostaly one zlokalizowane
na chromosomach: 3, 7, 12, 14, 16, 17 [11]. W S$wietle ostatnio opublikowanych
badan podejrzewa sig, iz u ludzi zostang odkryte jeszcze trzy geny kodujace tancuchy
ciezkie dyneiny w aksonemie (jeden dla ramienia zewnetrznego i dwa dla we-
wnetrznego) [11, 27].

Stale jednak nalezy pamieta¢, ze na obserwowane na poziomie ultrastrukturalnym
nieprawidtowosci w budowie rzeski majg wptyw czynniki srodowiskowe (zapalenia,
wdychane gazy). Istotny w tych rozwazaniach jest takze fakt, iz u jednego pacjenta
moze wystepowaé kilka zaburzen [4, 42]. Ponad to, 0 czym wspomniano wcze$niej,
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prawidtowa czynno$¢ rzeski zalezy nie tylko od dyneiny, lecz takze od szeregu
innych polipetydéw. Istniejg takze doniesienia wskazujace na zwiagzek zespotu nie-
ruchomych rzesek z genotypem HLA-DR7 (haplotyp DQW2 lub DQa) [8, 17].

LECZENIE

Leczenie jest jedynie objawowe. W dobie antybiotykoterapii i Srodkéw popra-
wiajacych ewakuacje $luzu z drég oddechowych kolejne zakazenia moga by¢ sku-
tecznie leczone. Z tego powodu ryzyko powstawania rozstrzeni oskrzeli jest obnizone.
Wszyscy pacjenci podlegajg bezwzglednemu zakazowi palenia tytoniu. Rokowanie
jest dobre.

Prowadzenie wielu badan pozwolito na okreSlenie i poznanie przyczyn zaburzen
ruchomosci rzesek. W czesci przypadkéw udato sie nawet okresli¢ geny, ktére
sa odpowiedzialne za powstawanie zaburzen. Jednak do tej pory nie znaleziono
metody, ktora by pozwolita na uruchomienie rzesek in situ.
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ROLA SYSTEMU c-Kit/SCF W REGULACJI PROCESU
SPERMATOGENEZY SSAKOW

ROLE OF THE c-Kit/SCF SYSTEM IN REGULATION
OF MAMMALIAN SPERMATOGENESIS

Jolanta BARTMANSKA

Instytut Zoologiczny, Uniwersytet Wroctawski

Streszczenie: Receptor c-Kit o aktywnosci kinazy tyrozynowej, kodowany jest przez protoonkogen c-kit
usytuowany w locus W (White-Spotting). Gen ten ulega ekspresji w komdrkach gametogenicznych w
roznych etapach rozwoju z wyjatkiem spermatogoniéw As. SCF (SCF; ang. Stem Cell Factor) stanowig-
cy ligand dla receptora c-Kit jest kodowany przez gen lezacy w locus Sl (Steel), ulegajacy ekspresji w
komorkach Sertoliego. W gonadzie meskiej wystepuja dwie formy SCF: mbSCF (ang. membrane bound
SCF) i sSCF (ang. soluble SCF). Obie formy SCF sg zdolne do wywotania autofosforylacji receptora
c-Kit. Uk¥ad c-Kit/SCF reguluje namnazanie i wedréwke pierwotnych komdrek ptciowych (PGCs; ang.
Primordial Germ Cells) i gonocytéw oraz namnazanie i przezywanie spermatogoniow. Ponadto ograni-
cza apoptoze spermatocytow i spermatyd, a takze wptywa na zdolnos¢ plemnikéw do ruchu oraz na
przebieg reakcji akrosomalnej i kapacytacji. Mutacje w loci W i SI wywotujg efekty plejotropowe i
prowadza do zaburzen w przebiegu gametogenezy, krwiotworzenia i melanogenezy. Zaburzenia fun-
kcjonowania ukfadu c-Kit/SCF mogg prowadzi¢ do powstawania i rozwoju nowotworéw jader.
(Postepy Biologii Komorki 1999; 26: 461-475)

Stowa kluczowe: c-Kit, SCF, spermatogeneza.

Summary: The c-Kit a receptor with tyrosine kinase activity is encoded by protooncogen c-kit situated
in the mouse W (White Spotting) locus. It is expressed on the surface of gametogenic cells of various
developmental stage. The only c-Kit independent cells are Asspermatogonia. SCF (Stem Cell Factor),
which is a ligand for c-Kit receptor is encoded in the SI (Steel) locus and expressed in Sertoli cells. In
male gonads there are two forms of SCF: mbSCF (membrane bound SCF) and sSCF (soluble SCF). Both
forms are able to induce receptor phosphorylation. The c-Kit/SCF system plays a crucial function in
regulation of multiplication and migration of PGCs (Primordial Germ Cells) and gonocytes, and also in
multiplication and surviving of spermatogonia. It acts to prevent spermatocytes and spermatids apoptosis.
The system serves also as a factor facilitating motility, capacitation and acrosomal reaction of sperma-
tozoa. Mutations at the mouse W and Sl locus lead to pleiotropic effects including reduced fertility or
sterility and severe disturbances in hemotopoiesis and melanogenesis. The c-Kit/SCF may be involved
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in the initiation or progression of some testis tumors.
(Advances in Cell Biology 1999; 26: 461-475)

Key words: c-Kit, SCF, spermatogenesis.

Wykaz stosowanych skrétéw: dpc - (ang. day post coitum) - dzien po kopulacji, dpp - (ang. day post
partus) - dzien po urodzeniu, GFs - (ang. Growth Factors) - czynniki wzrostu, mbSCF - (ang.
membrane bound Stem Cell Factor) - forma btonowa SCF, sSCF - (ang. soluble Stem Cell Factor) -
forma ,,rozpuszczalna” SCF, PGCs - (ang. Primordial Germ Cells) - pierwotne komérki ptciowe, RTKs
- (ang. Receptor Tyrosine Kinases) - receptorowe kinazy tyrozynowe, SCF (SF, KL, MGF) - (ang.
Stem Cell Factor) (ang. Steel Factor, Kit Ligand, Mastocyte Growth Factor) - czynnik wzrostowy
komorek macierzystych (czynnik Steel, ligand receptora c-Kit, czynnik wzrostowy komérek tucznych).

1. WSTEP

Proces gametogenezy u ssakéw rozpoczyna sie w okresie embrionalnym. W
zarodkach mysich pierwotne komorki pitciowe (PGCs - ang. Primordial Germ
Cells) pojawiajg sie u podstawy omoczni juz w siodmym dniu rozwoju. Wedruja
one nastepnie wzdtuz jelita tylnego do krezki grzbietowej i Kierujg sie do listew
ptciowych, ktére osiggajg okoto 1ldpc (dpc - ang. day post coitum - dzieA po
kopulacji). Miedzy 8,5 a 13 dpc pierwotne komérki piciowe intensywnie sie na-
mnazajg w zarodkach obu pici. Okoto 13,5 dpc nastepuje zahamowanie mitoz pier-
wotnych komodrek piciowych i réznicowanie gonad. Spermatogeneza i oogeneza
przebiegaja dalej w specyficzny dla kazdej pici sposéb [1, 12, 14, 41, 42].

W embrionalnej gonadzie meskiej myszy pojawiajg sie sznury piciowe, czyli
pozbawione Swiatta przyszte kanaliki plemnikotworcze, zawierajgce powstate z
PGCs, centralnie lezagce gonocyty (komorki prekursorowe spermatogoniow) i znaj-
dujace sie na obwodzie komorki somatyczne, z ktérych powstang komoérki Sertoliego.
W gonadach noworodkéw gonocyty przechodzg okres wzrostu, a nastepnie lokuja
sie przy btonie podstawnej przysztych kanalikéw plemnikotwdérczych nawigzujac
kontakt z powstajagcymi komorkami Sertoliego, ktére bedg wywiera¢ decydujagcy
wptyw na ich dalsze losy. W wyniku podziatdw gonocytow powstajg spermatogonia
typu A. WKkrdtce rozpoczynajg one namnazanie i przechodzg kolejne etapy roz-
nicowania, co w konsekwencji prowadzi do petnego rozwoju nabtonka plemniko-
twérczego i wytworzenia meskich gamet. Mimo ciggtej produkcji plemnikéw, liczba
komorek budujacych nabtonek plemnikotworczy dojrzatych piciowo samcéw po-
zostaje w stanie dynamicznej rownowagi dzigki temu, ze cze$¢ spermatogonidéw
A zachowuje zaréwno zdolno$¢ do wytwarzania wiasnych kopii, jak i sperma-
togonidw rdznicujacych sie, z ktérych powstajg plemniki. Sg to komdrki macierzyste
As (As - ang. A stem) nabtonka plemnikotwdrczego. Spermatogonia As rzadko
ulegajg podziatom, podczas gdy pozostate spermatogonia A namnazajg sie inten-
sywnie. Nie wiadomo dotychczas, czy komorki te zachowuja takze cechy komdérek
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macierzystych [3, 16, 54]. Ostatni podziat mitotyczny spermatogoniow A wigze
sie z powstaniem spermatogoniéw typu In (In - ang. Intermediate). Podziat sper-
matogoniéw In prowadzi do powstania spermatogonioéw typu B.W wyniku podziatéw
spermatogoniow B powstaja spermatocyty | rzedu, w ktérych rozpoczyna sie profaza
mejotyczna. Podczas mejozy powstajg spermatydy, ktére przeksztatcajg sie w ple-
mniki opuszczajgce kanaliki plemnikotworcze. Rozwoj i réznicowanie kolejnych
generacji komoérek gametogenicznych w nabtonku plemnikotwdrczym sa ze soba
zsynchronizowane w taki sposéb, ze produkcja plemnikéw zachodzi nieprzerwanie
przez cate zycie osobnika.

Do prawidtowego rozwoju i r6znicowania komdrek gametogenicznych niezbedna
jest obecno$¢ somatycznych komorek gonady. Szczegdlng role odgrywajg komorki
Sertoliego. W ciggu ostatnich kilkunastu lat znacznie wzrosta wiedza o wzajemnych
oddziatywaniach miedzy komorkami Sertoliego i komérkami gametogenicznymi
[6, 21, 22, 25, 29, 42]. Biochemiczne podstawy tych wspétzaleznosci, natura syg-
natow, mechanizmy ich odbierania i przekazywania, jak réwniez pojawiajgce sie
w ich nastepstwie zmiany metabolizmu tych komdrek sg coraz lepiej poznawane
dzieki nowym metodom immunohistochemicznym i technikom molekularnym.

Zasadnicza role w procesach regulacji metabolizmu komdrek odgrywajg biatka
i peptydy zwane czynnikami wzrostowymi (GFs - ang. Growth Factors). Sg wsrdd
nich czynniki wydzielane do krwiobiegu oraz dziatajgce lokalnie, syntetyzowane
przez komarki znajdujace sie w bezposrednim sasiedztwie komorek docelowych.
Podstawg swoistosci dziatania czynnikéw wzrostowych jest wystepowanie na po-
wierzchni komorek docelowych receptoréw zdolnych do rozpoznania i zwigzania
okre$lonego czynnika. Zaréwno komorki gametogeniczne, jak i somatyczne jader
maja receptory dla wielu czynnikéw wzrostowych [1, 12, 14, 17, 29].

W regulacji procesu spermatogenezy istotng role odgrywa receptor c-Kit. Nalezy
on do grupy receptoréw transbtonowych, wykazujacych aktywno$é kinazy tyro-
zynowej [4, 23, 44, 50, 63]. Receptorowe kinazy tyrozynowe (RTKs - ang. Receptor
Tyrosine Kinases), aktywowane przez czynniki wzrostowe, biorg udzial w prze-
noszeniu sygnatéw z mikrosrodowiska do wnetrza komérki, co prowadzi do zmiany
ekspresji genow i biosyntezy specyficznych biatek. W ten sposéb uczestniczg w
kontroli przezywania, proliferacji i réznicowania komoérek w czasie rozwoju za-
rodkowego oraz w okresie postnatalnym. Ligandem receptora c-Kit jest czynnik
wzrostowy komoérek macierzystych SCF (SCF - ang. Stern Celi Factor), znany
réwniez jako czynnik Steel (SF - ang. Steel Factor), ligand c-Kit (KL - ang.
Kit Ligand) oraz czynnik wzrostowy komorek tucznych (MGF - ang. Mastocyte
Growth Factor). W dalszej czeSci pracy bedzie uzywana dla jego okreslenia nazwa
SCF.

W uktadzie rozrodczym meskim gen kodujacy receptor c-Kit ulega ekspresji
w komaérkach gametogenicznych [18, 36, 47, 48, 57, 60, 61, 63, 67, 70], a gen
kodujacy ligand c-Kit w komorkach Sertoliego [35, 43, 55, 56, 66].
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Duze zainteresowanie wzbudzajg mutacje wystepujagce w genach kodujgcych
receptor c-Kit i jego ligand. Sg one przyczyna powaznych zaburzen w przebiegu
gametogenezy oraz krwiotworzenia i melanogenezy, co $wiadczy o plejotropowym
dziataniu tych genéw. Poznano wiele takich mutacji i opisano ich efekty fenotypowe
[4, 50, 53, 58, 65, 66].

2. LOKALIZACJA | STRUKTURA RECEPTORA c-Kit
| JEGO LIGANDU

Receptor c-Kit jest kodowany przez protoonkogen usytuowany w locus W (White
Spotting) na 5 chromosomie myszy [23, 44]. U cztowieka miesci sie on na dtugim
ramieniu chromosomu 4, w poblizu genéw kodujacych inne receptory, a takze
czynniki wzrostowe [50, 53]. Gen c-kit obejmuje 65 kpz i sktada sie z 21 eksonow.
Najwiekszy z nich ma wielko$¢ 2,3 kpz, rozmiary pozostatych mieszczg sie w
granicach 100-200 par zasad [4, 24]. Koduje on mRNA, ktory charakteryzuje sie
polimorfizmem dtugosci, wynikajacym z réznych miejsc inicjacji transkrypcji. W
mysich spermatogoniach i spermatocytach wykryto mRNA wielkosci 5,5 kpz, a
w komérkach postmejotycznych dwie krotsze formy mRNA o wielkosci 3,2 kpz
i 2,3 kpz [36, 63]. Prowadzi to do powstania produktéw biatkowych o zréznicowanej
masie czasteczkowej w rdéznych typach komdérek gametogenicznych [2, 15, 18,
57, 61].
Receptor c-Kit jest glikoproteing zbudowang z pojedynczego tancucha polipep-
tydowego. Domena zewnatrzkomdrkowa receptora c-Kit sktada sie z pieciu
immunoglobinopodobnych fragmentéw. Fragment hydrofobowy, stanowigcy pota-
czenie domeny zewnatrzkomdrkowej z odcinkiem wewnatrzkomdrkowym, zako-
twicza receptor w btonie komdrkowej. Domena cytoplazmatyczna jest rozdzielona
wstawkg na dwie subdomeny,
fragment wigzacy ATP i miej-
sce ulegajace autofosforylacji
(rys. 1). Wykazuje ono aktyw-

zewnatrzkomoérkowa 2 .

domena wigzgca ligand nosc enzymatyczng kmaZy ty-
rozynowej i zawiera struktury
niezbedne do wytworzenia,

odcinek transbtonowy btona komérkowa kontroli i mOdUIaCji Sygnal'u
wewnatrzkomdrkowa przekazywanego do wnetrza
domena kinazy w- cytoplazma komaorki [34, 53].
tyrozynowej . .
z\yNstgwka(\]N) Gen kodujacy ligand recep-

tora c-Kit lezy w locus SI (Ste-

. el). Zlokalizowano go u myszy
RYSUNEK 1 Budowa receptora c-Kit
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w 10 chromosomie, a u cztowieka na dtugim ramieniu chromosomu 12 [27, 68,
72]. Gen ten sktada sie z 8 eksonéw i koduje mRNA wielkosci okoto 6,5 kpz.
SCF jest glikoproteing o masie czasteczkowej ok. 30 kD, zbudowang z dwu jed-
nakowych, niekowalencyjnie zwigzanych czasteczek. W rezultacie alternatywnego
sktadania, w komorkach Sertoliego powstajg dwie izoformy SCF. Dtuzsza forma
ligandu (sSCF - ang. soluble Stern Celi Factor) w wyniku trawienia proteolitycznego
jest uwalniana z powierzchni biony komoérek do $rodowiska. Krétsza izoforma
(mbSCF - ang. membrane bound Stem Celi Factor) pozostaje zwigzana z btong
komdrek Sertoliego, poniewaz nie ma sekwencji aminokwasowych umozliwiajgcych
enzymatyczne uwalnianie [4, 20, 38, 56, 65, 66].

3. MECHANIZM MOLEKULARNY STYMULACJI
RECEPTORA c-Kit PRZEZ SCF

Rozpoznanie i zwigzanie ligandu SCF przez domene zewnatrzkomdrkowg re-
ceptora c-Kitprowadzi do dimery zacji receptoréw. Odcinek srodbtonowy uczestniczy
w przekazywaniu sygnatu biernie. Powstanie komplekséw ligand-receptor indukuje
aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej i powoduje autofosforylacje receptora. Zachodzi
ona w drodze krzyzowej fosforylacji dwu czgsteczek receptora c-Kit. Do wywotania
dimeryzacji i autofosforylacji receptora c-Kit zdolne sg obie formy SCF - mbSCF
i SSCF. Autofosforylacja umozliwia receptorowi wigzanie i fosforylowanie biatek
wewnatrzkomaérkowych. Biatka te biorg udzial w przekazaniu sygnatu do jadra
komérki i moga sie wigza¢ z chromosomalnym DNA. Powoduje to modyfikacje
ekspresji genéw i zmiany w metabolizmie komorki prowadzace do jej podziatu
lub réznicowania (rys. 2) [9, 31, 32, 34, 52]. Kompleksy c-Kit/SCF ulegajg nastepnie
degradacji przez enzymy lizosomalne [69].

4, MUTACJE W LOCI w i sI

Pod koniec lat osiemdziesigtych przeprowadzono doswiadczenia, dzieki ktérym
dowiedziono, ze sterylno$¢ gonad myszy noszacych mutacje w loci W i Sl jest
spowodowana uszkodzeniem komdrek znajdujgcych sie wewnatrz kanalikéw ple-
mnikotwdrczych, a wiec komérek gametogenicznych oraz komdrek Sertoliego. Wy-
kazano nastepnie, ze sterylno$¢ gonad samcoéw myszy noszacych mutacje w locus
W jest wynikiem defektu receptora btonowego komérek gametogenicznych. Moze
by¢ ona ,leczona” przez transplantacje komdérek gametogenicznych pochodzacych
od myszy typu dzikiego badz tez myszy noszacych mutacje w locus SI. W gonadach
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dimeryzacja i autofosforylacja
receptora

fosforylacja substratow
cytoplazmatycznych

transdukcja sygnatu
do jadra komorki

|
efekt biologiczny

RYSUNEK 2. Nastepstwa zwigzania SCF z receptorem c-Kit

tych ostatnich powstajg komorki gametogeniczne majace prawidtowe receptory c-Kit.
Przyczyng ich bezptodnosci jest defekt komdrek Sertoliego, ktére nie wytwarzaja
biologicznie aktywnego czynnika wzrostowego, przenoszgcego sygnaty niezbedne
dla wzrostu, réznicowania i namnazania komdérek gametogenicznych. Potwierdzono
to doSwiadczalnie przeszczepiajagc komdérki gametogeniczne pochodzace z gonad
tych myszy do gonad myszy typu dzikiego lub tez myszy noszacych mutacje w
locus W. Pozostajagc w kontakcie z prawidtowo funkcjonujacymi, wytwarzajacymi
SCF komoérkami Sertoliego przeszczepione komdrki gametogeniczne ulegaty na-
mnazaniu i réznicowaniu [4, 30, 50, 65, 66].

W loci W i SI myszy wykryto i opisano wiele mutacji dotyczacych réznych
fragmentow genow kodujacych receptor c-Kit i jego ligand SCF. Z reguly wigzg
sie one z utratg funkcji kompleksu c-Kit/SCF lub z zaburzeniami przenoszenia
sygnatu do wnetrza komorki. Mutacje w obu genach majg charakter dominacji
niekompletnej i sq tatwe do rozpoznania, bowiem fenotypowo objawiajg sie utratg
pigmentacji wtoséw u homozygot i biatymi plamami w ubarwieniu heterozygot.
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Stopien upoS$ledzenia zalezy od miejsca i sposobu uszkodzenia omawianych gendéw.
Niektére mutacje w genie kodujacym receptor c-Kit (np.: W,9H’*), w stanie homo-
zygotycznym powodujg zamieranie zarodkow. Mutacje, w ktorych dochodzi do
utraty funkcji kinazowej receptora c-Kit (np.: W37, 4 ° 41), réwniez w stanie
heterozygotycznym sa przyczyng powaznych zaburzenn gametogenezy, poniewaz
prowadzg do powstawania niefunkcjonalnych heterodimeréw podczas dimeryzacji
receptorow c-Kit. Inne zmutowane allele (np.: W’ 57’ sh) w niewielkim stopniu
zaburzajg ekspresje genu kodujgcego c-Kit i nawet u homozygot nieznacznie ogra-
niczajg ptodnosé [4].

Szereg mutacji w genie kodujgcym SCF (np.: St7gh’8H'8H> I0H> 18H) powoduje
réwniez wewngatrzmaciczne zamieranie homozygotycznych zarodkéw. Mutacja
(Steel Dickie), powstaje na skutek mikrodelecji wewnatrzgenowej i wiaze sie z
utratg mozliwosci wytwarzania mbSCF, podczas gdy zdolno$¢ do wytwarzania sSCF
pozostaje nienaruszona [20, 65,66]. Homozygoty Sr sg zdolne do zycia, ale sterylne.
Brak komérek gametogenicznych w gonadach tych myszy wskazuje, ze forma sSCF
nie jest wystarczajgca do normalnego przebiegu gametogenezy. Zmutowane allele
Slpan (Steel Panda) i SIj7H wywotujg zdecydowanie negatywne skutki tylko u jednej
pici, podczas gdy ptodnos$é drugiej jest uposledzona w niewielkim stopniu. Mutacja
Sl pan powoduje zaburzenia ekspresji genu kodujgcego SCF na poziomie mRNA,
w wyniku czego powstajg mniejsze ilosci tego czynnika. Fakt, ze nawet homo-
zygotyczne samce tych myszy zachowujg ptodnosé¢, wskazuje, ze sg to nadal ilosci
wystarczajgce dla podtrzymania spermatogenezy, natomiast juz zbyt niskie dla nor-
malnego wzrostu oocytéw, co powoduje bezptodnos¢ samic [26]. Odmienng sytuacje
zaobserwowano w przypadku mutacji SI1 H, ktéra powstaje na skutek zmiany
fazy odczytu i prowadzi do zatrzymania spermatogenezy i bezptodnosci homo-
zygotycznych samcéw, podczas gdy samice zachowujg ptodno$¢ [4]. Badania pro-
wadzone przy uzyciu zwierzat majacych zmutowane allele gendéw kodujacych
receptorc-Kitijego ligand pomogty wyjasnié¢ znaczenie prawidtowo funkcjonujacego
systemu c-Kit/SCF dla rozwoju i réznicowania komdérek gametogenicznych.

5. WYSTEPOWANIE | FUNKCJE RECEPTORA C-KIT
I SCF W GONADZIE MESKIEJ

Wyniki badah prowadzonych w ostatnich latach wykazaty, ze zaréwno forma,
jak i ilos¢ biatka c-Kit w komorkach gametogenicznych i SCF w komadrkach Ser-
toliego jest regulowana rozwojowo i moze w rézny sposob regulowa¢ metabolizm
tych komérek oraz ich wzajemne oddziatywania. Wyniki licznych badan wskazuja,
ze system c-Kit/SCF wptywa na przebieg spermatogenezy juz od jej najwczes-
niejszych stadiow [1, 17, 33, 58]. Zaréwno u myszy typu dzikiego, jak i myszy
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noszgcych mutacje w genach kodujgcych receptor c-Kit ijego ligand, w rozwoju
zarodkowym wyodrebnia sie inicjalna populacja PGCs, obejmujgca okoto
50 komorek [4, 12, 14, 42]. Jednak dalsze losy tych komorek odmiennie uktadajg
sie w obu przypadkach. W ciggu kilku dni obejmujgcych wedréwke w kierunku
listew piciowych i ich zasiedlanie, liczba PGCs u myszy typu dzikiego wzrasta
wskutek intensywnego namnazania do okoto 35 000 [1, 12, 14]. W PGCs tych
zarodk6w, juz okoto potowy rozwoju embrionalnego pojawia sie mRNA dla re-
ceptora c-Kit, a w komorkach fatdéw piciowych, mRNA dla SCF [39, 46]. W
tym samym czasie w zarodkach majgcych niefunkcjonalny system c-Kit/SCF wie-
kszo$¢ PGCs podlega apoptozie w drodze do listew piciowych, a nieliczne, ktdre
do nich docierajg, nie sg zdolne do przezycia, nie namnazajg sie i ging jeszcze
w okresie zycia zarodkowego lub w ciggu pierwszych dni po urodzeniu. W do-
Swiadczeniach in vitro udowodniono, ze w okresie wedrowki do listew piciowych
PGCs wymagajg do przezycia mbSCF, inkubowane z dodatkiem samej tylko sSCF
ging w ciagu pierwszej doby. Takg sytuacje obserwuje sie réwniez w gonadach
homozygot Sr [14, 38, 51, 71].

Po namnozeniu, PGCs w mysiej gonadzie przeksztatcajg sie w gonocyty, ktérych
cykl zyciowy zostaje zatrzymany w przedtuzonej fazie G| az do narodzin. W tym
czasie gonocyty wyksztatcajg pseudopodia i migrujg z centrum sznuréw piciowych
ku ich obwodowi. Dotarcie do btony podstawnej i nawigzanie kontaktu z powsta-
jacymi komdrkami Sertoliego jest warunkiem ich przezycia i podjecia aktywnosci
mitotycznej, w ktorej rezultacie powstajg spermatogonia A. Proces migracji go-
nocytéw jest kontrolowany przez system c-Kit/SCF. W btonach gonocytéw stwier-
dzono receptory c- Kit. W doswiadczeniach in vitro, w czasie ktérych inkubowano
mysie gonocyty z przeciwciatami przeciwko c-Kit, obserwowano zanik pseudo-
podiéw i zahamowanie migracji tych komoérek. Natomiast dodanie do medium eg-
zogennego SCF stymulowato migracje i powodowato istotny, cho¢ przejSciowy
wzrost liczby gonocytéw wyksztatcajgcych pseudopodia, nawet w sytuacji, gdy
komorki Sertoliego wytwarzaty odpowiednie ilosci czynnika SCF [47, 48]. Po-
wstajgce w wyniku podziatdw gonocytdw spermatogonia As nie majg receptoréw
c-Kit i namnazajg sie niezaleznie od uktadu c-Kit/SCF. Receptory c-Kit pojawiajg
sie ponownie w btonach potomnych komdrek spermatogoniow As, oznakowanych
jako spermatogonia Aj-A4, powstajgcych w gonadach myszy i szczura pod koniec
pierwszego tygodnia zycia [35, 36, 67, 70]. Eksperymentalne zablokowanie re-
ceptoréw c-Kit powoduje zahamowanie namnazania tych komérek. Receptory c-Kit
wystepujg rowniez w mysich spermatogoniach typu In i B [70]. W ostatnich latach
receptory c-Kit wykryto takze w spermatogoniach typu A innych gatunkéw gryzoni
oraz cztowieka [15, 60, 61].

W zrost aktywnos$ci mitotycznej spermatogoniéw A, obserwowany w pierwszym
tygodniu zycia, wigze sie z wyraznym wzrostem poziomu mRNA dla SCF w ko-
morkach Sertoliego. Poczagtkowo mRNA dlaobu form SCF wystepuje wjednakowych
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ilosciach, ale juz pod koniec pierwszego tygodnia zycia znacznie wzrasta ilos¢
mRNA dla mbSCF, ta posta¢ SCF przewaza réwniez w jagdrach dojrzatych piciowo
osobnikéw [20, 37]. Zakotwiczone w btonie komdrek Sertoliego czasteczki mbSCF
posredniczag w nawigzywaniu bezposrednich kontaktow ze spermatogoniami [14,
20, 59]. Eksperymentalne wprowadzenie sekwencji DNA odpowiedzialnych za syn-
teze mbSCF do komérek Sertoliego myszy SI/Stl pozbawionych mozliwosci wy-
twarzania tej formy SCF, przywraca im zdolno$¢ do tworzenia asocjacji ze
spermatogoniami [37]. Przypuszczalnie przyleganie umozliwia dwukierunkowg wy-
miane informacji, aponadto moze ogranicza¢ dostep innych czynnikéw wzrostowych
do receptoréw spermatogoniow, wptywajagc w ten sposéb na ich metabolizm. Do-
wodow na istotne znaczenie bezposrednich kontaktow miedzy komdrkami Sertoliego
i komdérkami gametogenicznymi oraz wptywu mbSCF na ich powstawanie dostar-
czyty m.in. wyniki doSwiadczen przeprowadzonych nadojrzatych ptciowo szczurach,
ktérym przy uzyciu $rodkéw farmakologicznych zmieniono ekspresje genu kodu-
jacego SCF w taki sposéb, aby w komérkach Sertoliego syntetyzowana byta gtoéwnie
forma sSCF. W nastepstwie obserwowano regresje nabtonka plemnikotwdrczego.
Po przywréceniu prawidtowego poziomu mbSCF nabtonek plemnikotwérczy pod-
legat odbudowie [7]. Dtuzsza forma ligandu (SSCF) inicjuje i stymuluje synteze
DNA w spermatogoniach A, co w konsekwencji stanowi sygnat do ich namnazania.
Forma ta wystepuje w znacznych ilosciach w komérkach Sertoliego w tych stadiach
cyklu nabtonka plemnikotwdérczego, w ktérych obserwowanajest wysoka aktywnos$é
mitotyczna spermatogoniéw [15, 56, 65, 66, 67].

Nie ulega watpliwosci, ze uktad c-Kit/SCF bierze udziatl w regulacji postmito-
tycznej fazy spermatogenezy, chociaz problem ten jest znacznie stabiej poznany.
Biatka c-Kit wykryto w btonie mysich i szczurzych spermatocytow w fazie pre-
leptotenu [70] i pachytenu [15, 64] oraz w spermatydach i plemnikach [2, 43,
46, 57, 60, 61]. Biatka receptorowe zlokalizowane w plemnikach majg zwigzek
z ruchliwo$ciag oraz prawidtowym przebiegiem kapacytacji i reakcji akrosomalnej.
Doswiadczalne zablokowanie receptoréw c-Kit hamuje reakcje akrosomalng i po-
woduje aglutynacje plemnikéw, a stymulacja czynnikiem SCF istotnie podwyzsza
procent plemnikéw, w ktorych zachodzi reakcja akrosomalna. Biatko c-Kit jest
akumulowane w kropli cytoplazmatycznej plemnikdw, w okolicy wstawki [18, 19]
iprawdopodobnie moze dostawaé sie dojaja w czasie zaptodnienia. Eksperymentalne
wstrzykniecie biatka c-Kit do oocytu zatrzymanego w metafazie Il prowadzi do
zakonczenia podziatu iutworzenia partenogenetycznych przedjadrzy oraz pojawienia
sie ziaren korowych [62]. Pozwala to przypuszczaé, ze takze w warunkach fi-
zjologicznych moze ono stanowi¢ czynnik aktywujacy komorki jajowe podczas
zaptodnienia.

Badania przeprowadzone w ostatnich latach na myszach wykazaty, ze stymulacja
komérek gametogenicznych, majacych receptory c-Kit przez SCF, promuje prze-
zywanie tych komorek przez hamowanie aktywnosci czynnikdw pro-apoptotycznych
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RYSUNEK 3. Schemat ilustrujacy wystepowanie i funkcje receptora c-Kit w procesie prespermatogenezy
i spermatogenezy ssakdw: PGC - pierwotne komorki ptciowe; G - gonocyty; As()- spermatogonia As
nie majace receptora c-Kit; Ai, A2, A3, Ag - spermatogonia typu A; In, B - spermatogonia typu In, B;
Prl - spermatocyty preleptotenowe; P - spermatocyty pachytenowe; Sp - spermatydy; PI - plemniki; *
- mitozy zalezne od uktadu c-Kit/SCF; < mozliwe drogi odnowy spermatogoniow typu A

[10, 40, 49, 64]. Natomiast po zablokowaniu receptoréw, liczba spermatogoniéw
i spermatocytow podlegajgcych apoptozie wzrasta znacznie ponad poziom normalnie
obserwowany [6, 8,10,49]. Szereg doswiadczen i obserwacji wskazuje jednoczesnie,
ze zaburzenia funkcjonowania genu kodujgcego SCF, powodujgce zbyt silng supresje
czynnikéw pro-apoptotycznych i nadmierne przezywanie komorek gametogenicz-
nych, moga prowadzié¢ nawet do rozwoju proceséw nowotworowych w gonadzie
meskiej [10, 11, 13, 64].

6. PODSUMOWANIE

Z dotychczasowych badan nad rolg uktadu c-Kit/SCF w procesie spermatogenezy
ssakOw wynika, ze bierze on udziat w regulacji przezywania, namnazania i r6z-
nicowania komo6rek gametogenicznych w réznych etapach ich rozwoju, poczynajac
od PGCs, a konczagc na plemnikach (rys. 3). Nie wykluczone, ze wptywa réwniez
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na przebieg procesu zaptodnienia. Uzaleznienie aktywnos$ci mitotycznej sperma-
togoniow A j-A4 od prawidtowego funkcjonowania uktadu c-Kit/SCF zostato po-
twierdzone doswiadczalnie. Zaburzenia tej aktywnos$ci prowadza nieuchronnie do
zatamania sie catego procesu spermatogenezy i bezptodnosci. Obecno$¢ receptora
c-Kit na spermatogoniach Aj-A4 i jego brak na spermatogoniach As, stwarza
nadzieje na ostateczne rozwigzanie, trwajgcego od poczatku lat siedemdziesigtych,
sporu o tozsamos$¢ komdrek macierzystych nabtonka plemnikotwdérczego. Jedna
z istniejacych hipotez zaktada, ze wszystkie spermatogonia typu A zachowujg cha-
rakter komorek macierzystych [3, 14, 16], druga opiera sie na zatozeniu, ze ko-
morkami macierzystymi sg wytgcznie spermatogonia As [28, 45, 54]. Wykazanie,
iz receptor c-Kit jest markerem spermatogoniéw Aj-A4, pozwala na rozdzielenie
obu wymienionych kategorii spermatogoniéw oraz zbadanie ich zdolnosci do sa-
moodnowy, co z kolei dostarczy bezposrednich dowoddéw na stusznos$¢ jednej z
proponowanych koncepcji.

Mozliwo$¢ rozpoznawania oraz izolowania komérek macierzystych otwiera
ponadto nowe, przy szybkim postepie inzynierii genetycznej itransplantologii, moze
niezbyt odlegte perspektywy leczenia niektérych form bezptodnos$ci, choréb ge-
netycznych oraz nowotwordw jader przez terapie genowa komdrek macierzystych
[16, 29]. Do izolowanych komdrek macierzystych mozna bedzie wprowadzi¢ gen
brakujacy lub gen wadliwie dziatajacy zastapi¢ prawidtowym. Po transplantacji
zmodyfikowanych komorek macierzystych do gonad geny te beda przekazywane
wszystkim komdérkom potomnym. Znaczenie mozliwo$ci dokonywania takich za-
biegdéw trudno przecenic.
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Streszczenie: Proteoglikany - czasteczki syntetyzowane przez komorki eukariotyczne - obecne sg w
przestrzeni przykomoérkowej oraz w substancji miedzykomorkowej. Skiadajg sie one z biatka rdzenio-
wego, do ktdrego przytaczone sg tancuchy glikozoaminoglikanowe. Jedng z rodzin proteoglikanéw jest
rodzina syndekanéw - transmembranowych proteoglikandéw. Cechg charakterystyczng syndekan6w jest
konserwatywna budowa domeny transmembranowej. Syndekany sa receptorami i koreceptorami komor-
kowymi wielu sktadnikéw substancji miedzykomérkowej, a takze kotwiczg komoérki we wspomnianej
substancji. Syndekany oddziatujg z cytokinami oraz innymi (kolagen, fibronektyna, tenascyna) czaste-
czkami substancji miedzykomorkowej, gtdwnie przez skfadnik glikanowy.

(Postepy Biologii Komarki 1999; 26: 477-490)

Stowa kluczowe: proteoglikany, syndekany.

Summary: Proteoglycans are produced by most eukaryotic cells and are versatile components of
pericellular and extracellular matrix. They are proteins that have one or more attached glycosaminoglycan
chains. There are several families of proteoglycans. Syndecans are a family of integral membrane
proteoglycans with conserved membrane-spanning and intracellular domains but with structurally
distinct extracellular domains. They are known to function as heparan sulphate receptors and co-receptors
for various molecules as well as to link cells directly to the extracellular matrix. These and other biological
activities of syndecans involve specific interaction of the heparan sulphate side chains of syndecans with
cytokines and extracellular matrix proteins.

(Advances in Cell Biology 1999; 26: 477-490)
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I. WSTEP

Proteoglikany (PG) sg heterogenng grupa glikoprotein, zbudowanych z biatka
rdzeniowego, do ktérego przytaczony jest tafcuch lub tancuchy glikozoaminogli-
kanéw (GAG). Oprécz GAG, do biatka rdzeniowego moga by¢ przytaczone tancuchy
oligosacharydowe. Glikozoaminoglikany sg liniowymi, nie rozgatezionymi hetero-
polisacharydami, zbudowanymi z powtarzajgcych sie disacharydowych jednostek
ztozonych z N-acetylowanej heksozoaminy potgczonej wigzaniem glikozydowym
z kwasem heksuronowym badZ galaktozg [2,28,36,59]. Biatko rdzeniowe moze
taczyc sie zjednym typem GAG lub dwoma i wiecej roznymi glikozoaminoglikanami.
Zarowno sktadnik biatkowy, jak i cukrowy odgrywajg wazng role w oddziatywaniach
PG z otaczajacym je Srodowiskiem, co wynika gtownie z silnie anionowego cha-
rakteru glikozoaminoglikanéw [9] oraz zréznicowanej budowy biatek rdzeniowych.
Proteoglikany wytwarzane prawdopodobnie przez wszystkie rodzaje komorek zwie-
rzecych [13,19,23,29,39] wystepujg zarowno w obrebie komorek, jak i w przestrzeni
pozakomorkowej [5,7,12,18,31,41,46,57].

W komérkach znajduje sie je zarébwno w ziamisto$ciach wydzielniczych, jak
i w btonach komdrkowych (tzw. proteoglikany transmembranowe), natomiast poza-
komérkowo - w substancji miedzykomdrkowej, jak i w wyspecjalizowanych jej
strukturach - btonach podstawnych [33]. Dzieki swoim witasciwosciom, proteo-
glikany wptywaja na organizacje substancji miedzykomérkowej. Biorg udziat we
wzajemnym kontaktowaniu sie komérek [20,27,60], a takze oddziatujg z czynnikami
wzrostowymi, regulujgc tym samym szereg proceséw biochemicznych [25,32,44,45].

Grupe syndekanow cechuje znaczne podobienstwo dotyczace zaré6wno budowy
genu, jak i struktury biatka rdzeniowego. Wspdlng cechg syndekandw jest obecnosé
w ich czasteczce tancuchoéw heparanosiarczanowych (HS) [9,17], cho¢ w niektérych
typach omawianych PG wystapi¢ moga dodatkowo taficuchy chondroitynosiarczano-
we (CS) [6,52]. Z uwagi na swe usytuowanie na przestrzeni komoérka - obszar
pozakomorkowy, syndekany stanowig czynnos$ciowy ,,pomost” miedzy wnetrzem
komorki a Srodowiskiem jg otaczajacym [9].

II. STRUKTURA GENOW BIALEK RDZENIOWYCH
SYNDEKANOW

Biatka rdzeniowe wszystkich syndekanéw kodowane sg przez rézne geny, roz-
mieszczone na réznych chromosomach. Zjawisko takie stwierdzono takze w genomie
cztowieka, myszy iszczura [2,10,28,59,60]. Budowa gendw kodujacych biatka rdze-
niowe syndekandw jest podobna. Geny te skladajg sie z pieciu eksondéw, podobnej
wielkosci dla wszystkich cztonkéw tej grupy PG. Rdznig sie natomiast wielkoscig
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TABELA 1 Charakterystyka syndekanéw

Proteoglikan Wielko Masa llos¢ Wystepowanie 1
§¢ biatka  tancu-
genu rdzenio- chéw
(kpz) wego GAG
(kDa)
Syndekan 1 195 30,5 5 komdrki nabtonka, mie$nidwki naczyn

krwionosnych, mezenchymy embrionalnej,
nerwowe, $rédbtonka, limfocyty, plazmocyty

Syndekan 2 — 20,2 4 komorki tkanki facznej, miesni gtadkich,
moézgu, mezenchymalne, hepatocyty

Syndekan 3 30 40,8 8 komarki tkanki nerwowej, miesni gtadkich, serca

Syndekan 4 24 19,7 4 komarki nabtonka, srédbtonka, miesni, nerwowe,

limfoidalne i mezenchymalne

poszczeg6lnych intronéw oraz - w niewielkim stopniu - strukturg pierwszorzedowa
sekwencji kodujacej [11,18,34,42,55].

Gen biatka rdzeniowego syndekanu 1 znajduje sie na krétkim ramieniu chro-
mosomu 2 (locus 2p24-p23) [57] i zbudowany jest z 19.5 kpz [28,42,55],w tym
czterech intronéw, wsrdd ktorych na szczegdlng uwage zastuguje intron Il, zajmujacy
okoto 70% genu (rys. 1). Wielkos¢ sekwencji cDNA wynosi 2430 pz, a w jej
sktad wchodzg kolejno - liczac od konca 5” - 208-nukleotydowa sekwencja nie-
kodujaca, po ktdrej rozcigga sie otwarta ramka odczytu, o wielkosci 930 pz. Koniec
3’cDNA zamyka niekodujgcy obszar o wielkoSci 1292 pz, na ktérego koncu znajduje
sie sekwencja poli A, sktadajgca sie z 27 nukleotyddw [42]. Pierwszy z eksondw,
liczac od kofica 5 omawianego genu, sktada sie z sekwencji niekodujaccej, nastepnie
zsekwencji dla peptydu sygnatowego oraz sekwencji kilku pierwszych aminokwaséw
dojrzatego biatka rdzeniowego. Na drugim eksonie zapisana jest informacja o czesci
N-terminalnej domeny pozakomdrkowej, zawierajgcej trzy miejsca przytgczania tan-
cuchéw glikozoaminoglikanowych. Ekson trzeci koduje pozostatg czes¢ domeny
pozakomorkowej biatka rdzeniowego oraz jeden z dwdch C-terminalnych obszaréw
przytaczajacy jeden tancuch GAG. Charakterystyczng cechg trzeciego eksonu jest
duza ilo$¢ sekwencji kodujacych reszty treoniny i proliny. Drugi, C-terminalny
obszar przyfgczajgcy ostatni GAG jest zapisany na eksonie czwartym. Dodatkowo,
struktura ta koduje obszar wrazliwy na dziatanie proteaz oraz zawiera 3 i 1/3 kodonu
domeny transmembranowej. Na eksonie piatym zawarta jest dalsza cze$¢ informacji
o domenie transmembranowej, informacja o catej domenie cytoplazmatycznej, a
takze o obszarze 3’ nie ulegajgcym translacji [28]. Region promotora genu bogaty
jest w szereg elementow cis-aktywnych, wséréd ktérych znajdujg sie sekwencje
TATA i CAAT [28,42,55].
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RYSUNEK 1 Budowa genéw kodujacych biatka rdzeniowe syndekanéw: liniami zaznaczono introny,
natomiast czarnymi polami - eksony; wielko$¢ zarowno sekwencji niekodujacych, jak i kodujacych jest
proporcjonalna do podanej skali, nie zamieszczono schematu budowy genu dla syndekanu 2, z uwagi na
nie w petni opisang dotad jego budowe

Sposréd gendw syndekandw, struktura genu syndekanu 2jest dotychczas najstabiej
poznana. Gen ten znajduje sie na dtugim ramieniu chromosomu 8 (locus 8 g 23)
ijak dotad nie okreslono dotychczasjego wielkosci [43]. Prawdopodobnie, omawiany
gen koduje - opr6cz biatka rdzeniowego syndekanu 2 (48 kDa) - takze inne biatko,
0 masie 90 kDa. Nie znany jest jednak mechanizm, jakiemu podlega wspomniany
gen w zakresie regulacji ekspresji obydwu wymienionych wyzej biatek [43].

Gen kodujagcy biatko rdzeniowe syndekanu 3 (N-syndekanu), znajduje sie na
krotkim ramieniu chromosomu 1 (locus 1p36-p32) i zbudowany z okoto 30 kpz.
Na pierwszym eksonie zakodowana jest informacja o obszarze 5’ nie ulegajgcym
translacji oraz o peptydzie sygnatowym. Ekson drugi koduje dalszg (w odniesieniu
do btony komérkowej) domene przyfaczajaca tancuchy GAG. Na eksonie trzecim
zapisana jest struktura domeny mucynopodobnej. Ekson czwarty koduje blizszg
- w stosunku do btony komoérkowej - domene przytaczajacag tancuchy GAG, za$
pigty - domene transmembranowg oraz cytoplazmatyczng [10].

Gen biatka rdzeniowego syndekanu 4 (amfiglikanu, ryudokanu) zbudowany jest
z 24 kpz (rys. 1). Na eksonie | zakodowana jest informacja o sekwencji regionu
5’ nie ulegajgcego translacji oraz - o sekwencji peptydu sygnatowego. Ponadto,
w sktad eksonu | wchodzg dwa pierwsze kodony dojrzatego biatka rdzeniowego.
Na drugim eksonie zapisana jest informacja o obszarze biatka rdzeniowego, przy-
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taczajagcym 3 tancuchy GAG. Kolejny ekson - 3, koduje srodkowg cze$¢ domeny
centralnej, natomiast ekson czwarty - obszar przyfaczajacy czwarty tancuch GAG.
Struktura pozostatej czesci biatka rdzeniowego, jego domen - transmembranowej
oraz cytoplazmatycznej, jest zapisana w sekwencjach eksonu pigtego [59]. Region
promotora genu zawiera sekwencje TATA oraz bogaty jest w pary GC (73%)
[59]. Znajduje sie on na diugim ramieniu chromosomu 20 (locus 20q11-q 13).

Genetyczne podobienstwo syndekandéw dotyczy nie tylko ilosci i wielkosci se-
kwencji kodujacych, ale takze faz kodondw. U wszystkich przedstawicieli omawianej
grupy PG wystepuje zerowa faza kodonu pomiedzy 1 i 2 oraz 3 i 4 eksonem,
za$ | faza kodonu - miedzy eksonem 2 i 3 oraz 4 i 5. Zblizona struktura genéw
sugeruje, iz pochodzg one od wspdlnego przodka, natomiast réznica w ich lokalizacji
chromosomalnej wskazuje na wczesne ,,rozhiegniecie sie” genéw po chromosomach
[6,30]. Podobienstwo dotyczace wielkosci sekwecji kodujacych i niekodujacych
oraz faz kodonow jest zjawiskiem wspdlnym dla wielu rodzin proteoglikanéw. |
tak, wystepujac w obrebie genéw kodujacych biatka rdzeniowe syndekanow, dotyczy
takze biatek rdzeniowych matych proteoglikanéw $rodmigzszowych (mate proteo-
glikany bogatoleucylowe) [7] oraz biatek rdzeniowych proteoglikanéw agregujacych
z kwasem hialuronowym [8,26]. PodobiefAstwo miedzygatunkowe genéw synde-
kanéw (cztowieka, wotu, myszy, kury) siega 70-90% [17].

I1l. BUDOWA BIALEK RDZENIOWYCH SYNDEKANOW

Zblizona struktura gendéw rzutuje na wzajemne podobieAstwo budowy biatek
rdzeniowych PG omawianej grupy. Wszystkie proteoglikany tej grupy wykazuja
identyczna, tréjdomenowg budowe. N-koniec biatka rdzeniowego syndekan6w roz-
poczyna domene pozakomorkowg. Domena ta ma najwieksze rozmiary, przejawiajgc
przy tym najwiekszy stopien zrdznicowania w poréwnaniu do pozostatych domen
syndekanoéw (stopien podobienstwa domen pozakomoérkowych wynosi okoto 10-
20%) [17]. Réznice w obrebie domeny pozakomérkowej wszystkich czterech syn-
dekandw dotyczg zaréwno jej wielkosci, jak i struktury pierwszorzedowej. Na koficu
aminowym wspomnianej domeny znajduje sie krotka sekwencja sygnatowa (rys.
2). Kolejng jest domena transmembranowa, po czym - C-koficowa domena we-
wnatrzkomérkowa. Dwie ostatnie domeny cechuja sie duzo wiekszg homogennoscia,
0 stopniu podobienstwa rzedu 60-70% [5,17].

Biatko rdzeniowe syndekanu 1 zbudowane jest z 310 reszt aminokwasowych.
W obrebie domeny pozakomdrkowej znajduje sie pie¢ miejsc wigzacych taricuchy
glikozoaminoglikanowe, w pozycjach reszty serylowej: 37, 45, 47, 206, 216 (rys.
2) [42]. W pierwszych trzech wymienionych pozycjach reszt seryny, przytgczajg
sie tancuchy heparanosiarczanowe, zas$ w dwoéch pozostatych - tancuchy chon-
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RYSUNEK 2. Schemat struktury syndekanow

droitynosiarczanowe. Domena transmembranowa syndekanu 1 - o wybitnie hy-
drofobowym charakterze - ztozona jest z 25 reszt aminokwasowych. C-koricowa
domena wewnatrzkomdrkowa, sktada sie z 25 reszt aminokwasowych. W obrebie
dwdch ostatnich domen usytuowane s cztery konserwatywne reszty tyrozyny. Pier-
wsza z nich jest jednocze$nie ostatnig resztag aminokwasowg domeny transmem-
branowej, natomiast pozostate trzy, znajdujg sie w obszarze domeny wewnatrz-
komdrkowej [30]. Cecha ta jest uniwersalna dla biatek rdzeniowych wszystkich
syndekanéw [5,6,34].

Syndekan 2 (fibroglikan) ma najmniejsze biatko rdzeniowe sposréd wszystkich
syndekanéw, ztozone bowiem z 201 reszt aminokwasowych. Do biatka tego przy-
taczone sg w pozycjach seryny: 51, 60 i 68 taficuchy heparanosiarczanowe. Miejsce
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przytaczenia czwartego tancucha heparanosiarczanu nie jest okreslone. Domeny
- transmembranowa i cytoplazmatyczna utworzone sg kolejno z 24 i 33 reszt ami-
nokwasowych (rys. 2) [43,49].

Syndekan 3 (N-syndekan) jest najwiekszym z PG omawianej grupy. Ma bowiem
biatko rdzeniowe o najwiekszej masie, jak i najwiekszg ilos¢ przytgczonych tan-
cuchéw GAG. Skiadnik biatkowy utworzony jest z 443 reszt aminokwasowych.
Cechg odrozniajacg syndekan 3 od pozostatych PG tej grupy jest rowniez obecnos¢
w jego domenie pozakomoérkowej duzego, ztozonego z okoto 200 reszt amino-
kwasowych obszaru bogatego w reszty treoniny, seryny iproliny.Obszar 6w nazwano
domeng mucynopodobng (rys. 2). W obrebie powyzszej struktury nie wystepuja
sekwencje zdolne do przytaczenia tanicuchéw GAG. tancuchy glikozoaminogli-
kanowe, wystepujgce jednak w pozostatych obszarach domeny pozakomdrkowej,
wigza sie z nig - podobnie jak w przypadku innych syndekanéw - przez reszty
seryny. N-syndekan wigze az osiem tancuchéw GAG, z czego 5w obszarze N-konca
domeny pozakomdrkowej - w pozycjach 62,78, 80, 82, 88 reszt serylowych oraz
3 tancuchy GAG - w obrebie C-konca tej domeny - w pozycjach 311, 315, 367
[10]. Pie¢ pierwszych tancuchdw GAG to heparanosiarczany, natomiast pozostate
trzy - to taricuchy chondroitynosiarczanowe. Domena transmembranowa - podobnie
jak w przypadku syndekanu 1 o silnie hydrofobowym charakterze - oraz domena
cytoplazmatyczna, zbudowane sg z kolejno z 24 i 34 reszt aminokwasowych [10].

Syndekan 4 (amfiglikan, ryudokan), utworzony jest z 202 reszt aminokwasowych.
PG ten wigze - przez reszty seryny - tafAcuchy heparanosiarczanowe, w pozycjach
38, 65, 67 i 91 biatka rdzeniowego. Domena transmembranowa skiada sie z 25
reszt aminokwasowych, natomiast domena wewnatrzkomérkowa - z 28 reszt, przy
czym ostatnia z wymienionych odbiega nieco wielkoscig od pozostatych domen
innych przedstawicieli rodziny syndekanow [2,18].

IV. FUNKCJE SYNDEKANOW

1. Syndekany w embriogenezie

Ekspresja genow poszczegdlnych syndekandéw jest zmienna i poczgtkowo (w
okresie wczesnej embriogenezy) zalezy od stopnia zréznicowania komdrek, a na-
stepnie (w okresie ksztattowania sie narzagddw) - od tkanki, w jakiej dany syndekan
wystepuje. Wskazuje sie przy tym, ze obecno$¢ syndekanu wptywa na prawidtowy
przebieg morfogenezy [45,52]. Wniosek ten wysunieto na podstawie badar em-
brionéw mysich obarczonych mutacjami, obejmujacymi geny syndekanéw. W wie-
kszosci przypadkéw mutacje te byty dla embrionéw letalne [53].

Analiza mysich embriondw wykazata obecno$é syndekanu 1 w stadium czte-
rokomérkowym, co sugeruje, ze juz powstanie zygoty aktywuje ekspresje wymie-
nionego PG [6]. W stadium tym syndekan 1 znajduje sie jednak wewnatrz komaérki,
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natomiast dopiero w stadium 8 komérek - umiejscawia sie w btonie komdrkowej,
cho¢ poza miejscem styku komdrek. W p6zniejszym stadium rozwoju embrionalnego
- od 16 do 32 komérek, syndekan zaczyna pojawia¢ sie na btonach komérkowych,
w obrebie styku blastomeréw, umozliwiajagc tym samym oddziatywanie komadrka
- komorka. Nastepnie, omawiany PG umiejscawia sie réwnomiernie w btonach
komaérkowych wszystkich komorek zarodka. W przebiegu dalszego rozwoju zarodka,
syndekan 1 wigze pierwotna ektoderme z pierwotng endoderma oraz wptywa na
kumulacje substancji miedzykomo6rkowej w zarodku [6]. Na tym etapie rozwoju,
wspomniany PG wytwarzany jest przez pierwotng ektoderme, natomiast nie przez
pierwotng endoderme [6,58]. Nastepnie, syndekan 1 umiejscawia sie na podstaw-
no-bocznej powierzchni komérek ektodermalnych, na catej powierzchni komdrek
endodermy oraz na niezréznicowanych komdrkach mezodermy, pochodzacych ze
struny grzbietowej [6]. U starszych embriondw, syndekan 1czasowo produkowany
jest przez presomitowa mezoderme oraz przez dojrzate somity. Z kolei, omawiany
PG produkowany jest przez catg mezenchyme pozaembrionalng, a nastepnie powstaje
takze w komorkach olbrzymich trofoblastu [6].

2. Syndekany jako receptory i koreceptory

Czasteczki macierzy pozakomorkowej tgczg sie z domeng pozakomorkowg syn-
dekanow, gtdwnie poprzez tancuchy GAG [52,61]. Ligandy dla wspomnianych
tancuchow nalezg do kilku grup zwiazkow, wsrdd ktorych wyrdznia sie cytokiny,
czasteczki substancji miedzykomoérkowej, enzymy, inhibitory proteaz [16]. Syn-
dekany sg takze receptorami dla niektérych wiruséw, np. wirusa Herpes simplex
czy HIV (rys. 3) [6,14]. Syndekany cechuje pewien uniwersalizm biochemiczny,
dotyczacy ich oddziatywan z innymi czasteczkami, co oznacza, ze omawiane PG
moga taczy¢ sie z tymi samymi czgsteczkami. Z kolei, kazdy z syndekandw moze
wykazywac specyficzne powinowactwo do makroczasteczek, z ktérymi inni przed-
stawiciele tej grupy PG nie oddziatuja [54].

Syndekan 1 wigze - przez tancuchy HS - wiele sktadnikéw macierzy poza-
komorkowej, do ktérych nalezg kolagen typu I, 111, V, fibronektyna, trombospondyna
czy tenascyna [6,25,35,40,41,54,56]. Wigzanie to, niezalezne od Ca+2 i Mg+“, zanika
po zadziataniu na komorki trypsyna, co rézni ten rodzaj oddziatlywania z substancja
miedzykomorkowg od oddziatywania (wigzania) przez integryny - heterodimery-
czne regulatory biatkowe [1]. Wszyscy natomiast przedstawiciele grupy syndekanow
nie wigza sie ani z kolagenem typu IV, ani - z wyjatkiem syndekanu 3 - z
lamining [52]. Stwierdzono takze, iz syndekan 3 tgczy sie z kolagenem - cho¢
nie sprecyzowano dotgd z jakim jego typem, fibronektyna, FGF-2 oraz czasowo
- z FGF-1. Rola syndekanu 3 jako koreceptora, dla receptora FGF-1, ograniczona
jest tylko do okresu rozwoju organizmu [15,24]. Syndekan 3 oddzialuje takze z
plejotroping (HB-GAM, ang. heparin-binding growth-associated molecule), czg-
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RYSUNEK 3. Niektére funcje syndekanow jako receptorow i koreceptoréw bton komérkowych (wg [36],
zmodyfikowana): A - wigzanie integryny do btony komoérkowej za posrednictwem domeny RGD
fibronektyny oraz tancuchéw HS syndekanu 1; B - potgczenie antytrombiny Il z syndekanem 1 lub 4,
umozliwiajace nastepnie tworzenie sie czwartorzedowych komplekséw syndekanu z trombing, ktorej
aktywnos¢ proteolityczna jest wowczas hamowana; C - przytaczenie bFGF do btony komérkowej za
posrednictwem syndekanu 1oraz FGF-R majacego aktywno$¢ kinazy tyrozynowej; D - potaczenie lipazy
lipoproteinowej z syndekanami, prowadzace do kotwiczenia si¢ enzymu w $rddbtonku, w przypadku
obnizenia sie stezenia substratu dla lipazy, kompleks lipaza-syndekan przemieszcza sie do wnetrza
komdrki, nie podlegajac w niej degradacji, z kolei, wzrost stezenia substratu powoduje powrdt wspomnia-
nego kompleksu na powierzchnie komorki; E - polaczenie wirusa Herpes simplex poprzez biatka gC i
gB z syndekanami, prowadzace do internalizacji wirusa, droga ta moze wnika¢ do komorki wiele innych
wiruséw, np. wirus HIV; F - odigczenie czesci syndekanu od btony komérkowej, po zadziataniu proteazy
w miejscu wrazliwym na dziatanie proteaz (miejsce to przedstawiono na rys. 1)

steczka regulujacg wzrost neuronéw [4,24,38]. Jak wczes$niej wspomniano, w syn-
dekanie 1 oraz syndekanie 3 znajdujg sie po dwa skupiska miejsc wigzacych GAG,
zlokalizowane naprzeciwlegtych biegunach domeny pozakomadrkowej (rys. 2). Takie
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rozmieszczenie glikanéw umozliwia przytgczenie do omawianych PG jednoczes$nie
dwoéch ligandéw, np. FGF-2 i fibronektyny [37,50,51].

W badaniach nad rolg syndekanow jako receptorow czy koreceptoréw, najwiecej
uwagi poswiecono syndekanowi 1. | tak, stwierdzono, iz syndekan umiejscawia
sie na boczno-podstawnej powierzchni nabtonka ptaskiego, co wykazano zaréwno
w badaniach in vitro, jak i in vivo [54]. We wczesnych stadiach rozwoju mysich
embrionéw syndekan 1 wystepuje w miejscach gromadzenia sie substancji mie-
dzykomoérkowej. Syndekan 1 znajduje sie takze na powierzchni prekursorow lim-
focytow w szpiku kostnym. Uwalniany z powierzchni wspomianych komorek, gdy
trafig do krwiobiegu, pojawia sie na ich powierzchni ponownie, gdy limfocyty
B réznicujg sie do komdrek plazmatycznych [53]. badaniach in vitro wykazano,
iz syndekan 1 jest szybko ,zrzucany” z powierzchni komérek zawieszonych w
medium hodowlanym, pojawiajac sie ponownie na ich powierzchni dopiero po
przytwierdzeniu sie komoérek do podtoza. Zawieszony w medium hodowlanym syn-
dekan 1 tatwo ekstrahuje sie przy uzyciu detergentéw, lecz juz potgczenie oma-
wianych komorek z przeciwciatami lub czasteczkami substancji miedzykomaérkowej
indukuje wytworzenie potgczen syndekanu 1z elementami szkieletu komdrek, unie-
mozliwiajac ,wyptukiwanie” syndekanu za pomocg detergentow [6].

3. Udziat syndekanéw w organizacji nabtonka

Obecnos$¢ syndekandéw determinuje prawidtowg organizacje tkanki nabtonkowej.
Stwierdzono bowiem, iz w komérkach wspomnianej tkanki - pod wptywem hor-
monow steroidowych - obnizata sie biosynteza syndekanéw, czemu towarzyszyta
zmiana przestrzennego ukiadu tych komérek =z ukitadu ptaszczyzny we wrzecio-
nowaty [6,62]. Wykazano ponadto, ze komoérki nabtonkowe typu NMuMG, réz-
nicujace sie w wyniku mutacji w dwie formy morfologiczne, syntetyzowaty wadliwy
syndekan. I tak, klony komérek zawierajgcych wiecej niz 55% wadliwego syndekanu
1 rosty jako wyspy blisko przylegajacych komorek, podczas gdy klony wykazujgce
wiecej niz 90% wadliwego syndekanu 1 rosty jako indywidualne komdrki wrze-
cionowate, zachodzace na siebie. Pierwsze z wymienionych rosng na zelach ko-
lagenowych w postaci ptaszczyzny, za$ drugie - wrzecionowate - tracg nabton-
kowopodobng organizacje. Ponadto, komaérki wrzecionowate wykazujg znaczny spa-
dek ekspresji E-kadheryny [6]. Mutacje genetyczne wiec, prowadzac do uposledzenia
biosyntezy syndekanu 1powodujgjednoczesnie zmiane ksztattu komarki, zwigzang
z utratg receptorow macierzy (syndekanéw) [22]. Syndekan moze ponadto tworzy¢
kompleksy zaréwno ze szkieletem komérkowym, jak i czasteczkami odpowiedzial-
nymi za adhezje komadrek [47]. Kompleksy takie umozliwiajg - przez odpowiednig
ich lokalizacje - petnienie przez syndekan funkcji receptora substancji miedzyko-
morkowej (na podstawnej czesci komorki nabtonkowej), jak i funkcji adhezyjnej
w punktach przylegania komorek [6]. Dodatkowym dowodem przemawiajacym
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za udziatem syndekanu 1w utrzymaniu organizacji nabtonka jest rola omawianego
PG w nabtonkowo-mezenchymalnej transformacji opisanej u embrionéw gryzoni,
a spowodowanej spadkiem zawartosci syndekanu w badanych komdrkach [22].

4. Funkcje domeny cytoplazmatycznej

Najbardziej konserwatywng czescig biatka rdzeniowego syndekanow jest domena
wewnatrzkomoérkowa. Wysoki stopienn konserwatywnosci tej domeny sugerowaé
moze, iz petni ona wazne funkcje w komorce [9]. Najwiecej badan dotyczacych
funkcji omawianej domeny skupito sie wokot jej roli w budowaniu i organizacji
szkieletu komérkowego oraz przekazu sygnatu [9,12,44,48]. Wykazano bowiem
zjawisko tgczenia sie i asocjacji domeny cytoplazmatycznej syndekanu z wiéknami
aktyny. Proces ten jest przemijajacy i ulega zakonczeniu z chwilg uformowania
sie dojrzatych wigzek aktynowych [9]. Poparciem tezy o wplywie syndekanu na
organizacje cytoszkieletu byty badania in vitro, ktére wykazaty, iz zwigzanie syn-
dekan6w przeciwciatami hamowato nie tylko ich interakcje z licznymi makroczg-
steczkami poditoza hodowlanego, lecz takze prowadzito do znacznej rozbudowy
sieci mikrofilamentowej komdrek [9]. Konsekwencjg oddziatywania domeny cyto-
plazmatycznej z cytoszkieletem jest czesto zmiana ksztattu komdérki. Wykazano,
ze zmiany ilosci i rozmieszczenia syndekanéw w btonie komérkowej prowadza
do przebudowy struktury cytoszkieletu. Syndekany, ktére nie maja domeny we-
wnatrzkomorkowej, jej czesci, czy tez gdy wystepujg w tej domenie mutacje, nie
sg zdolne do oddzialywania z wtoknami aktyny [12,44].

Badania nad rola syndekandw w przekazie sygnatu do wnetrza komérki wykazaty
z kolei, iz czg$¢ domeny wewnatrzkomdérkowej omawianych PG ma budowe kinazy,
ktorej aktywacja prowadzi do autofosforylacji tyrozyn, po czym aktywacji samego
receptora [3,9,48]. Obok wymienionych funkcji domena cytoplazmatyczna prawdo-
podobnie petni szereg innych funkcji biologicznych [9,12,44].
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ODDZIALYWANIA JONOW Zn2+ W ZWIERZECYCH
KOMORKACH NIEPOBUDLIWYCH*

ACTION OF Zn2+ IONS IN ANIMAL NONEXCITABLE CELLS

Ewa LENARTOWICZ, Grazyna DEBSKA

Instytut Biologii DoSwiadczalnej PAN im. M. Nenckiego, Warszawa

Streszczenie: W organizmie zwierzecym cynk jest waznym pierwiastkiem $ladowym petnigcym liczne
funkcje fizjologiczne. Wystepuje w postaci kationu Zn2+w przewazajacej mierze zwigzanego z biatkami.
Reakcja cynku z biatkami jest zalezna od stanu oksydoredukcyjnego glutationu, co stanowi powigzanie
homeostazy Zn2+z metabolizmem energetycznym komdrki. Stezenie wolnego Zn2+w cytoplazmie waha
sie w granicach KT”-KT6 M, ajego poziom w hepatocytach regulowany jest przez glukagon. W
biatkach Zn2+ jest waznym skiadnikiem strukturalnym, bierze udziat w katalizie enzymatycznej i
transkrypcji DNA. Zn2+indukuje metalotioneiny, biatka o wtasnosciach detoksyfikacyjnych i antyoksy-
dacyjnych. Wywiera dziatanie antyoksydacyjne przez hamowanie generacji rodnikéw tlenowych, inhi-
bicje syntazy NO, wypieranie Fe i Cu w btonach i ochrone biatkowych grup -SH. Karmienie dietg
bezcynkowa wywotuje stres oksydacyjny. W mitochondriach nadmiar Zn2+hamuje taricuch oddechowy,
cykl kwasoéw trikarboksylowych oraz indukuje otwieranie niespecyficznego megakanatu w btonie
wewnetrznej. Wysuwane sg sugestie, ze zmiany w stezeniu wolnego Zn2+ w komoérce petnig role
sygnatowa.

{Postepy Biologii Komarki 1999; 26: 491-506)

Stowa kluczowe: cynk, metalotioneiny, enzymy cynkowe, stres oksydacyjny, efekty mitochondrialne.

Summary: In animal organism zinc is an important trace element which fulfils many physiological
functions. It exists as a divalent cation, Zn2+ which is mostly bound with proteins. Its interaction with
proteins is regulated by the redox state of glutathione and this is a link between the zinc homeostasis and
the cellular energetic metabolism. Free cytoplasmic Zn2+has been found in the concentration range of
KTI2-1Cr6 M. In hepatocytes the free Zn2+level is under the control of glucagon. In proteins Zn2+is an
important structural component, participates in enzymatic catalysis and in DNA transcription. Zn2+ is
an inducer of metallothioneins, proteins being a main store of cellular Zn2+ They are involved in
antioxidant defence and detoxification. The antioxidant action of Zn2+ is due to the inhibition of the
oxygen radicals generation, the inhibition of nitrogen oxide synthase, displacement of Fe and Cu in

*Artykut zostat sfinansowany przez fundusz statutowy Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN im.
M. Nenckiego
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membranes and protection of-SH groups. Feeding with zinc-deficient diet introduces the oxidative stress.
At increased concentration Zn2+ inhibits the mitochondrial respiratory chain and the tricarboxylic acid
cycle. Moreover, Zn2+ induces the unspecific megachannel in the inner mitochondrial membrane.
Recently, the changes in Zn2+concentration were suggested to play a signaling role.

(Advances in Cell Biology 1999; 26: 491-506)

Key words: zinc, metallothioneins, zinc enzymes, oxidative stress, mitochondrial effects.

WSTEP

Badania ostatnich lat przyniosty znaczny postep w okres$leniu wewngtrzkomor-
kowego stezenia wolnych jonéw Zn2+, co bylo zwigzane z wynalezieniem przez
Zalewskiego sondy fluorescencyjnej reagujacej zZn2+[68]. Jednoczes$nie dtugoletnie
badania Vallee [23], Braya [59] i Bettgera [5] doprowadzity do poznania mecha-
nizméw oddziatywania tego jonu w Kkatalizie enzymatycznej, stabilizacji bton i
ochronie komorki przed uszkodzeniami oksydacyjnymi.

W ciele cztowieka cynk jest jednym z najobficiej wystepujacych pierwiastkow
$ladowych, a zawartos$¢ jego siega 2-3 g [3]. W réznych tkankach zwierzat wyzszych
cynk wystepuje w iloSci 10-100 pg/g Swiezej masy. Najwyzsza zawarto$¢ tego
pierwiastka znajduje sie w uktadzie rozrodczym samcéw (0,9 i 0,25 mg/g, od-
powiednio, prostaty i plemnikéw). Bogate w Zn2+ sg réwniez gatki oczne, kosci,
watroba (okoto 40 pg/g), serce (16 pg/g), nerki i uktad nerwowy [10]. WS$réd
frakcji subkomdrkowych watroby najwiecej cynku znajduje sie w cytozolu i mi-
krosomach [63]. W mikrosomach Zn + wigzany jest przez biatka znane z wasnosci
wigzania Ca2+, kalsekwestryne i kalretikuline [1,39]. Co wiecej, kalsekwestryna,
wykazuje wyzsze powinowactwo do Zn2+ niz do Ca2+. W osoczu krwi cynk
wystepuje w stezeniu 15-21 pM, ktére ulega obnizeniu podczas starzenia.

WEASNOSCI CYNKU WYSTEPUJACEGO W KOMORCE

W materiale biologicznym cynk wystepuje w postaci kationu, ktéry ma powtoke
d wypetniong dziesiecioma elektronami. W zwigzku z tym nie dochodzi do zmian
w energii stabilizacji pola przy wigzaniu ligandow [3]. Liczba koordynacyjna dla
kationdw Zn2+ wynosi najczesciej 4, a zatem przewaznie wytwarzane sg zwigzki
0 konfiguracji tetraedrycznej. Znane sg rowniez kompleksy Zn2+ o liczbach koor-
dynacyjnych 5 i 6.

Kation Zn2+ jest stabilny, nie podlega zmianom oksydoredukcyjnym. Odznacza
sie on matym promieniem, 70 pm, i wysokim stosunkiem tadunku do promienia,
co pozwala utrzymac charakter kationowy przy wigzaniach koordynacyjnych [3].
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Cynk jest metalem amfoterycznym, moze wystepowaé w postaci wodzianu i wo-
dorotlenku oraz tworzy¢ dwa hydroksykompleksy: [Zn(OH)3]- i [Zn(OH)4]2-. W
materiale biologicznym Zn2+wystepuje gtdwnie w kompleksach z biatkami.Wedtug
klasyfikacji Pearsona okre$lajagcej wasnosci elektro- i nukleofilowe jon6w opartej
na teorii znanej jako HSAB (Hard and Soft Acids and Bases) Zn2+ jest ,kwasem
posrednim” \ dlatego moze reagowaé¢ z ligandami réznego typu: z grupami sulf-
hydrylowymi reszt cysteinowych, grupami imidazolowymi reszt histydynowych oraz
grupami karboksylowymi glutaminianu iasparaginianu oraz tlenem wody. We wszy-
stkich tych miejscach Zn + wspdtzawodniczy z H+. Stabilno$¢ kompleksu zZn +
z cysteing jest wyzsza niz z histydyng: log Kst wynoszg odpowiednio, 9,9 i 6,6
[13]. W konsekwencji wysokiego powinowactwa do cysteiny Zn2+ jest wigzany
réwniez przez zredukowany glutation [8]. W komoérkach Zn2+ wigzany jest ponadto
przez niektére nukleotydy, z ktérych na szczeg6lng uwage zastugujg ADP, ATP
i NADPH oraz przez cytrynian [29,36,47]. Silnymi niefizjologicznymi chelatorami
Zn2+ s EDTA i ditiotreitol (log Kst tych komplekséw wynoszg odpowiednio,
16,4 i 10,3) [13].

Zn2+ jest kationem hydrofilnym i tylko w znikomym stopniu moze dyfundowaé
przez btony biologiczne. Jednak dyfuzja tajest stymulowana przez utlenienie lipidow
btonowych [43]. Przez bltony komdérkowe Zn2+ jest przenoszony przez specjalne
transportery, ktérych synteza regulowana jest przez zawarto$¢ Zn2+ w diecie [38].
In vitro dla przeniesienia Zn2+ przez btony stosowany jest jonofor 4-Br A23187
[18].

WYSTEPOWANIE CYNKU

Zn2+ jest sktadnikiem ponad 300 enzymoéw, insuliny, licznych czynnikdw trans-
krypcyjnych oraz ligandem wielu biatlek wigzagcych metale©ak np. metalotioneiny
czy kalcyklina [19,31] oraz biatek wigzacych jedynie Zn +, jak np. watrobowa
paratymozyna [3]. W osoczu Zn2+ wystepuje w kompleksach z albuming i y-
2-makroglobuling, natomiast w erytrocytach znajduje sie gtéwnie w anhydrazie
weglanowe;j.

W watrobie cynk stanowi 0,1% suchej masy. Brand i Klaineke [9] zauwazyli,
ze catkowita zawarto$¢ Zn2+ w szczurzych hepatocytach, 0,26 (imol/g Swiezej masy
wzrasta 0 60% pod wptywem gtodzenia zwierzat przez 1dobe. Pomiary cytozolowego
wolnego Zn2+ w tych komérkach przy zastosowaniu sondy fluorescencyjnej cynkiny
(zingauin) wykazaly stezenie 1,26 |LiM, o kilka rzedéw wyzsze od stezerr pM-nM
wykrywanych poprzednio w réznych komérkach przy uzyciu absorpcji atomowej
i technikg NMR [2,19]. Jednocze$nie zaobserwowano, ze poziom wolnego Zn2+
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drastycznie spada pod wptywem glukagonu i cAMP: o 75% w ciggu 10 min po
dodaniu 1 pM glukagonu lub 0,1 mM 8-bromo-cAMP do medium [9].

Z krwi Zn2+jest pobierany gtéwnie przez watrobe [15,41]. Hepatocyty pobierajg
Zn2+ z K05 = 10 |[iM i Vmax = 10 pmoli/mg biatka/min [41]. Transport ten
wydaje sie by¢ zalezny od energii, poniewaz jest hamowany przez cyjanek, azydek
i odczynniki reagujace z grupami -SH [15]. Z watroby Zn2+ jest wydalany do
z64ci i trafia do jelit. Cze$¢ Zn2+ zawartego we krwi jest wydalana z moczem.

Badania na hepatocytach tadowanych 6 Zn wykazaty 2 pule wewnatrzkomor-
kowego Zn2+:

1) szybkowymienialng, wzrastajgcq ze wzrostem stezenia Zn" na zewnatrz
komoérek,

2) wolnowymienialng zalezng od uprzedniego traktowania komoérek cynkiem
i glukokortykoidami [58]. Hepatocyty po natadowaniu Zn"+ tracity az do 60%
izotopu w ciggu 2 min. Rowniez in vivo w watrobie Zn2+ ulega szybkiej cyklizacji:
cata jego zawarto$¢ jest wymieniana w czasie 30 godzin. Wymiana ta jest sty-
mulowana przez glukokortykoidy [58].

Nadmiar Zn2+ powoduje znaczne zmiany w metabolizmie weglowodanoéw przez
hamowanie dziatania glukagonu [9]. Badania na hepatocytach wykazaty, ze w obe-
cnosci Zn2+ nie dochodzi do zahamowania przez glukagon lub pochodne cAMP
kinazy pirogronianowej i fosfofruktokinazy. W rezultacie proces glikolizy ulegat
odpowiednio 2- i 9-krotnej stymulacji w nieobecnosci i obecnosci glukagonu (tab.
1), co byto zwigzane z ostabieniem glukoneogenezy. Jednoczes$nie Zn2+ stymulowat

rozpad glikogenu przez konwersje fosforylazy do aktywnej formy "a".

TABELA 1 Wptyw Zn2+ na szybko$¢ glikolizy w hepatocytach

Zn2+ Produkcja mleczanu (pmol/g $w. masy/godz.)
Norma Glukagon (10 7 M)

0 16 3

10"M 32 28

Dane wg Branda i Kleineke [9]

KOMPLEKSY Zn2+ Z BIALKAMI

A. Wiadomosci ogoélne
01
Zn  wiazac sie z biatkami stabilizuje ich strukture, bierze udziat w katalizie

enzymatycznej, ekspresji gendéw, procesach transportu i w oddziatywaniach immu-
nologicznych [3]. W wielu biatkach Zn2+ stanowi wazny element strukturalny,
ktéry stabilizuje pofatldowang konformacje umozliwiajgca interakcje miedzy biatkami
i innymi makroczasteczkami, np. DNA. W wiekszosci enzyméw cynkowych jony
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RYSUNEK 1 Wigzanie Zn** 7z biatkami: A - miejsca strukturalne, B - centra katalityczne enzymow

Zn2+biorg udziat w katalizie, ale w niektérych odgrywajg jedynie role strukturalna.
W miejscach strukturalnych Zn2+jest wigzany koordynacyjnie z czterema resztami
cysteinowymi, natomiast w centrach katalitycznych z trzema aminokwasami (wsrod
ktérych zawsze jest przynajmniej jedna histydyna) i czasteczkg wody (rys. 1 i
tab. 2). W wielu (ale nie wszystkich) czynnikach transkrypcyjnych, Zn2+ wytwarza
tzw. palce cynkowe, w ktérych tancuchy aminokwas6w tworzg domene w ksztatcie
palca z centralnie umiejscowionym kationem Zn2+ zwigzanym z dwiema resztami
cysteinowymi i dwiema histydynowymi. Takie wigzania wystepujg np. w czynniku
TFIIA (tab. 3). W innych czynnikach transkrypcyjnych Zn + moze wigzac sig
z samymi cySteinami lub trzema cySteinami i jedng histydyng [62]. Tetrahedralne
struktury utworzone przez reszty cysteinowe i histydynowe wykazujg wysokie po-
winowactwo do Zn2+, znacznie wyzsze niz do innych metali i Zn2+ nadaje tym
strukturom witasnosci miejsc wigzacych DNA lub regulujacych geny [3]. Domeny
te mogg réwniez wigza¢c RNA i inne biatka. Palce cynkowe wystepujg takze w
niektorych enzymach, np. w kinazie biatkowej C [42]. Scharakteryzowano ponad
10 réznych strukturalnie i funkcjonalnie domen biatkowych wigzacych Zn2+. Ich
réznorodno$¢ jest zilustrowana (rys. 2) na przykfadzie trzech domen wigzacych

TABELA 2. Ligandy Zn2+w centrach katalitycznych enzymoéw

Enzymy Ligandy Zn2+

Dehydrogenaza alkoholowa Cys, His, Cys, H2
Karboksypeptydaza His, Glu, His, H20
Fosfolipaza C His, Glu, His, H20
Anhydraza weglanowa His, His, His, H2
Fosfataza alkaliczna Asp, His, His, H*O

Dane wg Yallee i in. [62]



496 E. LENARTOWICZ, G. DEBSKA

RYSUNEK 2. R6zne typy wigzan Zn2+w biatkach transkrypcyjnych (schemat na podstawie danych Berga
i Shi [3]): A - receptor steroidowy, B - domena palcow RING, C - domena czynnika GAL4
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TABELA 3. Ligandy Zn2+ w biatkach transkrypcyjnych

Biatko M.cz. x 10 3 Zn2+ Ligandy
(mol/mol biatka)

TF 1l A 40 2 4 Cys + 4 His

Receptor glutaminowy 19 2 9 Cys + 1 His

GAL4 17 2 6 Cys

R32P 35 1 3 Cys + 1 His

Dane wg Vallee i in. [62]

dwa kationy Zn2+ [3]. Biatka majagce domeny cynkowe po usunieciu Zn2+ulegaja
rozpadowi.

Kompleksy Zn2+ z biatkami sg ogromnie czute na wzrost pH, gdyz pK grup
-SH, imidazolowych i karboksylowych wynosi odpowiednio, 8,5, 6,5 i 4,4 (dla
grup koncowych 3,1). Z kompleksow tych Zn2+ moze byé wyparty przez niektére
inne metale, poniewaz trwato$¢ komplekséw metali z biatkami maleje w naste-
pujgcym szeregu [9]:

Hg2+> Ag+ >Cu+> Cd2+> Pb2+> Cu2+> Zn2+> Ni2+> Co2+ > Fe2+ >Mn2+.
Z czynnikéw transkrypcyjnych, jak réwniez z wielu innych biatek Zn  moze byé
uwolniony przez czynniki utleniajgce i nitrozujgce grupy -SH. W konsekwencji,
podczas stresu oksydacyjnego i nitrozacyjnego w komorce wzrasta poziom jondw
Zn2+. Rozerwanie wigzan cynkowo-siarkowych jest uwazane za jeden z gtéwnych
elementow patologii zwigzanej ze stresem oksydacyjnym initrozacyjnym w komorce

(3.

B. Metalotioneiny

Jedng z waznych funkcji Zn2+jest indukcja metalotionein [19]. Sg to mate biatka
0 masie 6,7 kDa, ZI'OZOﬂElZ 60 aminokwasow, wséréd ktérych 20 stanowiﬁ cysteiny.
Zawierajg one 7 mol Zn /mol biatka, tworzacego charakterystyczne dwie domeny,
tr6j- i czterocynkowg (rys. 3). Wprawdzie powinowactwo metalotionein do nie-
ktérych innych metali jest wyzsze niz do Zn2+, np. do Cd2+ 104 a do Pb + 10
razy, jednak w warunkach fizjologicznych wigzany jest niemal wy#tcznie Zn
ktory w rzadkich przypadkach jest zastepowany przez Cu2+ lub Cd +. Wigzanie
Zn2+ do tionein zalezy od dysocjacji grup -SH (pK 8,5) i w zwigzku z tym zalezy
od pH, co jest zgodne z reakcjg [64]:

7 Zn2+ + MT — MT(Zn2+)7 + 14 H+.

Kompleksy zn"' z tioneinami sg termodynamicznie stabilne

(Kzn = 3 x 1013 M_1),
ale kinetycznie labilne: wigzania z Zn2+ sg stale rozrywane iodtwarzane, z szybkoScig
103s. Labilnos$¢ ta wynika ze zmian w stanie oksydoredukcyjnym atomow siarki.
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RYSUNEK 3. Wigzanie Zn w metalotioneinie schemat na podstawie danych Fishera i Davie [19]

W metalotioneinach kationy Zn2+ sg skoordynowane z anionami tiolanowymi S~,
ktére moga nawet w tych warunkach ulegac utlenieniu. Potencjat oksydoredukcyjny
metalotionein pozwala na utlenienie aniondéw tiolanowych przez wiele fizjologi-
cznych oksydantéw, takich jak np. disulfidy, zwiagzki selenu i reaktywne formy
tlenu [32,37]. GSSG tworzy z Zn2+ kompleks z Kd 5,9 x 10-8 M, stabilny w
PH 6,0-7,5. Moze on transportowa¢ Zn2+ do apoenzymoéw [37]. Jednak szybkos¢
uwalniania Zn2+ z metalotionein w komdrce znacznie przewyzsza szybko$¢ ob-
serwowangnaizolowanej metalotioneinie przy fizjologicznym zakresie stezen GSSG,
co sugeruje, ze w komorce dziatajg czynniki bardziej reaktywne. Sposrod wyste-
pujacych w komdrce disulfidéw najsilniej odciggajg Zn2+ cystamina i disulfid CoA,
jednak stezenia ich sg zbyt niskie, aby spowodowac obserwowang mobilno$¢ Zn2+
[37].

W czgsteczce metalotionein cztery atomy cynku sg mobilne (jeden z nich odznacza
sie wyzszg mobilnos$cig niz pozostate trzy) i moga by¢ przenoszone na apoformy
enzymow cynkowych oraz na niektore receptory [11,23,26]. Kierunek przeptywu
tych kationéw zalezy od stopnia utlenienia Srodowiska. Pod wptywem czynnikéw
utleniajgcych grupy -SH, takich jak: reaktywne formy tlenu, GSSG i zwiazki selenu
[24], nastepuje uwolnienie Zn2+ z metalotioneiny, a redukcja glutationu stymuluje
zwiazanie Zn2+ przez tioneine. Przeniesienie Zn2+ uwolnionego z metalotioneiny
na apoforme dehydrogenazy sorbitolowej zalezy od stosunku GSH/GSSG w $ro-
dowisku [26]. Trwate uwolnienie Zn2+z metalotionein nastepuje w wyniku wyparcia
przez metal o wyzszym powinowactwie. Metalotioneiny wystepujg gtéwnie w wa-
trobie, nerkach, trzustce i jelitach, a takze, w matych ilosciach 1-3 ng/ml we krwi
[19]. Wewnatrz komoérek zlokalizowane sg w cytoplazmie, lyzosomach i jadrze.
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Synteza metalotionein indukowanajest na poziomie transkrypcji mMRNA przez metale
(Cd, Zn, Cu), glukorkotykoidy, interleukine 1, glukagon, estry forbolu i gtodzenie.
W obecnosci czynnikéw indukujacych zawarto$¢ metalotionein w watrobie moze
wzrosngé az 24-krotnie, co jest zwigzane ze wzmozonym pobieraniem  Zn

i kilkakrotnym podniesieniem jego zawartosci. Sama dieta bogata w Zn2+ podwyzsza
zawarto$¢ metalotionein 8 razy przy jednoczesnym intensywnym pobieraniu Zn*
z krwi [16].

Metalotioneiny sg komérkowym magazynem Zn2+, ktéry moze by¢ udostepniany
innym biatkom [19]. Ponadto petnig one w komdrkach dwie wazne funkcje: deto-
ksyfikacyjng i antyoksydacyjng. Po pierwsze, ze wzgledu na wysokie powinowactwo
do metali ciezkich uwalniajg od nich $rodowisko wewnatrzkomorkowe [51]. Po
drugie, podczas stresu oksydacyjnego w komaérce uwolnienie Zn2+ z metalotionein
pozostawia wolne aniony tiolanowe, ktore stajg sie gtdwnymi substratami w reakcjach
z reaktywnymi postaciami tlenu i GSSG. Udowodniono, ze wérdéd wszystkich zwigz-
kéw tiolowych w komdrce grupy -SH metalotionein sg preferencyjnie utleniane
przez H20 2 [49]. W ten sposOb zostaje zaoszczedzony komoérkowy GSH i grupy
-SH innych biatek. Uwolniony Zn2+ moze sie wigza¢ do biatek btonowych i w
ten spos6b zabezpieczaé bton” przed zmianami stmkturahiymi [5]. Na szczegdlng
uwage zastuguje zdolno$¢ Zn + do wypierania Ca + i Fe“+ z wigzan biatkowych.
Znacznie wyzsze powinowactwo biatek do Zn2+ niz do Ca2+ pozwala na efektywng
konkurencje obu kationéw, pomimo wysokiego stosunku [Ca2+]/[Zn2+], co moze
wptywac na liczne procesy regulowane przez Ca2+ [17]. Hamowanie réznych drég
transportu Ca2+ przez Zn + zaburza homeostaze Ca2+ w komdrce [2]. Natomiast
uwolnienie Fe2+ z potgczen biatkowych pod wpltywem Zn“+ odgrywa istotng role
w przeciwdziataniu peroksydacji lipidow btonowych [60].

Poza metalotioneinami Zn2+, podobnie jak inne metale ciezkie, moze indukowaé
synteze biatek szoku cieplnego chronigcych komorki przed uszkodzeniami termi-
cznymi oraz oksydacyjnymi [21]. Na uwage zastuguje synteza biatka hsp70, ktére
szczegO6lnie silnie oddziatuje stabilizujgco na sasiadujgce biatka.

C. Enzymy cynkowe

Udziat Zn2+ w katalizie enzymatycznej polega na aktywacji zwigzanej z nim
czasteczki wody i wytworzeniu miejscowego wzrostu stezenia anionéw OH-, ktore
w wiekszosci przypadkéw atakujg atom wegla grupy karbonylowej [62]. Ten me-
chanizm zostat opisany dla anhydrazy weglanowej, dehydrogenaz i proteaz cyn-
kowych. W wielu enzymach cynkowych Zn2+ moze by¢ zastepowany przez Co“+
bez utraty aktywnosci [65]. Podobnie jak w przypadku metalotionein kation Zn
moze by¢ uwalniany zenzymoéw cynkowych pod wptywem czynnikéw utleniajacych,
co na ogo6t prowadzi do utraty aktywnos$ci [20].
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Aktywnos$é wielu enzyméwjest modulowana przez Zn2+. Na szczegdlng uwage
zastuguje aktywacja przez Zn~+ fosfodiesterazy specyficznej dla cAMP, enzymu
wigzgcego mol Zn +/mol zKd0,4 pM [44]. Dlawielu enzymdéw Zn2+jest inhibitorem.
W komdrkach narazonych na stres oksydacyjny wazng role odgrywa hamowanie
przez Zn2+ reduktaz disulfidowych, regenerujgcych grupy -SH po utlenieniu (1C50
dla reduktaz glutationowej i tioredoksynowej wynosi okoto 2 pM) [33]. Wiele
komorek ma wrazliwe na Zn2+endonukleazy katalizujace apoptotyczng fragmentacje
DNA. W tych komérkach Zn2+ jest czynnikiem hamujacym apoptoze [45].

DZIALANIE ANTYOKSYDACYJNE

Antyoksydacyjne dziatanie zn?* znane jest od 20 lat, jednak dopiero badania
ostatnich lat udowodnity bezposrednie hamowanie przez ten kation generacji rod-
nikoéw tlenowych [12]. Podczas reperfuzji serca produkcja rodnika hydroksylowego
byta hamowana az o 80% przez dodatek 20 pM Zn2+ do ptynu perfuzyjnego [48],
co wiecej, Zn2+ w stezeniach mikromolowych hamuje syntaze tlenku azotu i w
ten sposéb zapobiega wytwarzaniu najgrozniejszego dla komorki rodnika, nadtle-
noazotynu, powstajgcego w reakcji anionorodnikaponadtlenkowego z tlenkiem azotu
[46]. Usuwanie anionorodnika ponadtlenkowego w cytoplazmie jest katalizowane
przez dysmutaze zalezng od miedzi i cynku.

Poza inhibicja generacji rodnikdw tlenowych anty oksydacyjna funkcja Zn“+zwig-
zanalJest z trzema innymi mechanizmami [10]. Po pierwsze, kation ten konkuruje
z Fe i Cu + o te same miejsca wigzan do roznych biatek, co ma szczeg6lne
znaczenie w btonach [6]. Po drugie, wigzac sie z biatkowymi grupami -SH chroni
je przed utlenieniem i alkilacjg [59,61]. Przyktadem sg bezcynkowe apoenzymy
dehydratazy aminolewulinowej i dihydroorotazy, ktére traca grupy -SH i aktywnos$¢
pod wptywem tlenu zawartego w powietrzu, czemu zapobiega dodatek Zn2+. Jednak
Zn moze sie wiazac jedynie ze zredukowanymi grupami -SH, a zatem nie jest
w stanie przywroci¢ aktywnos$ci enzymatycznych utraconych pod wplywem ut-
lenienia [59], co wiecej, wysokie stezenia disulfidow i czynniki nitrozylujace roz-
rywajg wigzania cynkowo-siarkowe iuwalniajg Zn2+ [4]. Uwolnienie Zn“+powoduje
wzrost wrazliwosci grup -SH na utlenienie [30]. Rozerwanie struktury palcéw cyn-
kowych jest jednym z najgroZniejszych efektéw stresu oksydacyjnego w komdrce
[4]. Trwalszg ochrone przez interakcje z Zn2+ uzyskuja grupy -SH narazone na
dziatanie czynnikéw alkilujgcych [61]. Po trzecie, indukcja metalotionein przeciw-
dziata utlenieniu GSH i biatkowych grup -SH. Konsekwencjg tych trzech efektéw
jest hamowanie proceséw peroksydacyjnych, co przyczynia sie do utrzymania pra-
widtowej struktury bton [10,54,59,60]. Nalezy jednak dodaé, ze Zn2+, podobnie
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jak Cd2+ i Al3+, stabilizuje rodniki fenoksylowe i w ich obecno$ci moze wzmagac
uszkodzenia oksydacyjne [67].

ODDZIALYWANIE Zn2+ W MITOCHONDRIACH

Zn2+wchodzi do mitochondriéw najprawdopodobniej nauniporterze wapniowym
[52]. Nadmiar Zn2+ powoduje hamowanie oddychania przez wigzanie do kompleksu
bej tancucha oddechowego [22,35]. Wiazanie to charakteryzuje sie Kd = 3 x 1CT6
M, jednak zahamowanie oddychania izolowanych mitochondriéw watroby szczura
0 50% obserwowano juz przy 0,1 pM Zn2+ w medium inkubacyjnym [55]. W
konsekwencji blokady taricucha oddechowego nastepuje spadek potencjatu btono-
wego mitochondriéw, co hamuje transport jonéw zalezny od tego potencjatu, jak
np. pobieranie Ca2+ [52]. Zn2+ wigze sie takze do naturalnego inhibitora mito-
chondrialnej ATP-azy, co u niektérych gatunkéw, jak np. krélika, powoduje oddy-
socjowanie inhibitora od enzymu i jego aktywacje [50].

Najwazniejszym efektem Zn2+na metabolizm mitochondriéw jest zahamowanie
cyklu kwasow trikarboksylowych na skutek specyficznej inhibicji mitochondrialnej
akonitazy [14]. Inhibicja ta prowadzi do akumulacji cytrynianu w mitochondriach.
W tej sytuacji cytrynian moze ulec izomeryzacji do izocytrynianu dopiero po prze-
niesieniu do cytoplazmy, gdzie dziata niewrazliwa na Zn2+ cytozolowa forma
akonitazy.

Innym waznym efektem Zn2+ w mitochondriach jest oddziatywanie na kanaty
btony wewnetrznej. Na szczeg6lng uwage zastuguje hamowanie przez Zn2+ kanatu
anionowego transportujgcego CF J53]. IC50 tej inhibicji, 1,5 pM, miesci sie w
zakresie stezen fizjologicznych. Zn" w stezeniach 2,5-10 pM wigzac si¢ z resztami
cysteinowymi indukuje niespecyficzne uprzepuszczalnienie wewnetrznej btony mi-
tochondrialnej przez otworzenie w niej tzw. megakanatéw przepuszczajgcych wszy-
stkie czgsteczki o masie do 1,5 kDa [66,69]. Prowadzi to do deenergizacji
mitochondriéw i wyptywu z nich réznych jonéw i metabolitéw.

ZABURZENIA HOMEOSTAZY Zn2+ W ORGANIZMIE

Niedobér Zn2+ w diecie moze by¢ przyczyng wielu schorzeA w organizmach
zwierzat wyzszych. Miarg niedoboru Zn2+ jest obnizenie aktywnosci fosfatazy al-
kalicznej w osoczu [28]. Diecie bezcynkowej czesto towarzyszy anoreksja (brak
taknienia) spowodowana prawdopodobnie zanikiem gustyny, polipeptydu $liny za-
wierajacego Zn + [6]. Badania kliniczne dowodzg, ze niedobdr Zn +w diecie kobiet
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ciezarnych podnosi ryzyko wystgpienia komplikacji porodowych i poporodowych
[7]. Natomiast niedob6r Zn2+u kobiet karmigcych piersiajest przyczyng wystgpienia
u niemowlat zespotu acrodermatitis enteropathica, czyli zaburzen jelitowo-skornych
objawiajacych sie zapaleniem jelit, owrzodzeniem skéry konczyn oraz ogoélnym
wyniszczeniem organizmu [56].

Zaleznie od zawarto$ci Zn2+ w diecie stezenie tego kationu w osoczu krwi i
watrobie zmienia sie, odpowiednio, w granicach 50-140% i 70-120% normalnego
poziomu [57]. Karmienie dietg bezcynkowg wywotuje stres oksydacyjny: w osoczu
krwi i w watrobie nastepuje nagromadzenie produktow peroksydacji lipidéw i wielo-
nienasyconych kwasow ttuszczowych. W osoczu krwi drastycznie obniza sie aktyw-
nos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej, spada poziom GSH i biatkowych grup -SH [54].

Wi ielu chorobom towarzysza zmiany zawarto$ci Zn2+ we krwi i réznych tkankach.
U chorych na przewlekte zapalenie watroby typu C oraz na marsko$¢ watroby
obserwuje sie spadek stezenia Zn2+ w surowicy [40]. W katarakcie typu starczego
stwierdzono niski poziom Zn2+ w soczewce, podczas gdy w katarakcie pourazowej
poziom Zn2+ jest znacznie podwyzszony [25].

Grozne zatrucia cynkiem wystepuja rzadko, niemniej jednak u ludzi narazonych
na dziatanie pytu cynkowego obserwuje sie zesp6t chorobowy, zwany gorgczka
cynkowa lub gorgczkg hutnikéw, objawiajacy sie wysoka temperaturg, zapaleniem
ptuc, a w konsekwencji prowadzacy do zwidknienia tkanki ptucnej [34].

Najbardziej znanym efektem terapeutycznym cynku jest stymulujacy wptyw na
gojenie sie ran. Jest on zwigzany z zahamowaniem wzrostu bakterii i przyspieszeniem
cykléw komdrkowych komérek $rédbtonkowych [27].

UWAGI KONCOWE

Ostatnio gwattownie wzrasta zainteresowanie rolg Zn2+ w komérce. Opisywane
sg coraz liczniejsze domeny biatkowe wigzgce ten kation. Sg one charakteryzowane
metodami krystalograficznymi i metodg rezonansu jagdrowego. Nasuwa sie pytanie
o funkcje tych domen. Wiadomo, ze biorg one udziat w wigzaniu DNA i aktywacji
czynnikéw transkrypcyjnych. Sugeruje sie, ze palce cynkowe typu RING stuzg
do interakcji miedzy biatkami [3].

Wi iele aspektdw bhiochemii i fizjologii cynku jest dotychczas niewyjasnionych.
Bardzo niewiele wiadomo o absorbcji, transporcie i wydalaniu tego pierwiastka.
Istnieje przypuszczenie, ze stezenie Zn2+w komorce jest precyzyjnie kontrolowane,
jednak mechanizm tej kontroli niejest dotychczas poznany. Co wiecej, dotychczasowe
ustalenia stezenia Zn2+ w komdrce budzg obecnie watpliwosci. Wysokie powi-
nowactwo biatek do Zn2+ wydawato sie korelowaé z bardzo niskim stezeniem
wolnego kationu, rzedu 1CT12 M. Jednakze pdzniejsze pomiary sondg cynking przy-
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niosty wartosci o wiele rzedow wyzsze, 1(T5 10" [9]. Ten podstawowy problem
wymaga dalszych gruntownych badan.

Bardzo szybka wymiana ligandéw przez kation Zn2+ daje mozliwosci fun-
kcjonalne podobne do tych, jakie charakteryzujg kation Ca2+. Regulacja wigzania
Zn2+ z biatkami przez stan oksydoredukcyjny glutationu wskazuje na zaleznos¢
stezenia wolnego Zn2+ od energetycznego metabolizmu komérki [19]. Wysuwane
sg hipotezy o roli sygnatowej zmian w wewngtrzkomdrkowym stezeniu wolnego
Zn2+ Wspoitzalezno$¢ funkcji cynku w strukturze biatek, katalizie enzymatycznej
i przenoszeniu informacji jest waznym problemem dla przysztych badan [3].
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Streszczenie: Gatunki roslin charakteryzujg sie ogromna réznorodnosécig nie tylko na poziomie fenotypu,
ale réwniez genomu jadrowego. Genomy roslin r6znig sie zawartoscig DNA, liczbg chromosomdw i ich
morfologig. Wielko$¢ genomu zalezy gtéwnie od zawartosci powtarzalnych sekwencji DNA. Sekwencje
te mozna podzieli¢ na klasy w zaleznosci od dtugosci, potozenia i specyficznosci wystepowania. Pewne
typy sekwencji sa podobne u wszystkich organizmoéw, podczas gdy inne sg specyficzne dla gatunku lub
nawet chromosomu. Poszczego6lne typy sekwencji majg charakterystyczne rozmieszczenie w chromoso-
mach. W zwigzku z tym struktura chromosomu nie jest homogenna, ale sktada si¢ z szeregu chromaty-
nowych domen. Prowadzone w ostatnich latach badania organizacji genoméw wykazaty, ze geny
wystepujace u wiekszosci roslin odznaczaja sie nie tylko podobiefistwem struktury, ale réwniez ich uktad
w chromosomach jest podobny (syntenia). Poréwnawcze badania genomow réznych gatunkéw roslin,
zar6wno na poziomie molekularnym jak i chromosomowym, otwierajg nowe mozliwosci poznawcze i
powinny przyblizy¢ zrozumienie zalezno$ci migdzy funkcja genu i organizacjg genomu.

(Postepy Biologii Komérki 1999; 26: 507-522)

Stowa kluczowe: chromosomy, centromery, sekwencje powtarzalne, syntenia, telomery, wielko$¢ geno-
mu.

Summary. Plant species are different not only at their phenotype but also the genome level. Plant genomes
vary greatly in their size (DNA amount), chromosome number and morphology. Repetitive DNA
sequences represent the majority of most plant genomes and define some differences between species.
Some sequences are highly conserved in many species while other sequences show species or even
chromosome specificity. Repetitive sequences have characteristic chromosomal locations and also for
this reason, the chromosomes are not homogenous but contain several chromatid domains. Comparative
genome analysis has shown that structures of genes are similar in most plants and the ordering of genes
is highly conserved across wide taxonomic groups (synteny). Comparative genome investigations at
molecular as well as chromosomal level should provide additional information on the relationship
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between gene function and genome organisation.
(Advances in Cell Biology 1999; 26: 507-522)

Key words: chromosomes, centromeres, genome size, répétitive DNA sequences, synteny, telomeres.

WSTEP

Organizmy mimo wielkiej r6znorodnos$ci charakteryzuja sie takim samym ma-
teriatem (DNA/RNA) i kodem genetycznym. Prowadzone w ostatnich latach po-
rownawcze badania organizacji genomow (comparative genomics) w réznych
grupach systematycznych roslin wykazaty dalszg unifikacje genetyczna. Stwierdzono,
ze geny petnigce podobne funkcje u réznych gatunkdw roslin zachowuja podobne
sekwencje. Geny wystepujgce u wiekszosci roslin wykazujg nie tylko podobienstwo
struktury, ale rowniez ich uktad jest konserwatywny (ang. synteny). Wskazuje to,
ze w procesie specjacji w obrebie wiekszych grup systematycznych zachowane
zostaty uktady gendéw ancestralnego przodka [10].

Z drugiej strony rosliny charakteryzujg sie ogromna réznorodnoscig (ang. bio-
diversity) nie tylko na poziomie fenotypu, ale rowniez genomu. Genomy roslin
réznig sie zawartoscig DNA, liczbg chromosomow i ich wielkoscia. Jedng z gtdwnych
przyczyn tych roznic jest wystepowanie powtarzalnych sekwencji DNA, ktdre moga
stanowié¢ ponad 90% genomu jadrowego, podczas gdy wiekszo$¢ genow wystepuje
w jednej lub kilku kopiach, stanowigc niewielki procent genomu. Dla zrozumienia
organizacji genomu wazne jest poznanie struktury i funkcji nie tylko genow, ale
réwniez sekwencji niekodujgcych. Znajomos¢ struktury genomu jest istotna w ba-
daniach procesdéw ewolucji, zachowania sie chromosoméw w jadrze interfazowym,
mitozie i mejozie, jak rowniez w transformacji organizméw droga wprowadzania
obcych genéw czy hodowli roslin.

Badania organizacji genomu skupiaja si¢ gtdwnie na rozmieszczeniu poszcze-
goélnych typéw sekwencji w chromosomach oraz na tréjwymiarowej organizacji
tych sekwencji w jadrze interfazowym, kiedy geny s aktywne transkrypcyjnie i
replikowany jest DNA. W badaniach organizacji genomu mozna wyrézni¢ dwa
aspekty: 1- rozmieszczenie poszczegOlnych typéw sekwencji w chromosomach,
2 - tréjwymiarowa organizacja tych sekwencji w jadrze interfazowym, w czasie
kiedy geny sg aktywne transkrypcyjnie i DNA jest replikowany. W rozwazaniach
nad organizacjg genomu nasuwajg Sie nastepujace pytania:

- Jakie elementy powszechnie wystepujg we wszystkich genomach?

- Ktory typ sekwencji ewoluuje najszybciej?

-Jakie sg mechanizmy zmian w sekwencjach, w liczbie ich kopii i rozmieszczeniu
w chromosomach?

- Jak poszczegdlne sekwencje sg utozone w genomie?



POROWNAWCZE BADANIA GENOMU 509

- Jakie jest wzajemne potozenie gendéw wzgledem sekwencji regulujacych, a
jakie wzgledem sekwencji powtarzalnych?

Odpowiedzi na te pytania moga dostarczy¢ poréwnawcze badania genoméw
poszczegdlnych gatunkoéw lub wiekszych grup systematycznych.

WIELKOSC GENOMU

Wielkos¢ genomu jadrowego okres$lona jest dla okoto 3000 gatunkdédw roslin,
tj. dla okoto 1% roslin okrytonasiennych. Ro6znice w zawartosci DNA u tych
gatunkéw wynoszg blisko tysigc razy. Rosling powszechnie znang z bardzo matego
genomu jest Arabidopsis thaliana (1C DNA = 0,2 pg), a przykladem ro$liny z
wyjatkowo duzg zawartoscig jagdrowego DNA moze by¢ Fritilaria assyriaca (1C
DNA = 127 pg) [4].

Podobnie bardzo r6zna jest u roslin liczba chromosomoéw; moze ona wahac
sie od 2 do kilkuset, przy czym opisana jest dla okoto 25% gatunkéw okryto-
nasiennych. Nie stwierdzono u roslin gatunku o liczbie chromosomow n = 1, ktory
bytby szczegdlnie interesujgcy w badaniach nad mapowaniem chromosomoéw. Naj-
mniejsza, réwng dwa, haploidalng liczbe chromosoméw opisano dla dwéch ga-
tunkéw roslin dwulisciennych - Haplopappus gracilis i Brachychome dichro-
mosomatica i dwoch jednolisciennych - Zingeria biebersteinianci i Colpodium
versicola [3]. Maksymalna liczba chromosomow opisana dla roslin okrytonasien-
nych wynosi 2n = 600 u palmy madagaskarskiej Voanniola gerardii [18].

Morfologia, a szczeg6lnie rozmiary chromosomow wykazujg rowniez duzg réz-
norodnosé zarbwno w obrebie jednego genotypu, jak i miedzy gatunkami (rys.
1). Chromosomy jednych gatunkéw sg mate i niezr6znicowane morfologicznie,
podczas gdy u innych poszczegdlne pary chromosoméw homologicznych réznig
sie istotnie i sg tatwe do identyfikacji.

Wykazano zalezno$¢ miedzy zawartoscia DNA i niektérymi cechami fenoty-
powymi na poziomie komoérki. Mozna wyrdzni¢ dwojaki wptyw jadrowego DNA
na fenotyp. Jeden przez ekspresje zawartych w nim genéw i drugi fizyczny, wa-
runkujacy miedzy innymi wielko$¢ i mase jadra. Bennett [2] wprowadzit termin
nukleotyp (ang. nucleotype) dla okre$lenia cech jadra, ktore nie wynikaja z przekazu
informacji genetycznej, ale zaleza od ilosci DNA.

Ostatnio jest coraz wiecej doniesien o zalezno$ci miedzy wielko$ciag genomu
a cechami na poziomie organizmu, waznymi w hodowli roslin lub ekologii, czesto
zwigzanymi z odpornoscig na czynniki Srodowiskowe. Interesujgcych danych do-
starczyty badania dotyczace stonecznika, u ktérego stwierdzono prawie trzykrotne
réznice w zawartosci jadrowego DNA w zaleznosci od rodzaju i intensywnosci
Swiattg [45]. Autorzy wskazujg na adaptacyjne znaczenie takiej niestabilnosci. Zro-
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RYSUNEK 1 Poréwnanie wielkosci mitoiycznych chromosoméw metafazowych, po barwieniu fluore-
scencyjnym DAPI: A - Pinus sihestris 2n = 24; B - Arabiclopsis thaliana 2n =10; zdjecia wykonane w
tej samej skali

zumienie mechanizmoéw tego typu zachowan genomu mogtoby by¢ przydatne w
modyfikacjach wielkoSci genomu dla celéw praktycznych, na przyktad w hodowli
roslin.

Mimo tak znacznej réznicy w wielkosci genomdéw wydaje sie, ze liczbha gendéw
jest podobna u réznych gatunkéw. Na okoto 60 000 ustalono liczbe genéw u tytoniu
na podstawie analizy transkryptéw [35]. Dla innych gatunkéw warto$¢ ta waha
sie od 25000 do 50000. Uscislenie tych danych powinno by¢ tatwiejsze po za-
konczeniu sekwencjonowania genomow, ktdre aktualnie prowadzone jest dla wielu
organizmdw, a z roslin - dla Arabidopsis thaliana.

Wielko$¢ genomu zalezy gtdwnie od zawartoSci powtarzalnych sekwencji DNA,
ktéra moze wahac sie od 40% u Arabidopsis do 90% u pszenicy. Sekwencje po-
wtarzalne mozna podzieli¢ na klasy w zaleznosci od dtugosci, potozenia i spe-
cyficznosci wystepowania. Diugos¢ sekwencji powtarzalnych moze wynosi¢ od
dwoch lub kilku nukleotyddéw, przez sekwencje wynoszgce okoto 180 pz satelitarnego
DNA, do kilku tysiecy, jak geny rRNA. Pewne typy sekwencji sag podobne u wszy-
stkich organizméw, podczas gdy inne sg specyficzne dla gatunku lub nawet chro-
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RYSUNEK 2. Schemat struktury chromosomu

mosomu [48]. Sekwencje powtarzalne moga by¢ rozproszone w genomie lub wy-
stepowaé¢ tandemowo w blokach. Poszczeg6lne typy sekwencji majg charaktery-
styczne rozmieszczenie w chromosomach. W zwigzku z tym struktura chromosomu
nie jest homogenna, ale sktada sie z szeregu chromatynowych domen (rys. 2).

SEKWENCJE CENTROMEROWE

Obecnos$¢ sekwencji centromerowych jest niezbedna, aby czasteczka DNA mogta
petni¢ funkcje chromosomu w komaérce eukariotycznej. Centromer odgrywa istotng
role w procesie segregacji i prawidtowego rozdziatu chromosoméw do jader po-
tomnych. Molekularna struktura centromerow jest lepiej poznana u drozdzy, Dro-
sophila i cztowieka niz u ros$lin. W odcinkach przy centromerze chromosomoéw
wielu roslin wystepuje wyrazny blok heterochromatyny, ktéry intensywnie barwi
sie odczynnikiem Giemsy w metodzie prgzkdw C lub wykazuje jasng fluorescencje
po barwieniu DAPI. Obszary te zawierajg powtarzalne, satelitarne sekwencje DNA.
Sekwencja powtarzana na og6t zawiera160-180 pz, co opowiada dtugosci DNA
zwigzanego z nukleosomem albo wielokrotnos¢ tej dtugosci. U Arabidopsis thaliana
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sekwencja pALI [33] o dtugosci 360 pz obecnajest w okoto 5000 kopii, co stanowi
Srednio 200 kpz w centromerze. Wiele danych wskazuje, ze sekwencje te cha-
rakteryzuja sie niewielkg homologia albo jej brakiem miedzy spokrewnionymi ga-
tunkami. I tak centromerowy DNA wyizolowany z Arabidopsis thaliana hybrydy zuje
z obszarami centromerowymi wszystkich chromosoméw tego gatunku, natomiast
nie hybrydyzuje zchromosomami innych gatunkow Arabidopsis ani spokrewnionych
gatunkdéw Brassica [20, 29-31 ]. P6Zniejsze badania wykazaty, ze przycentromerowa
heterochromatyna Arabidopsis jest zbudowana nie tylko z tandemowo powté-
rzonych sekwencji o dtugosci 180 pz, ale rowniez z innych powtarzalnych sekwencji
typu mikrosatelitamego [8].

Powtarzalne sekwencje przycentromerowe wyizolowano ischarakteryzowano dla
dwoch gatunkéw Brassica: B. oleracea (pBoKBI) i B. campestris (pBcKB4). Se-
kwencje te nie hybrydyzowaty z centromerami wszystkich chromosomdéw wiasnego
genomu, ale hybrydyzowaty rowniez z niektdrymi chromosomami drugiego gatunku.
Stwierdzono brak hybrydyzacji z chromosomami B. nigra, trzeciego diploidalnego
gatunku Brassica. To moze wskazywac, ze sekwencje te powstaty po wyewoluowaniu
gatunku B. nigra ze wsp6lnego gatunku ancestralnego, ale przed rozejSciem sie
drég filogenetycznych B. campestris i B. oleracea [17].

Wykorzystujac sztuczne bakteryjne chromosomy, (BAC) zawierajgce centrome-
rowy DNA ryzu (Oryza sativa), wyizolowano siedem powtarzalnych sekwencji,
z czego szeS¢ typu Srednio powtarzalnego (50-300 kopii) jest rozproszonych w
centromerach wszystkich lub prawie wszystkich gatunkéw Gramineae, podczas
gdy siodma sekwencja, o diugosci 168 pz, wystepuje tandemowo w 6000 kopii
tylko w genomach z rodzaju Oryza [11].

SEKWENCJE TELOMEROWE

Sekwencje telomerowe sg krdotkimi odcinkami DNA wystepujagcymi w wielu
kopiach na koncu kazdego chromosomu. Petnig one istotne funkcje w stabilizacji
struktury chromosomow, miedzy innymi sg odpowiedzialne za rozpoznawanie pra-
widtowych i uszkodzonych krancow chromosoméw, w efekcie czego nastepuje
op6znienie cyklu komorkowego i naprawa pekniecia. Sekwencje te nie replikuja
drogg semikonserwatywna, ale przez dodanie sekwencji do konca chromosomu
przez enzym typu odwrotnej transkryptazy - telomeraze. Umozliwia to catkowitg
replikacje chromosomoéw [6].

U roslin sekwencje telomerowe zostalty wyizolowane z genomu Arabidopsis tha-
liana [46]. Jest to sekwencja TTTAGGG, obecna w 500 kopiach w haploidalnym
genomie. Dtugos$¢ telomerowych sekwencji roézni sie znacznie wsrod roslin, od
2-5 kpz w chromosomach Arabidopsis do kilkudziesieciu, a nawet Kilkuset tysiecy
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par zasad u innych roslin. Telomery, tak jak i inne odcinki chromosomu, majg
strukture nukleosomowag. Trawienie nukleazami wykazato, ze sekwencje nukleo-
somowe telomeréw sg krétsze od typowych nukleosomoéw. U zyta i pszenicy za-
wierajg 160 pz. Telomerowa sekwencja DNA Arabidopsis uzyta jako sonda do
hybrydyzacji in situ hybrydyzowata z chromosomami wielu gatunkéw roslin. Tg
droga zlokalizowano na koncach chromosomow réznej wielkosci sygnaty, u Secale
cereale [52], Vigna unguicullata [15] i Crepis capillaris [32]. Schubert i wsp.
[50] stwierdzili obecnos$¢ sekwencji telomerowych w odcinkach interstycjalnych
chromosomoéw Viciafaba, co moze wskazywac na wystgpienie fuzji chromosomow
podczas ewolucji tego kariotypu. U Arabidopsis sekwencje te, poza telomerami,
wystepujg rowniez przycentromerowo w chromosomie 1 [47].

Podczas gdy sekwencje telomerowe roslin sg wysoce konserwatywne, to se-
kwencje przy-telomerowe sg bardzo zréznicowane. U Arabidopsis stwierdzono wy-
stepowanie pojedynczych sekwencji przylegajacych do telomeréw. U gatunkow
z wiekszym genomem, duze bloki tandemowo powtarzalnych sekwencji w sub-
terminalnych odcinkach chromosoméw stwierdzono u jeczmienia [7], zyta [1], po-
midora [25], ryzu [41]. Sekwencje te sg na 0g6t gatunkowo lub rodzajowo specyficzne
i wykazujg zmienno$¢ miedzy nawet blisko spokrewnionymi gatunkami lub liniami,
co wskazuje na ich role w specjacji [7]. U zyta opisano trzy, niehomologiczne,
powtarzalne rodziny sekwencji DNA (pScl 19.2, pSc200 i pSc250), ktére wystepuja
tandemowo w heterochromatynie przy-telomerowej (prazki C) i stanowig okoto
12-18% genomu [55]. Za pomocg hybrydyzacji in situ stwierdzono, ze najbardziej
terminalnie w heterochromatynie zlokalizowana jest sekwencja pSc200, a pScl 19.2
- najbardziej proksymalnie [51].

ORGANIZATOR JADERKOWY | GENY rRNA

W odro6znieniu od centromerdw i telomerow, organizator jagderkowy nie jest
stata domeng kazdego chromosomu, wystepuje tylko w niektérych chromosomach
zwanych jaderkotwdérczymi. Jest to odcinek chromosomu (Nucleolar Organizing
Region - NOR) zawierajacy tandemowo utozone geny rRNA (18S-5,8S-25S), ko-
dujace 45S prerybosomalny RNA.

Geny rRNA sg jednymi z najszerzej badanych genéw zar6wno na poziomie
molekularnym, jak i cytogenetycznym [28]. Ich popularno$¢ w badaniach wynika
z kilku dogodnych cech. Nalezagc do genow podstawowego metabolizmu (hous-
keeping genes), sag obecne we wszystkich komaérkach i wystepujg tandemowo w
wielu powtérzeniach. Poza tym dostepne klony rDNA mogg by¢ stosowane do
badania odlegtych gatunkéw ze wzgledu na ich konserwatywny charakter. rDNA
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jest dogodnym markerem chromosomoéw i czesto jest wykorzystywany w badaniach
ewolucji genoméw u réznych grup roslin [9, 14].

Dwa rodzaje rDNA, kodujgce 5S rRNA i geny 18S-5,85-25S, sg zlokalizowane
w genomie niezaleznie od siebie. 45S rDNA jest na ogot zlokalizowany w prze-
wezeniu wtornym chromosomow, za$ 5S rDNA mogg wystepowac w réznych loci
wielu chromosom6w. Oba rodzaje DNA nalezg do sekwencji wysoce powtarzalnych
wystepujacych tandemowo, w jednym lub wielu loci. Liczba kopii genéw, jak i
liczba loci jest r6znau réznych gatunkow roslin, niezaleznie od liczby chromosomoéw
i wielkosci genomu. | tak na przyktad u Arabidopsis thaliana (2n=10) geny 18S-
5,85-25S rRNA wystepujag w dwéch parach chromosoméw, a geny 5S rRNA w
trzech parach [29, 40]. U Brassica campestris (2n=20) zlokalizowane sg od-
powiednio w pieciu i trzech parach [31], podczas gdy u innego gatunku o tej
samej liczbie chromosomoéw (Zea mays, 2n=20) geny te wystepujg tylko w po-
jedynczych loci [34].

Kazdajednostka rDNA kodujgca geny 18S-5,8S-25S rRNA sktada sie zjednostki
transkrypcyjnej i sekwencji nietraskrybowanych, tzw. przerywnikowych [22]. W
jednostce transkrypcyjnej wyrdznia sie sekwencje odpowiadajagce genom 18S rRNA,
5,8S rRNA i25S rRNA oraz sekwencje nie odnajdywane w dojrzatych czasteczkach
rRNA oznaczane jako ETS (external transcribed spacer) i ITS (internal transcribed
spacer). Dtugosc¢ jednostki rDNA i liczba kopii moze by¢ rézna u r6znych gatunkéw,
poszczeg6lnych osobnikéw czy nawet w obrebie locus. R6znice te spowodowane
sg gtownie przez odmienng dtugos¢ sekwencji przerywnikowych. Podobnie 5S rDNA
sktada sie z jednostek transkrybowanych i niestranskrybowanych, ktérych dtugosc
i liczba kopii moze by¢ r6zna miedzy chromosomami tego samego genomu. Se-
kwencje kodujgce geny rRNA wykazujg wysoki stopiefi homologii nawet miedzy
odlegtymi ewolucyjnie gatunkami, podczas gdy pozostate sekwencje jednostki rDNA
mogga charakteryzowaé sie duzg zmiennosScig i sg specyficzne gatunkowo. rDNA
jest dobrym markerem chromosoméw wykorzystywanym w badaniach przemian
chromosomowych w procesach specjacji czy w programach hodowlanych roslin
[28].

ELEMENTY RUCHOME GENOMU
- RETROTRANSPOZONY

Ruchomymi elementami najpowszechniej wystepujagcymi i stanowigcymi istotny
sktadnik genomu roslinnego saretrotranspozony. U kukurydzy okoto 50% jadrowego
DNA stanowig retrotranspozony [36]. R0znig sie one od innych ruchomych ele-
mentow zdolnoscig do transpozycji przez RNA i odwrotng transkrypcjag do DNA
w wyniku dziatania odwrotnej transkryptazy. Wyréznia sie retrotranspozony LTR
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(long terminal repeat) i non-LTR. Do najbardziej charakterystycznych LTR retro-
transpozonéw mozna zaliczy¢ grupe Tyl-copia, nazwang tak ze wzgledu na po-
dobieristwo do najlepiej poznanych ruchomych elementéw u Saccharomyces
cerivisiae (Ty) i Drosophila melanogaster (copia) [23].

Kilka rodzajéw ruchomych elementow, ktdre Sg typu retrotransposonow, zostato
zidentyfikowanych u Arabidopsis thaliana, ws$réd nich rodziny Ta i Athila [57].
Innym ruchomym elementem opisanym u roslin ekotypu Landsberg erecta jest
Tagi, obecny w dwoch kopiach. Stwierdzono, ze sekwencja ta wystepuje tylko
u niektérych ekotypdw Arabidopsis thaliana, ale opisano jg réwniez u czterech
innych gatunkéw Arabidopsis [5].

Rozmieszczenie i amplifikacja retrotranspozonéw odgrywa istotng role w ewo-
lucji genomu ro$linnego. Wiele retrotranspozondw jest sekwencjami flankujgcymi
geny, co $wiadczy o ich wcze$niejszej insercji i wskazuje na ich potencjalna role
w procesach ewolucji danego gatunku[56].

Jedng z pierwszych sekwencji typu retrotranspozonéw, zlokalizowanych w chro-
mosomach na drodze hybrydyzacji in situ byta BASI wyizolowana z jeczmienia,
gdzie stanowi okoto 5% genomu. Jest ona rOwniez obecna w genomie pszenicy
i zyta. Sekwencja ta hybrydyzujgca raczej z euchromatynowymi odcinkami niz
hetrochromatynowymi, jest rozproszona wzdtuz chromosoméw z wyjatkiem re-
gionéw centromeru, telomeréw i przewezenia wtérnego [38].

U innych gatunkéw, hybrydyzacja in situ wykazata rozproszenie reterotran-
spozonow typu Tyl-copia wzdtuz chromosomow, raczej w odcinkach euchromaty-
nowych niz heterochromatynowych (Vicia faba [43], jeczmien [53], owies [21],
Pinus ellliotti [19], zyto [42]. Wyjatek stanowi Allium cepa, gdzie elementy te
preferencyjne zwigzane sg z terminalng heterochromatyna wszystkich chromosomaéw
[42], a u Arabidopsis thaliana z heterochromatyng centromerowg [8, 44]. Liczba
kopii retrotransposonéw nie jest skorelowana z wielkoscig genomu. U Vicia faba
(1C =13,3 pg) stwierdzono ok. 106 kopii sekwencji typu Tyl-copia, podczas gdy
u innego gatunku o nieco mniejszym genomie, Vicia melanops (1C = 11,5 pg)
wystepuje okoto 1000 kopii [43].

U buraka cukrowego (Beta vulgaris) zlokalizowano w drodze FISH retrotran-
spozony typu LTR - sekwencje Tbv typu Ty-copia i homologiczng do LINEs
rodzine sekwencji - BNR1. Thv i BNR1 hybrydyzujg ze wszystkimi chromosomami
buraka, z wyjatkiem centromeru, subtelomerowych odcinkéw i NOR. Podwdjna
hybrydyzacja wykazata maty stopien kolokalizacji tych dwoch typéw sekwencji.
Hybrydyzacja Thv byta bardziej rownomierna niz BNR1, ktéra tworzy skupienia
sygnatow, czesto w odcinkach bogatych w pary AT, tj. DAPI pozytywnych [49].
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GENY OBECNE W POJEDYNCZYCH KOPIACH

Geny w genomie wystepujg najczesciej w pojedynczych lub kilku kopiach. Loka-
lizowane sg w chromosomach na podstawie analizy genetycznej przy wykorzystaniu
czestotliwos$ci rekombinacji w mejozie. Tym sposobem sa tworzone mapy genetyczne
chromosomoéw dla poszczeg6lnych gatunkow. Odlegtosci miedzy zlokalizowanymi
genami odpowiadajg czestotliwosci rekombinacji, a jednostkg jest centi-Morgan
(cM) réwny 1procentowi crossing-over. Inne sgmapy cytogenetyczne. Przedstawiajg
one chromosomy metafazowe z zaznaczeniem ich cech morfologicznych, takich
jak: dtugosc, potozenie centromeru, wielkos¢ irodzaj pragzkéw. Rozwdj cytogenetyki
molekularnej, a szczeg6lnie metody hybrydyzacji in situ pozwala okresla¢ w chro-
mosomach potozenie réznych sekwencji DNA, w tym gendéw. Geny wystepujgce
w wielu kopiach tandemowo sg tatwe do wykrycia w drodze hybrydyzacji in situ,
gdyz reprezentujg duze odcinki DNA, nalezg do nich wcze$niej omowione geny
rRNA. Jednak ukazuje sie coraz wiecej doniesien o lokalizacji w chromosomach
roslinnych genoéw wystepujacych w pojedynczych kopiach. Metoda wiodaca w
cytogenetycznym mapowaniu gendw jest fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
(FISH), aostatnio PCR-FISH, w ktdrej taricuchowag reakcje polimerazy wykorzystuje
sie do lokalizacji poszukiwanej sekwencji DNA ijednocze$nie amplifikacji sygnatow
[26, 27, 54]. Potozenie tych genéw odpowiada ich rzeczywistej, fizycznej lokalizacji
w chromosomie, ktéra moze istotnie rézni¢ sie od potozenia tego genu na mapie
genetycznej.

Zaleznosci miedzy genetycznymi i fizycznymi odlegto$ciami w genomie oblicza
sie na podstawie wielko$ci genomu i diugosci mapy genetycznej. Jednostka re-
kombinacyjna moze odpowiada¢ od 10 do 100 000 kpz w zaleznosci od regionu
chromosomu i gatunku. U pomidora $rednio 1 cM odpowiada 750 kpz, natomiast
w poblizu centromeru chromosomu 9, IcM odpowiada 4 Mpz [13]. Wynika to
z nierownomiernego zachodzenia crossing-over wzdtuz chromosoméw. Niska cze-
stotliwo$¢ rekombinacji wystepuje szczegOlnie przy centromerze i regionach za-
wierajgcych heterochromatyne. Ogélnie mozna stwierdzi¢, ze odcinki dystalne
ramion chromosomdw zawierajg wiecej genéw niz odcinki proksymalne [16].

UKELAD GENOW - SYNTENIA

W ostatnim czasie w badaniach genomu roslinnego stosowana jest czesciej iden-
tyfikacja i mapowanie réznic w chromosomalnym DNA niz mapowanie gendéw,
oparte na roznicach fenotypowych. Polimorfizm DNA moze by¢ wykrywany na
podstawie dtugosci fragmentéw restrykcyjnych (RLFP) lub amplifikacji DNA z
wykorzystaniem PCR, metodg RAPD (random amplified polymorfic DNA) czy
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AFLP (amplifiedfragmentlength polymorphism). Sekwencje DNA, wykorzystywane
w tych badaniach jako markery molekularne, nie muszg by¢é sekwencjami trans-
krybowanymi, ale powinny by¢ obecne w genomie w pojedynczej lub kilku kopiach.
O stopniu polimorfizmu DNA decyduje zawarto$¢ jadrowego DNA, szczegdlnie
sekwencji powtarzalnych, obecnos¢ transpozonéw lub krétkich sekwencji wyste-
pujacych tandemowo, takich jak minisatelity. Przyczyng polimorfizmu moze by¢
réwniez metylacja cytozyny czy inna modyfikacja DNA [12]. Stopien polimorfizmu
molekularnego rézni sie istotnie miedzy gatunkami. Na przykitad kukurydza jest
bardzo polimorficzna, podczas gdy pomidor wykazuje tylko niewielki polimorfizm.

Poréwnujac mapy RFLP wielu gatunkéw roslin wykazano, ze zadziwiajaco duze
fragmenty genomow pozostaty niezmienione w czasie ewolucji. Duzy stopieA ho-
mologii stwierdzono miedzy gatunkami w obrebie takich rodzin, jak: Gramineae,
Solanaceae lub Brassicaceae. Dotyczy to gtownie gendw, a nie niekodujacych
sekwencji DNA, podlegajgcych szybkim przemianom w czasie ewolucji. Homo-
logiczne fragmenty genomu pomidora i ziemniaka wskazujg na zachowanie ko-
lejnosci gendw podczas specjacji ze wspo6lnego ancestralnego przodka dla rodziny

RYSUNEK 3. Syntenia, dziesie¢ chromosoméw kukurydzy (M) ztozonych z segmentéw opowiadaja-
cych grupom sprzezen ryzu (R), wg [37], zmodyfikowane
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Solanaceae. Podobnie, u do$¢ odlegtych gatunkow, jakimi sg kukurydza i ryz, se-
kwencje cDNA wchromosomie 9 kukurydzy maja taki sam uktad, jak w chromosomie
6 i 3 ryzu, a sekwencje w chromosomie 1 ryzu, taki jak w 3 i 8 kukurydzy.
Na podstawie pordwnania map RFLP uprawnych gatunkéw traw (ryz, pszenica,
kukurydza, trzcina cukrowa i inne) wykazano, ze jezeli chromosomy ryzu podzieli
sie na segmenty odpowiadajgce grupom sprzezen, to mozna z nich, jak z klockéw
lego, utozyé mapy genetyczne pszenicy, kukurydzy (rys. 3) i innych zbdz, a réwniez
istnieje mozliwo$é rekonstruowania uktadu genéw w odlegtym ancestralnym przod-
ku dla danych gatunkéw. Zawartos¢ DNA w poszczegdlnych segmentach moze
sie zmienia¢ podczas specjacji na skutek amplifikacji lub delecji powtarzalnych
sekwencji DNA. Wynika z tego, ze genomy roznych gatunkow nie sg wynikiem
przypadkowych przemian ewolucyjnych, ale wynikiem peknie¢ i fuzji w specy-
ficznych miejscach chromosomu. Nie wyklucza to oczywiscie wystgpienia réznego
typu przemian prowadzacych to inwersji, delecji czy duplikacji segmentéw chro-
mosomoéw (rys. 4) [37, 39]. Porbwnawcze badania genoméw Arabidopsis thaliana
i gatunkow Brassica wykazaly obecnos¢ kilku niezmienionych w czasie specjacji
segmentow, ktére sg obecne w jednej kopii w genomie Arabidopsis thaliana i
w trzech kopiach w genomie diploidalnego gatunku Brassica nigra [24].

RYSUNEK 4. Hipotetyczne segmenty chromosoméw ryzu i pszenicy pokazujace zachowany uktad
gendw i przemiany, jakie zaszty podczas ewolucji (wg [12] zmienione)
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Poznanie podobieristwa w uktadzie genéw miedzy gatunkami dostarczyto wielu
nowych informacji o genomie i stwarza nowe mozliwosci badawcze. Mozliwe jest,
miedzy innymi, przewidywanie struktury i potozenia genéw warunkujacych okre-
$long ceche danego gatunku na podstawie informacji o lokalizacji tego genu u
lepiej zmapowanego gatunku. Gen zmapowany i wyizolowany z gatunku o matym
genomie, czesto okre$lanego jako gatunek modelowy, moze by¢ tatwo zlokali-
zowany w drodze homologii w innych gatunkach. Takim gatunkiem modelowym
jest Arabidopsis dla Brassicaceae lub ryz dla Gramineae. Ta sama sekwencja DNA
(gen) moze by¢ wykorzystywana do lokalizacji genéw u wielu innych gatunkow,
czesto odlegtych systematycznie. Znajomos$¢ syntenii umozliwia réwniez szybkie
tworzenie map genetycznych dla r6znych gatunkéw w obrebie okre$lonej grupy
taksonomicznej. Por6wnawcze badania genoméw réznych gatunkéw roslin, zaréwno
na poziomie molekularnym jak i chromosomowym, otwieraja nowe mozliwosci
poznawcze i powinny przyblizy¢ zrozumienie zaleznoSci miedzy funkcjg genu i
organizacjg genomu.
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AKTYWNOSC FIZJOLOGICZNO-BIOCHEMICZNA
POLIAMIN W ADAPTACJI ROSLIN DO STRESOW

PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL ACTIVITY
OF POLYAMINES IN PLANT ADAPTATION TO STRESSES

Romuald CZERPAK, Andrzej BAJGUZ

Zaktad Biochemii, Instytut Biologii, Uniwersytet w Biatymstoku

Streszczenie: Z przeprowadzonych badan na niektdrych uprawnych roslinach naczyniowych wynika, ze
pod wptywem roznorodnych stresow zmienia sie zawarto$¢ i aktywno$é fizjologiczno-biochemiczna
poliamin: putrescyny, spermidyny i sperminy oraz enzyméw bezposrednio zwigzanych z ich biosyntezg.
Mechanizmy dziatania poliamin w adaptacji do streséw i obronie roslin przed szkodliwym ich dziataniem
na poziomie molekularnym komérek sg poznane w niewielkim stopniu z powodu ich ztozonego
charakteru dziatania na procesy fizjologiczno-metaboliczne. Dotychczas pod wptywem streséw najlepiej
poznano zmiany w metabolizmie i aktywnos$ci regulacyjnej poliamin na r6znych etapach ekspresji genéw
kodujacych enzymy bezposrednio zwigzane z ich biosynteza.

(Postepy Biologii Komérki 1999; 26: 523-538)

Stowa kluczowe: poliaminy, putrescyna, spermidyna, spermina, stresy, dekarboksylazy: argininowa i
ornitynowa.

Summary. From the investigations conducted on some cultivation vascular plants it appears that under
influence of various stresses, the content and physiological and biochemical activity of polyamines
change: putrescine, spermidine and spermine and enzymes immediately connected with their biosynthe-
sis. Mechanisms of the activity of polyamines in adaptation to stresses and defence of plants before
harmful their activity on the level of molecular cells are recognized to a small degree on account of
complicated character of activity on physiological and biochemical processes. Till now under the
influence of stresses one best recognized changes in metabolism and regulatory activities of polyamines
in different stages of expression of genes coding enzymes immediately connected with their biosynthesis.
{Advances in Cell Biology 1999; 26: 523-538)

Key words: polyamines, putrescine, spermidine, spermine, stresses, arginine and ornithine decarboxyla-
ses.

Wykaz skrotéw: ABA - kwas abscysynowy; SA - kwas salicylowy; Put - putrescyna; Spd - spermidyna;
Spm - spermina; IP3 - trifosfoinozytol; DAG - diacyloglicerol; ADC - dekarboksylaza argininowa;
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ODC - dekarboksylaza ornitynowa; LDC - dekarboksylaza lizynowa; TMV - wirus mozaiki tytoniowej;
HR - reakcja nadwrazliwosci; SAR - reakcje systemicznej odpornosci.

WSTEP

Wszystkie rosliny zyjgce w naturalnych warunkach $rodowiska i uprawiane przez
ludzi, podobnie jak zwierzeta, sg ciggle narazone na dziatanie réznorodnych czyn-
nikow stresowych o charakterze biotycznym i abiotycznym typu chemicznego badz
fizycznego. Czynniki stresowe, zwtaszcza o duzym natezeniu i dtugotrwatym dzia-
taniu powoduja w organizmie odwracalne badz nieodwracalne zmiany w strukturze
i procesach fizjologiczno-metabolicznych komérek, czeSciowo o charakterze ad-
aptacyjnym i zwiekszajagcym odporno$é na dalsze ich szkodliwe dziatanie. W przy-
padku roslin tego typu reakcje biochemiczne zwiekszajagce odporno$¢ na stresy
abiotyczne nazwano aklimatyzacjg [1, 20].

Pod dziataniem czynnikéw stresowych dochodzi do istotnych zmian w strukturze
bton komdérkowych i ich organelli oraz nastepuje aktywacja lub inhibicja badz
modyfikacja wielu szlakéw metabolicznych, co w efekcie prowadzi do zmian w
ekspresji licznych genow i syntezie biatek. Tego rodzaju zmiany w strukturze i
procesach fizjologiczno-biochemicznych komdrek pod wpltywem czynnikéw stre-
sowych stanowig odpowiedZz ros$lin i innych mikro- i makroorganizmoéw na ich
drastyczne dziatanie w celu lepszego dostosowania sie badZ przetrwania ich w
szkodliwych warunkach $rodowiska. W mechanizmach adaptacyjnych organizmoéw
do niekorzystnych lub stresowych czynnikéw $rodowiska wazng role spetniaja nie-
ktére hormony, np. u roslin: kwas abscysynowy (ABA), etylen, jasmoniany oraz
niektore fenolokwasy, takie jak: kwas salicylowy (SA) i poliaminy. U roslin pod
dziataniem streséw z reguty dochodzi do znacznego obnizenia w nich ilosci fi-
tohomnondéw stymulujacych wzrost i metabolizm, tj. auksyn, cytokinin i giberelin,
przy jednoczesnym duzym wzros$cie poziomu hormonéw z grupy: ABA, etylenu
i jasmonianéw [8, 19, 20, 30, 32].

AKTYWNOSC MORFOGENETYCZNA
I FIZJOLOGICZNO-BIOCHEMICZNA POLIAMIN

W ostatnich latach pojawia sie coraz wiecej publikacji dotyczgcych aktywnosci
biochemicznej poliamin, najczesciej putrescyny, sperminy i spermidyny, przy réz-
nego rodzaju stresach abiotycznych oraz biotycznych spowodowanych infekcjami
wirusowymi. Poliaminy sa polikationowymi zwigzkami azotowymi powszechnie
wystepujacymi u wszystkich organizmow pro- i eukariotycznych, nalezacymi do
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specyficznej grupy komorkowych regulatoréw wzrostu, rozwoju i metabolizmu,
zasadniczo r6znigcymi sie w swoim dziataniu w poréwnaniu z typowymi hormonami.
Wiadomo, ze poliaminy wspotdziatajg z fitohormonami aktywujagcymi wzrost i me-
tabolizm ro$lin, gtéwnie auksynami, cytokininami i giberelinami, przez bezposrednie
lub posrednie oddziatywanie na wiele proceséw fizjologiczno-biochemicznych ko-
morek, zwilaszcza tkanek intensywnie rosnacych, takich jak: tworcza, rozrodcza
i miekiszowa [38740].

Dotychczasowe badania wykazaty, ze poliaminy wspétuczestniczg w wielu pod-
stawowych procesach biochemicznych waznych dla zycia, podczas podziatow i
wzrostu komorek, gtownie w stymulacji syntezy DNA, RNA i biatek. Poliaminy
za pomocg kationowych, dodatnio natadowanych grup aminowych tatwo tworzg
potaczenia z ujemnymi grupami czgsteczek, np. fosforanowymi znajdujgcymi sie
w DNA, RNA, fosfoproteinach, fosfolipidach i fosfosacharydach, lub karboksy-
lowymi zlokalizowanymi gtéwnie w peptydach, biatkach i kwasnych polisacha-
rydach, co sprzyja zmianom w konformacji makromolekut i struktur cytomembran,
a takze w ich aktywnosci fizjologiczno-biochemicznej [4, 19, 28, 29, 40, 47].

Badania ostatnich lat wskazujg na istotng role poliamin w regulacji aktywnosci
nie tylko proceséw replikacji, transkrypcji i translacji, ale takze uczestniczg one
w: podziatach komorkowych, przebiegu fotosyntezy, aktywacji kinaz fosforylujacych
biatka: jadrowe, btonowe i obronne oraz w przemianach fosfatydyloinozytoli, sta-
bilnosci struktury chromatyny i bton komérkowych, w hamowaniu: peroksydacji
lipidoéw isyntezy etylenu oraz w innych przemianach biochemicznych. Stwierdzono
réwniez, ze spermidyna i spermina mogga aktywowac kinaze serynowo-treoninowa
w obrebie jagdra komdrkowego, co ma podstawowe znaczenie w regulacji wielu
przemian metabolicznych przez reakcje fosforylacji i defosforylacji specyficznych
biatek i lipidow komorkowych, przez stabilizacje struktury i funkcji bton komoér-
kowych i hamowanie syntezy etylenu poliaminy op6Zniajg procesy starzenia sie
roslin. U ro$lin poliaminy aktywnie uczestniczg takze w ksztatltowaniu somatycznej
embriogenezy, a zwtaszcza takich proceséw morfogenetycznych, jak: tworzenie
sie korzeni, pedéw nadziemnych, bulw, kigczy, cebul, réznicowanie sie kwiatow
i powstawanie z nich owocdw i nasion [10, 15, 19, 27-29, 37, 38, 40, 42, 44,
47, 49].

ROLA POLIAMIN W BIOCHEMICZNEJ ODPOWIEDZI
NA STRESY ABIOTYCZNE

Zawarto$¢ poliamin w roslinach zalezy nie tylko od aktywnosci odpowiednich
gendw odpowiedzialnych za ich synteze, ale takze od presji r6znorodnych czynnikéw
fizykochemicznych $rodowiska, np. $wiatta, temperatury, odczynu (pH), poziomu
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sktadnikéw mineralnych i wielu innych, zwtaszcza o charakterze toksycznym. Na
synteze i kumulacje poliamin w komorkach istotny wpltyw majg takze czynniki
stresowe abiotyczne i biotyczne spowodowane np. infekcjg wirusowg. Empirycznie
wykazano, ze wzrost zawarto$ci poliamin i ich aktywno$¢ biologiczna w komérkach
jest uzalezniona w duzym stopniu od dziatania takich streséw, jak: osmotyczny,
solny, Swietlny, ciemnosciowy, kwasowy, oziebieniowy, promieniowanie UV-B,
metale ciezkie, alkaliczny, np. nadmiar NH4+, infekcje wirusowe, uszkodzenia stru-
ktur subkomérkowych i wielu innych stresoréw (rys. 1) [1, 5, 12, 17, 26, 39,
45, 50].

Badania przeprowadzone na ro$linach uprawnych, gtéwnie zbozowych, wykazaty
pod dziataniem czynnik6w stresowych intensywny wzrost ilosci typowych poliamin:
putrescyny, spermidyny i sperminy oraz aktywnos$ci enzymow uczestniczagcych w
ich syntezie, zwtaszcza dekarboksylazy argininowej (ADC) prowadzgcej do syntezy
putrescyny. Wzrost poziomu poliamin w komérkach na dziatanie czynnikéw stre-
sowych jest jedng z wielu odpowiedzi biochemicznych o charakterze gtéwnie
adaptacyjnym i obronnym przed szkodliwym ich wpltywem na elementy strukturalne
i procesy fizjologiczno-metaboliczne organizmoéw. W mechanizmach adaptacyjnych
i obronnych przed stresami poliaminy przewaznie spetniajg role posrednig, a rzadziej
bezposrednig, a ich oddziatywanie na poziomie molekularnym komoérek nie jest
w petni wyjasnione. Tego rodzaju mechanizmy adaptacyjno-obronne majg charakter
ztozony i uczestniczy w nich poza hormonami i poliaminami caly kompleks innych
wspotdziatajagcych ze sobg metabolitéw o funkcji regulacyjnej w Scistej korelacji
z odpowiednimi strukturami subkomérkowymi, ktére stanowia integralng catos¢

stres z powodu nadmiaru NH"

stres metali ciezkich, stres mechaniczny

stres solny,  np. Pb”+, Cd”+ itp. (uszkodzenia komorek)
. NaCl stres spowodowany
y i infekcjg wiruséw

Aktywnos¢ poliamin:

stres osrrotyczny, o
vezry putrescyny, spermidyny i sperminy stres niskiej

np. 0.6 M sorbitol |
p. 0.6 M sorbitol lub u roslin temperatury

mamitol oziebienie
podczas dziatania stresow (ozig )

stres pod wplywem stresy niedoboru: wody,
promieniowania UV-B  gireg kwasowy stres cie mnosd tlenu, potasu, itp.
(zakwaszenie) (niedobor lub brak $wiatfa)

stres Swietlny (nadmiar $wiatta)

RYSUNEK 1 Rodzaje streséw u roslin, w adaptacji do ktérych aktywnie wspoétuczestnicza poliaminy
(na podstawie danych [2,3,5-7,9,11,13,15,16,18,21,23-26;31,32,35,36,41,43,45,46,48,50-52])



POLIAMINY A STRES U ROSLIN 527

fizjologiczno-biochemiczng w wielokomdrkowym organizmie [2, 9, 10, 16, 23,
51].

Poliaminy w mechanizmach obronnych badZ adaptacyjnych do czynnikéw stre-
sowych dziatajgc jako alifatyczne zwigzki azotowe, polikationowe wchodzg w od-
powiednie interakcje fizykochemiczne z wieloma metabolitami komo6rkowymi,
najczesciej zawierajgcymi ujemny tadunek lub silnie spolaryzowanymi. W ten sposob
poliaminy moga bezposrednio oddziatywa¢ na zmiany w procesach fizjologicz-
no-biochemicznych. Do najlepiej i najwczes$niej poznanych oddziatywan tego typu
nalezg ich przejSciowe potaczenia z DNA, mRNA itRNA, ktdére aktywuja procesy:
replikacji, transkrypcji i translacji, a takze z hormonami, specyficznymi biatkami
i innymi komdérkowymi receptorami, ktére wspdlnie z poliaminami jeszcze bardziej
stymulujg procesy: podziatbw komoérkowych, ich wzrostu, rozwoju i metabolizmu.
Précz tego poliaminy tworzac potaczenia z wieloma sktadnikami, gtéwnie biatkami
i fosfolipidami bton cytoplazmatycznych i organellowych oraz z pektynami $cian
komorkowych wywierajg istotny wptyw na fizykochemiczne wasciwosci cytomem-
bran iich aktywnos$¢ fizjologiczno-metaboliczna. Miedzy innymi tego typu potaczenia
maja wptyw na aktywnos$¢ wielu enzyméw zlokalizowanych w btonach dotyczacych
funkcjonowania np. pomp jonowych, aktywnego transportu metabolitow oraz na
przekazywanie réznych sygnatéw metabolicznych za posrednictwem receptoréw,
zwtaszcza hormonalnych. Jednym z argumentow przemawiajgcych za aktywacja
przez poliaminy wtérnych przekaznikdw w szlaku transdukcji sygnatow komor-
kowych typu trifosfoinozytolu (IP3) i by¢ moze diacyloglicerolu (DAG) jest ich
udziat w stymulacji metabolizmu fosfoinozytydéw. Dotychczasowe badania wska-
zujg, ze poliamin nie mozna zaliczy¢ do wtérnych przekaznikéw sygnatdw ko-
morkowych, mimo ze posrednio oddziatujg na ich aktywnos$¢ i synteze niektorych
z nich. Dziatanie poliamin na poziomie molekularnym komérek, a szczeg6lnie w
warunkach stresowych jest wspomagajgce i komplementarne w celu osiggniecia
maksymalnej aktywnos$ci przez fitohormony i inne regulatory stymulujgce wzrost
rozw6j i metabolizm roslin. Wszystko wskazuje na to, ze pod wpltywem streséw
w celach adaptacyjno-obronnych komérek aktywnos$¢ fizjologiczno-metaboliczna
poliamin jest o wiele wieksza i bardziej wszechstronna [1, 12, 17, 19, 27, 28,
37, 40, 42, 47].

ZMIANY W METABOLIZMIE POLIAMIN
POD WPLYWEM CHEMICZNYCH STRESOW

Okazato sie, ze wiele abiotycznych czynnikéw stresowych (rys. 1) powoduje
u roslin istotne zmiany w biosyntezie i zawarto$ci poszczegdlnych poliamin, tj.
putrescyny, spermidyny i sperminy. W celu lepszego poznania bezposrednich me-
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RYSUNEK 2. Szlaki biosyntezy poliamin u roslin z uwzglednieniem mozliwosci ich regulacji za pomocg
inhibitorow enzymatycznych: DFMO - oc-difluorometyloornityna, DFMA - a-difluorometyloarginina,
MGBG - metyloglioksalo-bis-guanylohydrazon, CHA - cykloheksyloamina (wg [4,10], zmodyfikowa-
ny), objasnienia skrotéw: enzymy: 1- arginaza, 2 - dekarboksylaza argininowa, 3 - iminohydrolaza
agmatynowa, 4 - amidohydrolaza N-karbamoilo putrescynowa, 5 - dekarboksylaza lizynowa, 6 -
dekarboksylaza ornitynowa, 7 - dekarboksylaza S-adenozylo-metioninowa, 8 - syntaza spermidynowa,
9-syntazasperminowa, 10 -syntaza ACC (ACC-kwas 1-aminocyklopropano-I-karboksylowy); SAM
- S-adenozylometionina, dSAM - dekarboksylowana SAM, MTA - metylotioadenozyna
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chanizméw regulujacych na szlakach biosyntezy poliamin, bedgcych w $cistej ko-
relacji z cyklami: mocznikowym i S-adenozylometioninowym zastosowano spe-
cyficzne inhibitory enzymatyczne, takie jak: DFMA, DFMO, CHA i MGBG, ktérych
szczegbtowe miejsca dziatania przedstawiono na schemacie (rys. 2). Niewiele wia-
domo odno$nie mechanizmdw regulujgcych biosynteze poliamin oraz miejsc ich
lokalizacji i dziatania w strukturach subkomoérkowych. Ze schematu przedstawio-
nego na rysunku 2 wynika, ze aktywnos$¢ enzyméw bezposrednio zwigzana z obu
alternatywnymi szlakami biosyntezy putrescyny (Put), dekarboksylaz: argininowej
(ADC) i omitynowej (ODC) moze by¢ hamowana nieodwracalnie przez antymeta-
bolity:difluorometyloarginine (DFMA) idifluorometyloornityne (DFMO) dziatajgce
na zasadzie inhibicji kompetycyjnej. Natomiast aktywno$¢ enzymatyczna dekar-
boksylaz S-adenozylometioninowej i syntazy spermidynowej zwigzanych bezpo-
Srednio z biosyntezg spermidyny (Spd) i sperminy (Spm) jest hamowana odwracalnie
przez takie inhibitory, jak: metyloglioksalo-bis-guanylohydrazon (MGBG) i cyklo-
heksamine (CHA). Stwierdzono, ze najbardziej skuteczne jest ich dziatanie przy
matym poziomie poliamin w komérce [4, 10, 40].

Zmiany w metabolizmie poliamin najbardziej drastyczne i analogiczne do dzia-
tania wyzej omawianych inhibitorow enzymatycznych zachodzg u roslin i prawdo-
podobnie u mikroorganizmoéw i zwierzat pod dziataniem rdznorodnych pod
wzgledem fizykochemicznym abiotycznych streséw. Przede wszystkim czynniki
stresowe oddziatujg w sposdb posredni na szlaki biosyntezy poliamin, a rzadziej
bezposrednio na aktywno$¢ enzymow katalizujgcych ich synteze. Model moleku-
larnego mechanizmu regulujgcego ekspresje genu kodujacego synteze dekarboksy-
lazy argininowej bezposrednio zwigzanej z biosyntezg putrescyny przedstawia
schemat na rysunku 3 [16].

W odpowiedzi fizjologiczno-biochemicznej roslin pod dziataniem streséw do-
chodzi do istotnych zmian w strukturze komdrek i przebiegu proceséw metabo-
licznych, miedzy innymi przemian poliamin. U ros$lin czynniki stresowe, takie jak:
nadmiar NaCl, NH4+, H+, sorbitolu, mannitolu, metali ciezkich, np. Pb2+, Cu2+,
Zn2+iinnych osmoprotektantéw oraz $wiatta, promieniowania UV-B, a takze deficyt
Swiatta, wody, potasu, tlenu i infekcje wirusowe (rys. 1) indukujg zmiany przewaznie
stymulujace biosynteze i zawarto$¢ poliamin w komérkach narazonych na dziatanie
stresorow. NajczeSciej stwierdzano, ze czynniki stresowe oddziatujg stymulujgco
posrednio na szlak biosyntezy poliamin: arginina - agmatyna - N-karbamoiloputre-
scyna - putrescyna, wzmagajgc aktywnos$¢ dekarboksylazy argininowej (ADC), jako
gtdwnego enzymu regulujgcego intensywnos$¢ tej przemiany biochemicznej. Na-
tomiast wprowadzenie do komoérek ro$linnych DFMA - inhibitora enzymu ADC
spowodowato prawie natychmiastowe zahamowanie odpowiedzi poliaminowej na
stresy osmotyczny i kwasowy, gtdwnie przez ostabienie aktywnosci ADC [2, 6,
7-9, 11, 13, 15-18, 21, 22, 34-36, 41, 43, 45, 48, 52].
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RYSUNEK 3. Model regulacji ekspresji genu ADC kodujacego synteze dekarboksylazy argininowej
podczas starzenia sie lisci owsa inkubowanych w ciemnosci przez indukcje osmotycznym stresem (0,6 M
sorbitolem) w obecnosci lub bez egzogennej sperminy (wg [16], zmodyfikowany)
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Obecny stan badan nad poliaminami stawia sporo szczegdtowych pytan doty-
czacych doktadnych miejsc ich biosyntezy w obrebie struktur subkomérkowych,
istoty funkcji fizjologiczno-biochemicznych i mechanizméw dziatania. W badaniach
przeprowadzonych na réznorodnych gatunkach roslin, gtéwnie jednolisciennych z
rodziny Graminae wykazano, ze szlak biosyntezy poliamin zwigzany jest gtéwnie
z komaérkami tkanek aktywnie uczestniczagcymi w procesie fotosyntezy. Na przyktad
stwierdzono, ze aktywno$¢ enzymu ADC jest najwieksza w chloroplastach, mi-
tochondriach i cytosolu, za§ maksymalna aktywno$é enzymu ODC wykazano w
cytoplazmie, jadrze komo6rkowym i wakuolach. Z kolei aktywno$¢ syntaz: sper-
midynowej i sperminowej byla najwieksza tylko w cytosolu, a aktywnos$¢ dekar-
boksylazy lizynowej (LDC) byta najwieksza w stromie chloroplastéw pochodzacych
z tubinu [14-16].

Wydaje sie, ze stresy abiotyczne za posrednictwem poliamin mogg oddziatywaé
na réznych etapach i poziomach w regulacji ekspresji genéw, tzn. w transkrypcji,
translacji i zmianach potranslacyjnych. Jednym z takich modeli przedstawionym
na rysunku 3 jest mechanizm regulacji ekspresji genu ADC kodujgcego synteze
dekarboksylazy argininowej z udziatem sperminy w starzejgcych sie lisciach owsa
spowodowanym stresem osmotycznym, np. indukowanym 0,6 M sorbitolem i cie-
mnos$cig. Wykazano, ze starzenie si¢ lisci, zwtaszcza zanik chlorofilu i ostabienie
fotosyntezy, pod dziataniem wymienionych stresdw byty znacznie opdzniane i miaty
bardziej stabilny uktad bton tylakoidowych przy wprowadzeniu egzogennej sperminy
[2, 7, 13, 14, 16, 33].

Bardziej szczegétowe badania molekularne wykazaty, ze osmotyczny stres spo-
wodowany 0,6 M sorbitolem powoduje prawie natychmiastowy, znaczny przyrost
poziomu dekarboksylazy argininowej i mMRNA bedacego bezposrednig matrycg do
syntezy tego enzymu. Swiadczy to o aktywacji przez stres osmotyczny genu ADC
kodujacego synteze dekarboksylazy argininowej, ktéra powoduje znaczng akumu-
lacje putrescyny w komdrkach. Z kolei w obecno$ci egzogennie wprowadzonej
do komorek sperminy wzrost zawartosci ADC i mRNA nastepuje dopiero po godzinie
inkubacji. Przypuszcza sie, ze egzogenna spermina dziata hamujgco na potranslacyjne
zmiany w biatku enzymatycznym ADC powodujac przeksztatcenie go w forme
katalitycznie aktywng. Produktem pierwotnym ekspresji genu ADC jest enzyma-
tyczne biatko o masie czasteczkowej w granicach 60 kDa, z ktérego w wyniku
wtérnych przemian powstaje aktywna forma dimerycznej struktury dekarboksylazy
argininowej, zapoczatkowujgcej przeksztatcenie argininy, przez agmatyne do pu-
trescyny. W przypadku egzogennej sperminy stres osmotyczny i inne rodzaje stre-
sordw aktywujac transkrypcje genu ADC powodujg nagromadzenie sporych ilosci
nieaktywnego katalitycznie 60 kDa biatka pierwotnego dekarboksylazy argininowej
[2, 33]. Najnowsze badania wykazaly takze znaczny wzrost aktywnos$ci enzymu
ADC iakumulacje putrescyny pod dziataniem innych czynnikéw stresowych, takich
jak: zakwaszenie, nadmiar lub niedobo6r Swiatta, potasu, tlenu, NH4+ oraz przy



532 R. CZERPAK, A. BAJGUZ

zanieczyszczeniach metalami ciezkimi i prawdopodobnie wieloma innymi stresorami
[15, 16, 22].

Réwniez w badaniach wykonanych na innych gatunkach zb6z: pszenicy i ku-
kurydzy oraz ro$lin dwulisciennych, np. z grupy warzyw: kapuscie, pomidorach,
ziemniakach, ogdrkach i niektérych drzewach i krzewach owocowych, stwierdzono
pod dziataniem réznorodnych streséw abiotycznych znaczny wzrost w komdrkach
zawartoSci putrescyny, a w licznych przypadkach spermidyny i sperminy. Przy
stresie oziebieniowym w rozmaitych owocach, np. jabtkach oraz wielu warzywach
liSciastych, takich jak: kapusta, satata, pietruszka, szczypior, znacznie wzrasta za-
warto$¢ putrescyny, ktéra zwiekszajac zywotno$¢ komorek tych roslin chroni je
przed ujemnymi skutkami przymrozkéw. W doswiadczeniach wykonanych na sie-
wkach pszenicy wykazano, ze spermidyna w stezeniu 5 mM w warunkach stresu
wodnego dziata stabilizujgco na strukture rybosomow i stan polisomow podczas
translacji oraz obniza aktywnos$¢ cytoplazmatycznych RNaz [13, 17, 18, 23-25,
31, 41, 43, 46].

Przeprowadzono takze badania dotyczgce wptywu stresu solnego spowodowanego
dziataniem 100-200 mM NaCl i osmotycznego wywotanego 400 mM mannitolem
na wrazliwos$¢ lisci pomidordw Lycopersicon esculentam i hybrydy L. pennellii
ijednoczes$nie zawarto$¢ w nich poliamin. Okazato sie, ze L. esculentum®)zs,i wrazliwy,
za$ L. pennellii odporny na dziatanie stresu solnego, zwiaszcza joné6w Na+ i w
krotkim czasie gromadzi znaczne ilosci putrescyny i spermidyny, przy czym w
miare uptywu czasu poziom poliamin zmniejszat sie. Najwieksza akumulacja po-
liamin byfa przy osmotycznym stresie miedzy 0,5 a 2 godzing, za$ przy solnym
juz po 15 minutach oddziatywania stresujgcego. Przypuszcza sie, ze poczatkowy
wzrost zawartosci poliamin jest gtownie efektem stresu osmotycznego, a w nie-
wielkim stopniu solnego. Pomidor L. esculentum bardziej wrazliwy na zasolenie
gromadzi poliaminy znacznie wolniej w poréwnaniu z bardziej tolerancyjnym na
stres solny L. pennellii [34-36].

W badaniach wykonanych na kallusie zarodkéw kukurydzy z matg i duzg za-
wartoscig poliamin i poddanych dziataniu stresu solnego, tj. 1% roztworu NaCl,
stwierdzono ze komarki z matg zawartoscig poliamin byty odporniejsze na zasolenie
w poréwnaniu z bogatymi w poliaminy. Procz tego wykazano, ze komarki kallusa
bardziej wrazliwe na stres i potraktowane jednocze$nie poliaminami przy kohcu
hodowli zawieraty zwiekszony poziom putrescyny, natomiast mniej wrazliwe na
stres solny utrzymywaty statg zawarto$¢ putrescyny [52].

Z kolei w badaniach przeprowadzonych na lisciach soi z zastosowaniem eg-
zogennych poliamin: spermidyny i sperminy w stezeniu 1 mM stwierdzono sty-
mulacje syntezy etylenu przez wzrost poziomu wolnego kwasu l-amino-
cyklopropano-1-karboksylowego (ACC) i aktywacje oksydazy ACC, enzymu kata-
lizujgcego tworzenie sie z ACC etylenu. Natomiast diaminy: putrescyna i diami-
nopropan nie powodowaty takiego efektu dziatania [30, 40].
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AKTYWNOSC POLIAMIN W STRESACH BIOTYCZNYCH
I FIZYCZNYCH

Nieliczne sg badania dotyczace wptywu streséw fizycznych, np. nadmiaru pro-
mieniowania ultrafioletowego bliskiego (UV-A), a zwiaszcza dalekiego ultrafioletu
(UV-B), a takze infekcji wirusowych na zmiany w zawarto$ci i aktywnosci fi-
zjologiczno-biochemicznej w zestresowanych komdrkach rodlinnych. Przeprowa-
dzajac doswiadczenie na siewkach ogdrka zawierajagcego od 0 do 500 pM putrescyny
i eksponowanych od 0,2 do 15 kJxm-2 w ciggu dnia pod dziataniem biologicznie
czynnego promieniowania UV-B stwierdzono ochronny i tagodzacy wplyw pu-
trescyny na szkodliwe dziatanie tegoz promieniowania. Pod wptywem promienio-
wania UV-B zaobserwowano w lisciach ogdrka indukowanie chlorozy i
zmniejszenie ich powierzchni oraz suchej masy catej rosliny, a najbardziej korzeni
w poréwnaniu z ro$linami kontrolnymi. Natomiast w roslinach poddanych dziataniu
UV-B i jednoczes$nie potraktowanych putrescyna nastepuje' wzrost powierzchni i
suchej masy Il i Il generacji lisci oraz odrosli ogorkowych, lecz nie wykazano
tego efektu w stosunku do suchej masy korzeni i czeSci nadziemnych wcze$niej
wyrosnietych [26].

Reakcje roslin na czynniki stresowe przewaznie zachodzg nie tylko w miejscu
zadziatania, czyli lokalnie, ale rGwniez w innych tkankach i narzagdach nieraz bardzo
odlegtych dzieki sygnatom fizykochemicznym przekazywanym z miejsca zadzia-
tania stresora. W przypadku odpowiedzi fizjologiczno-biochemicznej roslin na stres
biotyczny spowodowany infekcjg przez patogeny, np. wirusy, najpierw nastepuje
reakcja miejscowa, ktéra nazwano mianem nadwrazliwosci (ang. hypersensitive
responses, HR), a nastepnie systemiczne reakcje odpornosci nabytej, zwane SAR
(ang. systemie acquired resistance). Pod dziataniem czynnikéw stresowych moze
dojs¢ do zaburzen w biopotencjale elektrycznym bton, uwodnieniu komérek, trans-
porcie metabolitéw. Ponadto nastepuje przemieszczanie sie do bardziej odlegtych
tkanek i narzaddw z miejsca zadziatania czynnika stresowego specyficznych
przekaznikdw informacji w celu odpowiedniego przygotowania catego organizmu
do grozagcego mu niebezpieczenstwa [3, 5, 20].

Okazato sie, ze w mechanizmach obronnych roé$lin podczas infekcji patogenami
wspotuczestniczg poliaminy i fenolokwasy, gtéwnie kwas salicylowy (SA). Do-
mniemany model indukcji genéw PR odpowiedzialnych za kodowanie syntezy kwas-
nych biatek zwigzanych z lokalng odporno$cig lisci tytoniu na infekcje wirusem
TMV i roli w tym procesie sperminy lub SA przedstawia schemat zamieszczony
na rysunku 4. Spermina jako endogenny induktor analogicznie jak SA aktywuje
ekspresje genéw kodujacych synteze biatek: PR-1, PR-2, PR-3 i PR-5 zwigzanych
z przebiegiem patogenezy i nabyciem lokalnej odpornosci na dalsze rozprzestrze-
nianie sie wirusa TMV w lisciach tytoniu [45, 48].
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wirus mozaiki tytoniowej (TMV)

reakcja nadwrazliwosci (HR)
(tworzenie sie zmian patologicznych i nekrotycznych
wlisciach tytoniu)

spermina (Spm) kwas salicylowy (SA)
(kumulacja wprzestrzeniach
miedzykomaorkowych)

indukcja ekspresji genoéw PR

synteza kwasnych biatek zwigzanych
z patogeneza typu: PR-1, PR-2, PR-3 i PR-5

(lokalna odpornos¢ na infekcje patogena)

RYSUNEK 4. Przypuszczalny model szlaku indukcji ekspresji genéw PR z udziatem sperminy lub kwasu
salicylowego kodujacych kwasne biatka zwigzane z patogenezg i nabyciem lokalnej odpornosci przez
liscie tytoniu zainfekowane TMV (wg [48], zmodyfikowany)

Roéwnoczesnie w lisciach tytoniu zainfekowanych wirusem TMV stwierdzono
prawie 20-krotny wzrost zawartos$ci i akumulacje poliamin: putrescyny, spermidyny
i sperminy. Réwniez w miedzykomdérkowych przestrzeniach miejsc zaatakowanych
przez wirus TMV stwierdzono znaczny wzrost aktywnosci enzyméw ADC i ODC,
bezposrednio biorgcych udziat w biosyntezie poliamin, zwtaszcza putrescyny, co
stanowi jedng z licznych lokalnych reakcji obronnych typu nadwrazliwosci (HR).
Doswiadczalnie wykazano, ze zdrowe liscie tytoniu potraktowane SA nieznacznie
zwiekszajg poziom endogennej Spm, za$ Spm wcale nie powoduje wzrostu zawartosci
SA w ro$linach. To wskazuje, ze oba wymienione regulatory metabolizmu indukuja
ekspresje genéw kodujgcych synteze odpornosciowych biatek PR przed infekcja
wirusem TMV, dzialajg niezaleznie od siebie osiggajac ten sam cel obronny [3,
45, 48].
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Z przedstawionych nielicznych danych literaturowych wynika, ze pod wptywem
réznorodnych czynnikéw stresowych u roslin dochodzi do istotnych zmian w za-
wartosci i aktywnosci fizjologiczno-biochemicznej poszczegdlnych poliamin. Zmia-
ny w metabolizmie poliamin spowodowane presjg czynnikéw stresowych,
najprawdopodobniej moga odbywad sie nardznych etapach regulacji ekspresji genéw
kodujacych synteze enzymow odpowiedzialnych za ich wytwarzanie w komdrkach.

Poliaminy ze wzgledu na ich polikationowg strukture i specyficzne fizykoche-
miczne witasciwosci z tatwoscia mogag wchodzi¢ w interakcje z ujemnie natado-
wanymi grupami: kwasow nukleinowych, biatek, fosfolipidéw, kwasnych
sacharydéw iinnych metabolitow lub elementow mikrostrukturalnych komaorek spet-
niajagcych wazng role w regulacji proceséw fizjologiczno-biochemicznych u roélin.
Z tego wzgledu ich molekularne mechanizmy regulujace procesy fizjologiczno-
metaboliczne w obrebie komdrek majg charakter bardzo ztozony, do$¢ wszechstronny
i kompleksowy w S$cistej korelacji i kooperacji z wieloma innymi regulatorami.
Z powodu skomplikowanego charakteru ich dziatania fizjologiczno-biochemicznego
i duzej lotnoSci oraz licznych interakcji z innymi metabolitami, np. hormonami,
wtornymi przekaznikami sygnatow itp., dotychczasowe badania nad ich mecha-
nizmami regulujacymi na poziomie molekularnym komoérek nastreczaja sporo trud-
nosci.

Wydaje sie, ze zastosowanie metod immunologicznych, np. przeciwciat dekar-
boksylaz ADC, ODC i innych enzymow bezposrednio zwigzanych z biosynteza
poliamin oraz klonéw cDNA odpowiedzialnych za ich kodowanie umozliwi doktadne
zbadanie molekularnych mechanizmow regulacji ekspresji gendw przy réznego ro-
dzaju stresach biotycznych iabiotycznych. Tego typu metody pozwolg w niedalekiej
przysztosci precyzyjnie ustali¢ lokalizacje strukturalng i funkcjonalng w biosyntezie
poliamin w komarce i ich aktywnosci fizjologiczno-biochemicznej, jako odpowiedzi
molekularnej roslin na r6znorodne stresy srodowiskowe o charakterze adaptacyjnym
i obronnym przed ich szkodliwym dziataniem.
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Streszczenie: Holoenzymy utworzone przez cykliny typu D i kinazy cyklino-zalezne: Cdk4 oraz Cdk®,
ktdre uczestnicza w procesie fosforylacji biatka Rb, umozliwiajg przejécie komorki przez faze Gi cyklu
podziatowego. Istotng role w regulacji aktywnosci wspomnianych holoenzyméw odgrywaja niedawno
odkryte biatka nalezace do rodziny p16. Stanowig one grupe podobnych do siebie pod wzgledem
struktury i wasciwosci biochemicznych czasteczek, ktére wigzac sie z kinazami: Cdk4 i Cdk6 hamuja
ich aktywno$¢. W artykule przedstawiono stan obecnej wiedzy dotyczacej budowy, wiasciwosci bioche-
micznych, mechanizmu dziatania oraz roli biologicznej biatek z rodziny pl6. Szczegélng uwage
zwrécono na indywidualny udziat kazdego z inhibitoréw nalezacych do tej rodziny w regulacji aktyw-
nosci kinaz: Cdk4 i Cdké w warunkach in vivo.

(Postepy Biologii Komérki 1999; 26: 539-559)

Stowa kluczowe: inhibitory kinaz cyklino-zaleznych, rodzina biatek p 16, biatka oddziatujace z Cdk4 i
Cdk6, supresja nowotworowa, biatko Rb, biatko p53.

Summary: Holoenzymes formed between D-type cyclins and the cyclin-dependent kinases Cdk4 or Cdk6
are most prominently implicated in the phosphorylation of the retinoblastoma protein and facilitate
progression through the Gi phase. The critical role in the regulation of the above-mentioned holoenzymes
activity play the recently discovered proteins belong to p 16 family, which are structurally related to one

*Praca sponsorowana przez grant KBN nr 4 PO5B 073 16.
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another and have similar biochemical properties. A hallmark of this family of proteins is their specificity
for binding to and inhibiting Cdk4 and Cdk®é. In this article we summarize the present knowledge of the
structure, biochemical properties, mode of action and biological role of the pi6 family of inhibitors.
Special attention has been given how each inhibitor contributes to Cdk4 and Cdké regulation in vivo.
(Advances in Cell Biology 1999; 26: 539-559)

Key words: cyclin-dependent kinase inhibitors, the pi6 protein family, Cdk4 and Cdk6 interacting
proteins, tumor suppression pathways, retinoblastoma protein, protein p53.

WSTEP

Kluczowg role w kontrolowaniu prawidtowego przebiegu cyklu mitotycznego
komérek eukariotycznych odgrywa rodzina podobnych do siebie pod wzgledem
strukturalnym kinaz serynowo-treoninowych, zwanych kinazami cyklino-zaleznymi
Cdk (ang. Cyclin-dependent kinases). W komdrkach ssakéw zidentyfikowano do
chwili obecnej kilkunastu réznych przedstawicieli tej grupy enzyméw, ktérzy pod-
legajg ztozonemu procesowi aktywacji w $cisle okresSlonych fazach cyklu podzia-
towego. Aktywnos$¢ kinaz cyklino-zaleznych regulowana jest co najmniej na trzech
réznych poziomach, tj. przez zwigzanie jednostki regulacyjnej: cykliny, przez akty-
wujacg lub hamujgcyg fosforylacje odpowiednich dla kazdej kinazy reszt treoniny
i tyrozyny oraz przez wigzanie biatkowych inhibitoréw [prace przegladowe: 12,
15, 29, 37, 44, 61, 82, 83].

W komérkach ssakéw wykazano obecno$é kilku biatkowych inhibitorow kinaz
cyklino-zaleznych, ktére na podstawie homologii strukturalnej i podobieristwa fun-
kcjonalnego podzielono na dwie grupy. Pierwszg grupe stanowi rodzina biatek p21,
ktérej nazwa pochodzi od pierwszego poznanego jej przedstawiciela, tj. biatka
p21 AFI/CIP1 Wykryto je w normalnych, nietransformowanych fibroblastach lu-
dzkich jako komponente czterosktadnikowego kompleksu: zawierajgcego oprocz
wspomnianej czasteczki p21WAFL/CIP1 kinaze CDK, cykline ijgdrowy antygen ko-
marki proliferujacej PCNA (ang. Proliferating Cell Nuclear Antigen) [97]. Obecnie
do tej klasy inhibitoréw zalicza sie rowniez biatka: p27 ip57 ,przypominajace
swg strukturg czasteczke p21WAF,/CIPI [437557577687 75" 90]. Wszyscy przed-
stawiciele omawianej rodziny p21 moga wigzac sie¢ w warunkach in vitro do ré6znych
rodzajow kompleksow utworzonych przez cykliny Gj ikinazy Cdk oraz w mniejszym
stopniu do kompleksu: Cdkl - cyklina B i hamowa¢ ich aktywnos$¢ [44, 55, 68,
90, 97]. Stwierdzono réwniez, ze inhibitory z grupy p21 wykazujg wigksze po-
winowactwo do kinazy Cdk zwigzanej z cykling niz do formy niezwigzanej [44].

Do drugiej grupy inhibitorow kinaz cyklino-zaleznych, zwanej rodzing p 16, zalicza
sie obecnie biatka: p15, pl6, p18 i p19, ktdrym posSwiecono dalsza cze$¢ pracy.
Nazwa tej rodziny pochodzi od pierwszego poznanego jej przedstawiciela: biatka
p!é6.
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BIALKO pl6

1.1. Wystepowanie biatka p 16

Biatko p16, o masie czgsteczkowej (m. cz.) 15,8 kDa, zidentyfikowano po raz
pierwszy w prawidtowych fibroblastach ludzkich (linia W 138) oraz w liniach trans-
formowanych przez onkoproteiny wirusowe: VA13 i HelLa jako czasteczke wigzacg
sie z kinazg CDK4 [79]. Nastepnie wykryto je w komorkach oSmiu réznych pier-
wotnych hodowli tkankowych, reprezentujgcych trzy gtéwne typy tkanek: nabton-
kowa, tgczng i miesniowg [88]. Stwierdzono ponadto, ze stezenie biatka p16 w
komérkach wspormuanych wyzej hodowli tkankowych jest rézne, w przeciwienstwie
do inhibitorap21 ,ktorego stezenie we wszystkich rodzajach tkanek wydaje
sie by¢ jednakowe [88]. Najnizsze stezenie biatka pl 6 zaobserwowano w komaorkach
nabtonka oskrzelowego i w nabtonku drég oddechowych. Sprzeczne sg natomiast
doniesienia dotyczace obecnosci inhibitora p16 w ludzkich limfocytach T. Tam
i wsp. [88] nie wykryli bowiem w tych komérkach biatka p 16, podczas gdy Stone
i wsp. [86] zaobserwowali jego obecnos$¢, aczkolwiek w niewielkim stezeniu.

Dalsze badaniaimmunofluorescencyjne iimmunocytochemiczne przeprowadzone
na prawidtowych ludzkich fibroblastach (linia W 138) wykazaty, iz p 16 wystepuje
w komdrce gtéwnie w jadrze, ale jest rdwniez obecne w cytoplazmie [53, 63].

1.2. Struktura biatka p16

Biatko p16 zbudowane jest ze 148 aminokwaséw [79]. W strukturze czasteczki
p 16 wystepujg cztery tzw. powtdrzenia ankyrinowe (ang. ankyrin-like repeats) [79],
ktore sg motywami zaangazowanymi w oddziatywania typu biatko-biatko i wykryto
je w biatkach petnigcych rozne funkcje biologiczne [57]. Wyniki badan Yanga
i wsp. [98] wskazujg, iz motywy te odgrywajg najprawdopodobniej istotng role
W wiazaniu inhibitorédw z rodziny p16 z kinaza CDK4 i hamowaniu aktywnosci
tego enzymu. Wykazano bowiem, ze mutacje punktowe w konserwatywnych re-
gionach powtérzen ankyrinowych wptywajg na aktywnos$¢ inhibitorowg biatka p 16,
a ich usuniecie z czasteczki p16 powoduje catkowitg utrate jej zdolnosci do ha-
mowania CDK4 [98].

1.3. Witasciwosci biochemiczne

W przeciwienstwie do inhibitoréw z rodziny p21 wigzacych sie z r6znymi ro-
dzajami kompleksow CDK - cyklina, biatko p 16 tgczy sie jedynie z kinazami CDK4
i CDK®6, ktorych podjednostke regulatorowg stanowi cyklina D (D,, D2 lub D3)
[16, 79]. Wykazano, ze biatka p16 i CDK4 tworzg dwusktadnikowy, réwnomolamy
kompleks (1:1), ktérego m. cz. wyznaczona w warunkach natywnych wynosi ok.
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45-55 kDa [73]. Wartos¢ tajest bardzo zblizona do wartosci wyliczonej teoretycznie
réwnej 50 kDa, bedacej sumg mas czgsteczkowych kinazy CDK4 (34 kDa) iinhibitora
p16 (16 kDa). Nie stwierdzono ponadto réznic w powinowactwie biatka p 16 do
CDK4 i CDKG6 [16, 19, 66]. Kinaza CDK®6 wigze sie z inhibitorem p 16 tworzac
dwusktadnikowy, rownomolamy kompleks (1:1), ktérego masa czasteczkowa, wy-
znaczona za pomocg techniki sedymentacji w gradiencie stezenia glicerolu, od-
powiada sumie mas czasteczkowych poszczegdlnych sktadnikow kompleksu [66].

Badania Serrano i wsp. [79], potwierdzone przez innych badaczy [19, 66], wy-
kazaty, ze biatko p 16 hamuje aktywno$¢ komplekséw cykliny D z CDK4 lub CDK®6,
mierzong jako zdolno$¢ do fosforylacji biatka Rb (biatko supresorowe dla siat-
kéwczaka), nie wptywa natomiast na aktywno$¢ kompleksu: CDK2 - cyklina D.

taczenie sie inhibitorow z rodziny p21 z kompleksem: kinaza CDK - cyklina
jest stymulowane przez czgsteczke cykliny, co prowadzi w rezultacie do powstania
tréjsktadnikowego kompleksu: CDK - cyklina - biatko z rodziny p21. Biatko p 16
wspdtzawodniczy natomiast z cykling D o wigzanie z kinazg CDK4 [17]. Ragione
i wsp. [73] zaobserwowali, ze dodanie inhibitora p 16 (wyizolowanego z komdrek
linii HBL-100 i czeSciowo oczyszczonego lub ludzkiego zrekombinowanego biatka
p16) do ekstraktow z komorek linii U-118, w ktérych nie wykazano obecnosci
endogennego biatka p16, powoduje przesuniecie CDK4 z kompleksu z cykling
D] do kompleksu z czasteczka p 16. Na podkreslenie zastuguje fakt, iz we frakcjach
zawierajacych biatka p 16 i CDK4 nie wykrywano obecnosci cykliny D j. Obserwacja
ta wyklucza zdaniem Ragione i wsp. [73] mozliwos$¢ tworzenia tréjsktadnikowego
kompleksu pomiedzy CDK4, cykling D i inhibitorem p16. Teze o wspo6tzawod-
niczeniu miedzy biatkiem p16 a cykling D o wigzanie z CDK4, a takze CDKG,
zdajg sie potwierdzaé wyniki doswiadczen przeprowadzonych przez Parry’ego i
wsp. [66], polegajacych na inkubacji cykliny D| i CDK4 lub CDK6 z réznymi
ilosciami biatka p16 znakowanego histydyna, a nastepnie immunoprecypitacji z
przeciwciatami skierowanymi przeciw inhibitorowi p 16 bgdz cyklinie Dj. Na ich
podstawie autorzy wyliczyli, iz stezenie czasteczki p 16 potrzebne do zwigzania
z CDK4 lub CDK6 w 50% wynosi ok. 10 nM. Identyczne stezenie inhibitora
p 16 jest z kolei konieczne, aby wsp6tzawodniczy¢ z cykling Dj o wigzanie z CDK4
lub CDK6 w 50%. Wskazuje to, zdaniem Parry’ego i wsp. [66], ze biatka: p16
i cyklina D| tworzg niezaleznie dwusktadnikowe kompleksy z CDK4 i CDKG®6.
Hirai i wsp. [27] uwazajg za$, ze zrekombinowane ludzkie biatko p 16 moze wigzac
sie do kompleksu: CDK4 - cyklina D i hamowa¢ jego aktywno$¢ in vitro.

1.4. Rola fizjologiczna biatka p 16

Inhibitor p 16 nalezy do szlaku metabolicznego, ktérego gtdwnym komponentem
jest biatko Rb (rys. 1) [9, 39, 46, 52, 72, 88, 94]. Szlak ten ma zasadnicze znaczenie
dla kontroli w tzw. punkcie restrykcyjnym wystepujagcym na granicy faz Gj i S,
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w ktérym zapadajg decyzje o dalszym losie komorki, tj. czy cykl bedzie konty-
nuowany i zakonczony podziatem, czy tez komdrka ma wyjs¢ z cyklu i w wyniku
procesu roéznicowania podjag¢ wyspecjalizowane funkcje [1, 39, 42]. Biatko Rb wy-
stepuje w komorce w dwéch formach: ufosforylowanej i nieufosforylowanej [1,
94]. Forma nieufosforylowana czasteczki pRb tworzy kompleksy z ré6znymi czyn-
nikami transkrypcyjnymi hamujac tym samym w spos6b posredni aktywno$¢ trans-
krypcyjng polimeraz RNA: I, Il i Il [1, 39, 89]. Biatko Rb, a takze podobne
do niego strukturalnie biatka: pl07 i pl30, wigza sie za posrednictwem obecnego
w ich strukturze tzw. regionu ,kieszeniowego” (ang. pocket domciin) z domeng
C-koricowg czynnik6w transkrypcyjnych nalezacych do rodziny E2F [1, 42]. Frag-
menty C-koncowe czasteczek z grupy E2F odpowiadajg takze za ich wigzanie z
sekwencjg nukleotydowg TTTCGCGC wystepujgcg w promotorach transkrybowa-
nych przez polimeraze RNA 1l genow: Cdkl, reduktazy dihydrofolianu (DHFR),
kinazy tymidyny (TK), polimerazy a DNA (POL), cykliny: E i A, a takze genu
E2F [1, 39, 94], ktorych produkty sg niezbedne do przejécia przez dzielgca sie
komdrke punktu restrykcyjnego i do replikacji DNA [1, 39]. Zwigzanie przez nie-
ufosforylowang forme biatka Rb czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny E2F zmienia
je w represory hamujace ekspresje wymienionych powyzej gendw [39]. Czasteczka
pRb blokuje réwniez aktywno$é polimerazy RNA | tworzac kompleks z czynnikiem
transkrypcyjnym UBF (ang. Upstream-Binding Factor) [1, 39, 89]. Biatko Rb jest
takze supresorem polimerazy RNA Il w przypadku, gdy jego nieufosforylowana
formazwigze sie zniezidentyfikowanym jeszcze czynnikiem [1,39,89]. Wymienione
powyzej polimerazy RNA odpowiedzialne sg za transkrypcje gendéw kodujgcych
rRNA i tRNA. Aktywnos¢ tych enzyméw wymagana jest w przypadku wzmozonej
biosyntezy biatka, ktéra poprzedza ewentualne podwojenie wszystkich sktadnikow
komorki przed jej podziatem [1, 39]. Tak wiec biatko Rb, bedac jedynym znanym
supresorem wszystkich polimeraz RNA, moze wplywaé zaréwno na replikacje DNA,
jak ina synteze biatka w czasie cyklu komdrkowego [1]. Z tego tez powodu kontrola
procesu fosforylacji biatka Rb, powodujgcego uwalnianie czynnikéw transkrypcyj-
nych z komplekséw z pRb i aktywacje polimeraz RNA, ma kluczowe znaczenie
w regulacji proliferacji. Oprécz kompleksu: Cdk2 - cyklina E, w fosforylacje cza-
steczki pRb zaangazowane sg kinazy Cdk4 i Cdké zwigzane z cykling D [1, 39,
89, 94], ktdérych aktywno$¢é ujawnia sie w potowie fazy G| i jest najwyzsza w
momencie przejscia komorki do fazy S cyklu podziatlowego [39]. Aktywnos$¢ ho-
loenzymow: Cdk4 - cyklina D i Cdko - cyklina D jest z kolei regulowana przez
inhibitory z rodziny p16 [7, 16, 17, 19, 27, 79]. Z badanh przeprowadzonych przez
Li i wsp. [46], Tama i wsp. [88] oraz Hara’ego i wsp. [20] wynika, ze fosforylacja
czasteczki pRb stymuluje ekspresje genu kodujacego biatko p 16 w drodze nie po-
znanego jeszcze mechanizmu. Wzrost stezenia inhibitora p 16 powoduje stopniowe
wypieranie cykliny D z kompleksu z kinazg CDK4 lub CDKG6, co prowadzi do
inaktywacji tych enzymoéw, a w rezultacie do zatrzymania procesu fosforylacji pRb
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[46, 88,94]. Zahamowanie procesu fosforylacji biatka Rb powoduje z kolei obnizenie
poziomu ekspresji biatka p16 [46, 88]. Uwolnienie cykliny D z kompleksu z jej
katalitycznym partnerem: Cdk4 lub Cdk6 umozliwia natomiast jej degradacje [94].
W przedstawionym modelu czasteczka p 16 jest elementem regulujgcym aktywno$é
komplekséw: CDK4 - cyklina D i CDKG6 - cyklina D i fosforylacje biatka Rb
w celu kontrolowania prawidtowego przejscia komarki z fazy Gj do fazy S cyklu
podziatlowego [46, 88]. Model ten stanowi takze wiarygodne wyjasnienie zjawiska
znacznie podwyzszonego poziomu syntezy inhibitora p 16 w komdérkach nie majgcych
funkcjonalnego biatka Rb. Stwierdzono, ze w normalnych diploidalnych komaorkach
zawierajacych funkcjonalne biatko Rb czasteczka pl 6 syntetyzowana jest na niskim,
ale wykrywalnym poziomie, podczas gdy w komdrkach nowotworowych, nie ma-
jacych prawidtowego pRb, obserwowano znacznie wyzsze stezenie p 16 [46, 53,
65, 66, 86, 88]. O znaczeniu czasteczek: p 16, pRb i CDK4 w patogenezie rozrostéw
nowotworowych moze $wiadczy¢ fakt, ze w ok. 70% nowotworéw zto$liwych po-
chodzenia glejowego wystepujg zmiany w ekspresji tych czgsteczek spowodowane
przez homozygotyczng delecje genu kodujgcego biatko p 16, brak transkryptu
pRbmRNA i amplifikacje genu CDK4 [22]. Interesujgca wydaje sie obserwacja,
iz w komorkach ze stwierdzonymi zmianami w ekspresji biatek: p16, pRb i CDK4
w 95% aberracja dotyczyta tylko jednego biatka [22]. Wykazano réwniez, iz w
komorkach przewazajacej ilosci pierwotnych guzéw ptuc zmieniona jest ekspresja
tylko jednego z dwéch biatek: p16 lub Rb [81]. W komérkach rakéw niedrobno-
komoérkowych ptuc, w ktérych brak funkcjonalnego biatka Rb obserwowany jest
bardzo rzadko, czesto wystepujg homozygotyczne delecje genu kodujgcego biatko
pl 6 (w 66%). W komdrkach rakéw drobnokomorkowych ptuc, ktore w przewazajacej
ilosci przypadkéw nie zawierajg funkcjonalnego biatka Rb, poziom ekspresji biatka
p 16 jest wysoki [81]. Opisane wyzej obserwacje stanowig potwierdzenie dla za-
tozenia, ze p16, pRb i CDK4 wspdtdziatajg ze sobg tworzac szlak metaboliczny
majacy zasadnicze znaczenie dla kontroli w punkcie restrykcyjnym i brak jednego
z dwoch biatek: p16 lub Rb badz tez nadmierna transkrypcja genu kodujacego
kinaze CDK4 spowodowana jego amplifikacjg powoduje zaburzenia mechanizmu
regulacyjnego w tym szczeg6lnym punkcie kontrolnym, co moze prowadzi¢ w kon-
sekwencji do nieograniczonej proliferacji [22].

Badania ostatnich lat wskazuja, iz biatko p 16 moze kontrolowa¢ cykl komérkowy
nie tylko przez hamowanie aktywnosci kinaz: CDK4 i CDK®6, ale réwniez przez
bezposrednigregulacje transkrypcji [78]. Serizawa [78] wykazat bowiem, ze inhibitor
p16 wigze sie z domeng C-konicowg (CTD: ang. C-terininal domain) polimerazy
RNAII. Niejest wiec wykluczone, iz inhibitor p 16 stanowi podjednostke holoenzymu
polimerazy RNA Il [78]. Z holoenzymem tym moze taczy¢ sie rowniez kompleks:
kinaza CDKS8 - cyklina C [11, 59]. Kinaza CDK8 zwigzana z cykling C uczestniczy
przypuszczalnie w procesie fosforylacji domeny CTD polimerazy RNA Il [11],
ktory kontroluje inicjacje transkrypcji in vivo [40]. W fosforylacje domeny CTD
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RYSUNEK 1 Udziat biatka Rb, kinaz: Cdk4, Cdk6 i Cdk2, cyklin: D i E oraz inhibitoréw z rodziny p 16
w regulacji ekspresji genéw transkrybowanych przez polimerazy RNA (na podstawie prac: Kocika i
Szczylika [39], Li i wsp. [46], Tama i wsp. [88] oraz Bartka i wsp. [1]): biatko Rb, poddane fosforylacji
przez holoenzymy: Cdk4/Cdké - cyklina D oraz Cdk?2 - cyklina E, uwalnia czynniki transkrypcyjne: UBF,
niezidentyfikowany czynnik X i E2F umozliwiajace polimerazom RNA: I, Il i lll wigzanie sie z DNA i
rozpoczecie transkrypcji genéw, ktérych produkty sg niezbedne do replikacji DNA i wzmozonej
biosyntezy biatka, poprzedzajacej podwojenie wszystkich sktadnikéw komorki przed jej podziatem.
Fosforylacja pRb stymuluje takze ekspresje genu kodujgcego inhibitor p16. Wzrost stezenia biatka p 16
powoduje stopniowg inaktywacje kinaz: Cdk4 i Cdk6, co prowadzi w rezultacie do zatrzymania procesu
fosforylacji biatka Rb

zaangazowany jest natomiast na pewno czynnik transkrypcyjny TFIIH stanowigcy
kompleks wielu biatek o r6znej aktywnosci enzymatycznej. Wsrod biatek budujacych
TFIIH zidentyfikowano m.in. kinaze CDK7 ijej podjednostke regulatorowa: cykline
H [11, 59, 77]. Stwierdzono réwniez, ze kompleks: CDK7 - cyklina H moze fo-
sforylowa¢ domene CTD polimerazy RNA Il [11, 59, 77]. Badania Serizawy [78]
wykazaty, ze biatkiem wigzacym sie zaré6wno z CDKY7, jak i z czynnikiem trans-
krypcyjnym TFIIH i hamujgcym fosforylacje domeny CTD jest inhibitor p 16. Przed-
stawione powyzej obserwacje sugerujg, ze czgsteczka p 16, biorgc udziat w kontroli
aktywnosci kinaz: CDK7 i CDKS8, uczestniczy w regulowaniu procesu inicjacji
transkrypcji [78].

1.5. Gen kodujacy biatko p 16 jako prawdopodobny gen supresorowy

W ciagu ostatnich czterech lat wiele uwagi po$wiecono genowi kodujgcemu
biatko p16, zwanemu MTS1 (ang. Multiple Tumor Suppressor 1 [33]), CDKN2,
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CDK4l1 (ang. CDK4 Inhibitor [60]) lub INK4a [79], ze wzgledu na fakt, iz lezy
on w regionie p21 chromosomu 9Gp, ktérego nieprawidtowos$ci obserwowano w
wielu liniach nowotworowych réznego pochodzenia [33, 60]. Analizujac 46 linii
nowotworowych Nobori i wsp. [60] stwierdzili homozygotyczng delecje w obrebie
MST1/CDK41 w 61% czerniakow, 87% glejakow, 36% niedrobnokomorkowych
rakéw ptuc i 64% biataczek. Kamb i wsp. [33] zbadali 290 linii komérkowych
znajdujagc homozygotyczng delecje w 133 przypadkach, przy czym czesto$¢ wy-
stepowania tej aberracji wahata si¢ od 0% (rak okreznicy) do 82% (gwiazdziak).
Rodzi sie pytanie, czy obserwowane przez badaczy czeste zmiany w regionie p21
chromosomu 9 w komdrkach ustalonych linii nowotworowych hodowanych in vitro
wystepujg réwniez w komérkach nowotworéw pierwotnych? Jakie sa mechanizmy
inaktywacji genu MTSI in vivo? Czy gen kodujacy biatko p16 jest genem su-
presorowym? Obecnie znane sg cztery r6zne mechanizmy inaktywacji genu MTS1
in vivo: mutacje punktowe i mate delecje, duze homozygotyczne delecje, translokacje
chromosomalne oraz metylacja cytozyny w pozycji 5’ w regionie promotora bogatym
w cytozyne i guanidyne (ang. CpG island). Wystepowanie mutacji punktowych
stwierdzono w przypadku pierwotnego raka: gruczotowego trzustki [5], przetyku
[28, 31, 58], przewodu zotciowego [99] i w rodzinach z dziedziczng podatnosciag
naczerniaka [30]. Duze homozygotyczne delecje genu M TSI, kt6re eliminuja rowniez
w 80% przypadkéw sasiadujagcy gen MTS2 kodujacy biatko p15 [85], sg czeste
w takich typach nowotworéw pierwotnych, jak rak: niedrobnokomérkowy ptuc [4,
56, 93, 96], ptaskonabtonkowy gtowy i szyi [4, 56, 74], nerki [4], pecherza [95],
jamy nosowo-gardtowej [49], w glejakach [28,64,76,92], Sr6dbtoniakach ztosliwych
[8], ostrej biataczce limfoblastycznej typu T [3,6,23, 28] igwiazdziakach ztosliwych
[64, 92]. Interesujacy wydaje sie fakt, iz w przypadku gwiazdziakdw oraz glejakéw
homozygotyczne delecje genu MTSI wystepujg tylko odpowiednio w: Il i IV oraz
IV stopniu zto$liwos$ci tych nowotwordw [64, 92], a komérki ze wspomniang zmiang
chromosomalng wykazuja wyzszg aktywno$¢ proliferacyjng w poréwnaniu do ko-
morek nie majacych tej aberracji [64]. Obserwacje te wskazujg, ze w przypadku
niektérych typéw nowotworéw istnieje zwigzek miedzy wystepowaniem delecji
homozygotycznej locus MTSI a stopniem zto$liwosci tych chordb, co moze z kolei
sugerowac, ze wspomniana aberracja chromosomalna nie jest przyczyng karcyno-
genezy, ale pojawia sie na pewnych jej etapach. Translokacje chromosomalne prze-
stawiajace locus TCRA/D lezacy w regionie chromosomu 14q 11 i locus INK4/MTS1
kodujacy gen p 16 obserwowano natomiast w przypadku ostrej biataczki limfobla-
stycznej typu B [10]. Inaktywacje genu MTSI, spowodowang przez metylacje cy-
tozyny w pozycji 5° w regionie bogatym w cytozyne i guanidyne, obejmujgcym
swym zasiegiem promotor oraz egzon 1 locus MTSI, stwierdzono w komdérkach
guzow pierwotnych pobranych od chorych na: nerwiaka niedojrzatego [87], raka
pecherza [14], piersi [26] ijamy nosowo-gardtowej [48], glejaki [56] i niedrobno-
komdrkowego raka ptuc [56]. Czesto$¢ wystepowania mutacji, homozygotycznych
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delecji i metylacji w komérkach nowotworéw pierwotnych jest mniejsza w po-
rownaniu z komdrkami ustalonych linii nowotworowych hodowanych in vitro [4,
8, 26, 84], jest jednak na tyle duza, aby zatozy¢, iz obserwowane w warunkach
in vivo wszelkie aberracje w regionie p21 chromosomu 9 odgrywajg istotng role
w procesie karcynogenezy. Poniewaz homozygotyczne delecje locus MTSI eliminuja
rowniez w wiekszosci przypadkdw sasiadujagcy gen MTS2 [85], kodujacy biatko
p 15, ktére podobnie jak inhibitor p16 hamuje aktywnos$¢ kinaz: CDK4 i CDK6
[19], nasuwa sie pytanie, czy funkcjonowanie genu MTSI jako supresora wzrostu
nowotwordw jest tak powszechne, jak wskazywaty na to pierwsze badania Kamba
i wsp. [33] oraz Naboriego i wsp. [60]. Kolejne watpliwosci zrodzit fakt odkrycia
tylko dwoch mutacji w sekwencji nukleotydowej kodujacej biatko p 16, ktére moga
by¢ odpowiedzialne za dziedziczng podatno$¢ na czerniaka [34]. Przedstawione
w 1996 r. wyniki badan Serrano i wsp. [80], przeprowadzonych na myszach majacych
prawidtowy gen mts2 oraz zmodyfikowany w skutek usuniecia egzonow: 2 i 3
locus ink4a, zdajg sie jednak rozwiewa¢ przedstawione powyzej watpliwosci. W
zwierzetach z opisanym defektem rozwijaty sie bowiem spontaniczne nowotwory
we wczesnym wieku, a ponadto myszy te byly bardzo wrazliwe na traktowanie
karcynogenami. Serrano i wsp. [80] stwierdzili takze, ze embrionalne fibroblasty
pobrane od myszy majacych pozbawiony egzonéw: 2 i 3 gen ink4a proliferowaty
znacznie szybciej w poréwnaniu z fibroblastami myszy bez tego defektu, mimo
iz obie populacje komérek nie réznity sie miedzy sobg morfologicznie. Autorzy
zauwazyli réwniez, ze wprowadzenie zaktywowanego onkogenu Ha-ras do em-
brionalnych fibroblastow pochodzacych od myszy ze zmodyfikowanym locus ink4a
indukuje transformacje nowotworowg w tych komorkach. W embrionalnych fi-
broblastach mysich transformacja nowotworowa jest obserwowana tylko przy
wspoétdziataniu dwoch onkogendw, np. Ha-ras i biatka adenowirusowego El A [51].
Konsekwencje wystepowania defektu w genie ink4a i wprowadzenia aktywnego
biatka Ha-ras sg wiec takie same jak w przypadku wspotdziatania dwéch onkogendw.
Zaprezentowane przez Serrano i wsp. [80] wyniki badan wskazujg dobitnie, ze
locus inkda jest zaangazowany w proces supresji wzrostu nowotworow.
Badania zmierzajgce do wyjasnienia, czy gen INK4ci jest genem supresorowym,
skomplikowato niedawne odkrycie, iz poza biatkiem p 16 koduje on réwniez drugie
biatko zwane p\4ARF (ang. Alternative Reading Frame Protein) lub pl9a”® (mysi
homolog ludzkiego biatka pM ~7) [54, 71, 86]. Mozliwo$¢ ta wynika z niezwyklej
organizacji genu INK4a, tj. obecnos$ci w jego strukturze dwéch réznych pierwszych
egzonow, tzn. egzonu la i 13 [54, 70, 71, 86]. W wyniku transkrypcji egzonow:
la, 2 i 3 syntetyzowany jest inhibitor p 16, podczas gdy produktem biatkowym
transkryptu: egzon 13- egzon 2 - egzon 3 jest czasteczka p\4 ARf* lub w przypadku
genomu myszy czasteczka pl9a'~[9, 18, 54, 70, 71, 86]. Ze wzgledu na sposob
organizacji genu \NK4a wydaje sie wiec bardziej stosowne uzywanie okre$lenia:
locus INK4a/ARF [9]. Biatko p]9ai* (p\4AR”) zdolne jest do zatrzymania cyklu
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podziatlowego komoérki w fazie Gj, jak i podczas przejscia z fazy G2 do M, jednak
w przeciwieAstwie do biatka p16 nie wykazuje aktywnos$ci inhibitora kinaz cy-
klino-zaleznych [9, 18, 47, 71]. Nie znaleziono réwniez zadnych dowoddéw na
to, iz czasteczka pl 9a;(p 1447 nalezy do szlaku metaboliczne®o”ktérego gtéwnym
komponentem jest biatko Rb. W jaki wiec sposob pl9fi* (p14 R ) zatrzymuje cykl
podziatowy komorki? Z najnowszych badan wynika, ze p\9ar nalezy do szlaku
metabolicznym okre$lanego mianem ,,drogi supresji nowotworowej”, ktorego gtéw-
nym komponentem jest biatko p53 [35, 69, 100]. Czgsteczka p53 jest czynnikiem
transkrypcyjnym uczestniczgcym w ekspresji genow, ktérych produkty powodujg
zatrzymanie cyklu podziatowego komorki w fazie Gj lub apoptoze [38, 45]. Wy-
kazano, ze p 19t (p 14ARF) moze wptywac na aktywnos$¢ biatka p53 oraz uczestniczyé
w regulacji poziomu jego stezenia [35, 69, 100]. Stwierdzono, iz czasteczka pl9a/”
wigze sie za posrednictwem swej N-koncowej domeny, kodowanej przez egzon
13, z biatkiem p53 i zwieksza jego aktywno$¢ transkrypcyjng [35]. Wykazano
ponadto, ze p\9ar*(p\4 ARF) taczy sie takze za pomocg wspomnianego N-koricowego
fragmentu zdomeng C-koricowg biatka MDM2 [69,100] i promuje szybka degradacje
tego biatka [100]. Czgsteczka Mdm2 reguluje z kolei poziom stezenia biatka p53
w komdrce [21, 41]. Udowodniono, ze Mdm2 wigze sie za posrednictwem swej
N-koncowe”domeny z p53 przyczyniajac sie dojego szybkiej proteolizy. Promowana
przezpl4 degradacja czgsteczki MDM2 prowadzi wiec w rezultacie do stabilizacji
i akumulacji biatka p53 w komérce, a w konsekwencji do aktywacji genéw, ktérych
produkty sg konieczne do zatrzymania proliferacji lub wejscia komorki na droge
apo~to~"Biatko p53 indukuje m.in. transkrypcje genu kodujacego biatko
p21 AF /CIPI[45], ktdére jak wspomniano we wstepie pracy, hamuje aktywnos$¢
réznych kompleksoéw: kinaza Cdk - cyklina, a wséréd nich i holoenzymu: Cdk2
- cyklina E odpowiedzialnego za fosforylacje biatka Rb [44, 97]. Mozna wiec
powiedzie¢, ze pl9a™(pl4'4d F) wplywajac bezposrednio na aktywnos¢ transkry-
pcyjna czasteczki p53 oraz posrednio na jej stabilno$¢, stanowi ogniwo tgczace
ze sobg dwa gtéwne szlaki metaboliczne zaangazowane w kontrole wzrostu komorki,
ktérych gtéwnymi komponentami sg biatka: pRb i p53. Powigzanie ze sobg obu
wspomnianych szlakéw za posrednictwem czasteczki p\9¢'7 (pl4'4/?r) stwarza mo-
zliwos$¢ skutecznej ochrony komorek przed zmianami nowotworowymi w sytuacji,
gdy jedna z tych drog ulegnie zaburzeniu. Zauwazono, iz w przypadku braku fun-
kcjonalnego biatka Rb w komorce dochodzi do nieprawidtowej proliferacji spo-
wodowanej wzmozong aktywnoscig czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny E2F,
ale obserwowana jest réwniez aktywacja czasteczki p53, ktéra prowadzi do za-
trzymania cyklu podziatlowego lub apoptozy [2]. Bates i wsp. [2] zaproponowali
model wyjasniajacy molekularne podstawy tego zjawiska. Gtéwne zatozenie tego
modelu opiera sie na obserwacji, iz czynnik transkrypcyjny E2F-1 bezposrednio
indukuje syntezy”bjatka p\4 ARF. Analiza sekwencji nukleotydowej ludzkiego genu
kodujacego p!4 wykazata ponadto, ze w regionie lezagcym ponizej w stosunku
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do egzonu 1@wystepuje potencjalne miejsce wigzania E2F-1 Zgodnie z zatozeniami
modelu Batesa i wsp. [2] nieprawidtowa proliferacja wynikajagca z nieobecnosci
funkcjonalnego biatka Rb w komorce lub aktywacji onkogendéw, takich jak: Ras,
El A lub Myc, stanowi dla E2F-1 sygnat do indukcji syntezy biatka p\4A F, ktore
hamuje zalezng od MDM?2 degradacje biatka p53 oraz zwieksza jego aktywnos$¢
transkrypcyjng, co prowadzi w rezultacie do zatrzymania cyklu podzialowego lub
apoptozy i w konsekwencji chroni komorki przed zmianami nowotworowymi.

Wyjasnienie roli biologicznej biatka pl9fl* (pM ~ ) zrodzito pytanie, czy jest
ono biatkiem supresorowym? OdpowiedZ na to pytanie jest utrudniona ze wzgledu
na fakt, iz homozygotyczne delecje locus INK4a/ARF, wystepujace czesto w no-
wotworach ludzkich ré6znego pochodzenia, powodujg w rzeczywisto$ci zaburzenia
w ekspresji dwéch biatek: pl6 i p14 , co stwarza komplikacje w okreSleniu
indywidualnego udziatu obu tych czasteczek w supresji nowotworowej [36, 80].
W celu rozwigzania tego problemu Kamijo i wsp. [36] przeprowadzili doSwiadczenia
na myszach, ktérych komorki syntetyzowaty funkcjonalne biatko p16i2* a, ale nie
miaty pl19~ze wzgledu na brak egzonu 13 w locus ink4a/arf Stwierdzono, iz
u zwierzat tych we wczesnym okresie zycia rozwijaty sie spontanicznie nowotwory.
Zaobserwowano ponadto, ze embrionalne fibroblasty myszy z opisanym defektem
wykazywaty wiekszg zdolno$¢ do proliferacji i rosty szybciej w poréwnaniu z
normalnymi fibroblastami, a wprowadzenie do nich zaktywowanego onkogenu Ha-
ras indukowato transformacje nowotworowg w tych komérkach. Z badan Kamijo
i wsp. [36] wynika wiec, ze locus arfpeini role supresora wzrostu nowotworowego.
Do chwili obecnej w komorkach guzéw pierwotnych, jak i linii nowotworowych
nie stwierdzono natomiast wystepowania mutacji w egzonie 1[3lub metylacji cytozyny
w pozycji 5’ promotora locusARF [18,54,56,86]. Wydaje sie, ze mutacje dziedziczne
i sporadyczne dotyczag raczej genu INK4a niz ARF [70].

Tak wiec na podstawie naszej obecnej wiedzy mozna stwierdzié¢, iz locus
INK4a/ARF koduje dwa biatka o wtasciwosciach supresorowych, ktére niewatpliwie
uczestniczg w kontroli wzrostu komarek.

BIALKO pl5

Biatko p15, o m. cz. 14,7 kDa, wykryto po raz pierwszy w ludzkich keratynocytach
potraktowanych parakrynnym czynnikiem wzrostu TGF-p [19]. Dalsze badania wy-
kazaty, ze biatko p 15, podobnie jak inhibitor p 16, wystepuje w komoérkach wielu
rodzajow tkanek w r6znym stezeniu, przy czym dane literaturowe dotyczgce poziomu
tego stezenia sg w przypadku niektérych tkanek sprzeczne [32, 85].

Czasteczka p 15 zbudowana jest ze 137 aminokwasoéw, ajej fragment N-koricowy
wykazuje duzy stopied homologii z inhibitorem p16: 50 pierwszych i 81 kolejnych
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reszt aminokwasowych jest identycznych w obu biatkach odpowiednio: w 44%
i 97% [19]. W czasteczce p 15, podobnie jak p16, wystepujg cztery powtdrzenia
ankyrinowe, ktdre najprawdopodobniej stanowig motyw konserwatywny w strukturze
biatek z rodziny p16 [19].

Wiasciwosciami biochemicznymi biatko p 15 przypomina inhibitor p 16. Wigze
sie ono specyficznie z kinazami: CDK4 i CDKG6 i nieznacznie zz CDK1, CDK2
i CDK5 [19]. W warunkach in vitro czasteczka p 15 hamuje jedynie aktywnos¢
komplekséw cykliny D z CDK4 lub CDK®6, nie wplywa natomiast na aktywno$¢
holoenzymu: CDK2-cyklina A [19]. Podobnie jak inhibitor p 16, biatko p 15 tworzy
dwusktadnikowy kompleks z CDK4 lub CDK6 wspo6tzawodniczac z cykling D
0 wigzanie z wymienionymi kinazami [16].

Gen kodujacy biatko p15, zwany MTS2 (ang. Multiple Tumor Suppressor 2
[16, 33]) lub INK4b [19], zlokalizowano w chromosomie 9 w regionie lezagcym
w odlegtosci okoto 20 kb ponizej egzonu 1@ nalezagcego do locus INK4a/ARF
[85]. Transkrypcja genu MTS2/INK4b nie jest kontrolowana przez biatko Rb, jak
ma to miejsce w przypadku locus INK4a/ARF [2, 46, 88], ale jest stymulowana
przez wspomniany TGF-(3 [19]. Hannon i Beach [19] wykazali, ze TGF-[3 indukuje
w ludzkich keratynocytach 30-krotny wzrost syntezy pISmRNA, a w konsekwencji
1 biatka p15, nie wplywa natomiast na poziom plémRNA.

Poniewaz biatko pl 5 przypomina swa strukturg i wtasciwosciami biochemicznymi
inhibitor p 16, powstato pytanie, jaka jest rola biologiczna czgsteczki p 15. Z badan
przeprowadzonych na limfocytach T krwi obwodowej wynika, ze p15 razem z
biatkiem p27~ 1, nalezacym do rodziny inhibitoréw p2l i hamujgcym aktywno$¢
holoenzymoéw: Cdk4 - cyklina D, Cdk2 - cyklina A oraz Cdk2 - cyklina E [68,
90], odgrywajg istotng role w utrzymaniu komdrki w fazie GO cyklu podziatowego
[50]. Stwierdzono, ze w limfocytach T pozostajgcych w fazie spoczynkowej (GO)
cyklu podziatowego wystepujg oba biatka: p15 i p21K,PI, ktérych stezenie obniza
sie do poziomu niewykrywalnego w wyniku aktywacji tych komoérek przez in-
terleukine-2 lub interleukine-2 i przeciwciato skierowane przeciwko kompleksowi
CD3 [50, 621. Zaobserwowano réwniez, ze wraz z obnizeniem stezenia biatek:
pl15 i p21KIP zwiekszata sie aktywno$¢ kinaz CDK2 i CDK4 [50, 62]. Wyniki
badarn przeprowadzonych na limfocytach T krwi obwodowej sugeruja, iz zaha-
mowanie syntezy inhibitoréw: p15 i p21KIPI podczas aktywacji limfocytow T po-
woduje w rezultacie zwiekszenie aktywnos$ci kinaz: CDK2 i CDK4, co ufatwia
dalszg proliferacje [50]. Wydaje sie wiec, ze oba biatka: p15 i p21KIPI odgrywajg
istotng role w utrzymaniu komorki w fazie GO cyklu podziatowego [50], chociaz
indywidualny udziat wspomnianych inhibitorbw w tym procesie oraz ewentualny
mechanizm ich wspoétdziatania nie zostat do chwili obecnej doktadnie wyjasniony.

Poniewaz wykazano rowniez, ze ektopowa ekspresja biatka p15 powoduje za-
trzymanie cyklu podziatowego w warunkach in vivo [85], zaczeto sie zastanawiac,
czy gen MTS2/INK4b nie jest genem supresorowym. OdpowiedZ na to pytanie
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nie jest jednoznaczna. Do chwili obecnej w komorkach linii nowotworowych, jak
i guzéw pierwotnych nie stwierdzono bowiem wystepowania mutacji w sekwencjach
nukleotydowych kodujgcych p15 [85, 99]. Homozygotyczng delecje genu
MTS2/INK4b nie obejmujgcg swym zasiegiem locus INK4a/ARF wykryto tylko
u dwdch pacjentéw chorych na glejaka [32] i w komorkach szesciu linii pochodzacych
od ludzi chorych na czerniaka [13]. Metylacje cytozyny w pozycji 5’ w regionie
egzonu 1lbogatym w cytozyne i guanidyne, inaktywujgca gen MTS2/INK4b, stwier-
dzono w przypadkach: zespotu mielodysplastycznego [91], ostrej biataczki lim-
foblastycznej i ostrej biataczki szpikowej [24, 25], w ktorych gen kodujgcy biatko
pl6 nie ulegat inaktywacji. Dane te wskazuja, iz metylacja genu kodujacego biatko
pl5 jest procesem odgrywajgcym istotng role w patogenezie wymienionych powyzej
rodzajéw rozrostow nowotworowych [24, 91]. Z drugiej jednak strony aberracja
ta wystepuje bardzo rzadko w komérkach linii nowotworowych i pierwotnego raka:
ptaskonabtonkowego gtowy i szyi, ptuc, piersi, prostaty oraz okreznicy i tylko
wtedy gdy towarzyszy jej metylacja genu INK4a [25].

BIALKO pl8

Biatko p18, o m. cz. 18,1 kDa, zidentyfikowano w ludzkich komdérkach ostrej
biataczki limfoblastycznej (ATCC CCL 119) jako czasteczke taczaca sie prefe-
rencyjnie z kinazg CDK®6 [16], a nastepnie wykryto je w osteoblastach, fibroblastach
i chondrocytach [73]. Z badan Guana i wsp. [16] wynika, ze poziom pI8mRNA
jest bardzo rézny w poszczegélnych tkankach cztowieka: najwyzszy w miesniach
szkieletowych, posredni w trzustce oraz sercu i prawie niewykrywalny w tozysku,
co moze $wiadczy¢ o tym, iz regulacja ekspresji genu kodujacego biatko p18 jest
specyficzna tkankowo.

Zbudowana ze 168 aminokwaséw czgsteczka p 18 przypomina swg budowg in-
hibitory: plé ipl5. W jej strukturze wystepujg powtdrzenia ankyrinowe, a sekwencje
aminokwasowe biatek: p18 i plé oraz p18 i p15 sg identyczne odpowiednio w:
38% i42%, przyczym region N-koricowy tych czgsteczek wykazuje wiekszg ho-
mologie niz fragment C-koncowy [16]. Bardzo interesujagcy wydaje sie fakt, ze
fragment czasteczki p18, obejmujacy 107 aminokwaséw od C-konica, jest w
32% homologiczny z wysoce konserwatywng domeng wystepujagcg w biatkach na-
lezacych do rodziny Notch, ktére uczestniczg w procesie réznicowania [16].

Podobnie jak inhibitory: pl6 i p15, czasteczka pl18 wigze sie z CDK4 oraz
CDKG®, nie tgczy sie natomiast z innymi kinazami CDK [16]. Ragione i wsp. [73]
wykazali, ze biatka p18 i CDK4 tworzg dwusktadnikowy, rownomolamy kompleks
(1:1), ktéry migruje w zelu poliakrylamidowym z szybko$cig odpowiadajacg m.
cz. 45-55 kDa. Z badah Guana i wsp. [16] wynika jednak, ze biatko p18 silniej
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wigze i hamuje kinaze CDK6 niz CDK4. Fakt preferencyjnego taczenia sie inhibitora
p18 z CDK®6 wydajg sie potwierdza¢ obserwacje przeprowadzone na komérkach
linii Saos-2 i U-118 [73]. W komoérkach linii Saos-2, w ktoérych stezenie biatek:
pl8, p16 i CDK4 jest duze, kinaza CDK4 tworzy kompleks przede wszystkim
z p16, czasteczka p 18 wystepuje natomiast w formie niezwigzanej. W komoérkach
linii U-118, nie syntetyzujacych p 16, inhibitor p 18 wigze si¢ wprawdzie z CDK4,
ale w bardzo niewielkim stopniu. Stwierdzono natomiast, ze znaczna ilo$¢ biatka
p 18 wystepuje w tych komoérkach w formie niezwigzanej.

Podobnie jak inhibitory: pl 6 i p15, czasteczka p 18 wspo6tzawodniczy z cykling
D o wigzanie z CDKG6 [16, 17]. Wykazano réwniez, ze dwusktadnikowe kompleksy
utworzone przez biatko p18 i CDK6 lub cykline D i CDK6 sa bardzo stabilne
i nie moga by¢ rozdysocjowane w wyniku dodania odpowiednio: cykliny D lub
inhibitora p18 [17]. W jaki wiec sposéb aktywne holoenzymy: CDK6/CDK4 -
cyklina D sg hamowane przez p18? Guan i wsp. [17] uwazajg, iz biatka z rodziny
pl 6 kontroluja aktywno$¢ CDK6 i CDK4 za pomocg dwoch ré6znych mechanizméw.
Pierwszy z nich stanowitaby kolejno$¢ syntezy inhibitorow z grupy p16 i cykliny
D podczas cyklu podziatowego decydujaca o tym, ktéry z kompleksow: aktywny,
zawierajacy kinaze CDK6/CDK4 i cyklineg D, lub nieaktywny, utworzony przez
biatko z rodziny p16 i CDK6/CDK4, powstanie jako pierwszy i nastepnie ze wzgledu
na swojg stabilnos¢ bedzie w komaérce preferencyjnie utrzymywany. Mechanizm
ten umozliwiatby kontrole aktywnosci CDK6 lub CDK4 przez czasteczki z grupy
p 16 bez koniecznosci formowania trojsktadnikowych komplekséw: CDK6/CDK4
- cyklina D - inhibitor z rodziny p16, ktérych obecnosci nie zaobserwowano do-
tychczas w warunkach in vivo. Aktywnos$¢ utworzonych juz holoenzymoéw:
CDK6/CDK4 - cyklina D regulowana bytaby natomiast za pomocg drugiego me-
chanizmu polegajacego na ich posrednim lub bezpo$rednim hamowaniu przez biatka
z grupy p16. Zgodnie z koncepcjg Guana i wsp. [17], bezpoSrednie hamowanie
wymienionych wyzej holoenzymdéw bytoby wynikiem utworzenia tréjsktadniko-
wych, katalitycznie nieaktywnych komplekséw: CDK6/CDK4 - cyklina D - inhibitor
z rodziny p16. Hamowanie w sposob posredni polegatoby natomiast na ciggtym
spadku zawartosci cykliny D we wspomnianych tréjsktadnikowych kompleksach,
ze wzgledu na krotki okres jej pét-zycia, i nagromadzaniu sie dwusktadnikowych
komplekséw: CDK6/CDK4 - biatko z grupy p16, co uniemozliwiatoby z kolei
wigzanie sie kinaz: CDK6 lub CDK4 z nowo zsyntetyzowang cykling D i aktywacje
tych enzymow.

Guan i wsp. [16] zaobserwowali, iz wprowadzenie do komérek linii U-20S
plazmidu zawierajgcego peiny region kodujgcy biatko p 18 wyraznie zmniejszyto
zdolnos$¢ tych komérek do wzrostu. Stwierdzono réwniez, ze inhibitor p 18 hamuje
wzrost komdrek jedynie w obecnosci funkcjonalnego biatka Rb w komorce [16].
Pomimo ze gen kodujgcy biatko p 18, zwany INK4c, lezy w regionie p32 chromosomu
1, ktérego nieprawidtowosci obserwowano w przypadku niektérych typéw nowo-
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tworéw [16], dotychczas nie przedstawiono jednak przekonujagcych dowodoéw po-
twierdzajacych hipoteze Guana i wsp. [16], iz locus INK4c jest potencjalnym genem
supresji nowotworowej. Jaka jest wiec rola biologiczna inhibitora p 18? Poniewaz
czasteczka p18 wykazuje znaczna homologie z biatkami nalezagcymi do rodziny
Notch, a ludzkie tkanki réznig sie miedzy sobg drastycznie poziomem plI8mRNA
[16], uwaza sie obecnie, ze biatko pl 8 zatrzymuje cykl podziatowy i zapoczatkowuje
proces réznicowania komorek [17].

BIALKO pl9

Szczegb6towa analiza sekwencji nukleotydowych czasteczek DNA wyizolowa-
nych z komorek wielu réznych linii umozliwita zidentyfikowanie genu INK4d,
lezacego w regionie p13.2 chromosomu 19, ktéry koduje biatko migrujace w zelu
poliakrylamidowym z szybkoscig odpowiadajagcqg m. cz. 19 kDa i przypominajgce
swa budowg i wasciwosciami biochemicznymi inhibitory z rodziny p16 [17]. W
strukturze czasteczki p19 wystepujg powtérzenia ankyrinowe, ajej sekwencja ami-
nokwasowa jest w ok. 40% identyczna z sekwencjg aminokwasowa biatek: p16,
pl5 i p18 [17]. Czasteczka p19 wykazuje ponadto, podobnie jak p18, znaczng
homologie z biatkami nalezagcymi do rodziny Notch [17]. Tak jak wszyscy poznani
przedstawiciele rodziny inhibitoréw p 16, p19 taczy sie jedynie z kinazami: CDK4
i CDK®6 oraz hamuje ich aktywno$¢ w warunkach in vitro [17]. Stwierdzono réwniez,
ze biatko p19 wspo6tzawodniczy z cykling D o wigzanie z wymienionymi wyzej
enzymami [17]. Funkcjonalny zwigzek miedzy biatkiem p 19, cykling D oraz CDK®6
i CDK4 wydaje sie by¢ w warunkach in vivo bardzo ztozony. Zgodnie z modelem
Guana iwsp. [17], opisanym w rozdziale poswieconym biatku p 18, kolejno$¢ syntezy
inhibitoréw z rodziny p 16 i cykliny D odgrywa kluczowa role w regulacji aktywnosci
CDK6 i CDK4. W przypadku biatka p19 zaobserwowano, iz poziom pl9mRNA
w komdrce podczas kolejnych faz cyklu podzialowego jest Scisle skorelowany w
czasie z szybkoscig syntezy biatka p19 [27]. W najnizszym stezeniu pI9mRNA
i biatko p 19 wystepujg w fazie Gj, w kt6rej ujawnia sie aktywno$¢ holoenzymoéw:
Cdk4/Cdk6 - cyklina D [27]. Wydaje sie wiec, ze blokowanie ekspresji genu ko-
dujacego inhibitor pl 9 w fazie Gj umozliwia wspomnianym holoenzymom spetnianie
ich fizjologicznych funkcji. Najwyzsze stezenie p 199mRNA ibiatka p 19 obserwowano
w fazie S, w ktorej aktywnos¢ komplekséw: Cdk4/Cdk6 - cyklina D nie jest juz
konieczna do przejscia komorek do kolejnych etapéw cyklu, a spadato ono po
zakonczeniu podziatu komdrkowego. Tak wiec synteza biatka p 19 we wczesnym
okresie fazy Gj, a nie podczas pdzniejszych faz cyklu podzialowego, prowadzi
do zahamowania proliferacji komaérki. Jaka jest rola fizjologiczna inhibitora p 19?
Poniewaz czasteczka p 19 wykazuje znaczng homologie z biatkami nalezagcymi do
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rodziny Notch, a poziom pl9mRNA w leukocytach krwi obwodowej jest bardzo
wysoki w poréwnaniu z innymi ludzkimi tkankami, zaktada sie obecnie, ze ekspresja
genu kodujgcego inhibitor p19 w komoérkach krwiotwdrczych stanowi sygnat do
rozpoczecia procesu réznicowania tych komoérek [17]. Wykazano ponadto, iz biatko
p19 wigze sie z receptorem Nur77, ktéry uczestniczy w procesie apoptozy nie-
dojrzatych limfocytéw T [7]. Rola biologiczna oddzialtywania pomiedzy biatkiem
pl9 a receptorem Nur77 nie zostala jeszcze jednak wyjasniona.

PODSUMOWANIE

Biatka: pl16, p15, pl8 i p19 stanowig grupe niedawno odkrytych regulatoréw
cyklu podziatowego. Najlepiej poznany przedstawiciel tej grupy: inhibitor pl 6 tworzy
wraz z cyklinami typu D, kinazami: Cdk4 i Cdk6 oraz biatkami: Rb i E2F szlak
metaboliczny okre$lany mianem ,drogi supresji nowotworowej”. Biatko p15 jest
najprawdopodobniej odpowiedzialne za utrzymanie komoérki w fazie spoczynkowej
cyklu podziatlowego, a inaktywacja kodujacego go genu jest procesem, ktéry moze
odgrywac istotng role w patogenezie niektérych rozrostow nowotworowych. Biatka:
pl 8 i pl9, wykazujace znaczng homologie z biatkami rodziny Notch, uczestniczg
natomiast najprawdopodobniej w zapoczatkowywaniu proceséw réznicowania ko-
mérek. Gtdwnym celem prowadzonych obecnie badan jest doktadne poznanie me-
chanizmu dziatania inhibitoréw z rodziny p16 oraz ich roli biologicznej.
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ENDOGENNE BIALKA
PRZECIWDZIALAJACE APOPTOZIE

ENDOGENOUS APOPTOSIS INHIBITING PROTEINS

Danuta ROZYNKOWA, Agata FILIP
Zaktad Genetyki Medycznej AM, Lublin

Felix qui potuit
rerum cognoscere causas
Wergiliusz: Georgiki ks. II: vers 490

Streszczenie.: Do dysregulacji apoptozy w wyniku niedostatecznej supresji $mierci komaérki moze dojsé
m.in. w chorobach neurodegeneracyjnych, nowotworach, zaburzeniach autoimmunologicznych. W
wyjasnieniu ich etiopatogenezy moga postuzy¢ informacje o biatkach inhibitorowych apoptozy, IAP. Sg
to produkty nowej wielogenowej rodziny ludzkich genéw, cze$ciowo homologicznych do gendw
bakulowiruséw owadzich. Biatka IAP powiekszyty liste supresorow apoptozy uczestniczacych w
oméwienia roli biatek rodziny 1AP i biatek rodziny BCL-2. Referowane prace opisujg delecje/mutacje
dwdch réznych genéw kodujacych NIAP i SMN, wykrytych metodg sprzezeh i zmapowanych do
chromosomu 5q13, jako przyczyne nadmiernej apoptozy neuronéw miesniowych i w konsekwencji
rdzeniowego zaniku miesni, SMA, z postepujacym paralizem. NIAP nalezy do rodziny IAP, lecz jego
dziatanie inhibitorowe apoptozy nie zostato w szczego6tach wyjasnione. Biatko SMN - biatko przezycia
neuronow ruchowych - nie nalezy do rodziny IAP, jest biatkiem krytycznym dla sktadania pre-mRNA
i metabolizmu snRNP, matych jadrowych rybonukleoprotein. Oméwiono rodzine komérkowych biatek
inhibitorowych apoptozy c-1AP, ich odkrycie, lokalizacje genéw IAP w chromosomach cztowieka,
ekspresje w tkankach. Przypuszczalny mechanizm akcji polega na wigzaniu sie IAP do biatek adaptoro-
wych sygnalizacji przez THFR-2-TRAF oraz kompleksowaniu z kaspazami i blokowaniu aktywnosci
proteolitycznej tych proteaz cysteinowych przez obecng w IAP domene BIR. Przedstawiono do$wiad-
czalny model (in vivo) nacelowanej delecji genu kaspazy-9 u myszek. Duzej letalnosci towarzyszyt
niedorozwdj moézgu, znacznie powiekszonego wobec obnizonej apoptozy i przewagi proliferacji komo-
rek przodomézgowia w czasie rozwoju embrionalnego. Zwrdcono uwage na gotowo$¢ tymocytow i
splenocytéw do apoptozy po UV ianty CD-95 mimo delecji genu kaspazy-9. Niedawno wykryte biatko
SURVIVIN z rodziny IAP przyczyna si¢ do znacznego obnizenia apoptozy w komdrkach nowotworo-
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wych. Ekspresja genu SURVIVIN ma miejsce w komdrkach okresu embrionalnego, jest nieobecna w
prawidtowych tkankach dorostych, do reekspresji dochodzi we wzro$cie nowotworowym. Ekspresje tego
genu udato sie zahamowac¢ w wyniku transfekcji cDNA EPR-1, genu kodujacego jeden z receptorow
proteaz. Jego zastosowanie kliniczne jako antysensownego genu SURVIVIN wymaga dalszych badan.
Nawigzano do nowszych badan biatek rodziny BCL-2, skupiajacej onkoproteiny o dziataniu antyapo-
ptotycznym i proapoptotycznym. Omawiajg one gtownie interakcje BCL-xI i BAX w regulowaniu
przepuszczalnosci btony mitochondrialnej oraz tworzeniu komplekséw z Apaf-1, cytochromem c i
kaspazami. Nawigzano do terapeutycznego klinicznego zastosowania antysens cDNA BCL-2 w chionia-
kach ztosliwych. Przytoczono tez kilka danych o dysregulacji apoptozy doswiadczalnej w B-limfocyto-
wej biataczce przewlektej. We wihasnych (A. Filip) doswiadczeniach zauwazono mianowicie, ze znacznej
endogennej koekspresji BCL-2 i C-MYC towarzyszy: a) oporno$¢ limfocytow biataczkowych na
apoptoze indukowang glikokortykosterydami oraz b) brak indukcji P53 po napromienieniu UV-B.
Niektore geny i biatka IAP, a takze inne czynniki przezycia maja juz wazne znaczenie diagnostyczne i
prognostyczne - SMN i NI AP w rdzeniowym zaniku miesni i SURVIVIN w nowotworach. Wyjasnienie
do konca ich dziatania i identyfikacja nastepnych gendw i ich produktéw poszerzy zrozumienie proceséw
biologicznych, zachodzacych w samozagtadzie komdrki jak i w chorobach wynikajacych z dysregulacji
apoptozy.

(Postepy Biologii Komorki 1999; 26: 561-578).

Stowa kluczowe: apoptoza, BCL-2, B1R, IAP (DIAP, NIAP, XIAP), kaspazy, SMN, SURVIVIN.

Summary: Faulty regulations of apoptosis can result in inapropriate suppresion of cell death as occurs
f.ex. in some neurodegenerative diseases, cancer and autoimmune conditions. In this article recent
discoveries regarding a novel multigene family of inhibitory apoptosis proteins (IAP’s) is presented
which show homology to baculoviral lap’s. Reported papers will significantly increase our understanding
of disease etiology or pathogenesis. Mechanisms inhibiting cellular suicide are highly dependent on
BCL-2 family proteins and IAP proteins which significantly increase the number of known apoptosis
suppressors. Both are probably involved in the initiation and/or execution of apoptosis and function unter
different but overlapping circumstances. It was shown by linkage analysis that deletion/mutation of 2
different genes named NAIP and SMN, mapped to chromosome 5q 13, is responsive for spinal muscular
atrophy (SMA), characterized by degeneration of motor neurons leading to muscular atrophy with
progressive paralysis. NIAP deletion is responsive for not regulated apoptosis by unknown mechanism
whereas loss of SMN dysregulates MRNA biogenesis and is responsive for snRNP metabolism in nerve
cells. Cellular members (c-1AP) of human apoptosis inhibitory protein family, orginally identified in
baculoviruses, have been presented in relation to gene localizations and tissue expression. The mecha-
nisms of their interaction are connected on associations with TRAF signalling complex in the apoptosis
signalling phase and on complexing/blocking specific cysteine containing proteases (caspases) in the
executive phase, the structural motiv BIR being indispensable for their interaction. Mutation of caspase-9
through gene targetting in mice results in perinatal letality with markedly enlarged and malformed
cerebrum caused by reduced apoptosis and enhanced proliferation during brain development. Casp-9
deficient thymocytes and splenocytes, resistant to several apoptotic stimuli, were surprisingly sensitive
to apoptosis induced by UV-irradiation or anti-CD95. Authors compare the requirement for Casp-9 and
Casp-3 in different apoptotic settings. SURVIVIN is a new IAP apoptosis inhibitor expressed during
development and reexpressed in human cancer. Present investigations are referred in relation to induction
of apoptosis by SURVIVIN gene targetting as the coding strand of SURVIVIN gene is exstensively
complementary to that of EPR-1 This new target for disrupting cell viability pathways in cancer is being
investigated. Recent data of BCL-2 pro- and antiapoptotic family members are shortly reviewed. The
structural and functional interactions of BCL-2 proteins with apoptosis protease activating factor
(Apaf-1), cytochrome c and caspase regulatory cascade are referred. Succesfull antisens cDONA BCL-2
therapies in progressive lymphoma were shortly presented. Finally author’s (A. Filip) last experiments
on dysregulated (suppressed) apoptosis in B-CLL lymphocytes accompagnied with stable high co-ex-
pression of BCL-2 and MY C proteins are presented. Some of reported findings are important in diagnosis



BIALKA PRZECIWDZIALAJACE APOPTOZIE 563

(SMN, NIAP in spinal muscular atrophy) and prognosis (SURVIVIN in neoplasia). Further charac-
terization of genes and other regulatory proteins will provide important clues to the understanding of
molecular processes controlling cellular suicide and of diseases resulting from dysregulated apoptosis.
(Advances in Cell Biology 1999; 26: 561-578)

Key words: apoptosis, BCL-2, BIR, IAP (DIAP, NIAP, XIAP), caspases, SMN, SURVIVIN.

Stosowane skroty: Aif (apoptosis inducingfactor) -czynnik indukujacy apoptoze, proteaza mitochon-
drialna, Apaf (apoptosis protease activating factor) - czynnik aktywujacy proteaze, ssaczy homolog
CED-4 nicienia, BAX (BCL-2 antagonist X) - antagonista BCL-2, BCLxIl, BCL-2 (B-cell leuke-
mia/lymphoma) - produkt genu wykrytego w choniaku B-komérkowym, BCLxI (BCL-2 large)- duze
biatko, cze$¢ homolog. BCL-2, proapoptotyczne, BH3 (BCL-2 family homologus domain) - domena
biatkowa typowa dla antyapoptotycznych cztonkéw rodziny BCL-2, biatka 14-3-3 (symbol pozycji po
rozdziale dwukierunkowym) - grupa kwasnych biatek o roli adaptacyjnej, m.in. asocjujg z BAX, ktéry
wigzg i sekwestruja, BIR (baculovirus IAP repeats) - powtarzajgce sie domeny IAP homologiczne do
uktadu aminokwaséw po zakazeniu bakulowirusem, CARD (caspase recruitment domain) - domena
katalizujgca interakcje kaspazy z Apaf i cytochromem ¢, CASP (caspase) - kaspaza, CED (cell death
genes) - geny $mierci programowanej u nicienia C. elegans, C-MYC (cell-myelomatosis, chicken) -
komdrkowy ekwiwalent wirusowej onkoproteiny v-Myc, CrmA (cytokine response modifier A) -
inhibitor apoptozy sygnalizowanej cytoking TNF, produkt wirusa ospy krowiej, DIAP (Drosophila
inhibitory apoptosis protein) - homologiczne biatko IAP u Drosophila melanogaster, ECPR (effector
cell protease receptor) - receptor proteazy komorki efektorowej uczestniczacej m.in. w kaskadzie czyn.
krzepniecia, HIAP (human inhibitory apoptosis protein) - inhibitorowe biatko apoptozy w komoérkach
cztowieka, c-1AP. XIAP (X-linked IAP) - 1AP kodowane przez locus chromosomu X, NIAP (neuronal
apoptosis inhibitory protein) - biatko hamujace apoptoze neuronéw, P53 (protein 53) - produkt genu
supresorowego P53, Pl (propidium iodide) - jodek propidyny, RING - motyw palca cynkowego, SMA
(spinal muscular atrophy) - rdzeniowy zanik miesni, SMN (surviving of motor neurons) - czynnik
przezycia neuronéw ruchowych, TRAF (TNFR-associatedfactor) - ¢ zynniki wigzace sie z receptorem
TNF (tumor necrosisfactor), czynnikiem martwicy nowotworu.

WSTEP

W badaniach apoptozy zidentyfikowano w ostatnich latach rodzine czasteczek,
zdolnych do zakioécenia uktaddéw sygnalizacji $mierci, a nawet do zahamowania
jej wykonania. Tak wiec, coraz bogatszemu repertuarowi biatek, opisywanych w
inicjacji i egzekucji apoptozy, partneruje rozwo6j badan nad inhibitorami apoptozy.
Wprawdzie najwczes$niej opisanym antyapoptycznym biatkiem byt produkt genu
BCL-2 [25, 43, 53], to jednak chciatybySsmy w tym przegladzie zwréci¢ uwage
przede wszystkim na inhibitorowe biatka apoptozy-1AP (z ang. inhibitory apoptosis
proteins). Modulujg one:

a) etap sygnalizacji drogg cytokin przez wigzanie sie do TRAF (TNF - receptor
associated factor) na powierzchni bitony komérkowej [45] oraz

b) faze wykonawczg przez fizyczne blokowanie kaspaz [46], proteaz cysteinowych
(caspases) o zdolnoSci ciecia wigzania peptydowego przy reszcie asparaginianowej
[1, 2, 15].

Druga cze$¢ przegladu nawigze do relacji BCL-2 z kaskadg kaspaz. Jak wynika
z badan czesciowo homologicznych genéw u nicieni, owadéw i ssakow, biatka
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hamujace apoptoze wystepuja powszechnie i wyksztatcity sie w ewolucji tak dawno,
jak molekularne mechanizmy wykonawcze apoptozy w odpowiedzi na bodZce pro-
wokujgce proces samozagtady komorki lub jej $mierci zaprogramowanej w rozwoju
[por. 57]. Na zatgczonym schemacie (rys. 1) przedstawiono usytuowanie endo-
gennych IAP wsrdéd wybranych czynnik6w pro- i antyapoptotycznych. Aktywacja
pierwszych lub usuniecie drugich moze indukowaé proces apoptozy. W tabeli 1
objasniono miejsce dziatania IAP, bialek hamujgcych apoptoze.

Pierwsze biatka rodziny IAP - biatkowych inhibitorow apoptozy opisali Crook
i wsp. [16] oraz Ciem i Miller [14] jako produkty bakulowiruséw owadzich Cp-lAP
(Cydia pomonella granulosis virus) i Op-1AP (Orygia pseudotsugata nuclear po-
lyhydrosis virus). Biatka te kompensowaty czynno$é p35, zmutowanego w tych
wirusach niefunkcjonalnego genu, ktory w normalnych warunkach koduje biatkowy
inhibitor zakazonej komérki. Nastepnie opisywanym wirusowym inhibitorem apo-
ptozy okazat sie produkt ospy krowiej Crma (cytokine response modifier), biatko
z nadrodziny serpin [63]. Mozna sie domysle¢, ze wirusowe infekcje wywotujg
pro-apoptyczne reakcje komdrek gospodarza, ktére sa blokowane pos$rednio lub
bezposrednio przez produkty gendw wiruséw; w ten sposob wirusy niejako zdobywaja
przewage nad organizmem wielokomé6rkowym, bardzo odlegtym w filogenezie.

Czesciowymi homologami tych wirusogennych biatek AP sa ich odpowiedniki
w komérkach ssakow, mianowicie endogenne komérkowe inhibitory apoptozy, okre-
Slane w literaturze jako c-1AP [37, 46]. Cechuje je obecno$¢ struktury typu palca
cynkowego (Ring finger) w C-konicu oraz wystepowanie w N-kofAcu tandemowych
powtdrzen specyficznych domen zwanych BIR (od baculovirus IAP repeats), prze-
dzielonych tgcznikiem. Dla domen biatkowych BIR typowy jest uktad okoto 70
aminokwaséw o sekwencji Cys-X2-Cys oraz Cys-X-His. To witasnie te domeny
maja hamowa¢ samozagtade komérki przez blokowanie enzymatycznej aktywnosci
kaspaz wobec ich substratbw w jadrze i cytoplazmie [17, 44, 46]. Motyw palca
cynkowego RING, obecny takze w wielu innych jadrowych icytozolowych biatkach,
zawieradomene zdwoma niezaleznymi miejscami wigzgcymi cynk [1]. W niektorych
szczegdblnie aktywnych biatkach inhibitorowych apoptozy jak NAIP i SURVIVIN
(tab.l) nie wykryto struktury palca RING. To sugeruje model, w ktérym palec
RING dziatatby jako negatywny regulator aktywnos$ci hamowania apoptozy przez
BIR [23].

NIEHAMOWANA APOPTOZA NEURONOW:
DELECJA NIAP i SMN

Obecnos¢ biatka typu IAP w ludzkich komdrkach somatycznych zaproponowata
Natalie Roy i wsp. [47] na podstawie genetycznych badan u chorych z rdzeniowym
zanikiem miesni, SMA (z ang. spinal muscular atrophy). Wykrytg delecje genu
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566 D. ROZYNKOWA, A. FILIP

TABELA 1 Rodzina biatek inhibitorowych apoptozy IAP

Biatko Pochodze- Wsp6lny motyw Docelowa Inne asocjacje
nie struktury kaspaza
w N- w C-koncu
koncu
fap (P35) Bakulo- BIR* palec RING prokaspazy (gospo-
wirus darza) 1,2,3,4,7
Diapl Drosophila 2 BIR palec RING drICE
Diap2 Drosophila 3 BIR palec RING drICE
c-1API Cztowiek 3 BIR palce RING prokaspazy 3,7 TRAFI, TRAF2
C-1AP2 Cztowiek 3 BIR palec RING prokaspazy 3,7 TRAFI, TRAF2
XIAP Cztowiek 3 BIR palec RING prokaspazy 3,7
NIAP/NAIP Cztowiek 3 BIR - n.o.
SURVIVIN Cztowiek 1 BIR - n.o. EPR#* jako antysens

*Objasnienie: BIR: 2-3 specyficzne domeny baculovirus IAP repeats, dla ktérych
typowe sg powtdrzenia cysteina-histydyna; EPR1:faficuch kodujacy EPR1 (receptor proteazy komorki
efektorowej) jest komplementarny i odwrotnie skierowany do genu SURVIVIN, stad rozwazany jako
antysens tego genu (p. tekst); n.o. - nie okreslono.

i biatka nazwanego NAIP (neuronal apoptosis inhibitory protein) skojarzono z
przyczyng braku hamowania apoptozy neuronéw. Gidwnym zjawiskiem patolo-
gicznym w tej chorobie jest postepujgce zwyrodnienie i obumieranie neuronow
ruchowych rdzenia kregowego, w nastepstwie czego dochodzi do zaniku zaopa-
trywanych przez nie miesni i wynikajgcego niedowtadu korczyn i tutowia. Delecje
wykryto w regionie chromosomu 5ql 1.2-ql3.3, gdzie analizg sprezen zostat zma-
powany poprzednio locus SMA przez miedzynarodowg grupe neurologéw i psy-
chiatréw [12]. Przed trzema laty dwie grupy badaczy zidentyfikowaty w tym regionie
dwa nowe geny blisko z sobg sasiadujgce w postaci przeciwlegtych podwdjnych
kopii skierowanych ku sobie od centromeru i od telomeru. Jeden nazwano NAIP
(jw.), czyli gen kodujacy biatko hamujace apoptoze neurondw, a drugi - SMN
(od survival of motor neurons), czyli gen przezycia neurondw mchowych [34],
[35]. Pierwszy gen NAIP koduje duze biatko o 1232 aminokwasach i z domeng
BIR homologiczng z bakulowirusowym inhibitorem apoptozy, nie majgcym na-
tomiast struktury palca cynkowego RING w kornicu C-terminalnym. Efekt anty-
poptotyczny NAIP udowodniono in vitro w doswiadczeniu na komérkach HelLa
z transgenem NAIP, wystawionych na dziatanie cytokiny TNF alfa oraz cyklo-
heksimidu [37]. Gen SMN nie koduje biatka typu IAP.

Niedawno okazato sie, ze dysfunkcja drugiego genu - SMN prowadzi do za-
ktécenia biogenezy i funkcji snRNP - matych jadrowych rybonukleoprotein, ucze-
stniczagcych w dojrzewaniu pre-mRNA na terenie jagdra i w cytoplazmie. Biatko
SMN - biatko przezycia neuronéw mchowych - jest biatkiem krytycznym dla
odtwarzania maszynerii skladania (splicing) pre-mRNA [42]. Jego ekspresja jest



BIALKA PRZECIWDZIALAJACE APOPTOZIE 567

szczegblnie wysoka w uktadzie nerwowym, gdzie, jak referuje Zimowski [64],
biatko SMN znajduje sie w cytoplazmie neuronéw, podczas gdy w komdrkach
intensywnie dzielgcych sie gromadzi sie w strukturach jadra komorkowego, na-
zwanych gems (od ang. gemini ofcoiled bodies), odpowiedzialnych za metabolizm
snRNP - matych jadrowych rybonukloprotein. Uszkodzenia (delecje) genu SMN
stanowig gtéwne molekularne podtoze rdzeniowego zaniku miesni, w ktdrym to
procesie biatko NAIP ma odgrywac¢ role modulujaca.

Wiecej ciekawych szczeg6téw odnosnie genow, biatek i korelacji z obrazem
klinicznym SMA znajdzie czytelnik w najnowszym artykule J.G. Zimowskiego
w Postepach Biologii Komorki [64]. Mozliwos$é analiz delecji niektérych egzonow,
mikrodelecji i mutacji opisanych gendw u pacjentéw z rdzeniowym zanikiem mie$ni
rewolucjonizuje kliniczng diagnoze oraz poradnictwo genetyczne tego dramaty-
cznego schorzenia.

MECHANIZM BLOKOWANIA SMIERCI KOMOREK
PRZEZ I1AP

Przy wyszukiwaniu w ludzkich tkankach sekwencji homologicznych do genu
NIAP o duzej zgodno$ci z domenami BIR znaleziono w banku genéw mozgu lu-
dzkiego dodatkowe geny: XIAP (X-linked IAP) zlokalizowany w Xq24-25 oraz
HIAP-1 i HIAP-2, zmapowane do chromosomu 11 [37]. Pisownie HIAP zmieniono
pézniej na c-1AP (tab. 1). Ekspresje tych gendw na poziomie mRNA badano metodg
northern w réznych tkankach cztowieka. Okazato sie, ze geny HIAP majg okre$long
ekspresje w tkankach ptodéw idorostych, np. HIAP-1 w tkance limfoidalnej, HIAP2
w mozgu i krwinkach biatych, XIAP w miesniach szkieletowych i trzustce. W
doswiadczeniach in vitro wszystkie biatka IAP w wyniku transferu odnosnych genéw
do komdrek hamowaty egzekucje apoptozy, wywotanej pozbawieniem surowicy
[37]. Warto doda¢, ze komdrki w kontrolnym poréwnawczym doswiadczeniu z
transferem genu BCL-2 byty jeszcze lepiej chronione przed apoptozg.

W tym samym czasie opisano biatka inhibitorowe apoptozy u muszki owocowej
[22], ale w potowie lat dziewiecCdziesigtych nie byto jeszcze wiadome, jaki jest
mechanizm dziatania biatek IAP w apoaptotycznej kaskadzie procesow w komaérce
somatycznej. Pierwsza odpowiedZ nadeszta z grupy eksperymentalnej apoptozy
Reeda [17]. Mechanizm ten sprowadza sie mianowicie do wigzania sie IAP z okre-
$long proteazg (tab. 2) na wzdr pseudosubstratu i blokowania jej aktywnos$ci. Autorzy
ci wykonywali doSwiadczenia z XIAP, c-1APIl i C-IAP2, ktére okazaty sie sku-
tecznymi inhibitorami toréw apoptozy przy udziale kaspazy 3 i/lub kaspazy 7 [17].

Hamowanie aktywnosci proteolitycznej rekombinowanych kaspaz badano in vitro
w uktadzie bezkomdrkowym i komorkowym:
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a. Uktad bezkomérkowy zawierat cytosol, cytochrom ¢, dATP, rekombinowane
biatko rX1AP iegzogenne, izolowane jadra komérkowe lub syntetyczny substrat
peptydowy DEVD swoisty dla kaspazy 3 lub 7. Dowodem aktywnos$ci kaspaz
byta destrukcja jader komorkowych lub rozktad syntetycznego peptydu, czemu
zapobiegata obecnos$¢ rXIAP. W wyniku dziatania cytochromu ¢ w cytosolowym
wyciagu dochodzito do proteolitycznego przeksztatcenia kaspazy 3 z prokaspazy,
co potwierdzono analizg produktéw ze swoistym przeciwciatem (immunoblot-
ting) [17].

b. Podobne wyniki uzyskano przy pomocy ludzkich komdrek nabtonkowych T293
i linii Jurkat poddanych bodZzcom apoptotycznym. Aktywne biatko XIAP, hamu-
jace skutecznie apoptoze, byto tym razem produktem transfekcji komorek pcD-
NA3-XIAP. Jednakze w wyniku jednoczesnej transfekcji plazmidoéw kodujacych
BAX (gen proapoptyczny) i XIAP nie udato sie przeciwdziata¢ apoptozie komé-
rek linii 293T. Zdaniem autor6w dowodzi to, ze XIAP, c-1API i clAP2 hamujg
kaspazy bezposrednio wykonawcze, podczas gdy biatka rodziny BCL-2 wigczaja
sie w regulacje kaskady kaspaz wczesniej, na poziomie aparatu mitochondrialne-
go (rys. 2). Postep apoptozy w tych doswiadczeniach kontrolowano pobieraniem
Pl (wskaznik dyfuzji) dla oceny liczby komérek martwych oraz liczba komoérek
apoptotycznych, majgcych hipodiploidalng zawartos¢ DNA w ocenie cytometru
przeptywowego [17].

Hamowanie aktywnosci proteolitycznej kaspaz przez XIAP byto przy statych
inhibicji ca 0,7 i 0,2 nM dla kaspazy 3 i 7, odpowiednio. Te wartosci byly po-
rownywalne zwirusowgq inhibicjg kaspaz w komorce zakazonej wirusem ospy krowiej
czy wirusem owadzim [17].

Podsumowujgc: modulowanie etapu wykonawczego apoptozy przez komérkowe
biatka IAP polega na bezposredniej interakcji IAP-prokaspaza w wyniku utworzenia
kompleksu z obecnymi w cytoplazmie proenzymami (prokaspazami) o stabej aktyw-
nosci proteolitycznej. Aktywacja niezwigzanej prokaspazy odbywa sie w wyniku
jej proteolizy z odstonieciem katalitycznej domeny CARD w powstatym hetero-
dimerze. Domena CARD (caspase recruitment domain) jest miejscem interakcji
kaspazy z Apaf-1 (apoptosis activating factor) i z cytochromem c.

Tu trzeba zastrzec, ze w przeciwienstwie do biatek XIAP i c-1AP, biatko NAIP
nie wigzato i nie blokowato zadnej z badanych prokaspaz. Supresja apoptozy, brak
ktérej uwidacznia sie w patomorfologii neuronéw ruchowych u chorych z defektem
genu NAIP, odbywa sie najprawdopodobniej inng drogg [37]. Droga przekazywania
sygnatu apoptotycznego zalezy od specyfiki danej tkanki. Przyktadem jest modulacja
etapu sygnalizacji apoptozy przez btonowy receptor limfocytu TNFR (tumor necrosis
factor receptor). Komérkowe biatka c-1API i C-1AP2 nie kontaktujg sie bezposrednio
z TNFR, lecz wchodza w skfad kompleksu biatkowego TRAF (TNFR associated
factor) idokonujg zmiany transmisji sygnatu proapoptotycznego w samym receptorze
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TABELA 2. Rodzina kaspaz (wg [1 i 15])

Biatko Synonimy Dziatanie: substrat Faza
z rodziny proteolizy w jadrze apoptozy
kaspaz lub cytoplazmie Inicjacji
u cztowieka Egzekucji
i myszy
Kaspaza 1 ICE ProlLIbeta, prokaspaza 3,4 I,E
Kaspaza 2 ICH-1, NEDD2 PARP I.E
Kaspaza 3 Apopaina, CPP32,Yama PARP, Rb, SREBP, UI-70kDa, E
DNA-PKcs, RNP, Inhib. dysocj.GDP
Kaspaza 4 TX,ICH-2, ICErel-ll n.o. IL.E
Kaspaza 5 TY, ICErelHI n.o. E
Kaspaza 6 Mch2 Lamina A E
Kaspaza 7 Mch3, ICE-LAP3, CMH-1 PARP, SREBP, RNP E
Kaspaza 8 Mach,FLICE,Mch5 n.o. |
Kaspaza 9 ICE-LAP6, Mché, Apaf-3 PARP, prokaspaza-3 |
Kaspaza 10 Flice 2, Mch4 n.o. |

Objasnienia: kaspazy (ang. caspases), gdzie c okresla proteaze cysteinowa, asp - miejsce ciecia,
ase - enzym; DNA-PKcs: DNA-zalezna podjednostka kinaz biatkowych; SRBP (ang. sterol
regulatory element binding protein) - biatko adaptorowe; PARP- poli (ADP-rybozo) polimeraza;
GDP - guanozynodwufosforan; prolLl beta - forma prekursorowa interleukiny 1 beta; RNP -
rybonukleoproteiny; n.o. - nie okre$lono

btonowym [45]. Te zaleznosci przedstawita wyczerpujgco B. Grzelakowska-Sztabert
[20].

ROLA KASPAZY-9 W OKRESIE EMBRIONALNYM

Wspéigranie sktadnikéw wielobiatkowego kompleksu cytochrom c - Apaf-1 -
kaspaza - IAP jest istotne w regulacji $mierci programowanej (PCD) zwtlaszcza
w embrionalnym rozwoju uktadu nerwowego i immunologicznego, gdzie Smierc
komorek jest naturalnym zdarzeniem w okreSlonych stadiach. W okresie embrio-
nalnym odnotowano u ssakéw wysokie wartosci neuronowych biatek inhibitorowych
IAP. Homeostaza komplekséw proapoptotycznych prokaspaza-lIAP moze ulec dra-
matycznym zatamaniom w razie mutacji lub delecji gendw kaspaz. Wedtug prac
Kuida i wsp. [33] oraz Hakem i wsp. [21] kaspaza 9 jest kluczowa dla embrionalnego
rozwoju CUN, petnigc role odgdrnego sygnalizatora kaskady kaspaz. Autorzy ci
pracowali przy pomocy doswiadczalnych mieszancow heterozygotycznych myszy
casp9 ‘'ktére uzyskano po nacelowanej modyfikacji genu casp9+. Uzyskano homo-
zygotyczne embriony mysie casp9/’, w ktérych rozwoju zaznaczyta sie duza Smier-
telno$¢. Patomorfologiczne zmiany polegaly na przetrwaniu nadmiernej liczby
progenitorowych komorek neuroepithelium, ekspansji strefy komér i struktur war-
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MITOCHONDRIUM

p35, Crma

i inne inhibitory inhibitorowe apoptozy
kodowane z genomu IAP komérek somatycznych
wiruséw

RYSUNEK 2. Udziat niektdrych biatek rodziny Bcl-2 w regulacji fazy wykonawczej apoptozy

stwy korowej przodomoézgowia. Wraz z przerwaniem organizacji kory mdzgowej
dochodzito do krwiotokéw w $rédmézgowiu, wodogtowia i $mierci po urodzeniu.

Jednoczes$nie podchwycono ,tkankowg oryginalno$¢” toréw inicjacji apoptozy.
Polegata ona na tym, ze tymocyty i splenocyty myszek Casp9~ nie zawsze ucze-
stniczyty w zaburzeniach realizacji kaskady kaspaz, jakie przejawiaty embrionalne
komorki macierzyste (ES) iembrionalne fibroblasty. Mianowicie ,,zgodng” opornos¢
wobec apoptozy zaobserwowano w ekstraktach cytozolowych wymienionych ko-
morek po zastosowaniu deksametazonu i promieniowania gamma w obecnosci cy-
tochromu c [33]. Jednakze tylko tymocyty i splenocyty myszek Casp9~ okazaty
niespodziewang wrazliwos$¢ na apoptogenne dziatanie przeciwciat anty APO/FAS
i promieniowania pozafiotkowego. Cytochrom c¢ przemieszczat sie do cytosolu
i funkcjonowanie kaspazy 3 byto zachowane. Autorzy komentujg te sytuacje samym
tytutem publikacji: ,,zr6znicowane zapotrzebowanie kaspazy 9 w réznych torach
apoptozy” [21].

BIALKA IAP W NOWOTWORACH: SURVIVIN

Przechodzac do apoptozy w komérkach nowotworowych nie mozna poming¢
bardzo interesujgcego biatka z rodziny inhibitorow apoptozy IAP, a mianowicie
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SURVIVIN, wykrytego w roku 1997 przez Gracje Ambrozini i wsp. [6]. Biatko
to wystepuje u cztowieka w komdrkach embrionalnych i nowotworowych, nie ma
go w prawidtowych tkankach u dorostych, a jego nazwa oddaje przedtuzanie zy-
wotnosci komdrek nowotworowych. W przeciwienstwie do oméwionych poprzednio
biatek IAP, SURVIVIN zawiera tylko jedng domene BIR z powt6rzeniami Cys-His
w N-koncu i, tak jak NAIP, nie ma motywu palca cynkowego RING w koncu
karboksylowym. Gen tego biatka zostat przypadkowo odkryty przy przeszukiwaniu
ludzkiej biblioteki genowej Pl Genome System przy pomocy hybrydyzacji do sondy
cDNA 1,6 kz genu ERP-1 (effector celi protease receptor). Produkt tego genu,
receptor proteazy komorki efektorowej-1, wigze proteaze, znang jako czynnik Xa.
Czynnik Xa nalezy do sktadnikow kaskady krzepniecia i fibrynolizy, gromadzonych
na powierzchni komdrek. Receptory proteaz, niezaleznie od udziatlu w procesie
krzepniecia, uczestniczgtez w sygnalizacji miedzykomaorkowej [5]. Wysoka ekspresja
EPR-1 jest typowa dla komdrek Reeda-Sternberga w chorobie Hodgkina, a sam
czynnik Xa stymuluje m.in. proliferacje komdérek mieSniowych aorty i proliferacje
limfocytdw pobudzonych przez antygen réznicowania CD3 [3].

Nowo odkryty gen SURVIVIN r6znit sie jednakze od genu EPR-1 w analizie
sekwencji zasad zmiang pieciu nukleotydow, insercjg szesciu nukleotydéw i, co
najistotniejsze, odwrotnie skierowanym taficuchem kodujacym genu. Dojrzaty trans-
krypt SURVIVIN, komplementarny do EPR-1, po translacji ramki odczytu pozwolit
przewidzie¢ nowe biatko o 142 aminokwasach, odmienne od EPR-1, z brakiem
N-kohAcowego peptydu sygnalnego i pasma karboksyterminalnego dla insercji w
btonie komorkowej. Zamiast tego zauwazono duzy stopiei homologii miedzy re-
sztami 18 i 88 produktu tego genu a motywem BIR, czyli powt6rzeA cysteina-
histydyna jak w rodzinie 1AP [6]. Nowe biatko, nazwane SURVIVIN, nie ma
palca cynkowego RING jak inne biatka tej rodziny IAP u muszki owocowej i
cztowieka. W zwiazku z tym zaproponowano model negatywnej regulacji RING-BIR.
Na jego korzys$¢ Swiadczg doSwiadczenia nad postepem apoptozy w przebiegu em-
brionalnego rozwoju oka u muszek owocowych, ktére pochodzity z linii trans-
genicznej DIAP1-BIR pousunieciu ztransgenu fragmentu kodujgcego palec cynkowy
RING. Produkt takiego transkryptu - ,,okrojone” biatko DIAP1 okazato sie szcze-
g6lnie aktywnym inhibitorem driCE, czyli kaspazy rodziny CED-3/ICE u Drosophila
[23].

Biatko SURVIVIN w tkankach, badane przy pomocy przeciwciata dla swoistej
sekwencji, a takze mMRNA SURVIVIN badane analizg typu northern, zaskakuje tym,
ze jest obficie obecne w cytoplazmie komdrek nowotworowych gruczolakorakow
ptuc, trzustki, jelita grubego, sutka, gruczotu krokowego i zto$liwych chtoniakow,
a nie ma go w komoérkach dojrzatych narzadéw z wyjatkiem grasicy i tozyska.
Przypomina to zachowanie innego biatka antyapoptotycznego, BCL-2.

SURVIVIN byto tez wykrywalne w komérkach wszystkich analizowanych linii
transformowanych mieloidalnych i limfoidalnych oraz tkankach ptodowych nerek,
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watroby, ptuc i przewodu pokarmowego. Takie zachowanie SURVIVIN wskazuje
na reekspresje genu w tkankach nowotworowych w stosunku do okresu embrio-
nalnego [6]. W niecaty rok po tym odkryciu przystagpiono do badan klinicznych
poréwnujgcych ekspresje SURVIVIN i nasilenie apoptozy u chorych w ztos$liwych
chtoniakach [6], w neuroblastoma [4] i w raku zoladka [38]. Zastosowane testy
immunohistochemiczne na szkietkach odparafinowanych opierajg sie na znanej te-
chnice ABC (awidyna, biotyna, kompleks peroksydazowy) z zastosowaniem prze-
ciwciat przeciw rekombinowanemu w E. coli biatku SURVIVIN [38].

Odkrywcoéw SURVIVIN interesowato pytanie: ktdry z ewolucyjnie zabezpie-
czonych etapéw apoptozy jest blokowany przez produkt genu SURVIVIN i czy
ten gen maégiby stanowié docelowego adresata dla przerwania zywotnosci komorek
nowotworowych [7]. Ze stosunku lokalizacji i czynnos$ci dwdéch transkryptéow EPR-1
i SURVIVIN wynikato, ze ekspresje endogennego genu SURVIVIN mozna za-
hamowaé w wyniku transfekcji cDNA EPR-1, potencjalnie dziatajgcego jako anty sens
genu SURVIVIN. Geny kodujace te dwa biatka sg zlokalizowane w odstepie 75-130
par zasad w regionie chromosomowym 1725, a faricuch kodujgcy genu EPR-1
jest odwrotnie skierowany do genu SURVIVIN. Po uzyskaniu stabilnej kotransfekcji
obydwu genéw uzyskano wzmozenie apoptozy i zahamowanie proliferacji komoérek
linii HeLa w punkcie restrykcyjnym G2/M [7]. Nie byto to wynikiem interakcji
biatek. Trwajg nadal badania mechanizmu hamowania kaspaz przez SURVIVIN
i regulacji ekspresji obydwu genoéw, ktdre by upowaznity do klinicznego zastosowania
cDNA EPR-1 jako antysensownego genu SURVIVIN.

INTERAKCJE MIEDZY BIALKAMI RODZINY BCL-2
A KASPAZAMI

Przed dwoma laty rozpoczeto leczenie chorych z nieziamiczymi chtoniakami
zto$liwymi przy pomocy antysensownych nukleotyddw genu BCL-2 w o$rodku
hemato-onkologicznym w Sutton, Anglia [55]. Wynik oceniono jako pomysSiny.
Wybor terapii w tym rodzaju nowotworéw jest zwigzany z odkryciem genu BCL-2
w chioniakach. Jego nazwa pochodzi od B-cell leukemia/lymphoma [53, 43], a
role tego genu najwcze$niej opisano w patofizjologii limfocytow B [31, por. 48].

W zwigzku z tym warto rozwazy¢ cho¢ skrétowo ewentualne oddziatywania
miedzy biatkami rodziny BCL-2 a kaspazami i biatkami inhibitorowymi apoptozy
IAP. Referowane prace doswiadczalne i przemys$lenia stwarzajg skomplikowany
obraz hierarchii zalezno$ci i wzajemnych interakcji [1, 20].

Kluczem do funkcji biatek rodziny BCL-2 jest odkrycie, ze 3-rzedowa struktura
BCL-xL sktada sie z centralnych hydrofobowych farficuchéw alfa, ktére sg podobne
do domen niektorych toksyn bakteryjnych, takich jak: toksyna btonicza i kolicyny,
tworzacych pory w btonach komérkowych. Biatka rodziny BCL-2 mogtyby zatem
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dziata¢ jako kanaty jonowe/pory w transporcie przezbtonowym [39, 40]. Temu
podejsciu daty wyraz prace doSwiadczalne o antagonizmie BCL-xL i BAX w regulacji
potencjatu btonowego i homeostazy aparatu mitochondrialnego, okreslajagce BCL-2
straznikiem integralno$ci mikrotubuli [8, 54, 59].

Jeszcze wczesniej badania Hengartnera i Horvitza zidentyfikowatly gen ced-9,
odpowiedzialny zaprzezycie komérek nicienia Caenorhabditis elegans)ako homolog
ssaczego genu BCL-2. Gen ced-9 jest oponentem dwodch gendw efektorowych
$mierci programowanej komorek nicienia: ced-3 i ced-4. Pierwszy koduje proteaze
cysteinowg homologiczng z ICE (interleukin-1 beta converting enzyme), nalezgca
do rodziny kaspaz [7, 30]. Drugi, czyli produkt genu ced-4 nicienia ma u ssakéw
swo6j homolog w biatku Apaf-1 (apoptosis protease activating factor), jednym z
mitochondrialnych czynnikéw indukujacych apoptoze [36, 64]. Z badan lokalizacji
komorkowej i interakcji molekularnej miedzy ced-3, ced-4 i ced-9 jawi sie wie-
locztonowy kompleks biatkowy [58a, 58b]. Tu urywa sie podobienstwo biatek
regulujacych programowang $mieré komdérek nicienia do pro- i atyapoptotycznych
biatek u cztowieka, u ktdrego wyksztatcito sie przeszto 10 biatek rodziny kaspaz
i przeszto 9 biatek rodziny BCL-2 (por. [1 i 57]).

BiatkaBCL-2 iBCL-xL blokujguwalnianie zmitochondrium Apaf-1licytochromu
¢, nazwanego Apaf-2 [64], sa tez zdolne wigza¢ Apaf-1 [27, 59]. BAX i BAD,
biatka proapoptotyczne rodziny BCL-2 z ostatnio opisang domeng BH3 [62] do-
prowadzaja do obnizenia potencjatu btonowego i formowania kanatow btonowych,
zwiekszajgc tym samym przepuszczalno$¢ btony mitochondrialnej i uwolnienia cy-
tochromu c¢, a zatem przeciwnie do akcji BCL-2 [28, 41]. Bad i BCL-2 mogg
tworzy¢é homo- i heterodimery [61], jednak nie zawsze. Aktywno$¢ obydwu jest
regulowana posttranslacyjnie przez fosforylacje i fosforylowany BAD nie jest wig-
zany przez oponenta BCL-xL, poniewaz podlega intemalizowaniu do cytoplazmy
i wigze sie z cytozolowymi biatkami 14-3-3 [1, 56, 62], ktére umozliwiajg wspot-
dziatanie z r6znymi enzymami sygnalizacji (por. 56) i komentarz Redaktora.

Z opisu tych wspotzalezno$ci wynika, ze molekularna interakcja biatek rodziny
BCL-2 z biatkami Apaf-1 i Apaf-2 zachodzi najprawdopodobniej na etapie regulacji
apoptozy wczesniejszym niz aktywacja kaspaz [13, 30]. Tu trzeba jeszcze dodac,
ze w interakcji Apaf-1 z kaspazg istotne jest odstoniecie u obydwu molekularnej
domeny CARD (caspase responsiveness domain) [26].

Rézni autorzy skianiajg sie do przyjecia inhibicji apoptozy przez BCL-2 nawet
juz na szczeblu uruchamiania kaspaz [9, 29]. Dotyczy to przynajmniej kaspazy
3 (Apopaina, Yama) po sygnalizacji przez receptor APO/FAS lub przez krzyzowe
usieciowanie immunoglobulin powierzchni limfocytéw B. Takze B. Grzelakowska-
Sztabert rozwaza mozliwos$¢ interakcji biatek anty-apoptotycznych BCL-2 z tymi
kaspazami cytoplazmatycznymi, ktére znajdujg sie w poblizu zewnetrznej btony
mitochondrialnej, btony jadrowej i endoplazmatycznego retikulum [20], a wiec w
poblizu lokalizacji i aktywnosci biatek BCL-2 [32]. Takie przypuszczenia znalazty
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wyraz w pracy Hu i wsp. [27] oraz Pana i wsp. [41], ktorzy wykazali, ze kluczowa
prokaspaza 9, BCL-xL i Apaf-1 tworzg trzeciorzedowy kompleks z mozliwoscig
inaktywacji tej kaspazy. Jak przedstawiono wczes$niej, kaspaza 9 uwazana jest za

konawczych.

ROLA ONKOPROTEIN BCL-2, C-MYC | P53
W APOPTOZIE BIALACZKOWYCH LIMFOCYTOW B

Odzwierciedleniem ztozonej regulacji w doswiadczalnej apoptozie in vitro [por.
49] sa oddziatywania onkoprotein CMYC, P53 i BCL-2. Pierwsze uczestniczg w
regulacji proliferacji i apoptozy majac wptyw na przejscia GI/S i G2/M cyklu
komoérkowego. Doswiadczenia wykonane przez A. Filip [19] wykazaly, ze staly
(konstytutywny) wysoki poziom onkoproteiny BCL-2 i C-MYC przeciwdziatat apo-
ptozie, indukowanej in vitro preparatami glukokortykoidowymi i promieniowaniem
UV-B w limfocytach B z przewlektej biataczki B-limfocytowej. Ponadto, stosujac
metode immunocytochemiczng, stwierdzono brak biatka P53 w 9/10 $wiezo izo-
lowanych i indukowanych do apoptozy przypadkéw komorek B-CLL. Apoptoza
byta indukowana promieniowaniem UV-B w dawce wyzszej od ustalonej dla zdro-
wych limfocytéw krwi obwodowej, przy ktérej w prawidtowych komérkach przy
pomocy tej samej metody immunocytochemicznej odnotowano biatkowy produkt
genu P53, a aktywowane limfocyty wchodzity w apoptoze w pierwszej dobie po
napromienieniu. Tylko u jednego na dziesieciu chorych stwierdzono w napromie-
niowych UV-B limfocytach produkt P53 i istotny indeks apoptotyczny w trzeciej
dobie doswiadczenia. Jakkolwiek za wcze$nie jeszcze na interpretacje tego zjawiska,
nie mozna wykluczy¢, ze stata koekspresja BCL-2 i C-Myc moze chroni¢ przed
apoptoza. Na ewentualny mechanizm tego zjawiska wskazuje praca Ryana i wsp.,
ktérzy obserwowali w mysich komdrkach linii T3 wzmozong ekspresje bcl-2 blisko
struktur porowatych btony jadrowej i zaktocenia indukcji p53. W zwigzku z rolg
BCL-2 w regulacji transportu przezbtonowego autorzy zaproponowali hipoteze o
uniemozliwieniu przemieszczania produktu genu p53 z cytoplazmy do jadra ko-
morkowego w fazie G1 cyklu. Nie jest to wniosek, a tylko jedno z przypuszczen
do przyjecia lub odrzucenia [51].

Ten mechanizm przywodzi na mys$l aktywnos$¢ jeszcze innego biatka, mianowicie
biatka CAS (celi apoptosis susceptibility), ludzkim homologu produktu genu se-
gregacji chromosomow drozdzy cse-1 [10]. Jest to biatko nieodzowne w kontroli
mitotycznego punktu restrykcyjnego i poprawnej segregacji chromosomoéw. Biatko
CAS jest tez obecne w mikrotubuli i poSredniczy m.in. w transporcie jadrowym
- drogg importyny alfa-onkoprotein supresorowych i czynnikéw transkrypcyjnych,
takich jak: P53, RB, BRCA, NF i nukleaz, istotnych w regulacji apoptozy. Gen



BIALKA PRZECIWDZIALAJACE APOPTOZIE 575

CAS zostat zmapowany do regionu chromosomowego 20qgl3, miejscu stosunkowo
niestabilnym w komérkach guzéw nowotworowych jelita grubego i sutka. Wra-
zliwos¢ tych komérek na bodzce apoptotyczne mozna obnizyé, jesli sie je pozbawi
produktu genu CAS przez ekspresje cDNA nukleotyddéw antysensownych genu ko-
dujgcego CAS [11].

Biezace piSmiennictwo wzbogaca nadal liste sygnatdw przezycia ingerujgcych
w mechanizmy apoptozy jak BI-1, ostatnio sygnalizowany inhibitor BAX’a [52],
czy ICAD, inhibitor DNAzy aktywowanej kaspazg [18]. Dalsza identyfikacja tych
czynnikéw przyczyni sie do gtebszego zrozumienia proceséw biologicznych roz-
grywajacych sie w planie samozagtady komérek jak i w programie choréb wy-
nikajgcych z dysregulacji apoptozy.
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RETINOIC ACID:
ITS METABOLISM AND MECHANISM OF ACTION
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Streszczenie: Kwas retinowy jest silnym morfogenem i regulatorem wzrostu i réznicowania komorek u
ptodu i w dorostych organizmach. Moduluje tez dziatanie wielu hormonow i enzymdéw. W watrobie
powstaje z karotenu, w innych tkankach z retinolu. Kwas retinowy wystepuje w postaci izomeréw
all-trans, 9-cis i 13-cis. W cytoplazmie wigzg go biatka CRABP | i Il. Jagdrowe receptory kwasu
retinowego, RAR i RXR nalezg do nadrodziny czynnikéw transkrypcyjnych, indukowanych przez
ligandy, podobnie jak receptory hormondw sterydowych, tyroksyny i witamin D. Receptory klasy RAR
wigzg wszystkie izomery kwasu retinowego, klasy RXR - jedynie forme 9-cis. W obrebie obu klas
receptoréw wystepuja izoformy a, P, i X Jedynie heterodimer RAR/RXR wykazuje aktywnos$¢ biologi-
czng. Wiaze sie on z elementem odpowiedzi w DNA. Stanowi go proste powt6rzenie sekwencji
AGGTCA, oddzielonych od siebie o dwa lub pie¢ nukleotydéw. Interakcja z DNA stymuluje aktywnos$¢
transaktywacyjng receptora, a w nastepstwie indukcje lub represje docelowych genéw. W tkankach
nowotworowych zmienia sie wystepowanie i lokalizacja izoform receptoréw kwasu retinowego, miedzy
innymi zanika RARp. Pod wplywem kwasu retinowego nastepuje zahamowanie wzrostu i indukcja
réznicowania komarek biataczkowych, raka piersi i ptuc, teratokarcinoma oraz innych nowotwordéw.
(Postepy Biologii Komarki 1999; 26: 579-592)

Stowa kluczowe: kwas retinowy, receptory jgdrowe, nowotwory.

Summary: Retinoic acid, a potent morphogen, regulates cell growth and differentiation in embryo and
adults. Also, it modulates function of many hormones and enzymes. In liver it is derived from carotene,
in other tissues - from retinol. Retinoic acid is present as all-trans, 9-cis and 13-cis isoforms. In cytoplasm
they are bound by proteins CRABP | and II. Nuclear receptors of retinoic acid, RAR and RXR, belong
to the superfamily of ligand inducible transcription factors, that include receptors of steroid hormones,
thyroxine and witamin D. Receptors of the RAR class interact with all retinoic acid isomers, RXR - with
9-c/s-form only. Three isoforms - a, p and x - of both classes are present in cells. Only heterodimer
RAR/RXR is biologically active. It is bound to the response elements in DNA, consisting of two
AGGTCA direct repeats, separated by two or five nucleotides. This interaction stimulates transactivity
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function of the receptor, resulting in induction or repression of target genes. Modifications of the receptor
isoform presence and localisation, for instance lack of RAR(3, was found in many tumors. Growth
inhibition and differentiation induction was observed after retinoid treatment in leukemic,breast and lung
cancer, teratocarcinoma and other malignant tissues.

{Advances in Cell Biology 1999; 26: 579-592)

Key words: retinoic acid, nuclear receptors, tumors.

Kwas retinowy (RA), endogenny produkt przemiany witaminy A u ssakéw
peini funkcje morfogenu oraz regulatora proliferacji i réznicowania komoérek w
zyciu pre- i postnatalnym. Niedob6r i nadmiar RA, a takze jego nieprawidtowa
funkcja prowadzg do powaznych zaburzen rozwoju ptodu oraz funkcjonowania
wielu tkanek inarzadéw w dorostych organizmach [24,42,52]. Dobroczynny wpiyw,
jaki RA wywiera na procesy biologiczne, sprawia, ze znalazt on zastosowanie jako
lek, m.in. w biataczkach [4].

Fizjologiczna rola kwasu retinowego (RA) ujawnia sie juz w najwczesniejszych
etapach rozwoju ptodu [23]. Regulujac ekspresje homeotycznych gendéw hox w
odpowiedniej kolejnosci, uczestniczy w tworzeniu architektury ciata i przypisaniu
komorkom wiasciwego miejsca wzdtuz przednio-tylnej osi ciata [39, 18]. Kwas
retinowy jest niezbedny w rozwoju tkanek pochodzenia mezenchymalnego. Reguluje
rozwd@j twarzoczaszki, konczyn i palcéw, a u ptakédw - mineralizacje chrzastek
[61, 89]. Indukuje miogeneze i stymuluje réznicowanie kardiomiocytéw [44, 88].
Kwas retinowy odgrywa istotng role w proliferacji i réznicowaniu komorek ner-
wowych [14]. Uwaza sie, ze RA jest krytycznym czynnikiem rozwoju oka i foto-
receptoréw, niezbednym w ksztattowaniu siatkéwki, soczewki i rogéwki [32]. RA
wptywa na formowanie ucha srodkowego [50]. W ptywa tez na rozwdj jelit, stymuluje
prawidtowq interakcje komérek nabtonka i mezenchymy, tworzenie miesniowki
i wzrost kosmkow [ 65, 84]. Tak w zyciu ptodowym, jak i w dorostych organizmach
kwas retinowy moduluje morfogeneze skory inaskorka, réznicowanie keratynocytow,
wzrost wtoséw i piér oraz funkcje gruczotéw potowych [36, 55, 29, 68]. RA chroni
skore przed starzeniem sie i przed promieniami UV [19].

Prawidtowy wzrost i réznicowanie komorek nabtonka oskrzeli jest uzaleznione
od obecnosci RA [45]. Kwas retinowy hamuje proliferacje i stymuluje monocytame
réznicowanie promielocytéw [62], moduluje generowanie granulocytéw, aktywuje
neutrofile [41] oraz limfocyty T i B [6]. U samcéw RA reguluje morfogeneze
jader, najadrza i prostaty [73, 15, 1]. Ostatnio wykazano, ze RA bierze udziat
w procesach apoptozy komoérek [78].

Przy braku RA lub inaktywacji wszystkich jego receptoréw nastepuje $mieré
ptodu. W przypadku niedoboréw obserwuje sie wystepowanie wad rozwojowych:
ageneze lub znieksztatcenie twarzoczaszki, homeotyczne transformacje kregéw i
konczyn, zmiany soczewki, siatkowki i rogowki oka, dysplazje $linianek, tarczycy
i grasicy, bezptodno$¢ samcéw. Nalezy nadmieni¢, ze nadmiar kwasu retinowego
w okreslonych etapach rozwoju ptodu ma dziatanie teratogenne [2, 3, 18, 29, 39].
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Kwas retinowy moduluje dziatanie wielu hormondéw, m.in. przez wptyw na ich
synteze, jak w przypadku hormonu wzrostu [26], lub sekrecje, jak insuliny [11,12].
RA stymuluje ekspresje genu i synteze receptorow adrenaliny, insulino-podobnego
czynnika wzrostu ( IGF), D2 dopaminy [5, 22, 30, 71], obniza za$ synteze receptora
neuropeptydu Y [53]. RA wigze sie ze specyficznym typem receptora IGF (M6P/IGF)
i moduluje jego dziatanie [37]. Hamuje dziatanie bradykininy, blokujgc przenoszenie
jej sygnatu na fosfolipaze C i produkcje inozytolo-1,4,5-P3 [28]. Kwas retinowy
wywiera bezposredni wpltyw na dziatanie tyroksyny, witaminy D3, aktywatora pro-
liferacji peroksysomow (PPAR) i prostanoidéw, gdyz ich jadrowe receptory tworza
aktywne heterodimery z receptorem RA typu RXR [51]. Produkcja interleukin
jest tez pod kontrolg RA. Stymuluje on synteze IL-2 ijej receptora w limfocytach
T oraz produkcje IL-4 w tymocytach, obniza za$ ekspresje i hamuje dziatanie IL-6
i IL-7 [6, 17, 60].

Synteza i aktywno$¢ wielu enzymow jest uzalezniona od RA. Wptywa on sty-
mulujgco na ceruloplazmine [76], karboksykinaze PEP [63], acylotransferaze li-
zofosfatyd-retinol [75], S-transferaze glutationowgq [47], glukokinaze [16], syntaze
kwasow ttuszczowych [69], kinaze biatkowg Czeta [7] i wiele innych.

METABOLIZM KWASU RETINOWEGO

Niewielkie ilosci kwasu retinowego moga powstaé w jelitach i watrobie bez-
posrednio z karotenu. W osoczu RA jest transportowany przez albuminy. Jego
stezenie nie przekracza 4-14 nmoli/l. Egzogenny RA jest wydajnie wchtaniany
do komoérek, ale jego dalszy metabolizm jest stosunkowo powolny [67]. Wydaje
sig, ze w komadrkach gtdwnym zrédiem RA jest retinol. Transport retinolu z osocza,
gdzie wystepuje on w potaczeniu z biatkiem RBP, odbywa sie zudziatem btonowego
receptora RBP. W komorce retinol wigze sie z cytozolowym biatkiem nosnikowym,
CRBP. W tej zwigzanej postaci jest utleniany do retinalu, a nastepnie kwasu re-
tinowego. Enzym, ktdry katalizuje te reakcje, jest identyczny z izoenzymem IV
dehydrogenazy alkoholowej [31].

RA wystepuje w komodrce w co najmniej trzech postaciach izomerycznych: all-
trans- (ATRA), 9-cis- i \3-cis-. Formy te mogg przechodzi¢ wzajemnie w siebie.
We wszystkich tkankach i szczeg6lnie energicznie zachodzi enzymatyczna izo-
meryzacja form cis-RA do ATRA [9]. Nie wszystkie jednak tkanki, jak np. $réd-
btonek naczyn, majg zdolnos¢ przeksztatcania ATRA do 9-cis-RA [43]. Ta ostatnia
forma moze jednak powstawac drogg utlenienia 9-c/.s-retinolu. Opisano i wydzielono
enzym, katalizujgcy te reakcje. Wystepuje on we wszystkich tkankach wrazliwych
na kwas retinowy [58, 70]. Ostatnio odkryty stereoizomer 9,13-di-cis-RA okazat
sie rownie aktywny [34].

W cytoplazmie RA wigze sie z duzym powinowactwem ze swoistymi nosnikami
biatkowymi, CRABPI i CRABPII. Gen biatka Crabp | zlokalizowano na szczurzym
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chromosomie 8 [66]. U cztowieka gen ten miesci sie na chromosomie 15q24. Gen
dla CRABP Il jest zlokalizowany na ludzkim chromosomie 1q21 [20]. Ekspresja
genu kodujacego CRABP 1| jest hamowana przez RA, indukowana za$ przy jego
niedoborach, np. w awitaminozie A. Gen ten jest tez regulowany przez tyroksyne
[85].

Wszystkie izoformy kwasu retinowego podlegajg dalszej przemianie. Katalizuje
ja wybiérczo jeden z enzymoéw z grupy cytochroméw P450 [21]. Nadmierna aktyw-
nos$¢ cytochromu P450 swoistego dla RA moze powodowacé jego niedob6r w komarce
[54].

JADROWE RECEPTORY RA | MECHANIZM
ICH DZIALANIA

Receptory kwasu retinowego zaliczamy do duzej nadrodziny biatkowych czyn-
nikéw transkrypcyjnych, indukowanych przez drobnoczasteczkowe ligandy, np. hor-
mony piciowe, kortykosteroidy czy tyroksyne. Wszystkie receptory tego typu cechuje
podobienstwo budowy pierwszorzedowej i konformacji oraz jednakowe utozenie
przestrzenne domen funkcjonalnych. Mechanizm dziatania wszystkich przedstawi-
cieli nadrodziny jest tez jednakowy. Przylaczenie liganda indukuje zmiane kon-
formacji czgsteczki receptora, coumozliwiajego potgczenie zodpowiednim regionem
DNA, zwanym elementem odpowiedzi (RE, response element), czesto tez elementem
odpowiedzi hormonalnej (HRE). Elementy te znajdujg sie w obszarach DNA zwanych
wzmacniaczami (enhencers) lub wygaszaczami (repressors).

Przytgczenie kompleksu receptor-ligand do RE indukuje interakcje kompleksu
z aktywatorami i innymi biatkami aparatu transkrypcyjnego, co nosi nazwe aktyw-
nosci transaktywacyjnej. Nastepstwem tego procesu jest stymulacja lub niekiedy
hamowanie ekspresji okreslonych genéw. Receptory nalezace do tej nadrodziny
wykazujg aktywnos$¢ jedynie w postaci dimerdw.

Receptory kwasu retinowego wchodzg w skitad wydzielonej podgrupy (podro-
dziny) opisanej nadrodziny. Podgrupa ta odznacza sie szczeg6lnie wysoka wzajemng
homologig strukturalng. Oprécz receptorow RA zaliczamy do niej takze receptory
tyroksyny, witamin D, prostanoiddw, receptor aktywowany przez czynnik proliferacji
peroksysomow (PPAR) oraz szereg tzw. ,,receptoréw sierocych”, o nieznanych dotad
ligandach. Istniejg dwie klasy receptoréw kwasu retinowego: RAR i RXR. RAR
wigze wszystkie izomery RA, - ATRA, 9-m-RA i 13-m-RA, za$ RXR - wylacznie
9-cis-RA [64].

W obu klasach receptoréw RA wyrdznia sie 5 domen strukturalnych o Scisle
okreslonych funkcjach, charakterystycznych dla tej nadrodziny. Sg to - idac od
N-konca czasteczki - domeny A, B, C, D i E. W klasie RXR wyro6znia si¢ tez
dodatkowa, C-koncowg domene F. Obydwie klasy receptorow RA wystepujg w
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postaci podtypow: RARa, RAR(3 i RAR% oraz RXRoc, RXR[3 i RXR%, kodowanych
przez oddzielne geny. Formy te wykazujg az 90% wzajemnej homologii w obrebie
domeny C, 80% - w domenie E, natomiast w domenach transaktywacji, A, B i
AF-2 dajg sie zauwazy¢ znaczne rdznice sekwencji aminokwaséw. Dodatkowo,
w kazdym podtypie RAR i RXR wystepuja izoformy jako skutek alternatywnego
sktadania mRNA [39]. Podtypy i ich izoformy r6znig sie czesto swymi wiasci-
wosciami i funkcjg. Ich profil czesto zmienia sie w zaleznosci od okresu rozwoju
ptodowego, a takze jest swoisty dla okreslonych tkanek. Miejsce wigzania kwasu
retinowego znajduje sie w domenie E. Receptory klasy RAR majg w tej domenie
osobne miejsca wigzagce odpowiednie izoformy Uganda, ATRA i 9-m-RA [40].
Funkcja domeny E nie ogranicza sie do przytgczania RA. Uczestniczy ona takze
w dimeryzacji receptor6w, mieszczg sie w niej bowiem obszary interakcji obu
podjednostek. W domenie E znajduje sie tez region AF-2, wykazujacy zdolnos¢
wigzania sie z biatkami aparatu transkrypcyjnego i pobudzania ekspresji gendw.
Aktywno$c¢ transaktywacyjng niezalezng od regionu AF-2 majg N-koricowe domeny
A i B. Domena C, odznaczajgca sie wysokg homologig w obrebie catej nadrodziny
jest miejscem wigzania receptora z DNA. W domenie C znajdujg sie motywy chara-
kterystyczne dla biatek wigzagcych DNA, tzn. ,palce cynkowe”. Tworzg je dwie
petle tancucha polipeptydowego, stabilizowane przez dwa atomy cynku. Wystajac
ponad powierzchnig czasteczki receptora majg utatwiony dostep do obszaréw DNA,
z ktérymi reagujg. Musi przy tym nastagpi¢ jednoczesna interakcja dwu elementow
odpowiedzi w DNA z dwoma domenami C, stad tez konieczno$¢ udziatu dwu
podjednostek receptora, czyli jego dimeru. W odr6znieniu od receptoréw hormonoéw
steroidowych, tworzacych homodimery, funkcjonalng jednostka receptoréw kwasu
retinowego jest heterodimer RAR/RXR. Wprawdzie RXR moze tworzy¢ homo-
dimery, ale bardzo rzadko wystepuje w tej postaci. RAR jest pozbawiony zdolnosci
faczenia dwu identycznych podjednostek.

RXR tworzy tez aktywne dimery z receptorami tyroksyny (TR), witamin D
(VDR), PPAR [13, 51]. Ma to ogromne znaczenie fizjologiczne i $wiadczy o ko-
nieczno$ci udzialu witamin A i powstajagcego z nich RA w znacznie wigkszym
zakresie funkcji biologicznych, niz to dotychczas wiedziano.

Element odpowiedzi na RA (RARE) w DNA sktada sie z dwu ,,p6tmiejsc” o
sekwencji AGGTCA. Sekwencje te sg utozone jako tzw. powtdrzenia proste (czyli
nie odwrécone), oddzielone od siebie o pie¢ nukleotydéw. Element taki nosi nazwe
DR5 (direct repeat 5). W przypadku dimeru receptor6w RXR/PPAR miedzy p6t-
miejscami znajduje sie tylko jeden nukleotyd (DRj), RXR/VDR - trzy nukleotydy
(DR3), RXR/TR - cztery nukleotydy (DR4). Ostatnio okazato sie, ze DR2 jest
drugim elementem odpowiedzi na kwas retinowy [51]. We wszystkich heterodi-
merach RXR zajmuje zawsze miejsce trans, ku 5’-koncowi czasteczki DNA, za$
jego partner 3’-koricowe miejsce cis [64]. Elementy odpowiedzi nie taczg sie z
receptorami wolnymi od liganda. Po zwigzaniu liganddw, przypuszczalnie najpierw
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wigze sie RXR w miejscu trans. Inicjuje to interakcje miejsca cis z drugim
monomerem [33]. W wielu przypadkach przytaczenie receptoréw do elementéw
odpowiedzi wymaga obecnosci dodatkowych biatek, F-1 i F-2 oraz ich fosforylacji
[79]. Kwestig dyskusyjng pozostaje, czy RXR petni w dimerze jedynie bierng role
stymulacji przytaczenia swego partnera, czy tez mozna mu przypisa¢ samodzielng
role czynnika transkrypcyjnego dla okreslonych genéw. Obydwa poglady majg swo-
ich zwolennikéw.

Potaczenie elementdw odpowiedzi w DNA z domenami C w dimerze receptora
wywotuje wtym ostatnim zmiany konformacyjne, niezbedne dlaujawnienia zdoInosci
transaktywacji i asocjacji z aktywatorami lub skiadnikami gtdwnego kompleksu
transkrypcyjnego. Wykazano, ze w wielu przypadkach region AF-2 domeny E RAR
taczy sie bezposrednio z czynnikiem transkrypcyjnym TF-II B. Takze RXR moze
wigza¢ sie z tym czynnikiem, ale interakcja jest wtedy stabsza niz w przypadku
RAR izachodzi poza C-koncowa domeng receptora. Po usunieciu TF-11 B z komorek
hodowli tkankowej, kwas retinowy utracit zdolnos¢ regulacji ekspresji wielu genow
[10].

RETINOIDY A NOWOTWORY

Retinoidy, a szczegOlnie RA s3g od wielu lat przedmiotem szczegdlnego zain-
teresowania przede wszystkim w terapii antynowotworowej, ze wzgledu na swoje
dziatanie prowadzace do zahamowania wzrostu i podziatbw komorkowych, sty-
mulacje procesu réznicowania, jak réwniez przypisywang im ostatnio zdolnos$¢ uru-
chomiania sygnatu prowadzacego do apoptozy, czyli programowanej $mierci
komorki. Od szeregu lat RA stosowano w leczeniu biataczek premieloblastycznych,
obserwujgc diugoletnie remisje i wyleczenia [4]. Wiele informacji na temat me-
chanizmoéw dziatania RA dostarczajg eksperymenty przeprowadzane na hodowlach
tkankowych, nowe techniki badawcze pozwalajgce na identyfikacje rodzajow recp-
torbw w tkankach prawidtowych i patologicznych, jak réwniez mozliwo$¢ sto-
sowania syntetycznych retinoidéw specyficznie tgczacych sie z okreslonym typem
receptora.

W ostatnich latach wiele tego typu badan przeprowadzono w przypadkach no-
wotworéw sutka. Badajgc wystepowanie podtypdw receptorow RARa, [3i %stwier-
dzono rOznice w rozmieszczeniu tych receptorow w tkankach prawidtowych w
poréwnaniu z tkanka nowotworowg. W tkankach prawidtowych wykazano obecno$é
wszystkich trzech izoform, podczas gdy w tkance nowotworowej oraz w tkance
otaczajgcej guz zaobserwowano znacznie zmniejszong ekspresje lub catkowity brak
izoformy receptora RAR[3. Nie wykazano mutacji DNA w obszarze RARE, tak
wiec jedng z mozliwos$ci wytlumaczenia supresji genu receptora RAR|3 jest mutacja
w regionie promotera [87]. Brak lub obnizenie ekspresji genu tego receptora w
nowotworach ~sutka potwierdzili inni autorzy [72].
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Podobne rezultaty uzyskano badajgc wystepowanie receptorow RAR i RXR w
drobnokomoérkowym raku ptuc. Podczas gdy w tkance prawidtowej stwierdzono
obecnos¢ wszystkich rodzajow receptorow, receptor RAR(3 udato sie wykazacjedynie
w okoto 40% badanych tkanek nowotworowych [90]. Obnizenie lub zahamowanie
ekspresji genu RARJ3 stwierdzono réwniez w nowotworach trzustki [35], jamy
ustnej [56], watroby [46]. Mozna wiec przypuszczac, ze utrata receptora RAR[3
moze by¢jednym z czynnikdéw bezposrednio zwigzanych z procesem karcinogenezy,
co zdaniem niektérych autoréw sugeruje role genu receptora RAR(3 jako genu
supresorowego [46].

Ostatnio ukazato sie wiele prac dotyczacych efektéw dziatania RA na linie ko-
moérkowe prawidtowe i nowotworowe, jak réwniez prac majacych na celu wy-
jasnienie funkcji poszczeg6lnych receptoréw w transmisji sygnatéw prowadzacych
do ujawnienia antynowotworowej aktywnosci przypisywanej RA ijego izomerom.

Wiadomo, ze ekspresja genu kodujgcego receptor RAR[3 jest pod kontrolg RA.
Stwierdzono, ze RA w kompleksie z odpowiednim receptorem indukuje synteze
RAR(3 miedzy innymi w komdrkach teratokarcinoma F [74], hodowlach hepa-
tocytéow [38], komérkach melanoma [77].

W badaniach in vitro przeprowadzonych na komoérkach pochodzacych z linii
MCF 7 nowotworu sutka wykazano, ze w obecnosci RA dochodzi do zahamowania
wzrostu, co spowodowane jest zatrzymaniem komérek w fazie GIl. Obserwuje sie
réwniez zmniejszenie stosunku ilosci komorek znajdujacych sie w fazach S i G2
+ M. Uzyskane wyniki sugerujg, ze moze to by¢ efektem bezposredniego wpitywu
RA na ekspresje niektorych cyklin i kinaz cyklinozaleznych, zaangazowanych w
regulacje cyklu komorkowego. Problem, ktorych cyklin i kinaz to dotyczy, nie
zostal jeszcze jednoznacznie wyjasniony i zdania r6znych autoréw na ten temat
nie sg zgodne [80, 91].

Zatrzymanie komorek w fazie Gl jest prawdopodobnie etapem poprzedzajgcym
proces apoptozy [52]. Stwierdzono, ze zahamowanie proliferacji komérek MCF
7 zachodzi nie tylko w obecnosci ATRA, silng aktywnos$¢ antyproliferacyjng wy-
kazuja réwniez izomery RA: 9-cis- i 13-c/.y-RA oraz jego niektére fizjologiczne
metabolity 4-okso-ATRA i 5,6-epoksy-ATRA [81].

W badaniach na komérkach linii neuroblastoma SH SY 5Y oraz komérek po-
chodzacych z drobnokomdérkowego raka ptuc NCI-H82 i NCI-H209 wykazano,
ze wptyw 9-cis-RA na procesy hamowania wzrostu i indukcji apoptozy jest silniejszy
w poréwnaniu z ATRA [49, 27, 48].

Badano rdézne syntetyczne pochodne RA selektywnie dziatajagce na receptor
RAR% w liniach komorkowych pochodzacych z nowotworu sutka. Wykazano, ze
sg one silnymi inhibitorami wzrostu zardwno same, jak i w kombinacji z IFNfk
Mozna wiec przypuszczaé, ze antyproliferacyjna aktywnos$¢ retinoidéw zwigzana
jest z sygnatami przekazywanymi przez receptor RAR%. Ze wzgledu na matg to-
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ksycznos¢ testowanych retinoidéw i dziatanie poréwnywalne z ATRA wydaje sie,
ze tego typu zwigzki mogg mie¢ duze znaczenie kliniczne w przysztosci [86].

Stwierdzono, ze RA hamuje wzrost komérek pochodzacych z ludzkiego nerwiaka
(SK-N-BE 2), indukuje procesy roznicowania lub uruchamia sygnaty prowadzace
do apoptozy. W komorkach apoptotycznych zaobserwowano wzmozong ekspresje
genu transglutaminazy, enzymu katalizujgcego powstawanie wigzan krzyzowych
miedzy tahncuchami polipeptydowymi. Wyniki uzyskane dzigki zastosowaniu se-
lektywnie dziatajgcych analogéw RA pozwalajg przypuszczaé, ze do indukcji trans-
glutaminazy wystarczajg sygnaty przekazywane przez retinoidy wigzace sie zRARa
lub RAR%, natomiast zdaniem tych autor6w zapoczgtkowanie procesu apoptozy
wymaga jednoczesnej stymulacji obydwu typow receptoréw [57].

Zaangazowanie receptora RARXx w przekazywaniu sygnatéw prowadzacych do
apoptozy oraz indukcji transglutaminazy potwierdzajg badania na mysich tymocytach
i komdrkach CD4+CD8. | w tym przypadku stwierdzono znacznie wyzszg efe-
ktywnos¢ 9-cis-RA w pordwnaniu z ATRA. Zaobserwowano, ze oprocz transgluta-
minazy zwieksza sie aktywnos$¢ endonukleaz. Proces apoptozy mozna zahamowac
przez dodanie zwigzkéw chelatowych wigzacych wapn lub inhibitoréw proteaz.
Inaczej widzg autorzy funkcje receptora RARa. Uwazajg, ze stymulacja receptora
RARa przez specyficznie dziatajgce na ten receptor analogi RA moze hamowaé
mediowany przez receptor RAR% proces apoptozy. Takiego efektu nie obserwuje
siejednak w komdrkach przy fizjologicznym stezeniu RA. Przy wyzszych stezeniach
RA, powstajacy z niego 9-cis-RA przez swoje oddziatywanie z receptorami RXR
moze neutralizowac ten inhibitorowy efekt. Autorzy sugerujg, ze powstawanie 9-
cis-RA moze by¢ takim krytycznym momentem decydujacym o wejsciu komorki
na droge pozytywnej selekcji lub jej zaniechaniu [78].

Zaobserwowano, ze RA ma zdolno$¢ hamowania wzrostu nie tylko komdérek
nowotworowych, lecz takze ludzkich prawidtowych komoérek nabtonkowych sutka.
Zatrzymaniu ich w fazie G1 towarzyszyto miedzy innymi obnizenie ekspresji cyklin
DI, E i cyklinozaleznej kinazy 4, lecz nie stwierdzono indukcji apoptozy. Moze
to sugerowac, ze witasnie proces hamowania wzrostu, a nie apoptoza jest mecha-
nizmem, przez ktory retinoidy spetniajg swoja funkcje ochronng przed transformacja
nowotworowg [72].

Jedng z funkcji przypisywanej RA i jego izomerom jest réwniez wplyw na
réznicowanie komoérek. W stabo zr6znicowanych komdérkach nabtonka endometrium
(KLE), ktére utracity uporzadkowane filamenty aktynowe i cytoplazmatyczne mu-
cyny, w obecnosci \3-cis-RA lub ATRA zaobserwowano reorganizacje filamentéw
aktynowych. Komorki umiarkowanie zréznicowane (RL95-2) w obecnosci RA wy-
kazywaty znaczng reorganizacje filamentéw i zwiekszenie ilo$ci mucyn cytopla-
zmatycznych [8].

W komdrkach ludzkiego gruczolakoraka linii Colo 201 i Colo 205, ktére utracity
zdolno$¢ oddziatywania z substancjg miedzykomaérkowa, po inkubacji z RA stwier-
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dzono zahamowanie wzrostu i zwiekszong produkcje antygenu karcinoembrionalne-
go. Zaobserwowano zwigkszong zdolno$¢ do adhezji, obecno$¢ E-kahedryny w
miejscu kontaktu komdrka-komérka, jak rowniez zwiekszong indukcje kinazy FAK
(kinazy adhezji ptytkowej, focal adhesion kinase) [59]. W komoérkach hepatoma
Mc-RH8994 wzmozona ekspresja genu RAR(3 prowadzita zaréwno do zwiekszonej
wrazliwos$ci na antyproliferacyjny efekt RA, jak rowniez do spontanicznego procesu
réznicowania [46]. Zaobserwowano, ze procesowi ré6znicowania w komérkach tera-
tokarcinoma F-9 towarzyszyta zwiekszona ekspresja genéw RAR(3, RXRoc oraz
genu odpowiedzialnego za synteze a-fetoproteiny (AFP). Autorzy sugerujg, ze re-
gulacja ekspresji genu AFP zachodzi przez tworzenie homodimeréw RXRoc [83].

Wydaje sie, ze retinoidy moga wywiera¢ hamujacy wplyw na progresje no-
wotworow. Uzywajac selektywnie dziatajgcych agonistdw receptoréw retinoidéw
wykazano, ze prawdopodobnie heterodimer RAR/RXR kontroluje represje meta-
loproteinaz stromielizyny i kolagenazy $r6dmigzszowej, ktorych ekspresjajest zwia-
zana z powstawaniem przerzutéw [25].

Badania kliniczne wykazaty korzystne dziatanie retinoidow w przypadkach no-
wotworéw gtowy i szyi. Stosowane u pacjentdw redukowaty nawroty choroby oraz
wzmagaly procesy regresji stanéw przednowotworowych [82, 56].

Rezultaty przeprowadzonych badan wskazujg na pozytywng funkcje retinoidow
w hamowaniu wzrostu i progresji nowotworéw. Mimo wielu doniesier,, molekularny
mechanizm tego dziatania nie zostat jednak jeszcze w petni wyjasniony, a otrzymane
wyniki nie zawsze sg catkowicie zgodne, co Swiadczy z pewnoscig o stopniu trudnosci
problemu.
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Streszczenie: Bariera krew-mo6zg odpowiada za utrzymanie statego srodowiska, niezbednego do spraw-
nego funkcjonowania komérek nerwowych. Dzieki wystepowaniu specyficznych transporteréw i wy-
tworzeniu potaczen zamknietych kapilary mézgowe zapewniaja selektywny transport czasteczek
hydrofitowych ijonédw z krwi do ptynu okotokomérkowego. Bariera krew-mézg pojawia sie u ssakow
i wyzszych kregowcow jeszcze w okresie zycia ptodowego pod wptywem czynnikdw wydzielanych
przez astrocyty. Dojrzewanie bariery krew-moézg polega na wytworzeniu specyficznych biatek warun-
kujacych jej selektywnos$¢ wobec zwigzkéw znajdujacych sie w krwiobiegu, jak réwniez na zamykaniu
sie potaczen zamknietych, ktdre uniemozliwiajg swobodng dyfuzje zwigzkéw z krwi do moézgu. Dzigki
potaczeniom zamknietym mozliwa jest funkcjonalna polaryzacja komérek endotelialnych, a asymetry-
czne rozmieszczenie systemow transportowych ukatwia kontrole nad selektywnym przechodzeniem
zwigzkow z krwi do mdzgu. Transport zwiazkdw niskoczasteczkowych odbywa sie przy udziale biatek
transportowych charakteryzujacych sie matg specyficznoscig substratowa. Rozpoznajg one biologicznie
aktywne formy substancji o podobnej strukturze. Substancje polarne o wiekszych rozmiarach moga
pokonywaé bariere krew-mdzg przy udziale transportu pecherzykowego. Komorki srédbtonka mézgo-
wego dodatkowo chronig mézg dzieki enzymom usuwajacym nadmiar zwigzkéw bedacych perkursorami
neuroprzekaznikéw. Terapia choréb mézgu wymaga poznania mechanizméw transportu przez bariere
krew-mozg.

(Postepy Biologii Komérki 1999; 26: 593-610)

Stowa kluczowe: kapilary, srédbtonek mézgowy, angiogeneza, potaczenia zamkniete, transport, pinocy-
toza.

Summary: Blood brain barrier is responsible for maintaining the stable environment essential for normal
neuronal function. Due to specific transporters and tight junctions brain capillaries enable selective
transport of hydrophilic molecules and ions from blood *to interstitial fluid. The blood brain barrier
appearance in mammals and higher vertebrates takes place during fetal period and is induced by factors

*Artykut napisano w ramach grantu nr 6P04A 061 14 przyznanego przez Komitet Badarh Nauko-
wych.
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released by astrocytes. During blood brain barrier maturation there are expressed specific carrier proteins
responsible for selective transport of compounds circulating in blood, and tight junctions are closed. Due
to tightjunctions cells have functional polarity and asymmetrical position of transport proteins facilitates
selective passage of different compounds from blood to brain. Transport of small molecules is lead by
transporters that have little substrate specificity. They recognize biological active substances that have
similar structure. Macromolecules can pass blood brain barrier due to vesicular transport. Brain endo-
thelial cells protect the brain thanks to enzymes removing excess of neurotransmitter precursors. Brain
disease therapy requires the knowledge of transport mechanisms across blood brain barrier.

(Advances in Cell Biology 1999; 26: 593-610)

Key words: capillaries, brain endothelium, angiogenesis, tight junctions, transport, pinocytosis

l. WSTEP

Prawidtowe funkcjonowanie organizméw zywych zalezy od utrzymania homeo-
stazy, zapewniajgcej optymalne Srodowisko dla przebiegu proceséw zyciowych.
W przypadku zadnego innego organu nie odgrywa ona tak waznej roli, jak ma
to miejsce w przypadku mozgu. W innych cze$ciach ciata zewnatrzkomérkowe
stezenie hormondw, aminokwasdw czy jonéw ulega fluktuacjom zwitaszcza po po-
sitku lub wysitku fizycznym. Je$li mézg bytby wystawiony na tego typu zmiany,
to mogtoby dochodzi¢ do zaburzenia przekaznictwa nerwowego, w ktorym to procesie
niektére z wyzej wymienionych zwigzkéw dziatajg jako neuroprzekazniki. Md6zg
do sprawnego dziatania wymaga doskonatego zabezpieczenia nawet przed mini-
malnymi zmianami sktadu ptynu okotokomoérkowego moézgu, co wymaga istnienia
fizycznej ibiochemicznej przeszkody dla swobodnego przemieszczania si¢ zwigzkow
miedzy $rodowiskiem, w ktérym znajduja sie komérki nerwowe i glejowe, a krwia.
Bariere taka, definiowang jako bariera krew-moézg, tworzg kapilary o szczegdlnych
wiasciwosciach.

Il. METODYKA BADANIA BARIERY KREW-MOZG

Historia badan nad barierg krew-mozg siega korica XI1X wieku, kiedy to niemieccy
uczeni Paul Ehrlich i Edwin Goldman zaobserwowali, ze barwniki wysokoczg-
steczkowe podawane zwierzeciu dozylnie gromadzg sie we wszystkich narzgdach
z wyjatkiem mozgu. Od tego czasu zaczeto badaé mechanizmy zaangazowane w
transport substancji z krwi do mézgu. Poczatkowo badania prowadzone byty na
catych zwierzetach, ktérym wstrzykiwano do tetnicy szyjnej badany zwigzek wy-
znakowany radioaktywnym izotopem, anastepnie zabijano zwierze pojednorazowym
przejsciu krwi przez naczynia moézgowe i mierzono ilos¢ radioaktywnosci zaku-
mulowanej w mézgu [6]. Ze wzgledu na liczne ograniczenia tego uktadu doswiad-
czalnego zaczeto szuka¢ innych modeli do badania proceséw zachodzgcych w obrebie
bariery krew-moézg. Oczyszczone kapilary mézgowe byty uktadem bardziej jed-
norodnym pod wzgledem réznorodnosci komorek, dzieki czemu mozna byto badac
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w nich m.in. kinetyke transportu podawanych zwigzkéw [7, 33]. Jednakze pre-
parowanie kapilar jest procedurg zmudng i mato wydajng. By zwiekszy¢ ilo$¢ ma-
teriatu do badan, podjeto proby hodowli komorek $rédbtonka mézgowego in vitro.
Obecnie prowadzi sie badania na hodowlach komérek $rédbtonka preparowanych
z mézgu (kultury pierwotne) oraz na unie$miertelnionych liniach komérkowych
uzyskiwanych w wyniku transfekcji [46]. Komorki $rédbtonka mézgowego ho-
dowane w bogatych pozywkach zawierajgcych czynniki wzrostowe i substancje
wydzielane przez astrocyty zachowujag zdoIlno$¢ do ekspresji biatek odpowiedzialnych
za ich szczeg6lne witasciwosci in vivo. Do biatek tych nalezy czynnik VIII ukfadu
krzepniecia krwi (globulina antyhemofilowa, Von Willebrand factor), najbardziej
specyficzny marker dla komdrek pochodzenia srodbtonkowego. Obserwowaé mozna
rowniez wysokg aktywnos$¢ i wysoki poziom ekspresji enzymow specyficznych
dla bariery krew-mézg, takich jak alkaliczna fosfataza i y-glutamylotranspeptydaza
[86]. Kolejnym enzymem markerowym dla komérek $rédbtonka mdzgowego jest
anhydraza weglanowa IV, wystepujaca tylko na luminalnej powierzchni mézgowych
kapilar, podczas gdy w innych komoérkach w mozgu ekspresji ulega inna izoforma
tego enzymu: anhydraza weglanowa typu Il [32]. Innym biatkiem charakterystycznym
dla srédbtonka mozgowego jest specyficzny transporter L-glukozy GLUT-1nalezacy
do rodziny transporter6w glukozy GLUT. Do waznych cech komérek $rédbtonka
moézgowego nalezy zdolno$¢ do wytwarzania polaczen zamknietych. Potaczenia
te moga by¢ wytworzone in vitro jednakze we wspdlnej hodowli z astrocytami
[21, 54].

I1l. STRUKTURA | ROLA BARIERY KREW-MOZG

Naczynia wiosowate, tworzace bariere krew-mozg, r6znig sie od tego typu naczyn
znajdujacych sie w innych narzadach wystepowaniem potaczen zamknietych (rys.
1). Struktury te tgcza sasiadujace ze sobg komérki srodbtonka, co utatwia stworzenie
ciggtej, nieprzepuszczalnej sciany uniemozliwiajacej swobodne przechodzenie wielu
zwigzkow niskoczagsteczkowych drogg dyfuzji miedzy komorkami. Btony komor-
kowe budujace $ciany kapilar zawierajg swoiste receptory i uktady transportowe
dla réznych typow zwigzkéw. Uklady te precyzyjnie rozpoznajg poszczeg0lne czg-
steczki i przenoszg je do moézgu. Do tej pory poznano wiele transporterow, ktore
dziatajg bardzo specyficznie, umozliwiajgc nie tylko dostarczanie potrzebnych zwigz-
koéw z krwi do moézgu, ale réwniez pompowanie na zewnatrz tych substancji, ktore
sg w nadmiarze,' co utatwia utrzymanie stalego $rodowiska dla dziatania komorek
nerwowych. Kolejng cechg charakterystyczng dla komérek $rédbtonka naczyn wio-
sowatych mdzgu jest brak zjawiska pinocytozy, jak rowniez znikomy udziat trans-
portu pecherzykowego [19]. Dzieki tym wszystkim cechom komérki $rédbtonka
stanowig bariere utrzymujacg szkodliwe substancje na zewngtrz mézgu przy jed-
noczesnym regulowaniu wptywu i wyptywu zwigzkéow koniecznych dla jego dzia-
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Przekroj przez naczynia wiosowate

RYSUNEK 1 Poréwnanie budowy kapilar: A- w mézgu, B - poza mézgiem; 1- potagczenie zamkniete,
2 - okienkowanie, 3 - pecherzyki pinocytarne, 4 - mitochondrium; strzatki $rednie ilustruja oddziatywa-
nia miedzy zakonczeniem astrocytu a komorka endotelialng; duze strzatki pokazujg schematycznie
mozliwo$¢ swobodnej dyfuzji zwigzkow

tania, przez co zapewniaja uktadowi nerwowemu funkcjonowanie w statym, kon-
trolowanym S$rodowisku. Bariera krew-mézg chroni mézg przed r6znego rodzaju
egzogennymi truciznami oraz zapobiega niekontrolowanemu wnikaniu prekursorow
i wyptywowi produktéw metabolizmu neurotransmiteréw, zapewniajgc utrzymanie
réwnowagi czynnosciowej miedzy neuroprzekaznikami pobudzajgcymi a hamuja-
cymi [24].

IV. ROZWOJ BARIERY KREW-MOZG

W okresie zycia ptodowego naczynia krwiono$ne wrastajg w rozwijajacy sie
uktad nerwowy z zewnetrznego splotu naczyniowego. We wczesnych etapach roz-
woju kapilary w mozgu ptodéw ssaczych charakteryzujg sie przepuszczalnos$cig
typowa dla kapilar zinnych organow ciata, tzn. umozliwiajg swobodne przechodzenie
zwigzkom wysokoczgsteczkowym (np. albuminie). Wraz z dojrzewaniem organizmu
bariera ulega uszczelnieniu, w zaleznosci od gatunku ma to miejsce na réznym
etapie rozwoju. Wydaje sie, ze dojrzewanie bariery krew-mo6zg u ssakow zachodzi
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do$é wczesnie, w tzw. ,fazie krytycznej” dla rozwoju mézgu. Jest to okres, kiedy
wzrasta aktywno$¢ enzyméw niezbednych dla sprawnego funkcjonowania mézgu,
dochodzi do gwattownego rozgateziania dendrytéw oraz pojawia sie aktywnos¢
elektryczna. Fizjologiczne dojrzewanie bariery polegajace na uszczelnianiu potgczen
zamknietych i zaniku pinocytozy zachodzi pod wptywem sygnatéw indukujacych
pochodzacych z zakonczen astrocytéw [43, 82]. Z obserwacji laboratoryjnych wy-
nika, ze u szczuréw fizjologiczne dojrzewanie bariery zbiega sie¢ w czasie z ultra-
strukturalnym dojrzewaniem gleju [3, 22, 40, 41, 66, 76]. Ciggtos¢ naczyn
obserwowano w obecno$ci astrocytow, natomiast uszkodzenie powtoki glejowej
w wyniku zmian chorobowych, np. przez glejaka, powodowato zanik btony pod-
stawnej, w wyniku czego kapilary moézgowe stawaty sie bardziej przepuszczalne
[14].

Angiogeneza (powstawanie nowych kapilar) wymaga przemieszczania sie i na-
mnazania komdrek srodbtonka kapilar. Jest to wywotane przez takie substancje,
jak zasadowy czynnik wzrostowy fibroblastéw (basie Fibroblast Growth Factor
- bFGF), ktéry jest uwalniany z tkanek sasiadujacych z proliferujgcymi komorkami
[68]. Sa tez dane na to, ze réwniez same komorki tworzgce kapilary mdzgowe
mogg uwalnia¢ czynniki wzrostowe, stymulujace ich rozwdéj [68, 74]. Do takich
czynnikéw zalicza sie czynnik wzrostu komaérek srodbtonka naczyniowego (Vascular
Endothelial Growth Factor - VEGF) bedacy mitogenem wydzielanym przez $rod-
btonek, co potwierdza teze, ze tworzenie sie nowych kapilar jest indukowane przez
nie same. Pod wzgledem histochemicznym uksztattowane i dojrzate kapilary moéz-
gowe zawierajg niektére enzymy w formach izomerycznych nie wystepujacych
w kapilarach innego typu. Ponadto komorki endotelialne moézgu charakteryzujg
sie, w poréwnaniu z innymi kapilarami, wzglednie duzg iloScia mitochondriow
[59, 81], co zabezpiecza dostarczanie energii potrzebnej do prowadzenia aktywnego
transportu jak tez dla utrzymania gradientu metabolicznego i jonowego po obu
stronach bariery.

V. POLACZENIA ZAMKNIETE

Potgczenia zamkniete (zonula occludens) stanowig bariere uniemozliwiajacg dy-
fuzje jonow i czasteczek do przestrzeni miedzykomoérkowej. Potgczenia zamkniete
umozliwiajg bardzo bliski kontakt sgsiadujgcym ze sobg komorkom, nie izolujg
ich, lecz dzieki przerwom i porom podlegajgcym precyzyjnej regulacji umozliwiajg
selektywne przechodzenie wielu zwigzkéw. Sg to struktury typowe dla tkanki na-
btonkowej, a w $rédbtonku sg wytwarzane jedynie w naczyniach wtosowatych two-
rzacych bariere miedzy krwiobiegiem a narzadem, tak jak ma to miejsce np. w
przypadku bariery krew-mo6zg. Komoérki $rédbtonka sg zdolne do natychmiastowej
zmiany w potgczeniu zamknietym, aby umozliwié substancjom krazacym w krwio-
biegu przejScie przez bariere. Zmiany te sg odwracalne i potgczenia te mogg by¢
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szybko odtworzone, dzieki czemu mozliwa jest precyzyjna regulacja przepuszczal-
nosci kapilar [8, 16, 63].

W utworzenie potgczen zamknietych zaangazowanych jest wiele biatek trans-
btonowych potaczonych z biatkami znajdujgcymi sie w sasiadujacych rejonach btony
komdrkowej [12, 28, 70]. Potgczenia zamkniete tworzone sg przez biatko btonowe
- okludyne [30]. Sekwencja aminokwasowa tego biatka nie wykazuje zadnych zna-
czacych homologii wobec innych znanych biatek, wskazuje natomiast na wyste-
powanie 4 hydrofobowych odcinkéw transbtonowych. Potgczenia zamkniete w
obrebie $rédbtonka zawierajg biatka identyczne z tymi, jakie znaleziono w nabtonku:
Z0-1 (zonula occludens 1) [50], ZO-2 (zonula occludens 2) [2], cynguline [2]
oraz mate biatko wigzagce GTP-rab 13 [87]. Biatko ZO-1pojawia sie podczas tworzenia
kontaktu miedzy komdrkami ijest typowe dlawczesnego stadium tworzenia potgczen.
Cyngulina i ZO-2 sa bardziej specyficzne dla potagczen i mimo iz rola tych cyto-
ptazmatycznych biatek jest wcigz nieznana, to sadzi sie, ze mogg one bra¢ udziat
w przyczepianiu sie potgczerh zamknietych do mikrofilamentéw aktynowych i/lub
w przekazywaniu sygnatéw miedzy komo6rkami. 11o$¢ potaczers zamknietych miedzy
komoérkami endotelialnymi zalezy od ich lokalizacji w obrebie systemu naczynh
krwionos$nych oraz od zapotrzebowania na kontrole przepuszczalnosci kapilar. En-
dotelium w obrebie kapilar m6zgowych ma ich bardzo duzo, podczas gdy odcinki
zylne maja ich niewiele, a okoto 30% potaczen jest otwartych.

W obrebie tkanki nerwowej pobieranie substancji odzywczych z krwiobiegu
zachodzi w odmienny sposéb niz w regionach ciata, gdzie komérki kapilar nie
sa ze sobg $cisle potaczone, co umozliwia swobodne przemieszczanie sie jonéw
oraz substancji polarnych o stosunkowo duzych rozmiarach. Zwigzki, takie jak
mannitol, sacharoza czy 51Cr-EDTA, stosowane w badaniach jako znaczniki prze-
strzeni pozakomoérkowej prawie wecale nie przechodzg przez bariere krew-mézg,
natomiast takie zwigzki, jak: mocznik, woda, glicerol, przechodzg przez kapilary
mézgowe, znacznie wolniej niz przez kapilary z innych organéw.

VI. POLARYZACJA KOMOREK ENDOTELIALNYCH

Dodatkowg konsekwencjg istnienia potaczen zamknietych w obrebie kapilar,
oprocz precyzyjnej regulacji i kontroli ich przepuszczalnosci, jest fizyczne oddzie-
lenie btony luminalnej, wyScietajacej Swiatto naczyn krwionos$nych, od btony ab-
luminalnej znajdujacej sie po stronie mdzgu, co prowadzi do polaryzacji komadrek
endotelialnych. Btony luminalna i abluminalna sg funkcjonalnie zréznicowane (rys.
2). Asymetria i spolaryzowane rozmieszczenie transporterow pozwala na aktywng
regulacje sktadu ptynu okotokomdrkowego moézgu.

Jednym z transporterow charakteryzujgcym sie asymetrycznym rozmieszczeniem
jest GLUT-1, biatko transportujace glukoze, bedaca gtéwnym substratem energe-
tycznym w moézgu. Badania cytochemiczne wykazaty, iz btona abluminalna w po-
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RYSUNEK 2. Schemat rozmieszczenia uktaddw transportujagcych oraz specyficznych enzymoéw w
obrebie komérki endotelialnej moézgu: 1- potgczenie zamkniete, 2 - fosfataza alkaliczna, 3 - ukfad
enzymatyczny regulujacy dostepnos¢ neurotransmitera dopaminy, 4 - nukleotransferaza korica 5’ (5°-
NT), 5- ATPaza sodowo-potasowa, 6 - wymieniacz sodowo-protonowy, 7 - symporter sodowo-chlor-
kowy, 8 - uktad A (transporter matych aminokwaséw alifatycznych), 9,10- transportery aminokwasow
(glicyny i glutaminianu) zalezne od sodu, 11- transporter wapniowy, 12 - ukfad L (transport duzych
aminokwasow obojetnych), 13-GLUT-I (transporter glukozowy), 14 -y-glutamylotranspeptydaza, 15
- glikoproteina-P

réwnaniu z btong luminalng zawiera czterokrotnie wiekszg ilos¢ tego biatka [27].
Prowadzi to do wzrostu tempa transportu glukozy przez btone abluminalng i ogranicza
metabolizm glukozy w komdrkach endotelialnych. Te obserwacje mogg oznaczac,
ze cytoplazmatyczne stezenie glukozy w komérkach endotelialnych jest nizsze od
stezenia we krwi, co w duzym stopniu utatwia dyfuzje glukozy z krwi do komdrek
§rédbtonka. Znaczna ilo$¢ (ok. 40%) transportera glukozy znajduje sie poza btong
komérkowa, w strukturach btonowych w cytoplazmie, co moze mie¢ znaczenie
dla regulacji tempa transportu glukozy przez bariere. Skierowanie transportera z
obszaru cytoplazmy w kierunku btony komérkowej moze byé mechanizmem, dzieki
ktéoremu mozliwe jest natychmiastowe zwiekszenie przeptywu glukozy z krwi do
moézgu [27].

O wiele bardziej skomplikowany wydaje sie transport aminokwaséw, w przypadku
ktérego wystepuje takze asymetryczna lokalizacja uktadéw transportowych (tab.
1). Zwigzki transportowane z krwi do mézgu przemieszczaja sie zgodnie z gradientem
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stezen (utatwiona dyfuzja) nie wymagajac dostarczania energii. Tego typu trans-
portery rozmieszczone sg symetrycznie. Natomiast w przypadku glicyny, ktéra jest
transportowana whbrew gradientowi stezen, energia potrzebna do przebiegu tego
procesu musi by¢ dostarczona z zewnatrz [7, 13, 42, 69]. Ograniczenie do btony
abluminalnej zaleznego od sodu uktadu transportu aminokwaséw umozliwia ich
transport zmézgu do krwi whrew gradientowi stezen. Transport glicyny do komorek
endotelialnych jest powigzany z ruchem sodu, ktéry przemieszcza sie zgodnie z
gradientem stezen i utatwia glicynie przejscie przez btone komdrkowg. Nadmiar
glicyny z komorek endotelialnych jest usuwany przy udziale transportera dla duzych
aminokwaséw obojetnych, mate aminokwasy majg wobec niego mniejsze powi-
nowactwo niz aminokwasy duze, jest ono jednak wystarczajgce, by umozliwic trans-
port aminokwaséw z komoérek do krwi. Btona abluminalna odpowiadajgca w duzym
stopniu za transport z mézgu do krwi zawiera znacznie wiecej transporterow, ktére
katalizujg symport aminokwasow z jonami sodu, gdzie elektrochemiczny gradient
potencjatu sodowego umozliwia przejscie aminokwasu przez btone komdrkowg.

Dzieki wystepowaniu potgczen $cistych miedzy sasiadujagcymi ze sobg komdrkami
bariera krew-mdzg uniemozliwia dyfuzje biatek z krwi do mézgu. Nie wiadomo,
czy to ograniczenie dziata réwniez w przeciwnym kierunku i czy srédbtonek stanowi
bariere dla proceséw transportu zachodzacych w kierunku mézg-krew. Wiadomo,
ze endotelium mézgowe jest w stanie pobrac¢ biatka z przestrzeni okoto médzgowej
oraz przetransportowaé je na strone luminalng, gdzie biatko zostaje wigczone do
krwiobiegu [11, 85]. Istniejg takze doniesienia o tym, iz na poziomie mikrokapilar
moze istnie¢ bariera mdézg-krew. Bardzo mate biatka zewnatrzkomérkowe oraz
biatka zwigzane z abluminalng powierzchnig btony komérkowej ulegaja inter-
nalizacji do komadrek srédbtonka mézgowego. Biatka i btony pobrane przez komarke
sg kierowane do lizosomow inie sg dalej transportowane w kierunku btony luminalne;j
[10].

W przypadku komdrek tworzacych bariere krew-mézg mamy tez do czynienia
z polamoscig funkcjonalng, co oznacza, iz tylko btona abluminalna jest zdolna
do wytwarzania pecherzykéw endocytalnych transportujacych biatka [52].

VII. TRANSPORT ZWIAZKOW NISKOCZASTECZKOWYCH

Biatka transportujace zwigzki niskoczgsteczkowe majg w poréwnaniu zenzymami
stosunkowo matg specyficzno$¢ substratowa, dzieki czemu rozpoznajg duzg grupe
substancji o podobnej strukturze i umozliwiajg im wejscie do mdzgu, natomiast
charakteryzujg sie wysoka stereospecyficznoscia, co oznacza, ze utatwiajg prze-
dostanie sie do mo6zgu obecnych w krwiobiegu substancji aktywnych biologicznie,
podczas gdy ich stereoizomery zazwyczaj w og0le nie sg rozpoznawane. Bardzo
czesto rozne transportery o podobnych wiasciwosciach mogg wystepowac w bionie
komorkowej tej samej komaérki. Mimo diugotrwatych badan nad ukiadami trans-
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portujgcymi wystepujacymi w bionie kapilar mézgowych nadal wiadomo o nich
niewiele. Jedynie w przypadku nielicznych biatek udato sie sktonowac ich geny
ipoznaé sekwencje aminokwasowag oraz uzyskac blizsze dane na temat ich lokalizacji
w obrebie komorki. Dotychczasowy stan wiedzy dotyczacy systemOw transportu
aktywnych w obrebie bariery krew-mdézg prezentuje tabela 1.

VIIl. TRANSPORT PECHERZYKOWY

W normalnych warunkach transport pecherzykowy stanowi znikoma czes$¢ trans-
portu przez bariere krew-mozg ijest on zaangazowany w przenoszenie substancji,
ktére sg zbyt duze lub zbyt polarne, by mogly pokonac¢ bariere w inny sposéb
[51]. Zjawisko to moze przebiega¢ na dwa sposoby: albo jest to endocytoza ad-
sorptywna, albo endocytoza przebiegajgca z udziatem receptora.

Endocytoza adsorptywna jest procesem niespecyficznym, wymagajagcym dostar-
czenia duzej ilosci energii, w znacznym stopniu uzaleznionym od oddziatywan
elektrostatycznych miedzy transportowanym zwigzkiem a powierzchnig komorki
endotelialnej. Przyktadem tak transportowanych substancji mogg by¢ histony [62].

Endocytoza przebiegajgca za posrednictwem receptora zalezy od temperatury
i wymaga specyficznego wigzania receptora i substancji transportowanej. W ten
spos6b moze by¢ transportowana np. insulina, insulinowy czynnik wzrostowy, trans-
feryna [9, 20, 67]. Wystepowanie receptora transferyny transportujgcej zelazo jest
silnie spolaryzowane w obrebie komérki endotelialnej i ogranicza sie tylko do strony
luminalnej [44]. Nie wiadomo, czy zelazo pokonuje bariere w formie kompleksu
biatkowego, czy tez oddysocjowuje od swojego transportera w endosomach komaorek
endotelialnych i jest nastepnie transportowane do moézgu przy udziale innego me-
chanizmu.

IX. BARIERA METABOLICZNA

M6zg ma dodatkowg ochrone w postaci bariery metabolicznej tworzonej przez
enzymy wystepujace w komorkach endotelialnych. System ten chroni mézg przed
zmianami, ktére moga by¢ wywotane przez znaczny wzrost cytoplazmatycznego
stezenia ktéregokolwiek z duzych aminokwasow obojetnych, bedacych miedzy in-
nymi prekursorami neuroprzekaznikow. Ten system buforowy moze ulec nasyceniu
w przypadku dtugotrwatego, znacznego wzrostu cytoplazmatycznego stezenia pre-
kursora neurotransmitera. Dodatkowym zabezpieczeniem przed takag sytuacjg jest
alternatywny metabolizm prekursora, ktéry moze ulec przemianie metabolicznej
do formy chemicznej, ktéra nie bedzie zdolna do pokonania btony abluminalnej
i przedostania sie do mozgu, jak ma to miejsce w przypadku tryptofanu, ktéry
ulega przeksztatceniu w Kkinureniny [83].
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Komarki srédbtonka mdézgowego zawierajg systemy enzymatyczne potrzebne
do syntezy i metabolizmu serotoniny i acetylocholiny oraz do katabolizmu nora-
drenaliny i dopaminy. Serotonina moze by¢ syntetyzowana i ulega¢ degradacji w
jednorodnej kulturze komdérek endotelialnych wyizolowanych z mézgu [53].

Komérki endotelialne majg uktad transporteréw i enzyméw odpowiedzialnych
za wychwytywanie pobieranych przez nie niektérych prekursoré6w monoamin (L-3,4
dihydroksyfenyloalanina-L-DOPA i 5-hydroksytryptofan). Na terenie komorki, pod
wptywem dekarboksylazy L-aminokwasdéw aromatycznych (L-AAAD), ulegajg one
dekarboksylacji do odpowiadajacych im amin (dopaminy i 5-hydroksytryptaminy),
a nastepnie sg przeksztatcane przez oksydaze monoamin (MAO) [5, 60]. L-AAAD
katalizuje przemiane L-DOPA w dopamine, a 5-hydroksytryptofanu w serotonine,
za§ MAO katalizuje metaboliczng inaktywacje serotoniny, noradrenaliny idopaminy.

L-DOPA jest selektywnie pobierana przez komorki endotelialne [39], gdzie pod
wptywem L-AAAD moze ulec konwersji do dopaminy, ktéra nastepnie moze by¢
inaktywowana przez MAO. Tak wiec komarki endotelialne mogg pobiera¢ z krwio-
biegu znaczne iloSci L-DOPA, ktéra nigdy nie dotrze do mézgu. Komdarki en-
dotelialne z mézgu charakteryzujg sie aktywnos$cig enzymatyczng umozliwiajaca
im zarowno synteze, jak tez i degradacje neurotransmiterow.

System L jest bardzo aktywnym uktadem transportujagcym, zdolnym do prze-
noszenia aminokwaséw w obu kierunkach, zatem niektére z nich w zaleznosci
od stanu fizjologicznego moga by¢ kierowane z powrotem do krwi zamiast do
neuronow. Na terenie komorek endotelialnych duze aminokwasy obojetne w za-
leznosci od potrzeb mogg by¢ przeksztatlcane w neurotransmitery, ktére pdzniej
moga by¢ przez te komorki degradowane metabolicznie. Alternatywa moze byc¢
réwniez transport prekursora lub gotowego neuroprzekaznika do krwi.W mézgowych
komoérkach endotelialnych wystepuje réwniez N-metylotransferaza fenyloetanolo-
aminy przeksztatcajgca noradrenaline w adrenaline [79], co sugeruje, ze inaktywujgc
aminy katecholowe komorki endotelialne stanowig dla nich bariere enzymatyczng
[4, 78].

X. WPROWADZANIE LEKOW DO MOZGU

Pewne substancje, takie jak np. chloramfenikol, sg dobrze rozpuszczalne w thu-
szczach i bez trudu przedostajg sie do moézgu, natomiast leki, ktére ze wzgledu
na swg budowe chemiczng rozpuszczajg sie gorzej w rozpuszczalnikach organi-
cznych, musiatyby by¢ podawane w wysokich stezeniach, aby odpowiednia dawka
przeszta do mézgu. Niestety w przypadku wielu lekéw jest to niemozliwe ze wzgledu
na ich dziatania uboczne. Aby obejs¢ te niedogodnos$¢, w leczeniu wielu choréb
mozgu, stosuje sie inne strategie.

Pierwsza polega na czasowym otwarciu bariery, ktére umozliwia lekom prze-
dostanie sie do mézgu. W tym przypadku najczesciej podaje sie hiperosmotyczny
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roztwér glukozy, o ktérym wiadomo, iz rozluznia potgczenia zamkniete [56, 64].
Inne rozwigzanie polegana podaniu leku do ptynu rdzeniowo-mé6zgowego. Kolejnym
sposobem moga by¢ chemiczne modyfikacje lekdw. Wiadomo, ze o przejsciu danej
substancji przez btone komdérkowa w najwiekszym stopniu decyduje jej rozpusz-
czalnos$¢ w ttuszczach, a nastepnie jej wielko$¢, tadunek elektrostatyczny oraz grupy
funkcyjne wytwarzajgce wigzania wodorowe podczas pokonywania dwuwarstwy
lipidowej [1, 75]. Dotaczenie do czasteczki grup hydrofobowych moze jej utatwic
dotarcie do mozgu drogg dyfuzji przez btone komdrkowga. Dodanie do pochodnych
barbituranéw dodatkowych grup metylowych zwieksza ich lipofilno$¢ oraz penetracje
do mdézgu [35]. Innym rozwigzaniem jest wytworzenie lipofilnego prekursora leku,
z ktérego w moézgu jest uwalniana forma aktywna o wiekszej polarno$ci, np. heroina
(diacetylomorfina) szybko pokonuje bariere krew-mézg ze wzgledu na wysoka li-
pofilnosé, lecz w modzgu ulega hydrolizie do morfiny, ktéra jest bardziej polarna
i nie dyfunduje z powrotem do krwiobiegu, co wydtuza jej czas dziatania w mozgu
[57]. Prekursory lekdw mozna réwniez wytwarzac przez tgczenie czasteczek aktyw-
nych z lipofilnym wektorem transportujgcym, takim jak np. pseudoglicerydy, ktore
w mozgu wracajg do swej aktywnej formy [25, 48]. Jednakze mimo zwigkszania
lipofilnosci leku w celu zwiekszenia ilosci zwigzku pobieranego przez mézg, jego
biologiczna aktywno$¢ moze ulec obnizeniu w wyniku stabego oddziatywania leku
z receptorem, jego metabolizowaniu i/lub wigzaniu sie z biatkami krwi.

Mimo zwiekszania lipofilnosci leku, nie udaje sie wprowadzi¢ go do médzgu.
Dzieje sie tak za sprawg glikoproteiny-P, ktora ulega ekspresji w komérkach $réd-
btonka moézgowego [49]. Istnienie tego biatka po raz pierwszy stwierdzono w ko-
morkach nowotworowych, ktore wykazywaty zwiekszong opornos$¢ na leki [47].
Glikoproteina-P nalezy do nadrodziny transporterow ABC (ATP-Binding Cassete),
ktére do swego dziatania wymagaja energii dostarczonej z ATP [38]. Mechanizm
dziatania glikoproteiny-P pozostaje niewyjasniony; najprawdopodobniej biatko to
petni funkcje hydrofobowego odkurzacza usuwajgcego czasteczki hydrofobowe z
obszaru btony komdérkowej, zanim dotrg one do cytoplazmy. Ttumaczytoby to ogrom-
ne zréznicowanie substratow dla glikoproteiny-P, gdyz wtedy czynnikiem decy-
dujacym o specyficznosci wobec biatka bytaby zdolno$¢ do oddziatywan z
dwuwarstwg lipidowa, a nastepnie do interakcji z biatkiem. Wiele substancji li-
pofilnych o dziataniu cytostatycznym, takich jak np. alkaloidy barwinka (winkrystyna
iwinblastyna), antybiotyki, takie jak: aktynomycyna oraz gramicydyna, cyklosporyna
A czy digoksynina, sg aktywnie usuwane z kapilar mézgowych przez glikoproteine-P
wystepujaca w btonie luminalnej komorek srédbtonka mézgowego, w wyniku czego
z krwi do mdzgu przechodzi niewielka ilo$¢ tych zwigzkow [84]. Sposobem na
dostarczanie do mozgu wymaganych ilosci lekow jest modyfikacja aktywnosci gli-
koproteiny-P. Obecnie znane sg juz inhibitory tego biatka, takie jak np. werapamil
[28], zdolne do wzmocnienia efektu terapeutycznego lekéw podawanych do mézgu
[45].
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PODSUMOWANIE

Bariera krew-mozg to ztozony i dynamiczny ukitad, ktéry z jednej strony ma
za zadanie chroni¢ mézg przed szkodliwym dziataniem czynnik6éw zewnetrznych,
ograniczajac swobodny dostep substancji znajdujgcych sie w krwiobiegu, a z drugiej
strony umozliwia wymiane substancji miedzy krwig a mézgiem. Nowe odkrycia
pozwalajg na coraz lepszg znajomos$¢ procesOw zachodzacych w obrebie bariery
krew-m6zg iumozliwiajgjej praktyczne stosowanie. Wiedza na temat mechanizmoéw
transportu przez bariere krew-mdzg jest juz wykorzystywana w leczeniu choréb
mozgu. Dalsze doskonalenie terapii bedzie zalezato od lepszego zrozumienia me-
chanizmoéw zaangazowanych w transport substancji przez bariere oraz od opra-
cowania metod dostarczania lekéw do S$ciSle okreslonych miejsc w mézgu tak,
aby ograniczy¢ ich dziatanie uboczne.
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MOLEKULARNE PODSTAWY DZIALANIA
I SYNCHRONIZACJI OKOLODOBOWEGO
OSCYLATORA BIOLOGICZNEGO

MOLECULAR BASES OF BIOLOGICAL CIRCADIAN
OSCILLATOR ACTIVITY AND SYNCHRONIZATION

Roland ZADZINSKI, Jerzy Z. NOWAK
Zaktad Amin Biogennych, Polska Akademia Nauk, £6dz

Streszczenie: Okotodobowe rytmy aktywnosci ruchowej, temperatury, aktywnos$ci enzymatycznej i
pracy ukfadu dokrewnego sa zjawiskiem powszechnie wystepujacym u zwierzat nalezacych do réznych
grup systematycznych. Obecno$¢ tego typu rytmdw mozna obserwowac réwniez u roslin i grzybow.
Ruchy rotacyjnie Ziemi wymusity bowiem naewoluujacych formach zycia wyksztatcenie mechanizméw
umozliwiajgcych ich przetrwanie w zmieniajacych sie w ciggu doby-roku warunkach bytowania. Chociaz
Srodowisko zewnetrzne ma duzy wptyw na te rytmy, przyczyng ich wystepowania sg endogenne
mechanizmy sterujace okre$lane mianem zegara biologicznego. Badania nad zegarami biologicznymi u
réznych gatunkéw maja juz dtugg historie. Dopiero jednak ostatnie lata przyniosty serie odkry¢, ktore
pozwolity nazrozumienie molekularnych podstaw funkcjonowania tych mechanizméw. Okazato sie przy
tym, ze sa to mechanizmy konserwatywne i uniwersalne. Zegary biologiczne cztowieka, myszy i muszki
owocowej zawierajg bowiem te same elementy, majace takie samo znaczenie funkcjonalne. Wyrazne
analogie mozna réwniez odnalez¢ poréwnujac poznane mechanizmy zegara biologicznego zwierzat i
grzybow.

(Postepy Biologii Komorki 1999; 26: 611-628)

Stowa kluczowe: rytmy okotodobowe, zegar biologiczny, PER, TIM, CLOCK, BMAL1, FRQ.

Summary: Circadian rhythms of motor activity, temperature, enzymatic activity and function ofendocrine
system(s) are common phenomena occurring in animals representing different systematic groups.
Circadian rhythms are also observed in plants and fungi. Although such rhythms resulted from geophy-
sical features of rotating Earth, being still under strong environmental influence, their existence and
function isdue to endogenous mechanisms embraced by the term "biological clock”. Studies on biological
clocks of different species have already long history. However, only last decade has brought several
important discoveries that allowed investigators to understand molecular bases of the mechanisms
underlying clock function. It turned out that these mechanisms are very conservative and universal. The
biological clocks of human, mouse and fruit fly are composed of similar elements playing similar
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functions. There are also many analogies between clock mechanisms occurring in animals and fungi.
This review will present current knowledge in the field of biological timing systems in living organisms,
with particular emphasis given to the latest developments in the concept and function of circadian clock
mechanisms.

{Advances in Cell Biology 1999; 26: 611-628)

Key words', circadian rhythms, biological clock, PER, TIM, CLOCK, BMAL1, FRQ.

Cyklicznos$¢ zjawisk przyrodniczych na Ziemi jest powszechna. Nastepujace po
sobie pory roku, miesieczne cykle ksiezycowe czy wreszcie rytmy dobowe nie
mogg by¢é czynnikiem neutralnym dla organizméw zywych. Konieczno$¢ dosto-
sowywania sie czy wrecz wyprzedzania towarzyszacych im zmian temperatury,
oSwietlenia, wilgotnosci i dostepnos$ci pozywienia w $rodowisku musiata stanowi¢
silny bodziec w procesie ewolucji. Wymuszata bowiem istnienie mechanizmow,
ktére z jednej strony mogiyby nadzorowaé procesy zachodzace w organizmie i
umiejscawia¢ je w okreslonym punkcie cyklu, a z drugiej strony bytyby zdolne
korygowac ten wewnetrzny rytm zgodnie z sygnatami dochodzacymi ze $rodowiska
zewnetrznego. Cykl dobowy obok cyklu rocznego stanowi najtatwiej zauwazalny
przejaw cyklicznoSci w przyrodzie. Przemianom dnia i nocy towarzyszg zmiany
w aktywnosci, cykliczne podnoszenie sie i obnizanie temperatury ciata oraz zmiany
w ubarwieniu. Sg to zmiany zewnetrzne, ktore stanowig manifestacje lezacych u
ich podtoza zmian biochemicznych. Jak do tej pory zebrano juz bogatg kolekcje
obserwacji rytmu dobowego w aktywnos$ci enzymatycznej badz w pracy ukiadu
dokrewnego. Dawno stwierdzono, ze poziom we krwi takich hormonéw, jak np.
ACTH, kortyzol, czy hormon wzrostu, ulega wyraznym wahaniom dobowym. Hor-
monem, ktory zyskat szczeg6lne zainteresowanie chronobiologdw, jest melatonina.
Ta pochodna tryptofanu jest wytwarzana gtéwnie w szyszynce - organie uznawanym
jeszcze niedawno za organ szczatkowy, a ktérego wiasciwosci dokrewne stwierdzono
dopiero w latach pie¢dziesigtych. Melatoninie przypisuje sie role chemicznego syg-
natu w cyklu dobowym w skali catlego organizmu. Dobowe wahania w stezeniu
tego hormonu sg pochodng wahan w aktywnos$ci serotoninowej (arylo-alkilo-ami-
nowej) N-acetylotransferazy (NAT) - enzymu, o kluczowym znaczeniu w regulacji
biosyntezy melatoniny. Cykliczne, okotodobowe zmiany w aktywnos$ci NAT (wysoka
- w nocy, niska - w ciagu dnia), a w konsekwencji w wydzielaniu melatoniny
stanowig jednakze jedynie koncowy wynik funkcjonowania mechanizmoéw, ktére
mozna bytoby ogdlnie nazwaé zegarem.

Zgodnie z poczynionymi wcze$niej uwagami, zegar biologiczny, ktdry spetniatby
wymagania narzucone przez cyklicznos¢ dobowych zmian czynnikdw $rodowiska,
musiatby charakteryzowac sie trzema cechami (rys. 1):

e posiadaniem wewnetrznego oscylatora zdolnego do generowania rytmu 24-go-
dzinnego;

e istnieniem mechanizmdw, ktére pozwalatyby na dostrojenie zegara wewnetrzne-
go z zewnetrznym rytmem dobowym;
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RYSUNEK 1 Ogolny schemat funkcjonowania zegara biologicznego

e posiadaniem mozliwos$ci wyprowadzania sygnatow bedacych wypadkowa rytmu
wewnetrznego i informacji pochodzacych ze $rodowiska.

Istotng cechg oscylatora biologicznego, szczeg6lnie w przypadku organizmoéw
zmiennocieplnych, powinna by¢ rowniez zdolno$¢ do kompensacji zmian w tem-
peraturze Srodowiska.

U ssakdéw istnienie takiego oscylatora juz dawno wigzano z jagdrami nadskrzy-
zowaniowymi podwzgdrza (SCN; ang. suprachiasmatic nucleus). Zwierzeta ope-
racyjnie pozbawione tych struktur charakteryzowaty sie arytmia wielu sposréd
cyklicznie zachodzacych proceséw zyciowych [51]. Rozregulowaniu podlegat row-
niez okotodobowy rytm melatoninowy. Z kolei przeszczep SCN prowadzit do przy-
wrdcenia rytmiki okotodobowej u zwierzat, ktére jej uprzednio nie wykazywaly,
przy czym okres tak przywréconego rytmu byt charakterystyczny dla dawcy prze-
szczepu [37]. Obecno$¢ SCN stanowi zatem warunek konieczny, ale jak widac
réwniez wystarczajacy dla generowania rytmu dobowego u ssakéw. Za rolg SCN
w utrzymywaniu rytméw okotodobowych przemawiajg takze dane anatomiczne.
Jadra te bowiem sg za sprawa neuronalnego szlaku siatkbwkowo-podwzgo6rzowego
(RHT; ang. retino-hypothalmic tract) funkcjonalnie powigzane z siatkéwka, co po-
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zwala na spetnienie drugiego warunku postawionego przed oscylatorem biologi-
cznym, a mianowicie odbierania bodzcow Swietlnych, ktdre stanowig podstawowaq
informacje o dobowym rytmie zmian zachodzacych w srodowisku. Z drugiej strony
sporg frakcje komorek SCN stanowia ciata neuronéw, ktérych aksony unerwiajg
szyszynke. W hodowli in vitro wykazano, ze pojedyncze komorki SCN sg zdolne
do wytwarzania i utrzymywania rytmu dobowego swojej aktywnosci nerwowej.
Jest to istotna przestanka przemawiajgca za przyjeciem hipotezy komodrkowego
charakteru oscylatora biologicznego, a odrzuceniem koncepcji wyjasniajacej po-
wstawanie endogennych cykli okotodobowych jako wyniku kooperacyjnych od-
dziatywan miedzyneuronalnych.

Jednym z przejawdéw rytmu dobowego, obserwowanego w izolowanych SCN
czy tez nawet w pojedynczych komdrkach tej struktury, byty cykliczne zmiany
w aktywnosci elektrofizjologicznej. Istniatlo nawet przypuszczenie, ze zmiany te
sa zmianami pierwotnymi i stanowig wahadto oscylatora hiologicznego. Mozliwosci
takiej przeczg jednak wyniki prac z uzyciem tetrodotoksyny [61]. Stwierdzono,
ze catkowite zablokowanie wytadowan bioelektrycznych w SCN na skutek inkubacji
tkanki w Srodowisku zawierajgcym ten zwigzek byto zjawiskiem odwracalnym i
nie towarzyszyto mu przesuniecie w fazie cyklu. Udanych eksperymentéw nad
przesunieciem w fazie rytmu dobowego dokonano natomiast przy uzyciu inhibitorow
syntezy biatek. Stosujgc takie zwigzki, jak: puromycyna, cykloheksymid czy ani-
zomycyna, udato sie przyspieszy¢ badz opdézni¢ faze cyklu dobowego u pierwot-
niakéw [11], grzybdw [34], glondéw [24], mieczakéw [23], a takze u kregowcow
[55]. U ssakéw rozregulowanie rytmu dobowego mozna byto uzyska¢ podajac in-
hibitory miejscowo - bezposrednio do SCN [22]. Mechanizm, przez ktory inhibitory
syntezy biatka powodowaty zaburzenia w rytmie dobowym, poczatkowo nie byt
jasny. Zjawisko to nie wykluczato wiasciwie zadnego z proponowanych w tym
czasie wyjasnien. Niemniej na podstawie tych wiasnie danych zbudowano model
transkrypcyjno/translacyjny oscylatora biologicznego, ktéry znalazt p6Zzniej potwier-
dzenie w doswiadczeniach opartych na metodach biologii molekularnej. Podstawg
modelu byto zatozenie mowigce o tym, ze pierwotnym sygnatem cyklu dobowego
jest zmienna ekspresja genu okreslonego biatka o wtasciwosciach autosupresyjnych.
Zdolno$¢ takiego biatka do bezposredniego badZ posredniego hamowania ekspresji
swojego genu stanowitaby w tym uktadzie ujemne sprzezenie zwrotne, pozwalajgce
na rytmiczne wahania w jego ekspresji i na zamkniecie petli mechanizmu lezgcego
u podstaw rytmiki okotodobowej. Jednocze$nie takie czynniki, jak: tempo doj-
rzewaniatranskryptéw iprzemian potranslacyjnych, czas degradacji biatka, szybkos¢,
z jakg moze ono przechodzi¢ z cytoplazmy do jadra oraz jego zdolno$¢ do wigzania
sie z miejscami promotorowymi, bytyby wielkosciami wyznaczajacymi okres cyklu.
Koncepcja transkrypcyjnego oscylatora rytmu okotodobowego postulowala istnienie
biatka(ek), ktérych poziom w komdrce, jak rdwniez poziom kodujgcego je mRNA,
ulegatyby regularnym wahaniom okotodobowym. To za$ stanowito wskazowke co
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do kierunku dalszych badah w chronobiologii. Pierwszej udanej identyfikacji genéw
zwigzanych z cyklem dobowym dokonano jednakze w inny spos6b wykorzystujac
mutanty o zaburzonych rytmach dobowych. Mutanty takie wyselekcjonowano naj-
pierw u muszki owocowej Drosophila melanogaster, a wkrotce potem u plesni
chlebowej Neurospora crassa.

GENY ZEGAROWE FRQ

Badania nad rytmem dobowym u Neurospora crassa majgjuz dosy¢ dtuga historie,
siegajacq konca lat piecdziesiagtych [35]. Zainteresowanie, jakie wzbudzit ten grzyb
u chronobiologéw, byto pochodna charakterystycznej okotodobowej rytmiki wy-
twarzania konidiow. Nie bez znaczenia byta rowniez dobrze poznana genetyka
tego organizmu, ktdry jako jeden z pierwszych stat sie¢ obiektem badan biologdw
molekularnych. Pierwsze udane selekcje mutantéw cyklu okotodobowego u Neu-
rospora crassa zawdzieczamy zespotowi J.F. Feldmana [12]. Izolowane przez nich
mutanty opisywano skrotemfrg (od ang.frequency) i u wiekszosci z nich zaburzenia
w rytmie dobowym wigzaty sie z mutacjg w obrebie tego samego genu, nazwanego
w zwigzku z tym genem frq. Mutacje genu frq prowadzity do wydtuzenia badz
skrécenia okresu rytmu, jak réwniez w przypadku mutacji frq do utraty zdolnosci
do kompensacji zmian temperatury. W warunkach standardowych mutanty frq9
charakteryzowaty sie catkowitg arytmia. Jak wykazaty p6zniejsze prace, ekspresja
genufrqg przebiega rytmicznie, a okres rytmu pokrywa sie z rytmem morfologicznych
przemian obserwowanych in vivo [3]. Stata ekspresja frq w szczepach transfor-
mowanych nie byta w stanie odtworzy¢ cyklu w mutantach frq9, jak rowniez pro-
wadzita do arytmii u pozostatych mutantéw oraz u form dzikich*. Sama obecnos¢
biatka FRQ nie wystarczata zatem dla utrzymania cyklu. Udato sie réwniez wykaza¢
autosupresyjny charakter produktow genufrq. Zwigzana z innym promotorem stata
ekspresja tego genu prowadzita do zablokowania ekspresji endogennego frq. Biatko
FRQ doskonale sie zatem wpasowuje w transkrypcyjno/translacyjny model zegara
biologicznego. Dodatkowych danych, po czesci potwierdzajgcych ten model, do-
starcza analiza sekwencji genu frq. Koduje on przynajmniej dwa transkrypty, z
ktérych diuzszy odpowiada zapewne biatku FRQ. W biatku tym, zbudowanym
z 898 aminokwaséw, mozna odnalez¢ miedzy innymi kwasne sekwencje chara-
kterystyczne dla czynnikéw transkrypcyjnych, jadrowy sygnat lokalizujacy, jak réw-
niez sekwencje PEST (sekwencje bogate w kodony dla proliny (P), kwasu
glutaminowego (E), seryny (S) itreoniny (T)), ktére charakteryzujg biatka ulegajace
szybkiej degradacji. Na ekspresje genufrg ma réwniez wptyw ekspozycja na Swiatto

*Typ dziki jest terminem powszechnie stosowanym do okre$lania organizméw lub szczepéw
niezmutowanych
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- czynnik, ktéry podobnie jak u innych organizméw, rowniez u N. crassa moze
spowodowac przesuniecie w fazie cyklu. Stwierdzono, ze juz krétkie naswietlanie
w Swietle widzialnym prowadzito do szybkiego i wyraznego wzrostu ekspresji genu
frq, nawet w obecnos$ci produktow tej ekspresji [7]. Szybko$é, z jakg dochodzi
do indukcji frq, pozwala przypuszczaé, ze moze to byé pierwotna odpowiedZ na
dziatanie swiatta. Rola genufrq i produktow jego ekspresji moze byé zatem dwojaka:
obok udziatu w generowaniu wewnetrznego rytmu okotodobowego, moze réwniez
uczestniczy¢ w procesach dostrajania cyklu wewnetrznego do zewnetrznych cykléw
oSwietlenia. Najnowsze dane wskazujg na stosunkowo diugi czas zycia FRQ w
komarce. Jego poziom osigga maksimum w 4 godziny po pikufrq mRNA, a nastepnie
spada stopniowo do warto$ci minimalnej, co nieznacznie poprzedza kolejny pik
frg mRNA. Sugeruje to mozliwos$¢ oparcia petli ujemnego sprzezenia zwrotnego
natylkojednym genie ibiatku, co sprowadzatoby model transkrypcyjno/translacyjnej
regulacji cyklu dobowego do najprostszej z mozliwych postaci. Wiadomo juz jed-
nakze, ze opisywany uktad w rzeczywistosci nie jest tak prosty. Doswiadczenia
z uzyciem znakowanych przeciwciat wskazuja na istnienie alternatywnego biatka
FRQ, zwigzanego z obecnoscig dodatkowego promotora w obrebie ORF (ang. open
reading frame) genufrg [13]. Co wiecej, obydwie formy FRQ ulegajg intensywnej
fosforylacji, ktéra moze byé nie bez znaczenia dla potencjalnej aktywnosci trans-
krypcyjnej FRQ, jak rowniez dla procesow degradacji tego biatka. Dalszej kom-
plikacji, ale réwniez i zrozumienia cyklu okotodobowego N. crassa dostarczyty
badania nad mutantami genéw white collar: wc-] i wc-2. Geny white collar juz
od dawna wigzano z procesami odbierania bodzcow Swietlnych. Istniato zatem
uzasadnione przypuszczenie, ze ich mutacje moga wptywaé na rytm dobowy poprzez
modulacje informacji Swietlnych. Okazato sie jednak, ze oprocz udziatlu w syn-
chronizacji rytméw endogennych z rytmem zmian czynnikéw $rodowiska (mutanty
wc-1' sg niewrazliwe na dziatanie $wiatta), produkty ekspresji genéw wc stanowig
istotny element oscylatora u N. crassa. Zardwno mutanty wc-]', jak i wc-2' nie
sq zdolne do utrzymania rytmu dobowego. O ile jednak produkty genu wc-2 sg
absolutnie niezbedne do zamkniecia pojedynczej petli sprzezenia zwrotnego, o tyle
mutanty wc-1'moga przejsé przez przynajmniejjeden cykl ekspresjifrq [6]. Powyzsze
dane, jak réwniez budowa biatek WC (sg to biatka wigzace DNA, wykazujace
duze podobienstwo do czynnikoéw transkrypcyjnych rodziny GATA) pozwolity na
stworzenie modelu oscylatora biologicznego N. crassa, w ktérym biatko WC-2
bytoby odpowiedzialne za aktywacje ekspresji genu frq, samo za$ podlegatoby
posredniej badz bezposredniej supresji przez biatko FRQ (rys. 2). Tym samym
WC-2 bytoby integralnym sktadnikiem petli sprzezenia zwrotnego. W modelu tym,
WC-1 bytoby biatkiem modulujagcym dziatanie oscylatora oraz czynnikiem, ktérego
zdolnos$é do aktywacji ekspresji/rg umozliwiataby przesuniecie fazy cyklu dobowego
N. crassa pod wplywem Swiatta.
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RYSUNEK 2. Model zegara biologicznego u Neurospora crassa: GN - geny bedace pod bezposrednig
kontrolg oscylatora, a ktére nie uczestnicza w generowaniu rytmu dobowego

Znaczenie odkrycia roli genébw wc-1 i wc-2 nie ogranicza sie wytgcznie do
lepszego zrozumienia mechanizmoéw funkcjonowania oscylatorow biologicznych.
Rzuca réwniez pewne $wiatto na filogeneze tych mechanizméw. Zaréwno WC-1,
jak i WC-2 zawierajg domene PAS (PER/ARNT/SIM), ktora, jak sie powszechnie
uwaza, jest odpowiedzialna za interakcje miedzy biatkami. Domena ta, cho¢ mozna
ja odnalez¢ w biatkach organizméw nalezacych do réznych grup systematycznych,
wystepuje dos¢ rzadko. Mozna jg jednak spotkaé w biatkach zwigzanych z recepcja
Swiatta u bakterii, roslin i grzyboéw oraz w biatkach zwigzanych z cyklem oko-
todobowym u owaddw i kregowcdw (patrz nizej). Produkty ekspresji genéw white
collar tgczg w sobie cechy obydwu grup. By¢ moze biatka oscylatorow biologicznych,
a przynajmniej niektdére z nich, wyodrebnity sie wiasnie z biatek fotoreceptorowych.
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KLASYCZNE MUTANTY CYKLU DOBOWEGO
MUSZKI OWOCOWEJ

Podobnie jak u grzybow, mutacje u pierwszych uzyskanych mutantéw cyklu
dobowego muszki owocowej zwigzane byty z pojedynczym genem. Mutanty cha-
rakteryzowat wydtuzony (perL) albo skrécony okres rytmu dobowego (perS), badz
tez catkowita utrata rytmu (per®) [28]. Sklonowanie genu period [4,5] pozwolito
stwierdzi¢ cykliczny charakter jego ekspresji [18], jak rowniez cykliczne wahania
w stezeniu biatka PER [47]. Wahania mialy miejsce zarbwno w warunkach zew-
netrznego cyklu dobowego Swiatto-ciemnos$¢ (LD), jak i w statej ciemnosci (DD).
W warunkach DD amplituda wahain byta jednakze mniejsza. W odrdznieniu od
cyklu frq, maksymalna ekspresja genu per u muszek hodowanych w warunkach
LD przypadata na koniec fazy jasnej, natomiast maksymalny poziom produktéw
tego genu na $rodek fazy ciemnej. Podobnie jednak do FRQ, produkt genu per
wykazywat zdolno$¢ do autosupresji, co wraz z innymi jego cechami wskazywato,
ze biatko to moze stanowi¢ integralny element oscylatora. Ekspresja egzogennego
per prowadzita bgdz do przesuniecia fazy cyklu, jak to miato miejsce przy stymulacji
punktowej [9], badZz do zmniejszenia amplitudy wahan w ekspresji endogennego
per, do czego dochodzito podczas statej stymulacji. W tym ostatnim przypadku,
odpowiednio wysoki poziom ekspresji egzogennego per mogt doprowadzi¢ takze
do catkowitego zaniku 24-godzinnej oscylacji per. Te same badania Swiadczgjednak
0 tym, ze cykliczna ekspresja endogennego per, a w szczegolnosci cykliczna aku-
mulacja jego produktow moze zachodzi¢ przy stalej ekspresji per egzogennego.
Co wiecej stata ekspresja egzogennego per u mutantéw per0 przywracata cykliczne
wahania PER. Swiadczytoby to o tym, ze cho¢ poziom PER w komérce regulowany
jest na poziomie transkrypcji [17], nie jest to jedyny mechanizm regulacji. Sto-
sunkowo dtugi okres miedzy maksymalng akumulacja mRNA ibiatka PER sugerowat
mozliwo$¢ kontroli potranskrypcyjnej, co znalazto potwierdzenie eksperymentalne
[63]. Na stezenie PER moze mieé tez wptyw kinetyka proceséw degradacji tego
biatka, ta za§ moze by¢ modulowana przez zmiany potranslacyjne. R6znice w ru-
chliwos$ci elektroforetycznej obserwowane miedzy wyznakowanymi immunologi-
cznie PER z réznych etapow cyklu potwierdzity modyfikacje potranslacyjne tego
biatka i wykazaly dodatkowo, ze za cykliczne zmiany w masie czgsteczkowej PER
odpowiadajg procesy fosforylacji [10]. Wyniki ostatnich badan wskazuja, ze procesy
te zachodzg przy wspétudziale produktéw genu opisanego jako dbt (double-time)
1 ze ich brak prowadzi badz do zaburzen cyklu dobowego, badz do catkowitej
jego utraty w warunkach statej ciemnosci. Cechg charakterystyczng muszek owo-
cowych nie majgcych genu dbt (dbtF) jest bardzo wysoki poziom PER oraz niskie
ufosforylowanie tego biatka [36]. Mutanty dbtS (o skréoconym okresie rytmu do-
bowego) i dbtL (0o wydtuzonym cyklu) wykazywaty odpowiednio przyspieszone



OKOLODOBOWY OSCYLATOR BIOLOGICZNY 619

badZ spowolnione tempo fosforylacji PER. Analiza sekwencji genu dbt ujawnita,
ze koduje on biatko bedgce homologiem ludzkiej kinazy kazeinowej I£, co moze
Swiadczy¢ o bezposrednim udziale produktow genu dbt w fosforylacji PER [27].
Kolejnym czynnikiem, ktory wptywa na poziom i lokalizacje biatka PER w komérce,
jest inne biatko, ktéremu ze wzgledu na mutacje, dzieki ktorej zostato odkryte
(timeless), nadano nazwe TIM [43]. Mutanty tim (timOl), obok zaburzehA okotodo-
bowego rytmu akywnosci motorycznej, charakteryzuja sie rowniez odmiennym me-
tabolizmem per. Chociaz ekspresja per u tych mutantéw podlega fluktuacji, to
jednak wahania w poziomieper RNA nie odpowiadajg rytmice dobowej, a amplituda
tych wahan ulega sptaszczeniu. Odmienna jest tez lokalizacja w komorce PER,
ktére u form dzikich moze przechodzi¢ do jadra komdrkowego, natomiast u mu-
tantow pozostaje w cytoplazmie [60]. Obecno$¢ sekwencji PAS w PER i Scisty
zwigzek jego przemian z genem tim stat sie przestanka hipotezy, zgodnie z ktorg
regulacja PER jest kontrolowana miedzy innymi poprzez dimery zacje z TIM. Chociaz
zsekwencjonowanie genu tim wykazato brak sekwencji PAS w produkcie jego eks-
presji [33], tworzenie komplekséw PER z TIM znalazto potwierdzenie doswiad-
czalne. Stwierdzono bowiem, ze PER moze wchodzié w sktad wiekszych kompleksow
biatkowych, ktorych masa czasteczkowa odpowiadataby masie czgsteczkowej po-
stulowanych komplekséw PER-TIM, a ktérych nie obserwuje sie u mutantow tim0
[62]. Powstawanie takich kompleksdw jest zapewne niezbednym etapem przecho-
dzenia PER z cytoplazmy do jadra. Analiza sekwencji aminokwasowej wskazuje
na obecno$¢ regionu zasadowego, ktory madgiby potencjalnie petni¢ funkcje ja-
drowego sygnatu lokalizacyjnego [33]. Bardzo istotne sg w tym kontekscie cykliczne
wahania w ekspresji tim, ktérych okres i faza sa zgodne z rytmika ekspresji per
[44]. Podobne analogie w rytmie dobowym obserwuje sie takze w przypadku biatek
TIM i PER [62]. Obok regionu zasadowego, biatko TIM zwiera rowniez sekwencje
silnie kwasowe, ktorych obecnos¢ jest jedng z cech charakteryzujgcych domeny
aktywujgce niektérych czynnikéw transkrypcyjnych. Rozpatrywano w zwigzku z
tym mozliwo$¢ bezposredniego uczestnictwa tego biatka w zaleznej od PER kontroli
ekspresji genu per. Hipoteza ta jednak, wobec ostatnich odkry¢, stracita racje bytu.

Odkrycie biatka TIM pozwolito réwniez na lepsze zrozumienie mechanizméw
odpowiedzialnych za synchronizacje endogennego rytmu okotodobowego z rytmem
zewnetrznym. Okazato sie bowiem, ze biatko to ulega szybkiej degradacji podczas
ekspozycji na dziatanie Swiatta [21, 32]. Analiza spektralna dodatkowo potwierdzita
udziat TIM w procesach synchronizacji. Degradacja TIM i przesuniecie w fazie
rytmu aktywnos$ci motorycznej pod wptywem Swiatta wykazywaty bowiem iden-
tyczng zalezno$¢ od diugosci fali stosowanego oswietlenia [53]. U muszek ho-
dowanych w warunkach LD, ekspozycja na $wiatto, a tym samym degradacja TIM
we wczesnym okresie fazy ciemnej prowadzita do opdéznienia fosforylacji PER
i wnikania tego biatka do jadra. Opdznienie to odpowiadato op6znieniu fazy rytmu
aktywnosci motorycznej. Podobng analogie mozna byto stwierdzi¢ przy ekspozycji
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na Swiatto w p6Znym okresie fazy ciemnej. W tym przypadku przyspieszeniu fazy
rytmu aktywnosci motorycznej towarzyszyta przyspieszona fosforylacja PER [29].

MUTANTY O ZABURZONYM CYKLU DOBOWYM
U SSAKOW

Pierwszymi ssakami, a jednoczes$nie kregowcami, u ktdrych powodzeniem za-
koniczyty sie proby uzyskania mutantéw cyklu dobowego, byty chomiki syryjskie
Mesocricetus auratus [38]. W warunkach statej ciemnos$ci mutacja, ktérej nadano
nazwe tau, powodowata skrdécenie cyklu dobowego o 2 godziny u potomstwa hete-
rozygotycznego i o 4 godziny u homozygot. Rytmy dobowe u mutantéw tau, szcze-
g6lnie homozygotycznych, wykazywaty réwniez inna niz u osobnikdéw dzikich
wrazliwo$¢ na Swiatto. Chociaz istniato duze prawdopodobienstwo, ze opisana mu-
tacja dotyczy biatka bedgcego integralnym sktadnikiem oscylatora biologicznego
u ssakow, odkrycie to, ze wzgledu na stabo poznang genetyke M. auratus, stanowito
Slepg uliczke. Dopiero w kilka lat p6zniej, po udanej mutagenezie, zespdt J.S.
Takahashi’ego wyizolowal mutanty cyklu dobowego myszy [59] - gatunku, bedacego
juz od dawna w kregu zainteresowan genetykdéw. Pozwolito to na p6zniejsze sklo-
nowanie i zsekwencjonowanie zwigzanego z tg mutacjg genu Clock [26]. W prze-
ciwienstwie do chomiczych mutantéw, mutanty Clock utrzymywane w warunkach
statej ciemnosci wykazywaty wydtuzenie cyklu dobowego: u osobnikéw heterozy-
gotycznych o ok. 1 godzine, a u homozygotycznych od 2 nawet do 5 godzin.
U tych ostatnich dtuzsze przebywanie w takich warunkach prowadzito ostatecznie
do catkowitej utraty rytmu. Gen Clock jest sporg jednostkg transkrypcyjng prze-
kraczajacg swojg dtugoscig 100 tysiecy par zasad, wsréd ktorych 2565 przypadatoby
na ramke odczytu, to za$ odpowiadatoby biatku o masie ok. 96,4 kDa. Analiza
sekwencji ORF wskazuje, ze biatko to powinno zawiera¢ wiele potencjalnych miejsc
fosforylacji oraz dwa miejsca N-glikozylacji, co mogtoby wiaza¢ sie z funkcja
czynnika transkrypcyjnego. Najistotniejszg cechg produktu ekspresji Clock jest obe-
cno$¢ domen PAS oraz bHLH (ang. basie helix-loop-helix). Pierwsza z nich, jak
juz pisaliSmy, odpowiada za tworzenie komplekséw miedzy biatkami i mozna jg
odnalez¢ w produktach ekspresji innych genéw uczestniczacych w regulacji cyklu
dobowego: per i white collar. Dodatkowa obecno$¢ sekwencji bHLH wskazuje
na zdolnos¢ biatka CLOCK do wigzania sie z DNA. Co istotne, sekwencja E-box,
ktéra stanowi miejsce wigzace dla niektérych czynnikow transkrypcyjnych zawie-
rajgcych domene bHLH [54], zostala ostatnio zidentyfikowana w obrebie promotora
genu per muszki owocowej [16]. Istnienie biatka zblizonego do CLOCK (zawie-
rajagcego domeny bHLH i PAS) postulowane byto juz wczes$niej w modelu regulacji
cyklu dobowego muszki owocowej. Wkrotce okazato sig, ze przewidywania te
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byty jak najbardziej uzasadnione. Zanim jednak do tego doszto, odkryto biatka
homologiczne do muszego PER u ssakéw: myszy - mPER i cztowieka - hPER.

W badaniach immunohistochemicznych, prowadzonych na mézgu szczura, przy
zastosowaniu przeciwciat dla biatka PER D. melanogaster, stwierdzono obecno$¢
antygenoéw dla tych przeciwciat w SCN [48]. Stanowito to zachete do poszukiwan
gendw homologicznych do per u ssakéw. Dtugo jednak podjete dziatania nie przy-
nosity rezultatéw i dopiero ostatnio zakonczyly sie sukcesem. ’Dwie niezalezne
grupy badawcze stwierdzity obecno$¢ zblizonych sekwencji w genomie myszy i
cztowieka [52, 57]. Wkrotce potem okazato sie, ze zardwno u cztowieka, jak i
u myszy, genéw wykazujacych takie podobienstwo jest wiecej [1, 56]. Zostaly
one opatrzone nazwami odpowiednio: hperl i hper2 oraz mperJ, mper2 (tub tez
alternatywnie h-rigui i m-rigui) i mper3. Chociaz podobienstwo sekwencji miedzy
genem muszki owocowej ajej ssaczymi homologami nie byto wysokie (geny mysie
i ludzkie zawieraja np. sekwencje bHLH - nieobecne w genie per), homologia
sekwencji PAS, ktére zawieraty sie w tych genach, bytanajwyzsza sposrod wszystkich
innych genéw kodujacych domene PAS. Co istotniejsze, zachowanie si¢ mysich
odpowiednikéw per, ktére poddano blizszej analizie wskazywato, ze geny te moga
uczestniczy¢ w regulacji cyklu okotodobowego. Ekspresja tych gendéw byta szcze-
goélnie silna w tkankach zwigzanych z rytmem okotodobowym, w szczegdlnosci
w SCN i charakteryzowata sie wyraznymi wahaniami dobowymi. Odmiennie w
stosunku do per, ekspresja mperl w SCN byta maksymalna w $rodkowym okresie
fazy jasnej. Co ciekawe, stwierdzono przesuniecie w fazie rytmu pomiedzy réznymi
tkankami. | tak na przyktad, pik ekspresji mperl w siatkbwce oraz w moézdzku
w komoérkach Purkiniego byt op6zniony w stosunku do SCN o ok. 6 godzin. Inny
byt tez wptyw Swiatta na ekspresje mperl.Podobnie jak miato to miejsce w przypadku
genoéw frqg, ekspozycja na Swiatto prowadzita do gwattownego wzrostu ekspresji
mperl [46]. Towarzyszyto temu przesuniecie fazy cyklu. Oscylacja ekspresji genu
mper2 réwniez podlega synchronizacji z zewnetrznym rytmem zmian dnia i nocy,
jednakze gen ten nie jest indukowany sygnatem Swietlnym. Przesunigcie w fazie
ekspresji mper2 jest zatem zjawiskiem wtornym i najprawdopodobniej zalezy od
zmian w ekspresji mperl. Poniewaz ekspresja genu mper2 jest poprzedzona eks-
presja mperl o ok. 4 godziny, istnieje pewne prawdopodobienstwo tego, ze rowniez
wahania mper2 sg jedynie pochodna rytmiki mperl.

ZAMKNIECIE PETLI

Konserwatyzm, jaki obserwowano w mechanizmach regulacji cyklu okotodo-
bowego, obecnos¢ biatek PER u ssakow, jak réwniez domniemanie istnienia biatka
zawierajgcego domeny bHLH i PAS u owad6w, daty impuls do badan, ktére osta-
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tecznie doprowadzity do sklonowania i identyfikacji genow, ktérych produkty po-
zwolity domkng¢ petle rytmu okotodobowego muszki owocowej. W wyniku pro-
wadzonych na szerokag skale mutagenizacji i poszukiwahn nowych szczepéw o
zaburzonym cyklu okotodobowym uzyskano mutanta opisanego poczatkowo jako
Jrk [2]. Homozygoty Jrk/Jrk charakteryzowaty sie catkowitg utratg rytmu aktywnosci
ruchowej w warunkach statej ciemnosci, jak réwniez (z nielicznymi wyjatkami)
w warunkach dziefi/noc. Mutacja miata charakter semidominujacy itakze organizmy
heterozygotyczne Jrk/+ wykazywaty zaburzenia badz nawet catkowita utrate rytmu.
Stwierdzono réwniez, ze mutanty Jrk wykazujg niski poziom biatek PER i TIM.
Sklonowanie genu Jrk wykazato, ze koduje on homolog mysiego genu Clock (stad
opisano go jako dClock badz Clk). U mutantéw Jrk w genie tym doszto do zamiany
pojedynczej zasady, w wyniku czego pojawit sie przedwczesny kodon terminujacy
i utrata 1/4 C-koncowej cze$ci biatka. W doswiadczeniach z wykorzystaniem kon-
struktéw genu lucyferazy i promotoréw per badz tim wykazano w sposéb bez-
posredni, ze dCLOCK moze indukowac ekspresje gendw per i tim oraz ze zgodnie
z przewidywaniami indukcja ta zachodzi przy udziale sekwencji E-box w obrebie
promotora tych genow [8]. Mutacje w tym rejonie znosity zdolno$¢ dCLOCK do
indukcji transkrypcji w promotorach genéw per i tim. Jednocze$nie stata ekspresja
genow per itim (z promotora aktyny 5C) prowadzita do 4,5-krotnego spadku poziomu
zaleznej od dCLOCK transkrypcji z sekwencji E-box promotoréw per i tim [8].
Efekt ten nie wystepowat w przypadku nieobecnosci biatka dCLOCK bagdz wtedy,
gdy sekwencja E-box byta zmutowana. Moze to Swiadczy¢ o bezposredniej inhibicji
aktywnosci transkrypcyjnej dCLOCK przez biatka PER i TIM. Jes$li sie uwzgledni
obecnos¢ sekwencji PAS w biatku PER, inhibicja ta mogtaby zachodzi¢ przez zwia-
zanie sie kompleksu PER-TIM lub samego PER (rola TIM ograniczataby sie w
takim przypadku jedynie do umozliwienia przejscia PER z cytoplazmy do jadra)
z biatkiem dCLOCK. Bezposrednia inhibicja aktywnosci transkrypcyjnej biatka
dCLOCK przez dimer PER-TIM oznaczataby ostateczne zamkniecie petli sprzezenia
zwrotnego odpowiedzialnego za generowanie rytmu okotodobowego muszki owo-
cowej .

Istotnym uzupetnieniem wytaniajacego sie modelu byto odkrycie udziatu genu
dbmall w omawianych procesach. Ssaczy homolog tego genu zostat odkryty uprze-
dniojako sierocy czynnik transkrypcyjny (MOP3) [19]. U muszki owocowej mutacja
w obrebie tego genu byta przyczyna zaburzeri rytmu okotodobowego u mutantéw
cycle (cyc) [40]. Mutacja cyc prowadzita do zaburzen, ktérych charakter byt zblizony
do zmian obserwowanych u mutantéw Jrk (dClock). To, jak réwniez zdolnos¢
mysiego BMAL1 do wigzania si¢ z CLOCK [20] pozwala przypuszczac, ze biatko
dBMALI tworzac dimery z dCLOCK uczestniczy w indukcji transkrypcji genéw
per i tim (rys. 3). Dane ptyngce z prac nad myszami pozwalajg sgdzi¢, ze ssaczy
mechanizm kontroli rytmu dobowego doskonale pasuje do modelu opisanego po-
wyzej. Region promotorowy mperl zawiera trzy sekwencje E-box identyczne z
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RYSUNEK 3. Proponowany mechanizm generowania rytmu dobowego w komérkach owadéw i ssakéw
(opis w tekscie)

obserwowanymi u muszki owocowej, wszystkie z nich stanowig potencjalne miejsca
regulacji ekspresji mperl przez heterodimer CLOCK-BMALL1. Co wiecej, obecnos¢
przynajmniej jednego z nich jest warunkiem koniecznym aktywacji transkrypcji
mperl przez CLOCK-BMAL1 [15].

Opisany model TIM-PER-CLOCK-BMAL1 regulacji cyklu okotodobowego wy-
kazuje wyrazne analogie z wcze$niej przedstawionym modelem oscylatora u N.
crassa. Stanowi tym samym dodatkowy argument przemawiajacy za uniwersalnoscia
mechanizmoéw lezacych u podstawy dziatania oscylatora rytmow okotodobowych.
Préby odnalezienia biatka PER u innych organizmdéw przyczynily sie jednakze
do podwazenia postulowanej uniwersalnosci. Jednym z pierwszych organizmoéw,
u ktérych udato sie zidentyfikowac gen ibiatko homologiczne do PER, bytjedwabnik
debowy (Antheraea pernyi) [39]. Podobnie jak u muszki owocowej, funkcje tego
genu zwigzane sg z utrzymaniem rytmu okotodobowego. Zaréwno ekspresja tego
genu, jak i akumulacja produktéw tej ekspresji zachodzi w sposéb rytmiczny. Przy
istniejacych réznicach w sekwencji, ekspresja pochodzacego od tej ¢my analoga
genu per u mutantéw muszki owocowej perO prowadzi do odbudowania rytmu
okotodobowego u tych mutantéw [30]. Pomimo tego mechanizm funkcjonowania
oscylatora biologicznego u A. pernyi zdaje sie odbiega¢ od poznanych wczesniej.
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Prace I. Saumana i S.M. Repperta wykazaty, ze obecnos$¢ biatka PER i TIM w
komérkach neuronalnych odpowiedzialnych za utrzymywanie rytmu dobowego u
Antheraea pernyi ogranicza sie wytacznie do cytoplazmy [41]. Przechodzenie tych
biatek do jadra nie jest zatem warunkiem koniecznym dla kontroli ekspresji genow
per i tim. Ci sami badacze stwierdzili jednocze$nie istnienie oscylacji w poziomie
antysensowego RNA i zgodnie z ich przypuszczeniami, wtasnie one odpowiadajg
za powstanie rytmu dobowego u A. pernyi. Chociaz ekspresja genu per w komaérkach
neuronalnych ¢my A. pernyi nie zalezy od wahan poziomu produktéw swojej eks-
presji, oscylacja PER nie jest zapewne jedynie zbedng pozostatoscig wczesniej fun-
kcjonujacych mechanizméw i produktem ubocznym cyklicznej ekspresji per. Moga
one w dalszym ciggu stanowi¢ skitadnik zegara biologicznego, chociaz juz niejako
element oscylatora, lecz raczej jako element mechanizméw wyprowadzajgcych. Za-
hamowanie syntezy PER prowadzito bowiem do zmian behawioralnych A. pernyi
[42].

ZAKONCZENIE

Opisany powyzej model oscylatora biologicznego CLOCK-BMAL1-PER-TIM
nie jest jedynym mechanizmem kontrolujgcym rytmike okotodobowg. Obok niego,
do najlepiej poznanych nalezy mechanizm okotodobowej regulacji aktywnos$ci NAT.
Przetomowe znaczenie w zrozumieniu mechanizméw kontroli aktywnosci tego en-
zymu miaty prace J. Stehlego i P. Sassone-Corsi, ktérzy jako pierwsi zaproponowali
model oparty o czynniki transkrypcyjne nalezgce do rodziny CREB/ATF [50]. De-
cydujacg role w tym modelu majg dwa biatka. Pierwszym z nich jest CREB (ang.
cAMP response element binding protein), ktérego forma ufosforylowana tworzy
dimery spetniajgce funkcje aktywatoréw transkrypcji genu kodujagcego NAT. Drugim
biatkiem rodziny CREB/ATF o podstawowym znaczeniu w kontroli transkrypcji
NAT jest ICER (ang. inducible cAMP early repressor). Witasnie to biatko, bedace
produktem alternatywnej ekspresji genu CREM (cAMP - response element mo-
dulator), jest odpowiedzialne za funkcjonowanie petli ujemnego sprzezenia zwrot-
nego, ktdérej oscylacja w sposob ujemny reguluje zdolno$¢ do aktywacji transkrypcji
NAT przez CREB. W kontroli poziomu melatoniny uczestniczg jeszcze inne me-
chanizmy. Prace prowadzone przez grupe D.C. Kleina wskazujg na mozliwo$é
udziatu proceséw proteolitycznych w degradacji czasteczek NAT pod wptywem
Swiatta [14]. Nie bez znaczenia zdajg sie by¢ réwniez procesy na poziomie ponad-
komoérkowym. Stwierdzono bowiem, ze chociaz pojedyncze neurony SCN hodowane
in vitro sg zdolne do generowania rytmu okotodobowego swojej aktywnosci ele-
ktrofizjologicznej, to ich fazy wykazujg z czasem wyrazne zréznicowanie [61].
Istnieje zatem konieczno$¢ zewnetrznej synchronizacji. W procesie tym moze ucze-
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stniczy¢ miedzy innymi melatonina. Hormon ten ma liczne receptory w obrebie
SCN [58]. Podana w odpowiednim momencie cyklu, melatonina moze wptywaé
na aktywnos$¢ elektryczng neuronéw SCN [45], jak réwniez w sposob trwaty prze-
suwaé faze tej aktywnos$ci [49]. Wiadomo réwniez, ze melatonina wplywa na wy-
kazujaca rytmike okotodobowg ekspresje c-fos w SCN [25] oraz na procesy
fosforylacji CREB [31]. Ta kolejna, utworzona cze$ciowo przez melatonineg, petla
sprzezenia zwrotnego nie jest zapewne ostatnia, z jakg mamy do czynienia w pro-
cesach generowania rytméw okotodobowych. W przysztoSci czeka nas by¢ moze
odkrycie kolejnych oscylatoréw biologicznych. Obok mechanizméw, ktdre lezg u
podstaw ich dziatania, kwestig szczeg0lnie ciekawa jest charakter wzajemnych od-
dziatywan miedzy oscylatorami. Obserwujac gwattowny postep w dziedzinie, jaka
jest chronobiologia, mozna sie¢ spodziewac¢, ze niektére z tych probleméw znajda
rozwigzanie juz wkrétce.
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Streszczenie: Limfocyty T sg wyspecjalizowane w swoistym rozpoznawaniu obcych antygenéw, prezen-
towanych przez czasteczki MHC na komérkach prezentujacych antygen (APC). Dzieki strukturalnemu
i funkcjonalnemu wspoétdziataniu receptora limfocytaT (TCR) i kompleksu CD3 sygnat aktywacji zostaje
przekazany przez btone do wnetrza komérki. Aktywacja spoczynkowych limfocytdw T za posrednic-
twem TCR/CD3 jest indukowana przez zasadnicze w tym procesie reakcje fosforylacji i defosforylacji
regulujace funkcje i interakcje wielu molekut sygnatowych. Kluczowa role w kaskadzie sygnatowej petni
reszta fosfotyrozyny sekwencji ITAM tancucha CD3-C. Stymulacja antygenowa limfocytéw T prowadzi
w komdrce do kaskady reakcji biochemicznych, powstania wielu przekaznikéw sygnatu i inicjacji
wtoérnych szlakéw sygnatowych wptywajacych na ekspresje czynnikéw transkrypcyjnych genéw cyto-
kin (IFN-y, IL-2). Warunkiem ich aktywacji jest integracja sygnatéw ptynacych z TCR/CD3 i CD28.
Aktywacja komdrki T jest funkcjonalng konsekwencjg stymulacji antygenowej, wiodacg do proliferacji
komérek, produkcji cytokin oraz indukcji funkcji efektorowych.

(Postepy Biologii Komérki 1999; 26: 629-650)

Stowa kluczowe: limfocyt T, TCR/CD3, stymulacja antygenowa, transdukcja sygnatu.

Summary: T cells are specialized to recognition of antigens presented by MHC molecules on APC (ang.
antigen presenting cells). Due to structural and functional cooperation of T cell antigen receptor (TCR)
with CD3 complex, the activation signal is transmitted through the plasma membrane. Activation of
rested T cells occurs upon antigen or monoclonal antibody stimulation. This process is induced by the
events of phosphorylation or dephosphorylation which regulates the interactions between signaling
molecules. The pivotal role in signaling cascade plays phosphotyrosine residue in ITAM motifs of CD3-C

*Praca sponsorowana przez grant KBN nr 4 PO5B 008 12.
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chain. Antigen stimulation of T cells leads to cascade of biochemical events and creates many signaling
messengers. Second signaling pathway up-regulates the transcriptional factors expression of cytokine
genes (IFN-y, IL-2). The most important event is integration of signaling cascades from TCR/CD3 and
CD28. The activation of T cells is afunctional consequence of antigen stimulation leading to proliferation,
cytokine production and induction of effector functions.

(Advances in Cell Biology 1999; 26: 629-650)

Key words: T cell, TCR/CD3, antigen stimulation, signal transduction.

WPROWADZENIE

Do zapoczatkowania odpowiedzi odpornosciowej, zarébwno humoralnej jak i
komdrkowej, wymaganajest prezentacja antygenu pomocniczym limfocytom T przez
komorki prezentujagce antygen (APC - ang. antigen presenting cells). Funkcje ko-
morek APC spetniajg makrofagi, komdrki dendrytyczne i limfocyty B, majace na
swojej powierzchni antygeny zgodnoS$ci tkankowej klasy Il (MHC - ang. major
histocompatibility complex). Antygeny ulegajg degradacji pod wptywem enzymow
lizosomalnych w komdrkach fagocytujgcych APC. Polega ona w swej istocie na
rozwinieciu struktury globulamej biatek antygenowych do struktury szkieletowej.
Niefagocytujgce komorki APC degradujg antygen prawdopodobnie przy pomocy
proteinaz btonowych. Produkty trawienia antygenu wigzg sie z antygenami MHC
klasy Il w retikulum endoplazmatycznym, skad sg przenoszone w postaci kompleksu
na powierzchnie komérek APC. Zwigzanie peptydu antygenowego przez swoiste
ugrupowanie aminokwasowe z antygenem zgodno$ci tkankowej zapewnia mu od-
powiednig orientacje przestrzenng sprzyjajaca ekspozycji epitopédw, wiazacych sie
z receptorem limfocytéw T - TCR (ang. T-cell receptor). Czasteczka MHC spetnia
podwojna role w prezentacji antygenu: uczestniczy w utozeniu przestrzennym epi-
topéw oraz posrednio wptywa na odpowiednie usieciowanie receptorow TCR na
limfocytach T. Pierwszym sygnatem aktywujgcym limfocyt Tjest zwigzanie struktury
TCR/CD3 z kompleksem obcy antygen - wiasny antygen zgodnos$ci tkankowej
klasy Il. Drugim niezbednym sygnatem jest kostymulacja dodatkowych czgsteczek
obecnych na powierzchni komérek T, wsrdd ktérych najistotniejszg role przypisuje
sie antygenowi CD28 otrzymujgcemu drugi sygnat od czgsteczek rodziny B.7 (CD80,
CD86) obecnych na powierzchni komoérek prezentujgcych antygen (APC). Jedng
z funkcjonalnych konsekwencji stymulacji antygenowej powierzchniowego kom-
pleksu TCR/CD3 jest aktywacja limfocyta T. Aktywowane limfocyty T proliferuja
dajac poczatek klonom komdrek potomnych, ktdre zapomocg wydzielanych limfokin
(m.in. IL-2) angazuja inne komorki uktadu odpornosciowego. Kompleks TCR/CD3
sktada sie z receptora limfocytdw T (TCR) o strukturze polimorficznego heterodimeru
a(3, ktory jest wyspecjalizowany w swoistym rozpoznawaniu antygendw oraz niepo-
limorficznego kompleksu CD3, sktadajgcego sie z 6 tancuchéw polipeptydowych
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RYSUNEK 1 Struktura kompleksu TCR\CD3 (na podstawie [75]): a,(3 - tafcuchy receptora TCR
odpowiedzialne za swoiste rozpoznanie antygenu; y, 8, e, £- podjednostki kompleksu CD3 uczestniczace
W przenoszeniu sygnatu aktywujgcego

(y, 8, £EE i (rys. 1). Lancuch £ petni kluczowa role w transdukcji sygnatu aktywacji
ze wzgledu na obecno$¢ w jego domenie cytoplazmatycznej 3 sekwencji ITAM
(ang. Immunoreceptor Tyrosine-Based Activation Motif), zawierajgcych tyrozyne
stanowigcg substrat dla komo6rkowych kinaz tyrozynowych [26, 74].

TRANSDUKCJA SYGNALU
PRZEZ KINAZY TYROZYNOWE

Aktywacjaspoczynkowych limfocytow T zaposrednictwem kompleksu TCR/CD3
jestindukowana przez zasadnicze w tym procesie reakcje fosforylacji i defosforylacji,
regulujace funkcje i interakcje wielu molekut sygnatowych [77]. Jedng z najwczes-
niejszych zmian biochemicznych o kluczowym znaczeniu, obserwowang w naste-
pstwie aktywacji limfocyta T, jest wydatne zwiekszenie aktywnosci kinaz
tyrozynowych z rodziny Src, Syk, Csk, Tec [55] oraz swoistej dla limfocytow
T fosfatazy CD45 [45], ktora reguluje ich wzajemne oddziatywanie. Istnieje wiele
eksperymentalnych dowod6éw zasadniczego znaczenia fosfotyrozyny w reakcjach
kaskady sygnatowej [58]. Enzymy biorgce aktywny udziat w procesie przekazywania
sygnatlu we wnetrzu komdrki wigza sie za pomocg domen SH2 z resztami fo-
sfotyrozyny odpowiednich biatek. Postuluje sie réwniez duze znaczenie biatek
adaptorowych (SHC, p36, Grb2 i in.), ktérych zasadniczg funkcja jest ,,sprzeganie”
ze sobg innych biatek za posrednictwem domen SH2 i SH3 [26, 56]. Polipeptydy
tworzace kompleks TCR/CD3 nie majg aktywnosci enzymatycznej, natomiast po-
przez Scisty zwigzek z kinazami tyrozyny p56Ick i p59”yl (nalezagcymi do rodziny
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Src) oraz kinazg ZAP-70 (z rodziny Syk) uczestniczg w przekazywaniu sygnatu
i aktywacji limfocytow T [2, 5, 28, 77].

Kinazy tyrozyny uczestniczace w przenoszeniu sygnatu aktywacji

W proces przekazywania sygnatu aktywacji limfocyta T wigczone sg kinazy
tyrozyny, nalezace do 4 rodzin: Src, Csk Tec i Syk [51].

1.1 Kinazy z rodziny Src, czyli p56/c® i p59”/z petnig zasadniczg role w za-
inicjowaniu transdukcji sygnatu [25, 28, 74]. Van Oers i wsp. [71] dowiedli w
badaniach na modelu mysim, ze kinaza p56/c® jest kluczowym enzymem ucze-
stniczagcym w procesie fosforylacji tyrozyny tafncucha G kompleksu TCR/CD3 i
kinazy Zap-70 (ang. zeta-associated protein). W reakcjach fosforylacji molekut
sygnatowych w limfocycie T uczestniczy takze kinaza p59”v* [12], jednakze obie
kinazy Src nie majg zdolno$ci catkowitego wzajemnego zastepowania sie w reakcjach
fosforylacji. Bu i wsp. [7] wykazali, ze zmniejszenie aktywnos$ci kinazy p59%y’
moze by¢ tylko czeSciowo kompensowane przez kinaze p56lck. Do prawidtowego
przebiegu procesu pobudzenia limfocytow T konieczna jest wiec optymalna aktyw-
no$¢ obu kinaz Src.

Kinazy p56/c* i p59~n zbudowane sg z kilku charakterystycznych domen (rys.
2), ktére odpowiadajg za aktywacje i komorkowa lokalizacje tych enzymoéw [56,
64]:

e cze$¢ N-koncowa - okresla swoistos¢ kinazy, kinaza p56Ilck moze wigza¢ sie z
czasteczkg CD4 lub CD8, za$ kinaza p59”/; taczy sie zwykle z taricuchem G
kompleksu TCR/CD3 oraz podjednostkami CD3y i CD3e [65, 72];

e domeny: SH2iSH3 (ang. Src-homology regions 2and 3) - domena SH2 odgrywa
istotng role w wigzaniu biatek, ktére w swoich sekwencjach maja ufosforylowang
tyrozyne, swoiscie rozpoznawang przez SH2 [61]; natomiast domena SH3 rozpo-
znaje regiony bogate w proline, np. w strukturze PI13-kinazy;

« domena katalityczna SH1 - w obrebie domeny katalitycznej SH1 znajduje sie
miejsce wigzace ATP, dzieki czemu jest ona bezposrednio zaangazowana w
fosforylacje reszt tyrozynowych sekwencji ITAM oraz autofosforylacje; auto-
fosforylacja reszt: Tyr 394 w kinazie p56/c i Tyr 420 w p59”*vi powoduje wzrost
aktywnosci tych enzymdw [56, 72];

e cze$¢ C-koncowa - stanowi domene regulatorowa enzymu; obecne wiej obrebie
reszty tyrozyny (Tyr 505 w kinazie p56A2 i Tyr 531 w kinazie p59./1) ulegaja
fosforylacji za pomocg kinazy p50cA co umozliwia ich oddziatywanie z wiasng
domeng SH2 [52].

Poniewaz kinazy Src nie majg w swojej strukturze regionéw zewnatrzkomar-
kowych i btonowych, ich kontakt z wewnetrzng strong btony komérkowej jest
mozliwy dzieki wspotdziataniu tych enzymow z ko-receptorami btonowymi (CD4
i CD8) oraz w wyniku przytaczenia kwasu myrystylowego do N-konca enzymu.
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RYSUNEK 2. Budowa kinaz z rodziny Src (za [64]): SH1 - domena katalityczna enzymu; SH2 i SH3 -
domeny uczestniczace w wigzaniu biatek szlaku sygnatowego; COOH - domena C- koficowa; NH2 -
region N- korcowy; Y - miejsca fosforylacji; ponizej - posta¢ nieaktywna kinazy Srcx z ufosforylo-
wanym regionem C- koricowym przytgczonym do wihasnej domeny SH2; posta¢ aktywna Src powstaje
wskutek defosforylacji domeny C- koricowej i przestrzennego odblokowania domeny katalitycznej SH 1

Zwigzanie kwasu myrystylowego umozliwia oddziatywanie kinazy z lipidami btony
komérkowej [56].

Dowiedziono, ze proces fosforylacji tyrozyny sekwencji ITAM zachodzi dopiero
po wyeksponowaniu reszt tyrozynowych kinazie p597/ dzieki reorientacji prze-
strzennej catego kompleksu TCR/CD3. Zmiany konformacyjne tej struktury mozliwe
sg dzieki wspotdziataniu z ko-receptorem btonowym CD4 lub CD8 [65]. Warunkiem
niezbednym do funkcjonalnego potaczenia czasteczki CD4 z kompleksem TCR/CD3
jest wczesniejsza interakcja CD4 z kinazg p56/c® za posrednictwem jej domeny
N-koncowej. Ten fragment kinazy jest bogaty w cysteine, przy pomocy ktérej wigze
sie z resztg cysteinowgq tancucha cytoplazmatycznego ko-receptora powierzchnio-
wego CD4 lub CD8 [25, 75]. Fosforylacja CD3-" jest wiec konsekwencjg interakcji
kinazy p56 ¢ z czasteczkg CD4 z nastepowym potgczeniem kinazy p59°! z tan-
cuchem £ kompleksu TCR/CD3.
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1.2. Kinazy z rodziny Csk (p50csk) sa negatywnymi regulatorami aktywnosci
kinaz Src poprzez fosforylacje ich C-konca umozliwiajagcg potaczenie sie reszty
fosfotyrozyny znajdujacej sie w tym fragmencie enzymu z witasng domeng SH2
[56]. Konsekwencja tego oddzialywania jest ,,przestrzenne zamkniecie” domeny
katalitycznej kinaz: p56/c* i p59"7 z zahamowaniem aktywnos$ci tych enzymoéw
[41, 77] (rys. 2). Kinaza p50CF utrzymuje wiec kinazy Src w stanie inaktywacji,
przez co wptywa hamujgco na caty proces transmisji sygnatu w limfocytach T
[74]. Defosforylacja wspomnianych wyzej reszt tyrozyny C- konca w strukturze
kinaz Src za pomocg btonowej fosfatazy fosfotyrozyny CD45 znosi efekt ,,prze-
strzennej blokady” domeny katalitycznej wymienionych kinaz, przywracajac tym
samym ich aktywnos$¢ enzymatyczna [41]. Antagonizm funkcjonalny kinazy p506~
i fosfatazy fosfotyrozyny CDA45 reguluje aktywnos$¢ kinaz Src w limfocytach T
(rys. 3).

1.3. Kinazy z rodziny Tec - ich przedstawicielem swoistym dla limfocytéw
Tjestkinaza Itk. Liao i wsp. [40] w swoich badaniach wykazali, ze myszy pozbawione
aktywnosci kinazy Itk wykazywaly znaczne zaburzenia w rozwoju i dojrzewaniu
tymocytéw oraz prezentowaly znacznie zmniejszony odsetek komorek CD4+. Za-
burzenia stwierdzane ponadto u tych myszy dotyczyly takze zmienionego sygnatu
transdukcji. Mechanizm zaburzen w procesie aktywacji limfocytow T spowodo-
wanych zahamowaniem aktywnos$ci kinazy Itk nie zostatl dotychczas poznany.

1.4. Kinazy z rodziny Syk - cztonkiem tej rodziny kinaz wigczonych w transmisje
sygnatu w limfocycie T jest ZAP-70 [9, 10, 16, 23]. Znaczenie kinazy ZAP-70
udowodniono w badaniach na ludzkich komérkach T, pochodzacych od pacjentéw
z zaburzeniami odpornosci zwigzanymi z niedoborem ZAP-70 [2,16]. Jak wcze$niej
wspomniano, w trakcie przekazywania sygnatu aktywacji w limfocycie T pierwszym
krokiem o zasadniczym znaczeniu jest fosforylacja tyrozyny sekwencji ITAM w
tancuchu co odbywa sie gtdwnie przy udziale kinazy p59'-'!! (chociaz w niektérych
komorkach za proces ten odpowiedzialna jest kinaza p56Ick) [28, 55, 58]. Do ufo-
sforylowanych sekwencji ITAM przytgcza sie nastepnie kinaza ZAP-70. Enzym
ten jest niemembranowg kinaza tyrozyny o masie ok. 70 kDa, majgcg na swoim
C- konhicu podwdjng domene SH2 [10, 23, 27]. Po przytgczeniu kinaza ZAP-70
ulega nastepowej aktywacji przy udziale kinaz Src (p56lck lub p59tyn) [28], co
schematycznie przedstawiono na rysunku 3. Hatada i wsp. [23] jako pierwsi zbadali
strukture krystalograficzng tandemu domen SH2 kinazy ZAP-70, wykazujgc ich
strukturalne przystosowanie do wigzania sie z dwiema resztami fosfotyrozyny se-
kwencji ITAM. Przytgczenie tandemu domen SH2 do kazdej z 3 sekwencji ITAM
ma kluczowe znaczenie dla przekazywania sygnatu w obrebie limfocyta T [5, 78].
Niedob6r kinazy ZAP-70 wynikajacy z defektu genetycznego prowadzi do nie-
prawidtowosci w réznicowaniu i proliferacji oraz uzyskiwaniu funkcji efektorowych
przez komorke T, manifestujgcych sie selektywnym niedoborem limfocytow T oraz
nawracajacymi i uporczywymi zakazeniami wirusowymi, grzybiczymi i pasozyt-
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RYSUNEK 3. Indukcja aktywnosci kinaz PTK: A - 1) defosforylacja i aktywacja kinaz Src (Lek i Fyn),
2) fosforylacja sekwencji ITAM, 3) przytgczenie kinazy ZAP-70 do ufosforylowanych sekwencji ITAM
faricucha CD3E£; B - 1) fosforylacja i aktywacja kinazy ZAP-70,2) fosforylacja C-konca kinaz Src przez
p50cs z nastepowym zahamowaniem ich aktywnosci, 3) zaangazowanie i aktywacja kolejnych molekut
szlaku sygnatowego

niczymi [2,16,78]. Jakkolwiek badania Isakova i wsp. [29] dowiodty, ze przytaczenie
kinazy ZAP-70 do ufosforylowanej sekwencji ITAM jest interakcjg o wysokim
powinowactwie, to poszczegdlne ufosforylowane motywy ITAM taficucha Gmoga
wykazywac rozny stopiefi powinowactwa w stosunku do kinazy ZAP-70. Stwier-
dzono bowiem, ze do ufosforylowanych sekwencji ITAM mogg wigza¢ sie poza
kinazg ZAP-70 inne molekuty uczestniczace w kaskadzie sygnatowej (PI-3 kinaza,
dimer biatek Grb/Sos) [17]. Obecno$¢ az 3 sekwencji ITAM w taricuchu £ sprawia,
ze odgrywa on kluczowg role w przekazywaniu sygnatu przez btone komérki T.
Pozostate podjednostki wchodzgce w sktad kompleksu CD3 maja po jednej sekwencji
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ITAM w swoich domenach cytoplazmatycznych, tak wiec ich rola w procesie akty-
wacji komorki T jest mniejsza.

Katalityczna aktywnos$¢ oraz funkcja ZAP-70 jest regulowana przez reakcje fo-
sforylacji uwarunkowane stymulacjg kompleksu TCR/CD3. W strukturze kinazy
ZAP-70 znajduja sie 3 reszty tyrozyny odpowiedzialne za regulacje aktywnosci
tego enzymu (Y292, Y492 i Y493). Tyrozyna Y493, potozona w obrebie domeny
katalitycznej enzymu, jest odpowiedzialna za aktywacje kinazy ZAP-70 pod wpty-
wem fosforylujacej ja kinazy p56/c [9]. Natomiast ufosforylowanie dwoch po-
zostatych reszt tyrozynowych (Y292 i Y 492) doprowadza do zahamowania
aktywnosci enzymu, za$ kinazy odpowiedzialne za ich fosforylacje nie zostaty dotad
okreslone. W Swietle licznych doniesien [23, 37] wydaje sie, ze istotniejszg role
w blokowaniu aktywnosci kinazy ZAP-70 odgrywa przytaczenie inhibitoréw do
tyrozyny Y492.

WTORNE SZLAKI SYGNALOWE

Dzigki zaangazowaniu kinazy ZAP-70 przez kompleks TCR/CD3-CD4 dochodzi
do fosforylacji kolejnych przekaznikdéw sygnatu i inicjacji wtérnych szlakéw syg-
natowych [55, 64]:

e zaleznego od biatka Ras, prowadzgcego do kaskadowej aktywacji kinaz seryno-
wo-treoninowych;

e zaleznego od fosfolipazy PLC1 (fosfolipazy C), ktora katalizuje hydrolize difo-
sforanu fosfatydyloinozytolu (PIP2) do diacyloglicerolu (DAG) oraz trisfosfora-
nu inozytolu (IP3) [56, 64].

Wtorne szlaki sygnatowe prowadzg w efekcie do aktywacji réznych czynnikéw
transkrypcyjnych, ktére po zwigzaniu z regionem promotorowym gendéw cytokin
i ich receptoréw, szczegdlnie IL-2, IL-2R i IFN-y, umozliwiajg ich ekspresje i
w nastepstwie produkcje cytokin. Przebieg wtornych szlakéw sygnatowych przed-
stawiono na rysunku 5. Inicjacja wtérnych szlakéw sygnatowych mozliwa jest dzigki
wiaczeniu do kaskady sygnatowej biatek adaptorowych, ktoérych funkcja polega
na ,sprzeganiu” ze sobg innych biatek [60, 64, 77]. Kinaza ZAP-70 wigcza do
szlaku przewodzenia sygnatu zakotwiczone w btonie komérkowej biatko adaptorowe
p36 przez fosforylacje reszt tyrozynowych. Ufosforylowane biatko p36 spetnia pod-
wojng funkcje: uczestniczy w przytgczeniu kompleksu Grb2/Sos do TCR/CD3 oraz
zaangazowaniu fosfolipazy PLCyl [60] (rys. 5). Biatko Grb2 takze zaliczane jest
do biatek adaptorowych. Jego prostabudowa strukturalna sprzyja wypetnianiu funkcji
tagczenia - zbudowane jest z domeny SH2 otoczonej dwiema domenami SH3 (SH3-
SH2-SH3), ktdre wigza sekwencje biatka Sos bogate w proline. Po utworzeniu
dimeru Grb2/Sos nastepuje jego zwigzanie przy pomocy domeny SH2 (nalezacej
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RYSUNEK 4. Cykliczna regulacja aktywnosci biatka Ras (na podstawie [64]): Ras jest biatkiem
zwigzanym z biong komoérkowa, zaliczanym do biatek wigzacych GTP (biatka G o niskiej masie
czasteczkowej), wykazujgcych aktywno$¢ GTP-azy; Ras wystepuje w komorce w dwoch postaciach:
zwigzanej z GTP (posta¢ aktywna) i zwigzanej z GDP (posta¢ nieaktywna); stosunek postaci Ras-GTP
do Ras-GDP decyduje o tym, czy Ras jest biatkiem aktywnym w komdrce T i wynika z rownowagi
dynamicznej miedzy szybkoscig hydrolizy zwigzanego GTP a szybkoscig wymiany zwigzanej czasteczki
GDP na GTP pochodzacej z cytozolu; aktywno$¢ GTP-azowa biatka Ras jest regulowana przez grupe
biatek zwanych biatkami aktywujagcymi GTP-aze (RAS -GAPs) - ang. GTP-ase activating proteins', w
komoérkach ssakéw odkryto 2 biatka GAP: pl20-GAP i neurofibromine, natomiast do protein reguluja-
cych wymiane nukleotydéw guaninowych na biatku Ras (GDP->GTP) nalezg biatka adaptorowe: Sos i
prawdopodobnie Vav wptywajace na aktywacje szlaku Ras-zaleznego

do biatka Grb2) z kompleksem TCR/CD3. Rola biatka Sos polega na wymianie
czasteczki GDP (zwiazanej przez biatko Ras) na GTP. W wyniku tego procesu
dochodzi do aktywacji biatka Ras w drodze konwersji do formy aktywnej Ras-GTP,
a co za tym idzie rdwniez szlaku przekazywania sygnatu zaleznego od biatka Ras
[56] (rys. 4).

Szlak zalezny od Ras

Najlepiej zbadang i okreslong wtdrng kaskada sygnatowg zainicjowang przez
biatko Ras jest aktywacja kinaz regulowanych zewnatrzkomérkowym sygnatem
ERKs (ang. extracellular signal regulated kinases), ktdre sg cztonkami rodziny
kinaz aktywowanych mitogenem MAPKSs (ang. mitogen-activated protein kinases)
[14, 64]. Do aktywacji wszystkich kinaz szlaku przewodzenia sygnatu dochodzi
w wyniku fosforylacji odpowiednich dla danej kinazy reszt serynowych, tyrozy-
nowych lub treoninowych. Ras jest biatkiem zakotwiczonym w btonie, ktére po
aktywacji za pomocg biatka Sos bierze udziat w przemieszczeniu kinazy Raf 1
z cytoplazmy do kompleksu sygnatowego TCR/CD3 (rys. 5). Raf 1 jest kinazg
Ser/Thr (o podwdjnej swoisto$ci) aktywowana przez kinaze biatkowg C (PKC).
Ras i Raf 1 sg enzymami indukujagcymi kaskadowga aktywacje kinaz Ser/Thr w
limfocycie T (Ras-Rafl-MAPK), wptywajac na aktywacje czynnikéw transkrypcyj-
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nych genéw cytokin [14, 25, 47]. Zaktywowana kinaza Raf 1 wpltywa bezposrednio

na ekspresje genu c-juri oraz posrednio genu c-fos. Ufosforylowane biatko Jun

ma szczegblne znaczenie, albowiem wchodzi w sktad kilku czynnikéw transkry-
pcyjnych genu IL-2 i IL-2R:

e lgczy sie z produktem biatkowym genu c-fos (biatko Fos), tworzac dimeryczny
czynnik API; biatko APl stanowi z kolei sktadowag jadrowga czynnika transkry-
pcyjnego NF-AT [41, 64];

e ponadto biatko Jun jest sktadnikiem strukturalnym czynnika transkrypcyjnego
Oct/OAP-40 [38, 67,68].

W fosforylacje biatka Jun zaangazowane sg kinazy JNK (ang. Jun N-terminal
kinases; izoformy JNK1 i JNK2), aktywowane w szlaku sygnatowym zaleznym

od kostymulacji limfocyta T przy udziale antygenu CD28 [15, 38, 63].

Szlak zalezny od fosfolipazy PLCyl

Biatko adaptorowe p36, oprécz zaangazowania do kompleksu Grb2/Sos i inicjacji
szlaku zaleznego od Ras, uczestniczy tez we wigczeniu do kompleksu sygnatowego
fosfolipazy PLCyl, aktywowanej za pomocg kinazy p56/c? co inicjuje wtérny szlak
zalezny od PLCyl [41, 60]. Fosfolipaza PLCyl katalizuje reakcje hydrolizy di-
fosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP2) do diacyloglicerolu (DAG) i 1,4,5-trisfosfo-
ranu inozytolu (IP3) 40]. DAG tworzy w obecnoscijonéw Ca++kompleks z obecnymi
w cytoplazmie kinazami Ser/Thr, okreSlanymi wspdlng nazwa kinazy biatkowej
C (PKC), ijednoczesnie jg uaktywnia. Rola PKC w procesie aktywacji limfocytow
T nie jest w chwili obecnej do konca poznana. Przypisuje sie jej pomocniczg funkcje
w aktywowaniu czynnikow transkrypcyjnych NF-AT oraz AP-1 [29]. Ponadto akty-
wowana PKC hamuje aktywno$é¢ GTP-azy Ras (zwanej biatkiem Ras-GAP), prze-
suwajgc rownowage miedzy formg aktywng Ras-GTP a formg nieaktywng Ras-GDP
w kierunku postaci aktywnej, co nasila proces transdukcji sygnatu [64] (rys. 4).

Rola IP3 polega na uwolnieniu jondw wapniowych z magazyndw wewnatrz-
komorkowych (retikulum endoplazmatyczne - RE) [31, 64]. Wewnatrzkomdrkowy
wzrost stezenia wapnia wymagany jest do aktywacji kalcyneuryny, wptywajgcej
na aktywacje czynnikéw transkrypcyjnych. Wzrost wewnatrzkomoérkowego stezenia
jondw Ca++madwa zrédta: wewnatrz- i zewngtrzkomaérkowe. Wewngtrzkomaorkowe
pochodzenie jondw Ca++ uzaleznione jest od powstania IP3 ijego zwigzania ze
swoistym receptorem w obszarze retikulum endoplazmatycznego. Mobilizacjajonéw
Ca++ we wnetrzu komoérki pochodzacych z RE jest sygnatem inicjujgcym doko-
morkowy naptyw jonoéw Ca++. Proces ten jest prawdopodobnie mozliwy dzieki
czynnikowi CIF (ang. calcium influxfactor) oraz biatku CAML (ang. calcium-signal
modulating cyclophilin ligand), ktére dodatkowo wptywa na aktywno$é kalcyneu-
ryny. Niedostateczny naptyw jondéw wapniowych do komorki z zewnatrz wptywa
na zaburzenia w proliferacji stymulowanych komérek T, poniewaz dla produkcji
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IL-2 wymagany jest dtugotrwaty wzrost stezeniajonéw Ca++w komaorce utrzymujacy
sie ok. 1-2 h, podczas gdy jony Ca++ z magazynéw wewngtrzkomoérkowych na-
ptywajg bardzo szybko, osiggajac maks. stezenie w czasie ok. 1 min od zwigzania
sie IP3 ze swoim receptorem w obszarze RE. Naptyw jonéw Ca++ z RE stanowi
wiec jedynie bodziec dla naptywu wapnia ze $Srodowiska limfocyta T [64]. Wzrost
stezenia joné6w Ca++ w komérce T jest niezbedny do prawidtowej aktywnosci kal-
cyneuryny. Kalcyneuryna (CN) jest biatkowa fosfataza serynowa, sktadajgca sie
z 2 podjednostek: domeny katalitycznej (CN-A) wigzacej kalmoduline i domeny
regulatorowej (CN-B) wigzacej waph wewnatrzkomorkowy. Fosfatazowa aktywnosé
CN wymagana jest do regulacji ekspresji czynnika transkrypcyjnego NF-AT (ang.
nuclear factor of activated T cells) specyficznego dla limfocytéw T [11, 64]. W
procesie aktywacji komorki T kalcyneuryna sprzyja uaktywnieniu czynnika NF-AT
i jego przemieszczeniu sie do jadra oraz potgczeniu z czynnikiem API (dimer
Fos/Jun - zalezny od Ras) w procesie wigzania z promotorem genu IL-2. Ponadto
w nie wyjasniony blizej spos6b wptywa na aktywnos$¢ czynnikéw Oct/OAP-40
i NF-&B [11].

INTEGRACJA SZLAKOW AKTYWACYJNYCH

Panuje zgodny poglad, ze izolowana interakcja kompleksu TCR/CD3 z anty-
genem nie jest wystarczajgca do pobudzenia limfocytow T do proliferacji, réz-
nicowania i produkcji cytokin. Komorki T po stymulacji wytacznie kompleksu
TCR/CD3 nie uzyskujg swoich petnych funkcji efektorowych, osiggajgc stan anergii,
czyli niereaktywnosci na bodZzce antygenowe [57]. Dato to podstawe do stworzenia
dwusygnatowego modelu aktywacji limfocytow T [41]. Limfocyty T do petnej
aktywacji wymagajg kostymulacji wielu dodatkowych czgsteczek znajdujgcych sie
na ich powierzchni. Dowiedziono, ze kluczowg role w kostymulacji limfocyta T
odgrywa potgczenie jego antygenu powierzchniowego CD28 z czgsteczkg B7 (CD80,
CD86) znajdujaca sie na powierzchni komdrki prezentujacej antygen (APC) [42].
Dopiero w wyniku tej interakcji limfocyt T osigga stan peinej aktywacji, zdolnos¢
do proliferacji, r6znicowania i uzyskiwania funkcji efektorowych [42,43,44]. Miarg
osiggniecia stanu aktywacji przez komaérke T jest okreslenie zdolnosci do produkcji
cytokin (w szczegdlnos$ci IL-2, IFN-y) oraz proliferacji. Udowodniono, ze sygnaty
ptynace z TCR/CD3 i CD28 tacza sie na etapie szlaku zaleznego od biatka Ras
[56] (rys. 5). Badania nad transdukcjg sygnatu van Liera i wsp. [65] dowodzg,
ze po stymulacji wytacznie antygenu CD28 w komorce obserwuje sie obnizony
poziom PIP2, brak wewnatrzkomdrkowej mobilizacji jonéw Ca++ i translokacji
kinazy biatkowej C (PKC) z cytoplazmy do jadra komérkowego (proceséw ob-
serwowanych po stymulacji kompleksu TCR/CD3). Fakt ten sugeruje, ze sygnat
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aktywacji komorki po stymulacji antygenu CD28 biegnie torem niezaleznym od
kaskady sygnatowej TCR/CD3. Doniesienia te uzupetnione stwierdzang niewra-
zliwoscig szlaku sygnatowego CD28 na inhibitory kinaz tyrozynowych (cycklo-
sporyna A) dowodzg jasno, ze CD28 uzywa swoistego, niezaleznego od TCR/CD3
sposobu transdukcji sygnatu.

Receptor CD28 w wyniku stymulacji rekrutuje do swojego szlaku sygnatowego
P13-kinaze, aktywujac jg przy tym [32, 62]. Warunkiem efektywnego zwigzania
P13-kinazy przez tancuch cytoplazmatyczny antygenu CD28 jest uprzednie ufo-
sforylowanie tyrozyny obecnej w sekwencji Y XXM w strukturze CD28 (Y - tyrozyna,
X - in. aminokwas, M - metionina) [52, 56]. Obecno$¢ motywu Y XXM (podobnego
do sekwencji ITAM) stwierdzono ponadto w wielu receptorach wigzacych sie z
P13-kinazg, np. CTLA-4 [73]. Ufosforylowanie motywu Y XXM w tancuchu cyto-
plazmatycznym antygenu CD28 zachodzi prawdopodobnie pod wptywem Kkinaz
tyrozynowych (by¢ moze p56/c®, p59./1, ZAP-70 lub in.), uaktywnionych we wczes-
nym etapie przekazywania sygnatu zTCR/CD3 [35,45]. Nauwage zastuguje ponadto
fakt, ze fosforylacja tyrozyny tafcucha cytoplazmatycznego CD28 zachodzi (nawet
w warunkach nieobecnosci sygnatu kostymulujagcego) pod wptywem kinaz akty-
wowanych w szlaku TCR/CD3, co zapoczatkowuje wigzanie iaktywacje P13-kinazy,
jednak tylko w stopniu minimalnym. Dopiero w wyniku kostymulacji CD28 dochodzi
do dalszej rekrutacji PI3-kinazy i istotnego wzrostu jej aktywnosci, co dostarcza
drugiego sygnatu do stabilizacji itranskrypcji mMRNA oraz produkcji cytokin. Sposéb,
w jaki kinaza P13 wptywa na stabilizacje mMRNA gendéw cytokin, sprzyjajaca nasileniu
procesdw transkrypcyjnych, nie zostat dotychczas doktadnie poznany [56].

AKTYWACJA CZYNNIKOW JADROWYCH

W wyniku ztozonych proceséw komdrkowych sygnat pobudzenia limfocyta T
dociera dojadra komérkowego. Pierwszymi oznakami dotarcia zintegrowanych syg-
natdbw pobudzenia komoérki T jest nasilenie ekspresji mMRNA gendéw tzw. naty-
chmiastowej odpowiedzi na mitogen (m. in.fos ijun), a takze mRNA dla genéw
cytokin i receptoréw cytokin. Z powodu zasadniczego znaczenia interleukiny-2
(IL-2) w procesie aktywacji limfocyta T wiele prac badawczych skupito swojg
uwage wiasnie na problemie regulacji ekspresji genu 11-2 i 11-2R. 11-2 jest cytoking
niezbedng do aktywacji, proliferacji i r6znicowania limfocytéw T. Zdolno$¢ do
syntezy i uwalniania 11-2 majg jedynie aktywowane komérki T CD4+ w odpowiedzi
na stymulacje TCR/CD3 i kostymulacje CD28. Stwierdzono, ze najwigkszy poziom
syntezy i sekrecji 11-2 przypada ok. 24 h po stymulacji komérki T [69].

Liczne eksperymenty [22, 59] dostarczyty informacji na temat budowy regionu
regulatorowego genu 11-2 warunkujacego indukcje ekspresji genu w odpowiedzi
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na stymulacje komérki T. Promotor genu IL-2 zawiera w swojej strukturze nu-
kleotydowej miejsca: NF-&B, NF-AT, AP-1, Oct 1, ARRE-1 (nazywany tez IL-2A),
CD28RC, wigzace swoiste czynniki transkrypcyjne [8, 22] (rys. 6). Badania po-
réwnawcze regionéw promotorowych genu IL-2 w ludzkich i mysich komoérkach
T sugerujg bardzo duzy stopien homologii (86%) dowodzacy wysokiej zachowaw-
czos$ci miejsc wigzacych czynniki transkrypcyjne zaré6wno pod wzgledem sekwencji,
jak i petnionych funkcji [22, 50].

Wazng role w procesie przenoszenia sygnatu w komdrce T spetniajg wtdrne
przekazniki aktywujace kaskady komérkowych kinaz biatkowych. Niektére z nich
przemieszczajg sie dojadra komdrkowego iindukujg transkrypcje gendw kodujgcych
tzw. indukowalne czynniki transkrypcyjne, jak AP-1 i Oct/OAP-40. Interesujgco
przedstawia sie proces indukcji ekspresji czynnika AP-1 zwigzany SciSle z prze-
biegiem dwoch szlakéw sygnatowych: TCR/CD3 iCD28. Czynnik AP-1jestdimerem
zbudowanym z potgczenia jednego biatka z rodziny Fos (c-Fos, Fos B, Fra 1 i
2) z biatkiem rodziny Jun (c-Jun, JunB, JunD) [1, 30]. Aktywnos$¢ kazdego z biatek
regulowana jest przez dwie rézne grupy kinaz: biatka Fos aktywowane sg w szlaku
przekaznictwa kinaz MAPK, natomiast biatka Jun zwigzane sg z aktywnoscig kinaz
JNK/SAPK (ang. stress-activated protein kinases) [47], ktérych powstanie wymaga
integracji szlakow sygnatowych biegnacych ze stymulowanych receptoréw
TCR/CD3 iCD28 [38]. Obydwa szlaki pobudzenia biegng rownolegle, a ich ostatnie
ogniwaprzemieszczajg sie dojagdra komorki T. Tam kinazy ERK1iERK 2 fosforyluja
tzw. kompleks potréjny (ang. ternary complex) zwigzany z promotorem genu c-fos
[20]. Kompleks ten jest odpowiedzialny za inicjacje transkrypcji genu c-fos pro-
wadzgcg do syntezy biatka c-Fos. Podobny proces zwigzany z fosforylacjg kompleksu
inicjujgcego toczy sie w obrebie promotora genu c-jun. Powstatle w ten sposéb
biatka c-Jun i c-Fos tacza sie w dimer AP-1 w obszarze jadra komorkowego [1].
Warunkiem niezbednym do petnienia funkcji aktywatora transkrypcji genéw cytokin
przez biatko AP-1 jest uprzednie ufosforylowanie obu jego sktadnikow przez swoiste
kinazy: biatko c-Fos fosforylowane jest przez kinaze FRK (ang. Fos regulating
kinase), natomiast biatko c-Jun aktywowane jest pod wptywem kinaz JNK [47].
Powstanie czynnika AP-1 uwarunkowane jest wiec przez jednoczesne pobudzenie
kilku kaskad sygnatowych zwigzanych ze stymulacjg kompleksu TCR/CD3 i anty-
genu CD28. Wydaje sig, ze do faktycznej integracji sygnatéw aktywacyjnych w
limfocycie T dochodzi dopiero na poziomie czynnikow transkrypcyjnych.

Czynnik AP-1 wskutek oddziatywania z biatkiem TBP (ang. TATA-box binding
protein) uzyskuje zdolnos¢ inicjowania transkrypcji w miejscu startu syntezy mRNA
genu IL-2. Poszczegdlne biatka wchodzgce w sktad rodziny Fos i Jun majg rézne
wiasciwosci i kompleksy AP-1lutworzone przez ré6zne ich kombinacje moga posiadac
odmienne wiasciwosci. Otéz stwierdzono inny skiad czynnika transkrypcyjnego
AP-1 w komorkach T proliferujagcych, a inny w komorkach T apoptotycznych [33].
To wiasnie sktad kompleksu AP-1 determinuje jego zdolno$¢ tgczenia sie z pro-
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RYSUNEK 6. Region promotorowy genu IL-2: poszczeg6lne miejsca NF-AT, 1L-2A, AP-1, kB,
CD28RE promotora przytaczajg swoiste czynniki indukujgce transkrypcje genu IL-2; TATA - kluczowa
sekwencja wymagana do zaincjonowania transkrypcji genu IL-2 przez polimeraze RNA I

motorem genu IL-2. Wykazano, ze kontakt z biatkami TBP uczestniczagcymi w
inicjacji transkrypcji genéw cytokin maja tylko czynniki transkrypcyjne utworzone
przez biatka c-Fos i c-Jun. Cechg wyrdzniajacg AP-1 sposrod innych czynnikow
transkrypcyjnych jest dwojakie oddziatywanie na promotor genu IL-2: z jednej
strony poprzez bezposrednie potgczenie ze swoistym dla siebie miejscem oraz po-
$rednio przez utatwianie przytgczenia innych czynnikéw transkrypcyjnych do regionu
regulatorowego genu (NF-AT, Oct).

W promotorze genu IL-2 zidentyfikowano ponadto dwa miejsca ARRE-1 (inaczej
nazywane IL-2A) swoiste dla indukowalnych czynnikéw transkrypcyjnych Oct 1
i 2 (ang. octamer binding protein) [34]. Czynniki te wykazuja r6znice w lokalizacji
tkankowej: Oct 1 jest spotykany w komoérkach wiekszosci tkanek, natomiast lo-
kalizacja czynnika Oct 2 jest ograniczona do limfocytow B i czesci populacji lim-
focytéw T. Badania Ullmanna i wsp. [67] potwierdzity udziat czynnika Oct 1 oraz
jego ko-aktywatora - biatka OAP-40 [66] w indukcji ekspresji genu IL-2 i jej
syntezie przez stymulowane limfocyty T. OAP-40 (ang. octamer associated protein)
jest biatkiem wykazujgcym homologie strukturalng z biatkami JunD i c-Jun, ktérych
indukcja zwigzana jest ze szlakiem sygnatowym wrazliwym na cyklosporyne A
[68]. Obecnos$¢ czynnika OAP-40 ma zasadnicze znaczenie w aktywacji miejsca
ARRE-1, zwieksza site wigzania czynnika Oct z tym miejscem oraz umozliwia
czynnikowi Oct indukowanie transkrypcji mRNA dla genu IL-2. Podobnie do NF-
ATc regulacja aktywnosci czynnikow OAP i Oct zalezy od aktywnosci kalcyneuryny
[11, 41]. Poza wspoOtpraca Oct z biatkiem OAP-40 sugeruje sie dodatkowo wspot-
dziatanie funkcjonalne pomiedzy czynnikami Oct 1 i AP-1, mogace wynikaé z
bliskiego potozenia ich miejsc wiazacych w promotorze genu IL-2 [54].

W przeciwienstwie do indukowalnych czynnikéw transkrypcyjnych produko-
wanych de novo w odpowiedzi na stymulacje komorki T, czynniki transkrypcyjne,
takie jak NF-AT i NF-UB, wystepujg w cytoplazmie w postaci nieaktywnej i po
stymulacji receptorow btonowych ulegajg aktywacji oraz przemieszczeniu do jadra
komoérkowego, gdzie wigzg sie ze swoistymi miejscami w promotorze genu IL-2.
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Stymulacja komérki T powoduje aktywacje szeregu enzyméw komérkowych, w
tym kalcyneuryny, ktérej aktywnosc¢ fosfatazowa jest niezbedna do aktywacji nie-
znanego substratu umozliwiajgcego przemieszczenie czynnika NF-AT do jadra ko-
morkowego i potaczenia z kompleksem AP-1 [11, 19]. W S$rodowisku komérki
T wyro6znia sie dwie formy biatek NF-AT: posta¢ cytoplazmatyczng NF-ATc (ang.
NF-AT cytosolic) oraz posta¢c NF-ATp (ang. NF-ATpre-existing), bedace produktami
dwéch réznych genéw [30, 49]. NF-ATc jest czynnikiem pierwotnie wystepujacym
w cytoplazmie limfocytow T, podczas gdy NF-ATp ma bardziej rozpowszechniong
lokalizacje tkankowg [24, 46]. Oba czynniki majg w swojej strukturze podobne
domeny, z ktorych jedna wykazuje wysoki stopien homologii z czynnikiem trans-
krypcyjnym NF-kB. Dotychczas zidentyfikowano dwa miejsca wigzace czynniki
NF-AT w regionie regulatorowym genu IL-2 [13], ktére znajduja sie w bliskiej
odlegtosci od miejsc wigzacych czynnik AP-1. Bliskos¢ lokalizacji tych czynnikow
transkrypcyjnych sugeruje mozliwos¢ ich wspéipracy w procesie taczenia sie w
regionie regulatorowym genu IL-2. Co wiecej, potgczenie czynnika NF-AT ze swoi-
stym dla niego miejscem w kooperacji z czynnikiem AP-1 stabilizuje to wigzanie
i warunkuje prawidtowy przebieg procesdéw transkrypcyjnych [30]. Wykazano bo-
wiem, ze mutacja w miejscu AP-luniemozliwia zwigzanie i prawidtowe wypetnianie
funkcji przez czynnik transkrypcyjny NF-AT [8]. Wyjatkowe znaczenie czynnika
AP-1 w procesie transkrypcji genu IL-2 w jadrze limfocytéw T zostato dodatkowo
potwierdzone w badaniach z wykorzystaniem transfekcji zmutowanego biatka c-Jun
TAM-67 do linii komérkowej Jurkat (pozbawionej biatka c-Jun) [53], ktérego eks-
presja hamowata endogenng aktywnos$¢ transkrypcyjng zaréwno czynnika AP-1,
jak i NF-AT, a w konsekwencji zablokowanie syntezy IL-2. Natomiast nie od-
notowano wptywu transfekcji biatka TAM-67 do komdrek Jurkat na aktywno$é
czynnikdw NF-kB i Oct 1. Dodatkowo, wszczepienie prawidtowego genu c-fos
do komoérek T izolowanych ze $ledziony mysz transgenicznych [51] skutkowato
wyraznym nasileniem poziomu ekspresji czynnika transkrypcyjnego AP-1 w ko-
morkach stymulowanych przeciwciatem anty-CD3 bez wplywu na ekspresje czyn-
nikbw NF-AT, NF-kB i Oct 1. Podwyzszona aktywnos$¢ transkrypcyjna czynnika
AP-1sprzyjatawzmozeniu iprzedituzeniu ekspresji genu IL-2 oraz nasilata produkcje
tej cytokiny przez stymulowane limfocyty T.

Czynniki transkrypcyjne NF-kB, nalezace do rodziny Rei, stanowia drugg grupe
czynnikdw wystepujacych w cytoplazmie komorki w postaci nieaktywnego kom-
pleksu czynnika NF-ZcB potgczonego z inhibitorem 1I/:B. Fosforylacja i proteolityczna
degradacja inhibitora IkB powoduje uwolnienie aktywnego czynnika NF-/:B z kom-
pleksu i jego przemieszczenie do jagdra komdrkowego z nastepowym zwigzaniem
z promotorem genu IL-2 [64]. Prawdopodobny mechanizm hamowania aktywnosci
czynnika NF-kB przez podjednostke IEB polega na maskowaniu sygnatu lokalizacji
jadrowej, ktory umozliwia przemieszczenie sie biatka NF-&B do jadra komorki
T. Dotychczas zidentyfikowano 5 biatek petnigcych role aktywatoréw transkrypcji
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rozpoznajacych swoiscie miejsce kB w promotorze genéw cytokin: NF-&B1 (p 105),
NF-&B2 (plOO), Rei-A (p65), Rel-B i c-Rel [8]. Wszystkie biatka rodziny Rei,
pomimo do$¢ powszechnego wystepowania tkankowego, petnig szczegding role
w komoérkach uktadu odpornosciowego. Dwa z nich, mianowicie NF-A:B1 i NF-&B2,
syntetyzowane sg w postaciach prekursorowych, ktére pod wptywem proteolizy
uwalniajg dojrzate czynniki NF-UB1 (p50) oraz NF-/:B 2 (p52) [18]. Czynnik NF-A:B
jest dimerem utworzonym z réznych kombinacji czynnikéw rodziny Rei. Réznice
strukturalne izoform tego czynnika decydujg o sposobie regulacji transkrypcji gendéw
cytokin: obecnos$¢ w jadrze komdrki podjednostek p50, p52, p65 i c-Rel koreluje
z procesem indukowania transkrypcji, podczas gdy homodimer p50/p50 hamuje
ekspresje genu IL-2. Stymulacja ludzkich limfocytow T prowadzi do szybkiej aku-
mulacji heterodimerycznych komplekséw NF-kB (p65/p50) rozpoznajacych swoiste
miejsce & w promotorze genu IL-2R, ktére w procesie aktywacji limfocytow T
wypierajg homodimery p50/p50 z miejsc kB promotora genu IL-2 [3]. Procesy
wiodace do aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-kB wydajg sie by¢ zwigzane
z kostymulacjg CD28 [76]. Udowodniono, ze przenoszenie sygnatéw kostymulu-
jacych w szlaku zaleznym od stymulacji CD28 prowadzi do szybszej inaktywacji
inhibitora I/cB z nastepowym aktywniejszym przemieszczaniem sie podjednostek
p50, p65 i c-Rel do jadra ludzkich obwodowych komoérek T [6, 39].

W Swietle wielu badan tylko potgczenie czynnikdw transkrypcyjnych z wszystkimi
specyficznymi dla nich miejscami w regionie promotorowym zapewnia prawidtowa
ekspresje genu IL-2. Nieprzytgczenie chocby jednego czynnika transkrypcyjnego
do promotora decyduje o drastycznym zredukowaniu poziomu ekspresji IL-2, ob-
serwowanym w anergicznych limfocytach T przy braku kostymulacji CD28 [21].
Indukcja ekspresji genu IL-2 i jej sekrecja inicjuje drugg faze aktywacji limfocytow
T, niezalezng od transdukcji sygnatu z TCR/CD3, bowiem dotyczy ona odpowiedzi
komorki T na cytokiny.

PODSUMOWANIE

W ciggu ostatnich lat stopieA poznania proceséw biochemicznych odpowiedzial-
nych zatransmisje sygnatéw pobudzenialimfocyta T z receptoréw powierzchniowych
do wnetrza komorki znacznie sie wzbogacit. Wiadomo, ze transdukcja sygnatu
jest swoistym sposobem ttumaczenia charakteru zwigzanego ligandu na jezyk tan-
cuchowych reakcji sSrédkomaérkowych prowadzacych do transkrypcji genéw cytokin
i uksztatltowania funkcjonalnego fenotypu aktywowanych komérek T. Badania
transgeniczne oraz transfekcje komdrkowe czynnikéw, ktére w sposéb pozytywny
lub negatywny wplywajg na transdukcje sygnatu w limfocycie T, pozwolity na
zidentyfikowanie wielu kluczowych molekut uczestniczagcych w tym procesie.
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Uwaza sig, ze w komorce istnieje jeszcze wiele nie scharakteryzowanych dotad
substratdw ulegajacych fosforylacji w odpowiedzi na stymtilacie TCR/CD3. By¢
moze niektére z nich sg odpowiedzialne za jakoSciowe zréznicowanie odpowiedzi
limfocytow T na rézne rodzaje bodzcow antygenowych. Pomimo tak duzej zna-
jomosci fizjologii i patologii zwigzanej ze stymulacjg limfocytéw T, wiele czgsteczek
i proceséw komdrkowych nadal pozostaje nie wyjasnionych. Istnieje duza konie-
czno$¢ prowadzenia dalszych badan eksperymentalnych, ktdre umozliwityby sto-
sowne manipulowanie odpowiedzig immunologiczng za pomocg odpowiednich
interwencji terapeutycznych.
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Streszczenie: W ciggu ostatnich 30 lat pojawito sie wiele publikacji, z ktérych wynika, ze jednym z
waznych etapdw w procesie transformacji nowotworowej w obrebie przewodu pokarmowego, a szcze-
gélnie jelita grubego, jest zwiekszenie ekspresji indukowalnego enzymu uczestniczacego w produkcji
prostaglandyn - cyklooksygenazy-2 (COX-2). Chociaz mechanizm tej zwigkszonej ekspresji nadal nie
zostat catkowicie wyjasniony, to fakt, iz w kolejnych stadiach progresji rakéw jelita grubego dochodzi
do coraz wiekszego stezenia COX-2 oraz prostaglandyn w guzach, sktonit badaczy do zastosowania
blokujgcych ten enzym niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych w celu sprawdzenia ich potencjalnego
wptywu chemoprewencyjnego. Obecnie wiadomo, ze leki z tej grupy zapobiegajg powstawaniu nowo-
tworéw przewodu pokarmowego u zwierzat doswiadczalnych, ktérym podano karcinogeny chemiczne.
Leki te sg rdwniez efektywne w zmniejszaniu liczby i rozmiaréw polipéw w modelach zwierzecych oraz
u ludzi z rodzinng gruczolakowatoscig polipowata. Istniejg rowniez obserwacje, z ktérych wynika, ze
niesteroidowe leki przeciwzapalne zmniejszajg czesto$¢ wystepowania oraz $miertelno$¢ z powodu
nowotworow jelita grubego u ludzi. W pracy tej, podzielonej na dwie czesci, opisano, w jaki sposéb
moze dochodzi¢ do zwiekszenia ekspresji COX-2 w komérkach nowotworowych i w jakich mechani-
zmach ta zwiekszona ekspresja utatwia progresje nowotwordéw (czes¢ 1). Podsumowano réwniez wyniki
opublikowanych dotychczas obserwacji epidemiologicznych iklinicznych oraz podjeto prébe wyjasnie-
nia potencjalnych mechanizméw przeciwnowotworowego dziatania niesteroidowych lekéw przeciwza-
palnych (czesé ).

(Postepy Biologii Komérki, 1999; 26: 651-666)

Stowa kluczowe: cyklooksygenaza, rak jelita grubego, niesteroidowe leki przeciwzapalne

*Jakub Gotab jest stypendystg Fundacji Na Rzecz Nauki Polskiej.
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Summary: During the last 30 years numerous reports implicating a potential involvement of inducible
prostaglandin synthase - cyclooksygenaze-2 (COX-2) and prostaglandins in the neoplastic transforma-
tion, especially of gastrointestinal tract, have been published in the literature. Although the exact
mechanism of increased COX-2 and prostaglandins expression in tumor cells are still contentious and
highly speculative these have nonetheless prompted the evaluation of potential chemopreventive efficacy
of nonsteroidal anti-inflammatory drugs. These drugs proved chemopreventive activity in laboratory
animals that received chemical carcinogens and were also effective in reducing the size and number of
polyps in animal models and in humans with familial adenomatous polyposis. Numerous reports reveal
that nonsteroidal anti-inflammatory drugs are also capable of reducing the incidence of and mortality
from large bowel tumors. In this two part review the potential mechanisms of increased tumor expression
of COX-2 and how this increased expression might facilitate the progression of malignancy are discussed
(part ). The results of epidemiologic and clinical trials together with the mechanisms of antitumor action
of nonsteroidal anti-inflammatory drugs are summarized in part Il.

(Advances in Cell Biology 1999; 26: 651-666)

Key words: cyclooxygenase, colon cancer, nonsteroidal anti-inflammatory drugs

WPROWADZENIE

W relatywnie krétkim czasie przeprowadzono setki badan klinicznych, ocenia-
jacych chemoprewencyjne dziatanie wielu substancji. Wiekszos¢ z nich to nie-
kontrolowane badania kliniczne, Zle zaplanowane i wynikajgce najprawdopodobniej
zogromnego zaangazowania badaczy, ktérzy za wszelka cene chcieli jak najszybciej
zwrdci¢ uwage na potencjalng skutecznos$¢ wiasnych hipotez. Niejednokrotnie skutek
byt zupetnie odwrotny do zamierzonego - nieprawidtowo zaplanowane i w rze-
czywistosci nie zawsze skuteczne schematy chemoprewencji przyémity wyniki so-
lidnie przeprowadzonych badan, w ktérych zaohserwowano nieznaczny, ale istotny,
korzystny efekt chemoprewencyjny. W ciagu ostatnich 20 lat pojawito sie wiele
publikacji, z ktérych wynika, ze niesteroidowe leki przeciwzapalne zmniejszaja,
nawet 0 50%, czesto$¢ powstawania oraz umieralno$¢ z powodu nowotworow prze-
wodu pokarmowego. Chociaz nadal nie mozemy by¢ w 100% pewni skutecznosci
prewencyjnego dziatania tych lekéw, wyniki eksperymentédw in vitro, wyniki badan
na zwierzetach doswiadczalnych oraz obserwacje kliniczne, wydajg sie zachecac
nawetnajwiekszych sceptykdw do regularnego przyjmowanianiesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych, takich jak: kwas acetylosalicylowy, piroksykam, sulindak, indo-
metacyna, ibuprofen.

1. GLOWNE ZASTOSOWANIA | MECHANIZM DZIALANIA
NIESTEROIDOWYCH LEKOW PRZECIWZAPALNYCH

W 1883 roku niemiecki koncem Bayer rozpoczagt produkcje nowego leku o
wiasciwosciach przeciwbolowych i przeciwzapalnych - kwasu acetylosalicylowego,
znanego do dzi$ pod nazwg Aspirin. Inicjatorem pomystu byt jeden z pracownikow
koncernu, chemik Felix Hoffman, ktéry w trosce o stan zdrowia ojca, cierpigcego
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zpowodu reumatoidalnego zapalenia staw6w zainteresowat swoim projektem potezna
firme farmaceutyczng. Od tego czasu rozpoczeta sie era niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych.

Oprocz kwasu acetylosalicylowego w powszechnym uzyciu w leczeniu infekcji
grypopodobnych oraz stanéw zapalnych znajduja sie réGwniez inne leki z tej poteznej
grupy: sulindak, naproksen, ibuprofen, piroksykam i wiele innych. Niektdre z nich
znalazty réwniez inne zastosowania. Obecnie kwas acetylosalicylowy jest niezbed-
nym lekiem w terapii choroby niedokrwiennej serca [18]. Otrzymujg go chorzy
z wszczepami wewnatrznaczyniowymi i po operacjach wymiany zastawki serca
[3]. Indometacyne stosujg neonatolodzy u dzieci z przetrwatym przewodem tetniczym
Botala [14], natomiast potoznicy wykorzystujg dziatanie niesteroidowych lekdw
przeciwzapalnych w celu zahamowania przedwczesnych skurczéw macicy u kobiet
w cigzy [33]. Bardzo obiecujaca wydaje sie rowniez profilaktyka choroby Alzheimera
przy uzyciu niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych [1, 31, 52].

Chociaz kwas acetylosalicylowy byt z powodzeniem stosowany przez prawie
sto lat, dopiero w 1971 roku Vane powigzat terapeutyczny efekt tego leku z ha-
mowaniem biosyntezy prostaglandyn. Wraz z rozwojem mozliwo$ci badawczych
i diagnostycznych pojawiato sie coraz wiecej doniesien o molekularnych zasadach
dziatania niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych. W latach osiemdziesigtych udo-
wodniono hamowanie przez niesteroidowe leki przeciwzapalne enzymu, zwanego
syntetazg prostaglandyn lub cyklooksygenazg (COX) [53]. Prostaglandyny (PG),
substancje o wiasciwosciach hormonalnych, dziatajgce parakrynnie, powstajg z dwu-
dziestoweglowego kwasu arachidonowego (rys. 1) - skiladnika btony komoérkowej
i petnig w organizmie wiele funkcji. Uczestniczg w regulacji gospodarki wodno-
elektrolitowej, napiecia $cian naczyn krwionosnych oraz produkcji cytokin przez
makrofagi [10,61]. Sg mediatorami w procesie owulacji, utatwiajgc pekniecie doj-
rzatego pecherzyka jajnikowego przy wzroscie lutropiny; umozliwiajg utrzymanie
cigzy i prawidtowy przebieg porodu pobudzajgc skurcze miesnidwki gtadkiej [10,
28]. Prostaglandyny dziatajg cytoprotekcyjnie na $luzéwke zotgdka, a ich niedob6r
jest jednym z czynnikéw ryzyka choroby wrzodowej [10]. Uczestnicza rowniez
w procesach zapalnych i przekaznictwie nerwowym [10]. Z ich obecnoscig w o$rod-
kowym uktadzie nerwowym wigze si¢ wystepowanie takich objawdw infekcji, jak:
gorgczka i bol [10]. Prostaglandyny stymuluja dojrzewanie prekursoréw osteo-
blastow iosteoklastow, regulujgc rownowage miedzy procesami resorpcji i odbudowy
kosci. Tromboksany, ktorych bogatym zrodtem sgptytki krwi, dziatajg silnie kurczaco
na naczynia krwiono$ne odgrywajac znaczaca role w procesie krzepniecia krwi.
Prostacyklina (PGI12), uwalniana przede wszystkim z komérek $rédbtonka, hamuje
agregacje ptytek i rozkurcza naczynia [10].

W organizmie funkcjonujg dwie izoformy cyklooksygenaz. Pierwsza, zwana kon-
stytutywng (cCOX lub COX-I), wystepuje niemal we wszystkich typach komérek
[59]. Druga - indukowalna forma enzymu (iCOX lub COX-2) wykrywana jest
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RYSUNEK 1 Szlak przemian kwasu arachidonowego, skréty: PGG2 i PGH2 - prekursory prostaglan-
dyn, prostacyklin i tromboksanéw; PGD, PGF, PGE -prostaglandyny D, F i E; PGl2 - prostacyklina;
TX - tromboksan

w nielicznych narzadach, na przykitad w zotagdku [20], nerce [17] i mézgu [4,
5]. Znaczne ilosci COX-2 moznawykry¢ wkomaorkach, na ktére dziatajg odpowiednie
bodzce, miedzy innymi: czynniki wzrostu (TGF[3, TGFa, EGF, FGF, PDGF, ECGF),
cytokiny (IL-1|3, IL-la, IL-3, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y), hormony (LH, FSH,
noradrenalina, parathormon), mitogeny (LPS, estry forbolu) oraz serotonina i en-
dotelina [10, 19, 50]. Synteza COX-2 ulega natomiast zahamowaniu pod wptywem
IL-4, IL-10 i glikokortykosteroidow [10]. Cyklooksygenaza-1 warunkuje utrzy-
manie odpowiedniego poziomu prostaglandyn niezbednych do prawidtowego fun-
kcjonowania tkanek i narzgdéw. Natomiast wysokie stezenia formy indukowalnej
towarzyszg przede wszystkim stanom zapalnym i chorobom nowotworowym. Obie
izoformy r6znig sie wrazliwoscig na niesteroidowe leki przeciwzapalne. Niektdre
leki z tej grupy sg nieselektywnymi inhibitorami cyklooksygenaz o duzo wiekszym
powinowactwie do COX-l niz do COX-2. Wéréd nich mozna wymieni¢ kwas
acetylosalicylowy, sulindak, piroksykam, indometacyne, diklofenak. U okoto 25%
chorych, przewlekle stosujgcych te leki, obserwuje sie efekty uboczne, a u 5%
wystepujg grozne dla zdrowia powiktania - nefrotoksycznos$¢, hepatotoksycznoscé,
powstawanie owrzodzen w przewodzie pokarmowym, a nawet encefalopatie [10].
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TABELA 1 Wybrane selektywne i nieselektywne infibitory COX-2

Inhibitor cyklooksygenaz ic5 COX-I IC5Q COX-2 A50
ruM 1 TuMI COX-1/ICOX-2
Selektywne inhibitory COX-2
NS-398 16,8 01 0,006
Flosulid >72,3 0,015 0,0002
PD 164387 >100 0,14 0,001
DuP 697 0,8 0,01 0,01
SC-58125 >100 0,09 0,007
SC-58635 (Celecoksib) 13 0,04 0,003
SC-558 17 0,009 0,0005
DFU 50 0,04 <0,001
Meloksikam 4,8 0,43 0,09
Nimesulid 9,2 0,52 0,06
Etodolak 34 3.4 0,1
L-745, 337 369 15 0,004
Nieselektywne inhibitory
Piroksykam 0,0005 0,3 600
Indometacyna 0,028 1,68 60
Diklofenak 1,57 11 0,7
Kwas acetylosalicylowy 1,67 278 166

Toksycznosé ta wynika gtownie z blokowania COX-I. Sktonito to do poszukiwan
selektywnych inhibitorow cyklooksygenazy-2, do ktérych zaliczamy miedzy innymi:
nimesulid, meloksikam, etodolak, SC58125, NS398, celecoksib [36]. Te leki nie
hamujg COX-lI w tak znacznym stopniu jak leki poprzedniej generacji, ale nalezy
wspomnieé, ze dotychczas nie udato sie zsyntezowac substancji hamujacej tylko
COX-2 i nie wpltywajacej na aktywnos¢ COX-I (tab. 1) [29, 60].

2. RAKI JELITA GRUBEGO

Raki jelita grubego sg w krajach wysoko rozwinietych drugg pod wzgledem
czestosci przyczyng zgonu z powodu nowotworow. Sg natomiast najczestszg przy-
czyng zgonow, jesli wyeliminowane zostang raki powstajagce w wyniku palenia
papierosow. W krajach wysoko rozwinietych do 70 roku zycia nowotwér jelita
grubego powstaje u 50% os6b, a u 1 na 10 sposrod nich ulega on zeztoSliwieniu.
W okoto 15% przypadkéw rak jelita grubego ma podtoze dziedziczne (tab. 2).

Wigkszo$¢ zmian ztosliwych rozwija sie na podtozu istniejagcych gruczolakow
okreznicy i odbytnicy [45]. Obecnie wiadomo o co najmniej dwdch jednostkach
chorobowych - polipowato$¢ gruczolakowata rodzinna (ang. familial adenomatous
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TABELA 2. Ryzyko powstania raka jelita grubego w przeciggu catego zycia osobnika

Ryzyko powstania raka jelita grubego
Ogdlna populacja 220 do 1:50
Jedna osoba w rodzinie w wieku > 45 lat* 17
Jedna osoba w rodzinie w wieku < 45 lat* 1 : 10
Dwie osoby w rodzinie* 1:6
Trzy osoby w rodzinie* 1:2
*Dotyczy krewnych | stopnia (na podstawie [24])

1
1

polyposis - FAP) i dziedziczna niepolipowata sktonno$¢ do powstawania rakow
okreznicy (ang. hereditary nonpolyposis colorectal carcinoma - HNPCC), ktére
predysponujg do powstawania raka [23].

HNPCC dziedziczy sie w sposOb autosomalny dominujgcy. Charakteryzuje sie
wystepowaniem licznych przypadkéw raka okreznicy u cztonkéw jednej rodziny.
W zespole nie stwierdza sie polipéw przewodu pokarmowego. Zmiany nowotworowe
pojawiaja sie u ludzi w mtodym wieku (ponizej 45 roku zycia) i sa zlokalizowane
przede wszystkim w czesci proksymalnej jelita grubego [22, 30, 43]. U chorych
z HNPCC obserwuje sie réwniez zwiekszone ryzyko wystapienia innych nowo-
twordéw, przede wszystkim btony $luzowej macicy, jajnika, zotagdka, drég moczo-
wych, jelita cienkiego i pecherzyka z6tciowego [6]. Przyczyng choroby jest defekt
w obrebie genéw kodujacych enzymy niezbedne do naprawy bitedéw poreplika-
cyjnych (mismatch repair) [22, 30, 43].

FAP jest rowniez chorobg autosomalng, dziedziczgcg sie w sposéb dominujacy.
Przecietnie wystepuje z czesto$cig 1 na 7000 os6b [22]. U chorych w obrebie
catego przewodu pokarmowego powstaje ogromna liczba (nawet okoto tysigcal)
polipéw. Przyczyna zespotu tkwi w mutacji jednego allelu genu APC (ang. ade-
nomatous polyposis coli) [39]. Osoba z pojedynczym defektem genu odziedzi-
czonym od rodzicow niekoniecznie choruje na raka. Znajduje sie natomiast w grupie
zwiekszonego ryzyka w poréwnaniu z reszta populacji. Niezbednado inicjacji procesu
nowotworowego jest somatyczna mutacja drugiego, dotagd prawidtowego, allelu
[24].

Nie leczona polipowata gruczolakowato$¢ rodzinna nieuchronnie prowadzi do
powstania raka jelita grubego. W tej chwili leczenie sprowadza sie do catkowitego
usuniecia okreznicy (kolektomia) i potgczenia jelita kretego z odbytnicg. Chorzy
przez dtugi czas pozostajg pod obserwacja, aby ewentualnie wcze$nie wykry¢ nowe
polipy iraka. Odnotowano, ze u 1/3 pacjentow po kolektomii dochodzi do catkowitej,
spontanicznej regresji polipow kornncowego odcinka jelita grubego. Mimo to zabieg
chirurgiczny nie znosi ryzyka ewentualnej transformacji nowotworowej. Wiadomo,
ze u pacjentéw z FAP dochodzi do przyspieszenia proliferacji i przesuniecia sie
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obszaru rozrodczego komorek krypt jelitowych wyzej (z ang. aberrant cryptfoci),
co koreluje z mozliwos$cig rozwoju raka.

Mutacja w obrebie genu APC nie jest jedyna, niezbedng do transformacji no-
wotworowej zmiang w obrebie genomu komorki. Zaobserwowano, ze aby komorka
ulegta przeksztatceniu w nowotworowag, musi ,uzbieraé” kilka dodatkowych mutacji,
w obrebie innych gen6éw supresji nowotworowej oraz w obrebie protoonkogenow.
Z obserwacji epidemiologicznych wynika, ze z reguty liczba tych mutacji wynosi
od 6 do 11 (rys. 2).

3. CYKLOOKSYGENAZY W RAKACH JELITA GRUBEGO

Szereg danych wskazuje, ze istnieje zwigzek miedzy zwiekszonymi: stezeniem
i aktywnos$cia cyklooksygenaz a zaawansowaniem wzrostu rakéw jelita grubego.
Juz w latach siedemdziesigtych zaobserwowano wigksze stezenie PGE-, w wycinkach
pobranych z guzéw przewodu pokarmowego niz w otaczajacej te guzy prawidtowej
$luzéwece jelit [2]. Nieco pbzniej zwrdcono uwage na to, ze w naczyniach zylnych,
drenujacych okolice nowotwordw przewodu pokarmowego stezenie PGE?2 jest zna-
cznie wieksze niz we krwi tetniczej doptywajacej do guzéw oraz ze stezenie to
jest tym wieksze, im bardziej inwazyjny jest nowotwoér [35]. W tabeli 3 przedstawiono
stezenia prostaglandyn w poszczeg6lnych stadiach rozwoju rakéw jelita grubego.

Rownolegle ze wzrostem stezenia prostaglandyn, ros$nie stezenie COX-2 w guzach
nowotworowych (tab. 3). W wiekszosci wypadkéw towarzyszy temu spadek stezenia
COX-I. Obserwacje te mogg mie¢ ogromne implikacje kliniczne, bowiem sugerujg
mozliwos$¢ zastosowania selektywnych inhibitoréow COX-2 w prewencji, a by¢ moze
réwniez w terapii nowotworow jelita grubego [27, 46].

TABELA 3. Stezenia PGE2, COX-2 i bcl-2 w poszczeg6lnych stadiach rozwoju raka jelita gru-
bego

Zrédio Stezenie PGE2 Stezenie COX-2 Stezenie bcl-2
[pg/mg tkanki]

Sluzéwka jelita grubego 147 Norma Norma

Polip 165 t

Gruczolak 227 tT TT

Rak 440 TTT TET
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RYSUNEK 2. Schemat przedstawiajacy etapy transformacji nowotworowej wjelicie grubym; progrwsja
nowotworowa wigze sie z powstawaniem w komdrkach kolejnych zmian genetycznych (mutacji);
inwazyjny rak wywodzacy sie zjelita grubego ma od 6 do 11 takich zmian genetycznych; nie wiadomo,
w ktérym momencie dochodzi do zwigkszenia produkcji COX-2

4. W JAKI SPOSOB DOCHODZI DO INDUKCJI CYKLO-
OKSYGENAZY-2?

Nadal nieznany jest mechanizm zwiekszonej produkcji COX-2 w komérkach
nowotworowych. Wzrost stezenia cyklooksygenazy-2 w nowotworach koreluje ze
stopniem zaawansowania tych zmian. COX-2 mozna wykryé w okoto 43% gru-
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czolakéw oraz w 86% rakow jelita grubego [11]. Cho¢ dotychczas nie okre$lono
precyzyjnie, w ktdrym momencie, w przebiegu transformacji w obrebie komdrek
nabtonkowych jelita grubego, dochodzi do zwiekszenia produkcji COX-2, wiele
wskazuje, ze jest to zjawisko wtérne do mutacji na przyktad w APC albo w obrebie
innych protoonkogenéw lub gendw supresorowych nowotworéw. Niewykluczone
jest rowniez, ze nabycie przez komdrki nowotworowe zdolnoSci do zwiekszonej
syntezy COX-2 jest jednym z kluczowych etapdw transformacji w obrebie jelita
grubego. Potwierdzajg to obserwacje u myszy Min/+, bedgcych modelem wyste-
pujacego u ludzi zespotu FAP (patrz nizej). Myszy Min/+, nie majg jednego allelu
APC (APCAT16/+). Jesli dodatkowo myszom tym wytgczono jeden lub oba allele
genu kodujagcego COX-2, zaobserwowano znaczne zmniejszenie liczby polipow
w przewodzie pokarmowym (tab. 4).

Zaobserwowano, ze pobudzenie komorek przez TGF-a prowadzi do indukcji
genu kodujagcego COX-2 [8]. Podobnie dziata szereg innych czynnikdéw wzrostu,
cytokin i hormondw [51], hipoksja [47], niektére promotory nowotworowe [51]
oraz sole kwasow zoOfciowych [62]. Wszystkie te czynniki dziatajg jednak na
komarki przejsciowo i nadal nie ma $cistych danych wskazujacych na to, czy zwie-
kszona ekspresja genow kodujgcych COX-2 jest wynikiem nieustannego dziatania
wymienionych substancji czy tez wynika z trwatego nabycia (na przykiad w wyniku
okreslonej mutacji) zdolnosci do zwiekszonej produkcji tego enzymu. Na potwier-
dzenie tej ostatniej hipotezy zaobserwowano, ze transfekcja komaérek nabtonkowych
pochodzgcych z jelita grubego genem kodujgcym zmutowany H-ras prowadzi do
9-krotnego zwiekszenia w tych komérkach mRNA dla COX-2 i 12-krotnego zwie-
kszenia stezenia enzymu [48].

TABELA 4. Wptyw delecji jednego lub obu alleli COX-2 na liczbe spontanicznie powstajgcych
polipéw u myszy Min/+, liczbe polipéw oceniano w 10 tygodniu zycia

Fenotypy myszy Liczba polipow % redukcji wzgledem myszy
Min/+

APC A71I6+/COX-2++ 652+198 —

APC A71I6+HCOX-2+4_ 224+123 66

APC a7l16/+/COX-2_/_ 93+98 86
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5. W JAKI SPOSOB CYKLOOKSYGENAZY SPRZYJAJA
POWSTAWANIU NOWOTWOROW?

Skoro nabycie zdolnosci do zwiekszonej produkcji COX-2 wydaje sie by¢ waznym
etapem w procesie transformacji nowotworowej warto zada¢ pytanie, w jaki sposéb
zdolno$¢ ta moze przyczynia¢ sie do powstawania nowotworow.

Po pierwsze, COX-2 moze przeksztatca¢ nieaktywne prokarcinogeny do aktyw-
nych pochodnych, wigzacych sie z DNA iindukujgcych mutacje. Jak juz wspomniano
(rys. 1), cyklooksygenazy majg dwie aktywnosci katalityczne. Podczas gdy aktywnos¢
cyklooksygenazowa jest w miare swoista wobec kwasu arachidonowego, okazuje
sie, ze aktywnos¢ peroksydazowa jest nieselektywna [25]. Obok PGG, cyklooksy-
genazy redukuja szereg innych zwiazkéw hydroperoksydowych. W reakcjach tych
donorem elektronéw moga by¢ miedzy innymi: policykliczne wodoroweglany aro-
matyczne, aflatoksyny, halogenowane pestycydy, aminy aromatyczne i fenole, ktére
ulegajg aktywacji [13]. Dos¢ istotne jest to, ze wiele sposréd wymienionych pro-
karcinogendw znajduje sie w pozywieniu. W nieobecnosci cyklooksygenaz zostatyby
one wydalone z organizmu w postaci nieaktywnej.

Innym karcinogenem powstajagcym w wyniku dziatania cyklooksygenaz jest malo-
nylodialdehyd (MDA) - produkt degradacji PGH9 [25]. Im wieksza aktywnosé
cyklooksygenaz, tym wieksza produkcja PGH i tym wieksze stezenie MDA w
tkance.

Wreszcie ostatni mechanizm prokarcinogennego dziatania cyklooksygenaz moze
polega¢ na powstawaniu rodnikdw peroksylowych w wyniku peroksydacji lipidow
[25]. Rodniki peroksylowe sg niezwykle stabilne w poréwnaniu z innymi rodnikami
tlenowymi i majg wybitng tatwos¢ dyfuzji [25]. Moga one epoksydowaé podwdjne
wigzania szeregu prokarcinogendéw, takich jak: dihydroksy-dibenzantracen i ben-
zapiren-8,8-diol, ktére nastepnie indukujg mutacje DNA [25].

Szereg danych wskazuje réwniez, ze prostaglandyny moga dziata¢ bezposrednio
na komérki nowotworowe lub na niestransformowane kolonocyty, pobudzajac ich
proliferacje. Na przyktad PGE2 zwieksza proliferacje komdrek nowotworowych
wywodzacych sie z gruczolakéw jelita grubego - HT-29 i SW1116 [40]. Podany
myszom stabilny metabolit PGE2 - dimetylo-PGE2 prawie 4-krotnie zwieksza pro-
liferacje kolonocytow [40]. Jesli prostaglandyny, produkowane lokalnie przez ko-
morki nowotworowe, moga pobudzaé proliferacje, to zmniejszenie produkcji
prostaglandyn przez niesteroidowe leki przeciwzapalne powinno te proliferacje
zmniejszyé. Zgodnie z tymi zatozeniami szereg nieselektywnych inhibitoréw cy-
klooksygenaz, takich jak: kwas acetylosalicylowy, indometacyna, sulindak, piro-
ksykam, naproksen oraz selektywnych inhibitorow COX-2 (NS-398, MF-tricyclic,
nimesulid), zmniejsza proliferacje komoérek nowotworowych, zatrzymujac je w fazie
Gl cyklu [12, 49]. Nieoczekiwanie leki te moga niekiedy hamowaé proliferacje
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komoérek nowotworowych nie majgcych cyklooksygenaz i nie produkujgcych pro-
staglandyn [16]. Ponadto, dodanie prostaglandyn do hodowli komérek zatrzymanych
w fazie G1 cyklu w wyniku dziatania indometacyny nasila, a nie znosi efekt anty-
proliferacyjny (mimo ze prostaglandyny samodzielnie dziataty mitogennie na ko-
morki nowotworowe!) [9].

Zwiekszonej produkcji cyklooksygenaz towarzyszy zwiekszenie sity adhezji do
biatek macierzy pozakomorkowej. Komorki nabtonka jelitowego szczura RIE-S
(rat intestinal epithelium) transfekowane genem dla COX-2 moga przyklei¢ sie
i rosng¢ na podtozu matrigelowym (mieszanina biatek macierzy pozakomérkowej)
i sg oporne na proapoptotyczne dziatanie kwasu mastowego [56]. Takich wiasciwosci
nie majg komorki dzikie tej linii. Im wieksze stezenie w komdrkach nowotworowych
COX-2, tym mniejsze stezenie antyapoptotycznego biatka bcl-2 i receptora dla
TGF-(32 [56]. Ekspresji genu dla COX-2 towarzyszy réwniez brak kadheryny
E [56]. Wprowadzenie do komdrek nowotworowych wywodzacych sie z jelita gru-
bego genu kodujacego COX-2 zwieksza wydzielanie przez te komérki metalo-
proteinaz 2 i 9 [57] oraz szeregu czynnikdw pobudzajgcych angiogeneze (VEGF,
bFGF, PDGF, TGF-[3, NO, endotelina-1) [58].

Produkt cyklooksygenaz - PGE2 dziata supresyjnie na uktad odpornosciowy.
Zmniejsza miedzy innymi aktywno$¢ komérek NK, LAK i cytotoksycznych lim-
focytow T, hamuje proliferacje tych komorek redukujac liczbe receptorow dla IL-2
[37].

Dane te wskazujg zatem, ze obecno$¢ COX-2 jest jednym z kluczowych etapow,
umozliwiajgcych uzyskanie przez komorki nowotworowe cech petnej ztosliwosci:
zwigkszona proliferacja, unikniecie apoptozy i anoikis (wzrost niezalezny od przy-
legania do podioza), utrata adhezji do komoérek sagsiadujgcych (utrata kadheryny
E), pobudzenie angiogenezy, bez ktérej guz nie moze urosng¢ wiekszy niz 2-3
mm3, naciekanie tkanek (wydzielanie metaloproteinaz), dawanie przerzutéw (zmniej-
szone wydzielanie prostacyklin i wzrost aktywnos$ci prokoagulacyjnej) i wreszcie
unikniecie swoistej odpowiedzi odpornosciowej.

6. CHEMOPREWENCYJNE DZIALANIE
NIESTEROIDOWYCH LEKOW PRZECIWZAPALNYCH
- OBSERWACJE U ZWIERZAT DOSWIADCZALNYCH

W ciggu ostatnich 20 lat opublikowano wiele prac, w ktérych opisano prewencyjne
dziatanie niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych w modelach zwierzecych, w
ktérych nowotwory indukowano karcinogenami chemicznymi. Prawie we wszystkich
badaniach obserwowano silne itrwajace wiele tygodni po ukoriczeniu terapii dziatanie
tych lekéw. Autorom udato sie odnalez¢ zaledwie jedng prace, w ktorej efekt chemo-
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prewencyjny obserwowano tylko w okresie podawania zwierzetom niesteroidowych
lekéw przeciwzapalnych [32], jednag publikacje, w ktorej nie wykazano prote-
kcyjnego dziatania tych lekéw oraz jedng, w ktérej zaobserwowano wzmocnienie
promocyjnego wpitywu karcinogenu na powstawanie raka skory [15].

Jednym z najcze$ciej stosowanych karcinogenéw chemicznych, indukujacych
nowotwory przewodu pokarmowego jest azoksymetan (AOM). Regularnie, 52 tygo-
dnie po dwukrotnym podaniu 15 mg/kg AOM, u 80% zwierzat doSwiadczalnych
powstajg raki okreznicy. Najczesciej sg to nieinwazyjne gruczolakoraki (okoto 60%),
ale u wielu myszy (30"40%) obserwowane sg niezwykle ztosliwe raki. Czesto
powstaje wiecej nizjedna zmiana nowotworowa. Kilka niesteroidowych lekéw prze-
ciwzapalnych (piroksykam, indometacyna, kwas acetylosalicylowy, ibuprofen, su-
lindak oraz selektywne inhibitory COX-2: celecoksib, NS398, nimesulid) zmniejsza
czesto$¢ wystepowania i liczhe zmian nowotworowych u zwierzat, ktére otrzymaty
AOM [21,41, 38]. Sulindak dziata prewencyjnie nawet wowczas, gdy jest podawany
az 14 tygodni po podaniu szczurom karcinogenu [41]. Niesteroidowe leki prze-
ciwzapalne zmniejszajg takze czesto$¢ wystepowania nowotworéw przewodu po-
karmowego, indukowanych innymi karcinogenami, takimi jak: 1,2-dimetylo-
hydrazyna, metylonitrozomocznik oraz metyloazoksymetanol (tab. 5).

TABELA 5. Podsumowanie badan, w ktérych udokumentowano chemoprewencyjne dziatanie
niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych

NLPZ Karcinogen Zwierze Rok Pozycja
literatury
Piroksykam MAM Szczur 1983 [48]
Piroksykam MNU Szczur 1984 [45]
Piroksykam AOM Szczur 1987 [53]
Piroksykam AOM Szczur 1991 [51]
Piroksykam AOM Szczur 1996 [43]
Kwas acetylosalicylowy DMH Szczur 1992 [10]
Kwas acetylosalicylowy AOM Szczur 1993 [55]
Sulindak DMH Mysz 1988 [35]
Sulindak AOM Szczur 1995 [50]
Sulfon sulindaku AOM Szczur 1997 [44]
Kwas meklofenamowy DMH Szczur 1984 [34]
Indometacyna MAM Szczur 1980 [25]
Indometacyna DMH Szczur 1980 [46]
Indometacyna MNU Szczur 1983 [41]
Indometacyna DMH Szczur 1983 [47]
Indometacyna MNU Szczur 1984 [37]
Calecoksib (SC-58635) AOM Szczur 1996 [56]
Calecoksib (SC-58635) AOM Szczur 1998 [23]

Skroty karcinogenow: AOM - azoksymetan, DMH - 1,2-dimetylohydrazyna, DMN - dimetyloni-
trozoamina, MAM - metyloazoksymetanol, MNU - A-metylo-/V-nitrozomocznik
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Warto réwniez dodaé, ze niesteroidowe leki przeciwzapalne skutecznie zapo-
biegajag powstawaniu wielu innych nowotworéw indukowanych karcinogenami che-
micznymi. Efekt chemoprewencyjny zaobserwowano w wypadku rakéw: przetyku
[25, 54], watroby [55], ptuc [44], sutka [34], skéry [26] i pecherza moczowego
[42]. Niektore niesteroidowe leki przeciwzapalne zmniejszaja rowniez ryzyko po-
wstawania rakéw jelita grubego po napromieniowaniu [36].
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Streszczenie: W ciggu ostatnich 30 lat pojawito si¢ wiele publikacji, z ktérych wynika, ze jednym z
waznych etapéw w procesie transformacji nowotworowej w obrebie przewodu pokarmowego, a szcze-
g6lnie jelita grubego, jest zwiekszenie ekspresji indukowalnego enzymu uczestniczacego w produkc;ji
prostaglandyn - cyklooksygenazy-2 (COX-2). Chociaz mechanizm tej zwiekszonej ekspresji nadal nie
zostat catkowicie wyjasniony, to fakt, iz w kolejnych stadiach progresji rakow jelita grubego dochodzi
do coraz wiekszego stezenia COX-2 oraz prostaglandyn w guzach, sktonit badaczy do zastosowania
blokujacych ten enzym niesteroidowych lekdw przeciwzapalnych w celu sprawdzenia ich potencjalnego
wplywu chemoprewencyjnego. Obecnie wiadomo, ze leki z tej grupy zapobiegaja powstawaniu nowo-
tworéw przewodu pokarmowego u zwierzat doswiadczalnych, ktérym podano karcinogeny chemiczne.
Leki te sg rowniez efektywne w zmniejszaniu liczby i rozmiaréw polipéw w modelach zwierzecych oraz
u ludzi z rodzinng gruczolakowatoscig polipowata. Istniejg réwniez obserwacije, z ktérych wynika, ze
niesteroidowe leki przeciwzapalne zmniejszajg czestos¢ wystepowania oraz $miertelno$¢ z powodu
nowotworow jelita grubego u ludzi. W pracy tej, podzielonej na dwie czesci, opisano, w jaki sposob
moze dochodzi¢ do zwiekszenia ekspresji COX-2 w komérkach nowotworowych i w jakich mechani-
zmach ta zwiekszona ekspresja utatwia progresje nowotworow (czesé I). Podsumowano réwniez wyniki
opublikowanych dotychczas obserwacji epidemiologicznych i klinicznych oraz podjeto probe wyjasnie-
nia potencjalnych mechanizméw przeciwnowotworowego dziatania niesteroidowych lekéw przeciwza-
palnych (czes¢ I).

(Postepy Biologii Komorki 1999; 26: 667-683)

Stowa kluczowe: cyklooksygenaza, rak jelita grubego, niesteroidowe leki przeciwzapalne

*Jakub Gotab jest stypendystg Fundacji Na Rzecz Nauki Polskiej.
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Summary: During the last 30 years numerous reports implicating a potential involvement of inducible
prostaglandin synthase - cyclooksygenaze-2 (COX-2) and prostaglandins in the neoplastic transforma-
tion, especially of gastrointestinal tract, have been published in the literature. Although the exact
mechanism of increased COX-2 and prostaglandins expression in tumor cells are still contentious and
highly speculative these have nonetheless prompted the evaluation of potential chemopreventive efficacy
of nonsteroidal anti-inflammatory drugs. These drugs proved chemopreventive activity in laboratory
animals that received chemical carcinogens and were also effective in reducing the size and number of
polyps in animal models and in humans with familial adenomatous polyposis. Numerous reports reveal
that nonsteroidal anti-inflammatory drugs are also capable of reducing the incidence of and mortality
from large bowel tumors. In this two part review the potential mechanisms of increased tumor expression
of COX-2 and how this increased expression might facilitate the progression of malignancy are discussed
(part ). The results of epidemiologic and clinical trials together with the mechanisms of antitumor action
of nonsteroidal anti-inflammatory drugs are summarized in part Il.

(Advances in Cell Biology 1999; 26: 667-683)

Key words: cyclooxygenase, colon cancer, nonsteroidal anti-inflammatory drugs

1. MYSI MODEL FAP | CHEMOPREWENCYJNE
DZIALANIE NIESTEROIDOWYCH LEKOW
PRZECIWZAPALNYCH

Chociaz zespot FAP odpowiedzialny jest za powstawanie zaledwie kilku procent
rakow jelita grubego u ludzi, to badania zmienionej nowotworowo tkanki jelita
grubego wykazaty, ze w 85% przypadkéw niedziedzicznych rakéw okreznicy i
odbytnicy dochodzi do mutacji genu Apc. Wydaje sie, ze jest to jeden z etapéw
inicjujacych transformacje nowotworowa w obrebie przewodu pokarmowego. Istnieje
rowniez zwierzecy model polipowatosci jelit - myszy C57BL/6J-Min/+ (Min/+),
ze zmutowang wersjg mysiego genu Apc. W ich przewodzie pokarmowym do 10
tygodnia zycia powstaje okoto 600-700 polipéw, ktére doprowadzajg do $mierci
myszy miedzy 16 a 18 tygodniem zycia z powodu anemii i niedroznosci jelitowej.
Z niewiadomych przyczyn polipy u myszy Min/+ tworza sie gtéwnie w jelicie
cienkim, podczas gdy u pacjentow z FAP zdecydowanie dominujg w okreznicy.
Niemniej jednak myszy Min/+ stanowig dobry, bo przede wszystkim jednolity ge-
netycznie model do badan wptywu réznych substancji pochodzenia egzogennego
(w tym réwniez lekéw) na mechanizmy lezace u podstaw transformacji nowo-
tworowej.

Oshimaiwsp. [31]badali obecnos¢ polipéw wijelitach myszy Min/+ ze zmutowang
wersjg genu dla Cox-2. U myszy kontrolnych z pojedynczg mutacjg genu Apc i
bez mutacji genu Cox-2 oznaczonych jako APC 7 6/+/COX-2+/+ liczba polipéw
w 10 tygodniu wynosita 652+198, u myszy z pojedynczg mutacjg genu Apc i po-
jedyncza mutacjg w Cox-2 (APCA716/+/COX-2+/~) zaobserwowano 224+123 polipy
(34% kontroli), a u myszy z pojedynczg mutacjg Apc i podwojng mutacjg w Cox-2
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TABELA 1 Wptyw delecji jednego lub obu alleli COX-2 na liczbe spontanicznie powstajgcych
polipéw u myszy Min/+, liczbe polipéw oceniano w 10 tygodniu zycia

Fenotyp myszy Liczba polipow % redukcji wzgledem myszy
Min/+

A pcA716/+/ c o x _2+/+ 652+198

Apc al'6/+/COX-2+~ 224+123 66

ApcA716/+/cox_2-/- 93+98 86

(APCAT716/+COX-2°/") byty 93198 polipy (14% kontroli) (tab. 1). Rozmiar polipow
u myszy APCAT7I6/+COX-2°/" byt znacznie mniejszy, ich $rednica nie przekraczata
2,0 mm. Ponadto u myszy APCA716/+COX-2’/’ nie znaleziono ani jednego polipa
w obrebie jelita grubego. Dla poréwnania, u myszy APCA716/+/COX-2+/~znaleziono
$rednio 2 polipy w jelicie grubym, za$ u myszy APCAT7I6/+/COX-2++ od 5, nawet
do 15 [31].

Z obserwacji tych wynika, ze obecnos¢ COX-2 jest bardzo waznym, cho¢ nie
jedynym, czynnikiem sprzyjajacym powstawaniu polipéw. Potwierdzajg to wczes-
niejsze obserwacje kliniczne. W latach osiemdziesigtych zaobserwowano, ze po-
dawanie sulindaku zmniejsza liczbe polipéw oraz ryzyko powstania nowotworéw
przewodu pokarmowego u pacjentow z FAP. Wyniki tych obserwacji znalazty takze
potwierdzenie w badaniach na zwierzetach. U myszy Min/+ leczonych sulindakiem
w dawce 320 ppm przez okres 60 dni zaobserwowano spadek liczby i $rednicy
polipéw o0 95% w porownaniu z grupa kontrolng [11]. Réwnie silny efekt tera-
peutyczny wykazata Boolbol i wsp. [7] podajac myszom w wodzie pitnej sulindak
w dawce ok. 0,5+0,1 mg dziennie, odnotowujac zmniejszenie liczby polipéw z
11,9+7,8 w grupie kontrolnej do 0,1£0,1. Okazuje si¢ jednak, ze efekt terapii wygasa
po przerwaniu leczenia. Czterdziestodniowa suplementacja diety sulindakiem z na-
stepujacg po tym czterdziestodniowa przerwg spowodowata wzrost liczby polipow
z 2,0+0,8 do 28,0+6,0, a ich $rednicy z 0,92+0,08 mm do 1,14+0,03 mm.

U myszy Min/+ leczonych piroksykamem w dawkach 0, 50, 100 i 200 ppm
przez okres 6 tygodni zaobserwowano wyrazny spadek liczby polipéw w obrebie
catego jelita cienkiego. W poréwnaniu z grupg kontrolng (17,3+2,7) liczba polipow
zmniejszyta sie do 5,2+1,2 przy dawce 50 ppm, 4,5+1,0 przy 100 ppm i 2,1+1,1
w grupie o najwyzszym stezeniu piroksykamu, tj. do 12% wartosci poczatkowej
[24]. Ritland iwsp. [38] zaobserwowali zmniejszenie 0 94,4% liczby polipow stosujgc
przez 70 dni piroksykam w dawce 200 ppm. Ta sama dawka po 170 dniach ciggtej
terapii zmniejszyta liczbe polipéw o 95,7% w pordwnaniu z grupg kontrolng.

Kwas acetylosalicylowy podawany myszom w codziennej diecie w ilosci
500 )!g, co stanowi odpowiednik przyjmowanej przez cztowieka dziennej dawki
80-110 mg, po 10 tygodniach leczenia zredukowat liczbe polipéw o 44% [4].
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Spadek liczby polipéw zaobserwowano réwniez dodajac do karmy myszy Min/+
kwas acetylosalicylowy przez okres 7 tygodni. W poréwnaniu z grupa kontrolng
(35,8+4,4) u myszy leczonych dawkag 250 ppm liczba polipéw zmniejszyta sie
do 16,0+2,3 [5].

Mimo ze najwigksze nadzieje pokladane sag w mozliwosci stosowania nieste-
roidowych lekow przeciwzapalnych w zapobieganiu chorobom nowotworowym,
istniejg dane wskazujace, iz leki te sg rowniez efektywne w przypadku juz istniejagcych
polipéw jelita. Dwudniowe leczenie sulindakiem takich polipéw doprowadzito do
regresji 19% polipéw (z 36,0£7,0 do 29,0+£3,0). Po czterodniowym leczeniu od-
notowano regresje 75% polipéw (z 36,0+7,0 do 9,0+1,0), a po dwudziestu dniach
terapii  zanotowano jeszcze dodatkowy cho¢ juz niewielki spadek ich liczby z
36,0+£7,0 do 7,0£2,0 [11]. Réwnie zadowalajace wyniki przynosi terapia piroksy-
kamem. Leczenie polipéw dawkga 200 ppm przez okres 100 dni spowodowato redukcje
ich liczby o 96% w pordéwnaniu z grupg kontrolng [24].

2. CHEMOPREWENCYJNE DZIALANIE
NIESTEROIDOWYCH LEKOW PRZECIWZAPALNYCH
U LUDZI

Wyniki prac, prowadzonych przez Kudo i wsp. oraz Pollarda i wsp. [25, 34],
wielokrotnie potwierdzone przez innych naukowcOw, staty sie punktem wyjscia
do badan epidemiologicznych oceniajacych potencjalne zmniejszenie ryzyka po-
wstania nowotworéw u ludzi przez niesteroidowe leki przeciwzapalne.

W 1983 r., a potem w 1989 r., Waddell i wsp. jako pierwsi opublikowali wyniki
swoich obserwacji, z ktérych wynika, ze sulindak zmniejsza liczbe irozmiary polipéw
u pacjentow z FAP [53, 54]. Z badan tych wynika, ze przyjmowany codziennie
sulindak w dawce 30CM100 mg przez okres 6-12 miesiecy spowodowat catkowity
regresje polipéw. Efekt terapii ustgpit jednak po przerwaniu leczenia. W innych
badaniach zaobserwowano, ze doustne podawanie sulindaku w ilosci 150 mg dwa
razy dziennie przez 9 miesiecy zmniejszyto u pacjentéw z FAP liczbe polipow
0 44% (P=0,014) i $rednice o 35% (P<0,001) w poréwnaniu z grupg kontrolng
[18]. Znaczng redukcje liczby i wielkoSci polipow odnotowata réwniez Spagnesi
1wsp. po terapii sulindakiem w dawce 100 mg dwa razy dziennie. Badaniem objeto
20 pacjentow z FAP, w tym 14 po zabiegu kolektomii. Przed leczeniem liczba
polipéw u pacjentéw po zabiegu operacyjnym wynosita 10,08+8,05, a u chorych
nie operowanych 13,5+7,8, natomiast $rednica odpowiednio 1,0£0,57 mm i
0,9+0,6 mm. Sze$cdziesieciodniowa terapia zredukowata liczbe polipéw do
2,53+3,4 u pacjentéw po IRA ido 2,5+2,4 u chorych nie operowanych. Srednica
polipow zmniejszyta sie odpowiednio do 0,57+0,54 mm i 0,5+0,4 mm.
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RYSUNEK 1 Wzgledne ryzyko zachorowania na nowotwory jelita grubego w przypadku regularnego
przyjmowania aspiryny

W roku 1988 ukazata sie praca australijskich badaczy, w ktérej wykazano korelacje
miedzy spozywaniem kwasu acetylosalicylowego a zmniejszonym ryzykiem wy-
stepowania raka okreznicy. Wykazano jednoczesnie, ze steroidowe leki przeciw-
zapalne, ktore zmniejszajg produkcje prostaglandyn, nie redukujg ryzyka
gruczolakoéw i gruczolakorakow okreznicy [26]. Najwieksze badania dotyczace sto-
sowania niesteroidowych lekdéw przeciwzapalnych w zapobieganiu rakom okreznicy
objeto ponad 600 000 os6b i wykazato odwrotnie proporcjonalng korelacje miedzy
dawka przyjmowanego kwasu acetylosalicylowego a czesto$cig wystepowania no-
wotwordw jelita grubego i zgonéw spowodowanych nowotworem [49]. Podobng
zalezno$¢ wykazato nastepnie wielu innych badaczy [19, 20, 36, 39, 40].

Warto zwrdci¢ uwage na fakt, ze zwiekszenie efektu prewencyjnego koreluje
z wydtuzeniem czasu przyjmowania niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych (rys.
1) [19, 20, 39, 40]. Silny efekt prewencyjny obserwuje sie po terapii prowadzonej
kwasem acetylosalicylowym przez okres dtuzszy niz 5 lat. Najlepsze jednak rezultaty
odnotowano u 0s6b przyjmujacych te leki ponad 10-20 lat. Jesli wzgledne ryzyko
(RR - ang. relative risk) w okresie 5-9 lat przyjmowania kwasu acetylosalicylowego
wynosi od 0,84 (95% przedziat ufnosci: 0,55-1,28) [19] do 0,6 (0,2-1,0) [40],
to w okresie p6zniejszym dla oséb przyjmujacych kwas acetylosalicylowy powyzej
dziesieciu lat RR waha sie w granicach miedzy 0,3 (0,1-0,7) a 0,56 (0,36-0,9)
[19, 40].
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RYSUNEK 2. Ryzyko zgonu z powodu raka jelita grubego w zaleznosci od czestosci spozywanego
kwasu acetylosalicylowego [49]

Najnowsze wyniki badan prowadzone przez Smalleya i wsp. [45] obejmujace
grupe ponad 100,000 os6b w wieku 65 lat i starszych dowodzg zmniejszenia ryzyka
wystapienia raka odbytnicy o 19% (RR=0,81), raka okreznicy wstepujacej o 52%
(RR=0,48) i raka okreznicy zstepujacej o 23% (RR=0,77). Niewatpliwie istnieje
takze zwigzek miedzy dawka przyjmowanego kwasu acetylosalicylowego a ewen-
tualnym rozwinieciem nowotworu i ryzykiem zgonu (rys. 2). Z badahn Thuna i
wsp. wynika, ze ryzyko to ksztattuje sie od 0,84 (0,64-1,12) dla mezczyzn i 0,92
(0,66-1,26) dla kobiet w wypadku przyjmowania mniej niz jednej tabletki (325
mg) na miesigc do odpowiednio 0,48 (0,3-0,76) i 0,53 (0,32-0,87), gdy dawka
kwasu acetylosalicylowego przekracza 16 tabletek miesiecznie [49]. Korelacja nie
jest tak wyrazna w wynikach badan opublikowanych przez Rosenberg i wsp. [39].
Moze to by¢ spowodowane przyjmowaniem kwasu acetylosalicylowego w réznych
dawkach dziennych - od p6t (162,5 mg) do 2 tabletek (650 mg), zupetnie inaczej
niz w pozostatych badaniach, gdzie regularne przyjmowanie kwasu acetylosalicy-
lowego oznaczato maksymalnie dwie lub mniej tabletek tygodniowo. W pracy Ro-
senberg i wsp. [39] nie uwzgledniono dawki 80 mg dziennie, ktérg aktualnie zaleca
sie w celu zmniejszenia ryzyka wystapienia choroby niedokrwiennej serca [39].
Wyniki przeprowadzonych do tej pory badan epidemiologicznych podsumowano
w tabeli 2.

Wiadomo, ze zaprzestanie terapii niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi na
okres dtuzszy niz rok nie tylko znosi efekt chemoprewencyjny, a nawet podwyzsza
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TABELA 2. Ryzyko zachorowania lub zgonu z powodu raka jelita grubego

PiSmiennictwo RR - kobiety RR - mezczyzni Srednie ryzyko
Kune [26] 0,49 0,58 0,53

Thun [49] 0,92-0,53 0,84-0,48

Rosenberg [40] 0,8 0,6 0,9-0,5
Rosenberg [41] 0,6-0,3
Giovannucci [20] 0,7-0,38

Giovannucci [19] 1,06-0,56

W tabeli ukazano dane dla os6b regularnie przyjmujacych kwas acetylosalicylowy (tzn. nie rzadziej
niz raz w miesigcu)

nieco ryzyko wystgpienia choroby nowotworowej jelita grubego. Efekt jest tym
bardziej dramatyczny, im diuzej przyjmowano leki przed zaprzestaniem dalszej
kuracji (rys. 3) [39, 40].

Autorom udato sie dotrze¢ do dwéch doniesien, w ktorych nie dopatrzono sie
zwigzku miedzy przyjmowaniem niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych a ry-
zykiem raka jelita grubego. W 1993 roku takie wyniki otrzymat Gann i wsp.,
prawdopodobnie jednak przyjmowana dawka leku byta zbyt mata i okres badania
zbyt krétki [17]. Regularne przyjmowanie kwasu acetylosalicylowego przez Kali-
fornijczykéw w podesztym wieku (Srednia wieku 73 lata) zwiekszyto zapadalno$é
na raka jelita grubego, raka pecherza i nerki, podwyzszyto rowniez ryzyko choroby
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RYSUNEK 3. Ryzyko wystgpienia zmiany nowotworowej w obrebiej elita grubego w rok po zaprzestaniu
dtugotrwatego leczenia NLPZ [45,46]
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niedokrwiennej serca. U pacjentow tych niejednokrotnie stwierdzano krwawienia
z przewodu pokarmowego, wrzody zotgdka i zaéme. Wyraznie wzrosta réwniez
mozliwo$¢ rozwiniecia raka nerki u mezczyzn (RR=6,28), co moze korelowac z
istotng rolg, jakg odgrywajg w nerce enzymy docelowe dla niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych.

3. MECHANIZMY PRZECIWNOWOTWOROWEGO
DZIALANIA NIESTEROIDOWYCH LEKOW
PRZECIWZAPALNYCH

3.1. Czy przeciwnowotworowe dziatanie niesteroidowych lekdw
zapalnych wynika z blokowania cyklooksygenaz?

Cho¢ istnieje wiele danych sugerujacych bezposredni wplyw niesteroidowych
lekéw przeciwzapalnych na komoérki nowotworowe, nadal wiele kontrowersji budzi
mechanizm ich dziatania. Do niedawna wydawato sie, ze za przeciwnowotworowe
wiasciwosci niesteroidowych lekow przeciwzapalnych odpowiedzialne jest bloko-
wanie cyklooksygenaz i syntezy prostaglandyn, ktore, jak juz omowiono, sg pro-
dukowane przez komérki nowotworowe i moga pobudzaé ich proliferacje. Szereg
antyoksydantéw zmniejsza produkcje prostaglandyn w komérkach nowotworowych
w wyniku blokowania transkrypcji genu dla COX-2 i wywiera tym samym efekt
antyproliferacyjny [10]. Zupetnie nieoczekiwanie okazato sie jednak, ze sulfon su-
lindaku, metabolit nie hamujgcy cyklooksygenaz, zapobiega powstawaniu nowo-
twor6w u myszy otrzymujacych karcinogeny chemiczne [47]. Zaobserwowano
rowniez, ze sulindak zmniejsza liczbe nowotworow ptuc u zwierzat otrzymujgcych
karcinogeny chemiczne, ale w ptucach badanych zwierzat wykrywano jedynie po-
chodng sulfonowgq sulindaku [32]. Na marginesie warto doda¢, ze sulindak podawany
doustnie ulega metabolizmowi w przewodzie pokarmowym w wyniku aktywnosci
flory bakteryjnej. Powstajace dwa metabolity: siarczyn i sulfon maja zupetnie od-
mienne witasciwosci. Jedynie siarczyn blokuje cyklooksygenazy (rys. 4) [27].

O tym, ze zahamowanie produkcji prostaglandyn przez niesteroidowe leki prze-
ciwzapalne nie jest gtdwnym (jeSli w ogdle jest) mechanizmem dziatania prze-
ciwnowotworowego, $Swiadczg réwniez wyniki doswiadczen, w ktérych badano
wplyw indometacyny i karprofenu na wzrost rakéw sutka u myszy. Otéz oba te
leki silnie zahamowaty produkcje prostaglandyn, ale tylko indometacyna zwolnita
wzrost guzow [27]. Wreszcie okazato sig, ze indometacyna hamuje podziaty ko-
morek nowotworowych dopiero w dawkach znacznie przekraczajagcych wymagane
do zahamowania produkcji prostaglandyn. Pochodna kwasu acetylosalicylowego,
NCX-4016, nie blokujgca cyklooksygenaz, ale indukujgca produkcje tlenku azotu
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RYSUNEK 4. Gtéwne metabolity sulindaku oraz najwazniejsze miedzy nimi réznice w dziataniu

(NO) wywiera silniejszy efekt chemoprewencyjny u szczuréw niz kwas acetylosa-
licylowy [3].

Ketoprofen, ketorolak i flubiprofen sg niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi,
pochodnymi kwasu 2-arylo propionowego, ktére wystepuja w dwoch odmianach
enancjomerycznych: S i R. Chociaz jedynie enancjomery prawoskretne (S) hamujg
cyklooksygenazy [8], obie formy w podobnym stopniu dziatajg antyproliferacyjnie
[30] potwierdzajgc, ze zahamowanie cyklooksygenaz nie jest niezbedne w ich dzia-
taniu przeciwnowotworowym. Dla pordwnania, steroidowe leki, blokujagce COX-2,
takie jak na przyktad deksametazon, nie majg dziatania przeciwnowotworowego
[27]. Sa to niezwykle wazne obserwacje w aspekcie klinicznym, bowiem do zwie-
kszenia produkcji COX-2 dochodzi w p6znych etapach transformacji nowotworowej
w obrebie jelita grubego, a wiele wskazuje na to, ze selektywne inhibitory COX-2
mogg znalez¢ zastosowanie w chemoprewencji, indukujac apoptoze komdrek we
wczesnych etapach nowotworzenia. Ponadto az w 60% gruczolakéw i w okoto
15 rakéw jelita grubego nie dochodzi do zwiekszenia produkcji COX-2.

3.2. Wptyw niesteroidowych lekéw zapalnych na proliferacje komorek
nowotworowych

Za efekt przeciwnowotworowy niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych od-
powiedzialne mogaby¢: dziatanie antyproliferacyjne, indukcja apoptozy lub nekrozy.
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Badanie wptywu niesteroidowych lekdw przeciwzapalnych na te trzy procesy nie
dato jak dotychczas jednoznacznych odpowiedzi. Wykazano miedzy innymi, ze
kwas acetylosalicylowy, piroksykam, naproksen oraz indometacyna zwiekszaty pro-
porcje komorek zatrzymanych w fazie G1 oraz zmniejszaty liczbe komorek w fazie
S [43]. Ponadto kwas acetylosalicylowy oraz indometacyna, ale nie piroksykam
i naproksen zmniejszaty liczbe komérek w fazie G2/M. Zahamowanie progresji
cyklu komérkowego korelowato ze zmniejszeniem stezenia dwdch kinaz zaleznych
od cyklin: p34oct" i p33cdk® [43]." Ustalono, ze sulindak zwieksza stezenie p53
oraz p21WAF/Cipl - biatka hamujacego progresje cyklu komdrkowego w wyniku
blokowania aktywnosci kinaz zaleznych od cyklin [21]. W odr6znieniu od po-
wyzszych obserwacji ani sulindak [13], ani NS398 [15] nie wydaja sie dziatac
antyproliferacyjnie na komorki nowotworowe. Najprawdopodobniej mechanizm ich
dziatania polega na indukcji apoptozy [34]. Podobnie, komorki nowotworowe in-
kubowane z indometacyng, piroksykamem oraz naproksenem [43], ale nie z kwasem
acetylosalicylowym [46], majg morfologiczne cechy apoptozy. Rzeczywiscie wiele
obserwacji potwierdzito, ze niektére niesteroidowe leki przeciwzapalne mogg in-
dukowaé apoptoze komdrek nowotworowych. Na uwage zastuguje rowniez fakt,
ze indukcja apoptozy przez niesteroidowe leki przeciwzapalne jest procesem nie-
zaleznym od obecno$ci cyklooksygenaz w komérce. Na przyktad sulfon sulindaku,
ktory jest 5000-krotnie stabszym inhibitorem COX od siarczynu, zaledwie 6,5-krotnie
stabiej od niego indukuje apoptoze komoérek nowotworowych (rys. 4) [33]. Nie
mniej wazny jest fakt, iz metabolity sulindaku indukujg apoptoze komérek no-
wotworowych niezaleznie od fazy cyklu, w ktoérej sie znajdujg. W odrdznieniu
od sulindaku, 5-fluorouracyl, najskuteczniejszy chemioterapeutyk w leczeniu no-
wotworéw przewodu pokarmowego indukuje apoptoze gtéwnie komorek prolife-
rujagcych [33]. NS398, selektywny inhibitor COX-2 indukuje apoptoze komorek
nowotworowych zaréwno majacych, jak i nie majagcych COX-2 [15].

Sulindak z jeszcze jednego wzgledu wydaje sie przewyzszac inne niesteroidowe
leki przeciwzapalne. Zaobserwowano, ze dziatajagc na komorki nowotworowe moze
on zmniejsza¢ produkcje cyklin A, BI [21] i DI [1], zwigksza¢ stezenie proapo-
ptotycznego biatka Bak [1] oraz zmniejszaé iloS¢ antyapoptotycznego biatka Bcl2
[50].

Kolejnym, niezwykle waznym zagadnieniem zwigzanym ze stosowaniem nie-
steroidowych lekéw przeciwzapalnych w chemoprewencji jest selektywno$¢ ich
dziatania. Hamowanie proliferacji kolonocytéw bytoby do$¢ powaznym ogranicze-
niem stosowania tych lekéw. Obserwacje kliniczne nie potwierdzajg takich obaw.
Sulindak indukuje apoptoze komorek nowotworowych w obrebie polipdw, ale nie
w zdrowej S$luzéwce jelita grubego u pacjentow z zespotem FAP [16]. Ponadto
niesteroidowe leki przeciwzapalne dziatajg tym silniej na komorki nowotworowe,
im bardziej sg one stransformowane (im wiecej majg mutacji). Kwas acetylosa-
licylowy dziata efektywniej na komdrki raka jelita grubego niz na komorki po-
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chodzgce z gruczolaka [14]. Sulfon sulindaku silniej indukuje apoptoze dzialajgc
na komdrki raka sutka majace zmutowany gen H-ras, niz dziatajac na komorki
z prawidtowym genem [48]. Podczas gdy te ostatnig obserwacje mozna wyjasnic¢
tym, ze sulindak moze bezposrednio blokowa¢ H-ras i to zar6wno jego aktywnosc
katalityczna, jak i wigzanie sie z Rafl [22], zupetnie niejasny jest mechanizm sil-
niejszego dziatania piroksykamu i selektywnego inhibitora COX-2 (SC-58125) na
komérki majgce zmutowany H-ras [42, 44]. Niezwykle interesujgcych obserwacji
dostarczyty badania wptywu niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych na komorki
nowotworowe pochodzace od pacjenta z rodzinng niepolipowatg sktonnos$cig do
powstawania nowotwordw jelita grubego (HNPCC). Charakterystyczng cechg ko-
morek nowotworowych pochodzacych od tych pacjentow jest niestabilno$¢ mikro-
satelitama, polegajgca miedzy innymi na gromadzeniu sie mutacji w regionach
mikrosatelitamych. Niestabilno$¢ te mozna mierzy¢ iloSciowo w komoérkach no-
wotworowych. W pewnym uproszczeniu mozna zatozy¢, ze im wieksza niestabilno$¢
mikrosatelitama, tym bardziej stransformowana jest komérka. Okazuje sie, ze kwas
acetylosalicylowy i sulindak indukujg tym silniej apoptoze takich komorek, im
wiecej powstato w nich mutacji. Innymi stowy, niesteroidowe leki przeciwzapalne
powoduja selekcje komorek najbardziej stabilnych genetycznie, czyli o najmniejszym
potencjale guzotwoérczym.

Pozostaje dos¢ istotne pytanie: w jaki sposdb niesteroidowe leki przeciwzapalne
indukujg apoptoze? Do$¢ interesujgcg hipoteze przedstawit Chan i wsp. (rys. 5)
[9]. Badacze ci wykazali, ze apoptoza indukowana przez niesteroidowe leki prze-
ciwzapalne jest nie tyle rezultatem zmniejszenia produkcji prostaglandyn, co zwie-
kszenia stezenia w komérkach ich prekursora - kwasu arachidonowego. Kwas ten
aktywuje obojetng sfingomielinaze, ktora dziatajgc na sfingomieline katalizuje po-
wstanie ceramidéw, a te, jak udowodniono w wielu modelach doswiadczalnych,
moga aktywowaé kaskade sygnatow prowadzacych do apoptozy. Hipoteza ta do-
skonale pasuje do obserwacji u myszy transgenicznych, nie majgcych jednego allelu
genu APC (patrz wyzej) oraz majgcych nieaktywne allele genu kodujgcego wy-
dzielniczgfosfolipaze A2 (Pla2g2a). U myszy tych powstaje 4-krotnie wiecej polipodw
niz u myszy Min/+, nie majacych jedynie jednego allelu APC [12, 29]. Jak pokazano
na rysunku 5, fosfolipaza A2 uczestniczy w produkcji kwasu arachidonowego z
lipidéw znajdujgcych sie w pozywieniu. Im mniej kwasu arachidonowego, tym
stabsza aktywacja sfingomielinazy i tym mniejsza produkcja ceramidéw. Niewy-
kluczone, ze zuzywanie kwasu arachidonowego przez COX-2, ktorej produkcja
wzrasta w komdérkach nowotworowych, jest jednym z mechanizméw sprzyjajacych
transformacji nowotworowej. Ta hipoteza znajduje réwniez potwierdzenie w ob-
serwacjach klinicznych, z ktérych wynika, ze dieta polegajgca na spozywaniu od-
powiednich lipidow, ubogich w kwas arachidonowy, sprzyja powstawaniu
nowotworéw jelita grubego [55].
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RYSUNEK 5. Jeden z potencjalnych mechanizméw indukcji apoptozy przez niesteroidowe leki przeciw-
zapalne
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3.3. Wptyw niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych na angiogeneze
oraz uktad odpornosciowy

Jak juz wspomniano, nabycie przez komoérki nowotworowe zdolno$ci do zwie-
kszonej ekspresji genu kodujgcego COX-2 prowadzi, miedzy innymi, do wzrostu
wydzielania szeregu czynnikOw proangiogennych oraz do pobudzenia wytwarzania
nowych naczyn krwionosnych. Niesteroidowe leki przeciwzapalne, hamujgc COX-2,
mogtyby zatem potencjalnie zahamowac ten proces i uniemozliwi¢ wzrost guza.
Rzeczywiscie, gastroenterolodzy juz od dawna obserwowali, ze przyjmowanie kwa-
su acetylosalicylowego prowadzi do uposledzenia angiogenezy w obrebie ziarniny,
w gojacych sie owrzodzeniach zotgdka [23]. Zaréwno selektywny inhibitor COX-2
- NS-398, jak i nieselektywna indometacyna hamujg wydzielanie czynnikéw pro-
angiogennych przez komoérki nowotworowe [51]. Indometacyna, sulindak i keto-
profen, ale nie acetaminofen (Paracetamol) lub kwas acetylosalicylowy hamujg
angiogeneze rogéwkowg u myszy, indukowang bFGF i VEGF [52]. Zwigkszajg
takze antyangiogenne dziatanie talidomidu [52] oraz IL-12 [Go#gb i wsp., praca
wystana do druku], a efekt ten koreluje ze zwolnieniem wzrostu nowotworow i
wydtuzeniem przezycia zwierzat doswiadczalnych. Inny niesteroidowy lek prze-
ciwzapalny - diklofenak, hamuje angiogeneze i zwalnia wzrost guzéw po podaniu
w postaci masci z 2,5% kwasem hialuronowym [41].

Warto réwniez zwroci¢ uwage na immunomodulujace dziatanie niesteroidowych
lekow przeciwzapalnych. Indometacyna eliminuje immunosupresyjne dziatanie pro-
staglandyn, zwiekszajac aktywnos$é¢ komaérek NK i proliferacje limfocytow T [6].
Interesujgce jest to, ze w aspekcie immunomodulujgcym niesteroidowe leki prze-
ciwzapalne nie wydaja sie dziata¢ na komorki nowotworowe, ale przede wszystkim
na makrofagi naciekajace guzy i wydzielajgce pokazne ilosci prostaglandyn. Co
prawda zaobserwowano, ze piroksykam zwigksza ekspresje czgsteczek MHC na
powierzchni komdrek nowotworowych [37], ale nie wyjasniono, czy jest to rze-
czywiscie efekt bezposredniego dziatania na komorki nowotworowe czy tez rezultat
hamowania produkcji prostaglandyn przez naciekajgce guzy makrofagi. Prostaglan-
dyny sg jednymi z najsilniejszych endogennych substancji, zmniejszajgcych liczbe
czasteczek MHC na powierzchni komdrek [2]. Niestety, wydaje sie, ze niesteroidowe
leki przeciwzapalne zdolne sg do pobudzania odpowiedzi immunologicznej oraz
wynikajgcego ztego zwolnienia wzrostu guzéw jedynie we wczesnych fazach procesu
rozrostowego. Zaobserwowano, ze je$li podawanie indometacyny rozpoczete zo-
stanie w chwili, gdy guz osiggnie wzglednie duze rozmiary, to moze nawet dojs¢
do przyspieszenia jego wzrostu. Podana we wczesnym etapie wzrostu, wywierata
silne dzialanie przeciwnowotworowe [28].
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4. PODSUMOWANIE

Z przedstawionych w tej pracy danych wynika, Zze niesteroidowe leki przeciw-
zapalne zapobiegajg powstaniu nowotworéw u zwierzat laboratoryjnych otrzymu-
jacych karcinogeny chemiczne oraz zmniejszaja liczbe i rozmiary polipéw u myszy
Min/+ oraz u ludzi z rodzinng gruczolakowato$cig polipowatg. Z badan epide-
miologicznych wynika, ze leki te zmniejszaja, nawet o 50%, czesto$¢ powstawania
oraz Smiertelno$¢ z powodu rakéw jelita grubego u ludzi. Niestety nie przepro-
wadzono dotychczas prospektywnych badan klinicznych ostatecznie stwierdzajgcych,
ze leki te majg dziatanie chemoprewencyjne. Najwieksze dotychczas tego typu
badania zostaly przedwczes$nie zakonczone ze wzgledu nasilne protekcyjne dziatanie
kwasu acetylosalicylowego, zmniejszajgce czestos¢ zawaléw serca.

Nie wiadomo, ktdére niesteroidowe leki przeciwzapalne sg najskuteczniejsze w
aspekcie chemoprewencji, w jakiej dawce powinny by¢ przyjmowane, w jakim
wieku nalezy rozpoczaé profilaktyke ijak diugo nalezy jg kontynuowaé. Miejmy
nadzieje, ze niedlugo poznamy odpowiedzi na te wazne pytania.
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PIATE EUROPEJSKIE SYMPOZJUM:
CALCIUM BINDING PROTEINS IN NORMAL
AND TRANSFORMED CELLS
NORDKIRCHEN/MUENSTER, NIEMCY, 30.07.-2.08.1998 r.

Europejskie sympozja powiecone biatkom wigzacym wapn sg organizowane co
dwa lata w roznych krajach. Spotkania te majg juz swojg tradycje i cieszg sie
zastuzong renomag wsrdod naukowcow. Pigte z kolei spotkanie odbyto sie w Nord-
kirchen koto Muenster, znanego o$rodka uniwersyteckiego potozonego w pdéinoc-
no-zachodniej czes$ci Niemiec (Westfalia, 150 km na péinocny wschéd od
Duesseldorfu i 250 km na pétnoc od Frankfurtu nad Menem). Sympozjum zgro-
madzito prawie dwustu uczestnikow i wyktadowcdw z Europy Zachodniej, a takze
z Polski, Rosji, Ukrainy, Brazylii, Australii, Japonii i Stanéw Zjednoczonych. Mu-
enster, zatozone w 792 r. pod mianem Mimigemaford, miasto o bogatej historii,
ktérej Slady widoczne sg na kazdym kroku, przezyto szczegdlnie burzliwe chwile
w okresie wojen religijnych, wojny trzydziestoletniej i, jak reszta Europy, w czasach
Il wojny Swiatowej. Obecnie jest znaczagcym os$rodkiem administracyjnym, rezy-
dencjg biskupdw, szczyci sie takze czwartym co do wielkoSci uniwersytetem w
Niemczech, w ktérym pobiera nauki 45 tysiecy studentéw. O$rodek uniwersytecki
ma bardzo bogate tradycje réwniez w badaniach nad biatkami wigzacymi wapn,
stad powierzenie organizacji sympozjum naukowcom z Muenster ma swoje uza-
sadnienie. Szczeg6lno$¢ Pigtego Europejskiego Sympozjum na temat Biatek Wia-
zacych Wapn polega nie tylko na tradycji i miejscu, gdzie zostato zorganizowane,
ale takze na tym, ze spotkanie to jest pierwszym od chwili utworzenia Europejskiego
Towarzystwa Wapniowego (ECS). W ramach programu sympozjum przewidziano
pierwsze walne zebranie cztonk6w Towarzystwa, ktdrego zadaniem byt wybér wiadz.
Powstanie Towarzystwa z siedzibg w Brukseli zostato, zgodnie z prawodawstwem
Unii Europejskiej, zatwierdzone przez kréla Alberta Il w specjalnym dokumencie
- arrété royal, podpisanym 22 wrze$nia 1997 r. i opublikowanym 15 listopada
w Moniteur Belge. Przewodniczagcym Komitetu Zatozycielskiego ECS zostat C.W.
Heizmann ze Szwajcarii, a pierwszym cztonkiem honorowym R.P.J. Williams (fot.



1), profesor Uniwersytetu w Oxford,
chemik, wybitny badacz wapnia i za-
gadnien zwigzanych z ewolucjg biatek
wigzacych wapn. Towarzystwo skupia
ponad stu badaczy z 23 krajéw euro-
pejskich, w tym z Polski, i powstato w
celu promocji tematyki wapniowej, or-
ganizacji sympozjéw, stymulacji wspét-
pracy miedzynarodowej i wymiany
informacji oraz pomocy w rozwoju tej
dziedziny i zdobywaniu $rodkéw na pro-
wadzenie badan. W trakcie trwania Pig-
tego Sympozjum w Nordkirchen komitet
organizacyjny Towarzystwa, zgodnie z
wolg uczestnikéw walnego zebrania
cztonkoéw ECS, ulegt przeksztatceniu we
wiadze Towarzystwa. Przewodniczg-
cym zostat wybrany C.W. Heizmann
(Szwajcaria), Wiceprzewodniczacym R.
Donato (Wtochy), Sekretarzem General-
nym R. Pochet (Belgia) i Skarbnikiem

fotografia I.Profesor RJ.P. Williams (z pra- J. Haiech (Francja). Osoby te, wraz F.
wej), nestor badan nad rolgjonéw wapnia w komér- Russo-Marie (Francja) i C.B. Klee

ce i honorowy cztonek Europejskiego Towarzystwa (USA) utworzyty jednoczes$nie komitet
Wapniowego, w towarzystwie jednej z uczestniczek v . . ; ” . ,
sympozjum w Nordkirchen, dr J.J. Yang z USA (z organizacyjny Szostego Sypozjum, kto-

lewej) re odbedzie sie w 2000 r. w Paryzu.
Informacje na temat Towarzystwa, mozliwosci zostania cztonkiem tej organizacji,
sympozjow naukowych oraz szeroko pojetej wspotpracy naukowej mozna uzyskac
pod adresem: Dr R. Pochet, Lab. Histology. U.L.B., Faculté de Medicine, Campus
Erasme, CP 620, 808, route de Lennik B-1070, Bruxelles, Belgium, e-mail: rpo-
chet@ulb.ac.be lub na stronie internetowej: http://ecs.u-strasbg.fr.

Program naukowy Sympozjum obejmowat pie¢ sesji posSwieconych nastepujagcym
zagadnieniom: ,,Ca +sensing an signalling”, ,,Ca~+regulated events and C2 domain
Ca binding proteins”, ,Annexins”, ,,EF hand proteins 1: calmodulin and cal-
modulin-regulated proteins” i ,,EF hand proteins 2: S100 proteins and mi-
scellaneous” (fgcznie 29 wyktadéw) i dwie sesje plakatowe. Program byt zatem
bardzo napiety, ale mnogo$¢ poruszonych zagadnieni i poziom wystapieA wyna-
grodzity uczestnikom czas spedzony w salach wyktadowych. Wykiad inauguracyjny
Kinetics of activation of capacitative calcium entry zostal wygtoszony przez J.W.
Putneya Jr. (USA), tworce teorii pojemnos$ciowego mechanizmu wnikania jon6w
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wapniado komadrek niepobudliwych (Putney Jr., J.W .: A model forreceptor-regulated
calcium entry. Cell Calcium 7, 1-12, 1986).

W trakcie obrad, szczeg6lnie wiele miejsca poswiecono niedawno odkrytym
biatkom wiazgcym wapn ifosfolipidy, zawierajgcym w swoich czasteczkach domene
C2, ktérej struktura i mechanizm wigzania jonéw wapnia r6znig sie zaréwno od
domeny "EF-hand", jak i od domeny wigzacej Ca2+ i fosfolipidy w czgsteczkach
aneksyn (tzw. annexin fold). Biatka C2 biorg udziat w tak waznych procesach
komdrkowych, jak: transport pecherzykowy, wydzielanie neuroprzekaznikdw iprze-
kazywanie sygnatéw. Zagadnienia te omodwili w swoich wystgpieniach miedzy
innymi T.C. Siidhof (USA), ktér™ wygtosit wyktad na temat synaptotagminy, biatka
odgrywajacego role receptora Ca +w procesie egzocytozy w komdérkach nerwowych
(C2-domains as universal Ca2+-binding modules: synaptotagmins and more) oraz
C.E. Creutz (USA), ktory omoéwit kopiny i trikalbiny, biatka spetniajagce prawdo-
podobnie podobng funkcje co synaptotagmina, ale w komdrkach pierwotniakéw
i drozdzy (The copines and the tricalbins: novel C2 domain-containing proteins).

Na sympozjum zorganizowano takze specjalng sesje poSwiecong rodzinie biatek
wigzacych sie z btonami w sposdb zalezny od jondéw wapnia, aneksynom. Wigkszos¢
wyktadéw w tej sesji omawiata wyniki najnowszych badan dotyczacych struktury
aneksyn, Swiadczacych, ze te rozpuszczalne biatka wigzgce wapn mogg w spe-
cyficznych warunkach tworzyé w btonie plazmatycznej i btonach organelli ko-
morkowych kanaty specyficzne dla Ca2+ (R. Huber, Niemcy, Structure andfunction
of annexins, peripheral membrane proteins and voltage regulated ion channels)
lub dla anionéw (H.T. Haigler, USA, Structure and topography of annexin XlI
on bilayers). Ta zaskakujgca wtasciwos¢ aneksyn moze mie¢ znaczenie w regulacji
homeostazy wapnia w komorce (S.E. Moss, Wielka Brytania, Regulation of cal-
cium-signaling by annexins).

Tradycyjnie wiele miejsca poswiecono biatkom, w ktérych czasteczkach wy-
stepujg domeny wigzace jony wapnia o strukturze EF-hand. Sesji dotyczacej kal-
moduliny ijej funkcji regulatorowej, a wiec na temat biatek zawierajgcych miejsca
wigzania Ca“ o klasycznej strukturze EF-hand, przewodniczyl wybitny badacz
tych biatek, twdérca paradygmatu EF-hand, R.H. Kretsinger, USA (Kretsinger R.H.,
Nockolds C.E., Coffee C.J.,, Bradshaw R.A. The structure of a calcium binding
protein from a carp muscle. Cold Spring Harbor Symp. Quant Biol. 36, 217-220,
1971). W tej czeSci szczegblne zainteresowanie stuchaczy wzbudzity wyktady J.R.
Dedmana (USA) na temat roli kalmoduliny w cyklu komérkowym zlokalizowanej
w jadrze (Targeted and spaciotemporal inhibition of calmodulin in the nucleus)
oraz C.B. Klee (USA) na temat regulacji aktywnosci zaleznej od Ca2+ fosfatazy,
kalcyneuryny, w komdrkach poddanych stresowi oksydacyjnemu (Control ofprotein
phosphorylation by calcium and oxidative stress). Biatkom S100, ktére w swojej
czasteczce zawierajg miejsca wigzania jonéw wapnia o strukturze podobnej do,
ale nie identycznej ze strukturg "EF-hand", poswiecono odbrebna sesje, ktérej prze-
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wodniczyli L. van Eldik (USA) i R. Pochet (Belgia). Organizatorzy tej sesji potozyli
duzy nacisk na udziat biatek S100 w etiologii nowotworéw i innych choréb (R.
Barraclough, Wielka Brytania,"Calcium binding protein S100A4 (p9Ka) and mutants
of cancer ce lls A. Polans, USA, "ldentification and differential expression of
calcium binding proteins associated with occular melanom aC. Sorg, Niemcy,
"Novel function of MRP8 and MRP14 in inflammatory reactions"). Szczegdlina
rola, jakg odgrywajag w komdrce biatka S100, polega na tym, ze jakkolwiek po-
winowactwem do Ca2+ biatka te przypominajg kalmoduling, ale inne cechy zblizajg
je raczej do aneksyn i biatek zawierajgcych domene C2.

Pewnym zaskoczeniem maogt by¢ fakt tylko niewielkiego udziatu w sympozjum
badaczy zajmujacych sie biatkami transportujacymi jony wapnia w komorce (M.
Treiman, Dania, CAT, afluorescent analogue of thajjsigargin, is a potent inhibitor
and a conformational probe of skeletal muscle Ca -ATPase). Tematyce tej po-
Swiecono takze niewiele miejsca w czasie sesji posterowej. Wsrod ponad stu plakatéw
zgtoszonych nasympozjum tylko kilkaomawiato ATPaze transportujgcajony wapnia,
wiekszo$é dotyczyta réznych aspektow badan nad klasycznymi biatkami EF-hand,
biatkami S100 i nad aneksynami.

Zastanawiajgc sie, na podstawie wynikow zaprezentowanych w Nordkirchen,
nad kierunkami, w jakich zmierzajg obecnie badania nad biatkami wigzacymi wapn,
wydaje sig, ze jednym z podstawowych jest udziat tych biatek w réznego rodzaju
patologiach i stanach chorobowych. Swierdzono na przyktad, ze u podtoza migreny
lezy m.in. mutacja w podjednostce 1A zaleznego od napiecia kanatu wapniowego
typu P/Q (R.R. Frants, Holandia, "Migraine and ataxia: episodic and chronicfeatures
ofneuronal CACNA1A channelopathies"). Wykazano réwniez, ze dziedziczne cho-
roby zwigzane z zaburzeniami homeostazy wapnia w ptynach ustrojowych, wywotane
sa przez mutacje receptora wapnia zewnatrzkomorkowego - CaR (calcium-sensing
receptor), prowadzace w konsekwencji do nieprawidtowos$ci w gospodarce wa-
pniowej organizmu (R.V. Thakker, Wielka Brytania, "Molecular genetics and di-
sorders ofthe calcium-sensing,). W poréwnaniu zatem z poprzednimi europejskimi
Sympozjami na temat biatek wigzacych wapn (trzecim w Zurichu, 1994 r., patrz
R.J.P. Williams: ,,Calcium-binding proteins in normal and transformed cells, meeting
report”, Cell Calcium 16, 339-346; czwartym w Peruggi, 1996 r., patrz Williams
R.J.P.: ,,Calcium binding proteins in normal and transformed cells, meeting report”,
Cell Calcium 20, 87-93), Pigte Sympozjum w Muenster (patrz Williams R.J.P.:
»Calcium in health and disease, meeting report”, Cell Calcium 24, 233-237) dobitnie
wskazuje na znaczenie, jakie ma zachowanie homeostazy wapnia w organizmie
i jakie ma udziat ré6znorodnych wzajemnie powigzanych biatek wigzacych wapn
(ponad 100 w organizmie cztowieka) w tym procesie.

W trakcie trwania sympozjum ogtoszono konkurs na najlepszy plakat prezen-
towany w Nordkirchen. Nagrode ufundowato Europejskie Towarzystwo Wapniowe.
W komisji oceniajgcej wziety udziat Panie Profesor C.B. Klee z USA, L. van
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Eldik zUSA, A. Lewit-Bentley z Francji
i F. Russo-Marie z Francji. Mito jest
nam poinformowac¢ Czytelnikow, ze
dwie réwnorzedne nagrody ECS przy-
znano D. Marilley i B. Schwallerowi
z Instytutu Histologii i Embriologii
Ogdlnej we Fribourgu (Szwajcaria), za
plakat Calretinin and its alternatively
splicedform calretinin-22k have distinct
functions in the control of colon ade-
nocarcinoma cell growth oraz J. Ban-
dorowicz-Pikule i S. Pikule z Instytutu
Biologii DoSwiadczalnej im. Marcelego
Nenckiego PAN w Warszawie za plakat
Adenosine 5-triphosphate - a new re-
gulator of annexin VIfunction (fot. 2).
Wyréznienie Towarzystwa otrzymat
réwniez C. Sorg wraz z zespotem ba-
daczy z Uniwersytetu z Muenster za

cykl plakatéw na temat biatek MRP8 o

i MRP14 i ich roli h | FOTOGRAFIA 2. J. Bandorowicz-Pikuta, laureat-
' ric Iro I W procesach zapal- 1, nagrody Europejskiego Towarzystwa Wapnio-
nych. Wreczenie nagrod Towarzystwa wego za najlepszy plakat prezentowany na

miato bardzo uroczysty charakter i byto ~ Sympozjum

potaczone z bankietem, ktory zostat zor-

ganizowany na terenie skansenu wiejskiej architektury niemieckiej z przetomu XVII
i XVIIIl wieku (Miihlehof), potozonego nad przepieknym jeziorem Aasee. W trakcie
uroczystosci przyznano réwniez honorowe cztonkowstwo Towarzystwa C.B. Klee,
za szczegOlne zastugi w powstaniu iorganizacji ECS. Ws$réd innych pozanaukowych
atrakcji sympozjum organizatorzy przewidzieli wycieczke do Muenster potgczong
z wizytg na ulicy tzw. kuchni piwnych, ktére jeszcze w XIX wieku, ze wzgledu
najako$¢ dostarczanej do miasta wody i mozliwos$¢ zarazenia groznymi chorobami,
warzyly dla mieszkaricow Muenster znakomite piwo jako jedyne zrédio ptyndéw
dla rodziny na caty dzien.

Pigte Sympozjum zorganizowane byto na terenie starej siedziby rodowej przy-
pominajgcej zarowno architektura, jak i otoczeniem miniaturowy Wersal (fot. 3).
Miasteczko Nordkirchen takze zachwycato ciszg, czystos$cia i uprzejmoscig mie-
szkancdw, co przyczynito sie do wspaniatej atmosfery panujacej na sympozjum.
Wszyscy uczestnicy sympozjum byli zachwyceni zarébwno poziomem merytory-
cznym sesji naukowych, mozliwoscig przeprowadzenia interesujgcych dyskusji z
najwiekszymi autorytetami badan nad wapniem oraz nawiazania ciekawych kon-
taktow, jak i wspaniatym otoczeniem, oprawg sympozjum igoscinnoscig gospodarzy.
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FOTOGRAFIA 3. Widok ogdlny na kompleks patacowy w Nordkirchen, w ktérym odbywaly sie obrady
Pigtego Europejskiego Sympozjum na temat Biatek Wigzacych Wapn

SzczegO6lne podziekowania nalezg sie w tym wzgledzie profesorom V. Gerke z
Uniwersytetu w Muenster i R. Pochetowi z Brukseli.

Mite wspomnienia dla uczestnikow z Polski to takze spotkania z naukowcami
polskiego pochodzenia, profesorami M. Treimanem z Kopenhagi i K. Palczewskim
z Waszyngtonu. Niewatpliwie kazdy z nas zachowa nadzieje ponownego spotkania
w tym gronie na Széstym Sympozjum na temat Bialek Wigzgcych Wapn, ktore
odbedzie sie w Paryzu, w roku 2000.

Joanna Bandorowicz-Pikuta, Stawomir Pikuta

Redaktor prowadzacy - J. Kuznicki
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PIATE MIEDZYNARODOWE SEMINARIUM:
MEMBRANE SKELETON - REGULATORY
FUNCTION IN NORMAL AND ABNORMAL CELLS
SZKLARSKA POREBA/WROCLAW, 11-13.06. 1998 r.

Pigte Seminarium poswiecone szkieletowi podbtonowemu, kolejne spotkanie z
serii miedzynarodowych seminariéw biologii molekularnej, organizowanych co roku
dla upamietnienia profesor W. Mejbaum-Katzenellenbogen, odbyto sie tym razem
w Szklarskiej Porebie, w bardzo goscinnym, pieknie potozonym i oferujagcym dobrg
kuchnie hotelu Olimp. Sponsorami seminarium byly m.in. Ministerstwo Edukacji
Narodowej, Polska Sie¢ Biologii Molekularnej i Komérkowej UNESCO/PAN i
Uniwersytet Wroctawski. Seminarium zostato zorganizowane przez profesora A.F.
Sikorskiego z Uniwersytetu Wroctawskiego, przy wspotudziale profesorow S.R.
Goodmana (Mobile, USA) iJ. Szopy (Wroctaw). Program seminarium obejmowat
trzy sesje naukowe:

Erythrocyte membrane skeleton and its defects in pathological red cells,

- Erythropoiesis and dyserythropoiesis,

- Membrane skeleton ofnonerythroid cells and its deffects oraz

- Participation ofmembrane skeletal proteins in signal transdusction and other

regulatory roles.

tacznie zaplanowano dwadzie$cia osiem 30- i 40-minutowych wystapien i sesje
posterowg obejmujgca okoto 40 doniesien. Z przewidzianych wyktadoéw nie odbyt
sie tylko jeden, jednak nie z winy organizatoréw, ale warunkéw pogodowych, ktére
uniemozliwity dotarcie wyktadowcy. Te drobng niedogodnos$¢ wynagrodzili ucze-
stnikom seminarium (okoto 70 os6b) inni wybitni specjalisSci z USA, Niemiec,
Francji, Witoch, Wielkiej Brytanii, Szwecji, Finlandii i Stowenii, wséréd nich tak
znani badacze, jak: S.R. Goodmann (Mobile, USA), J.H. Hartwig (Boston, USA),
S.B. Shohet (San Francisco, USA), J. Delaunay (Le Kremlin-Bicetre, Francja),
V. Bennett (Durham, USA), N. Mohandas (Berkeley, USA), D. Aunis (Strasbourg,
Francja) i V. Gerke (Muenster, Niemcy). Fakt, ze tak wielu znakomitych badaczy
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FOTOGRAFIA: Uczestnicy Pigtego Seminarium Biologii Molekularnej na temat Organizacji Cytoszkie-
letu przed hotelem Olimp, w Szklarskiej Porebie

przyjeto zaproszenie, jest osobistym sukcesem A.F. Sikorskiego, ale dowodzi réw-
niez, naszym skromnym zdaniem, coraz wiekszego zainteresowania, jakie budzi
nasz kraj w $rodowisku naukowym zagranicg zarOwno przemiany polityczne w
Polsce, jak i zmiany w samej nauce. Nic dziwnego, ze dla wielu gosci z USA
i Europy Zachodniej, spotkanie w naszym kraju z tak wieloma kolegami z catego
Swiata byto nie lada zaskoczeniem; jeden z uczestnikow seminarium wyrazit taka
opinie explicité, dziekujgc organizatorom za Swietny program naukowy seminarium.

Wyk#tad inaugurujgcy seminarium, wygtoszony przez S.R. Goodmanna (The spec-
trin membrane skeleton: a key element in sickle cell disease), dotyczyt interesujgcego
zagadnienia wptywu N-acetyl cysteiny, stosowanego klinicznie antyoksydanta, na
odwracanie zmian patologicznych powstajacych w cytoszkielecie erytrocytéw przyj-
mujacych ksztatt sierpowaty (tzw. irreversibly sickled cells). Kontynuujac te te-
matyke S.B. Shohet, San Francisco, USA, omoéwit najnowsze osiagniecia dotyczgce
wptywu konformacji biatka pasma trzeciego na powstawanie zmian patologicznych
polegajacych na wzroscie adhezji erytrocytéw do nabtonka wysScietajgcego Sciany
naczyn krwionos$nych (Never facets of sickle cell adhesiveness). Charakterystyce
ogo6lnej organizacji cytoszkieletu poswiecone byty wyktady J.H. Hartwiga, Boston,
USA (The structure ofthe resting and activated platelet cytoskeleton) i M. Hortscha,
Ann Arbor, USA (The LI family of neural cell adhesion molecules - linking cell
adhesion to membrane skeleton organization). Interesujgce wyktady dwdch badaczy
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zajmujagcych sie aneksynami dotyczyly mechanizmdw egzocytozy (D. Aunis Stras-
bourg, Francja: Regulation of exocytosis by cytoskeleton in neuroendocrine cells)
i roznych aspektow regulacji transportu pecherzykowego w komdrce (V. Gerke,
Muenster, Niemcy: Annexins and membrane dynamics). Wiele uwagi poSwiecono
szczegbtowej analizie rédznych biatek cytoszkieletu, m.in. ankiryny (V. Bennett,
Durham, USA: Molecular physiology of ankyrins: lessons from ankyrin A and
ankyrin knock-out mice), biatka 4.1 (N. Mohandas Berkeley, USA: Protein 4.1
and its homologues - function in erythroid and non-erythroid cells) i spektryny
(K. Djinovic-Carugo, Heidelberg, Niemcy: Crystal structure of F-actin binding
domainfrom human (3spectrin; R.l. MacDonald, Evanston, USA: Structural studies
of cloned segments of chicken brain ~-spectrin; A.J. Baines, Canterbury, Wielka
Brytania: Beta Il spectrins and fodaxins: interacting proteins in many tissues).
Rozwazaniom tym towarzyszyty wyktady na temat analizy zmian molekularnych
cytoszkieletu w stanach patologicznych (B. Pace, Mobile, USA: Modulated human
globin gene expression: rolefor antisense expression vectors', E.J. Luna, Shrewsbury,
USA: Actin-binding proteins in motile cells', J.C. Pinder, London, Anglia: The
muscles ofmalaria’', A. Wahlin, Umea, Szwecja: Congenitaldyserythropoieticanemia
type IIP, S.N. Wickramasinghe, London, Anglia: New information of congenital
dyserythropoietic anemia. Type I; J. Delaunay: Hereditary dehydrated stomato-
cytosis: recent advances', S. Eber, Getynga, Niemcy: Hereditary elliptocytosis. In-
fluence of trans-acting low expression alleles on disease severity', M.C. Lecomte,
Paris, Francja: Tisssue-distribution of two alpha fodrin isoforms: characterization
and study of their sensitivity to calpain).

Cze$¢ wyktadéw dotyczyta wptywu fosfolipidéw i wapnia na organizacje cyto-
szkieletu (L. Backman, Umea, Szwecja: Calcium in spectrin function’, S. Svetina,
Ljubljana, Stowenia: Cytoskeleton-bilayer interaction and red blod cell shapes’,
A.F. Sikorski, Wroctaw: Interactions ofspectrins with phospholipids: possible phy-
siological role). Duze zainteresowanie uczestnikow seminarium wzbudzity rowniez
wyktady na temat roli biatek cytoszkieletu w transporcie pecherzykowym miedzy
btonami endoplazmatycznego retikulum iaparatu Golgiego (E.S. Sztul, Birmingham,
USA: Molecular events during ER to Golgi membrane traffic: role of cytoskeletal
proteins; K. Beck, Davis, USA: A spectrin membrane skeleton ofthe Golgi complex).
Streszczenia zardwno wyktaddw, jak i posterdw opublikowano w wydawanym przez
profesoréw J. Szope, A. Kozubka i A.F. Sikorskiego oficjalnym czasopismie Pol-
skiego Towarzystwa Biologii Komorki Cellular and Molecular Biology Letters,
tom 3, zeszyty 2 i 4 z 1998 r.

ZarOwno z przebiegu sesji naukowych oraz - dyskusji, jak i opierajgc sie na
opiniach kuluarowych mozna z catym przekonaniem stwierdzi¢, ze naukowy poziom
seminarium zorganizowanego w Szklarskiej Porebie byt bardzo wysoki. Towa-
rzyszyty mu mita atmosfera roztaczana przez organizatoréw i fachowa pomoc ich
mtodych kolegéw, pracownikéw naukowych i studentéw z Uniwersytetu Wroc-
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tawskiego. Cho¢ pogoda niedopisata, wieczorne spotkania towarzyskie przyczynity
sie do nawigzania wielu przyjaznych kontaktéw, tak ze niektérzy uczestnicy z
wyraznym zalem opuszczali goscinne podwoje hotelu Olimp. Nalezy przypuszczac,
ze seminaria tego typu wejdg na state do kalendarza miedzynarodowych spotkan
naukowych. Ich kameralno$¢, dobra organizacja i wybor miejsca spotkania gwa-
rantujg zainteresowanie uczestnikéw réwniez w przysztosci. Wiecej informacji na
temat seminariow mozna zdoby¢ pod adresem:

Instytut Biochemii i Biologii Molekularnej, Uniwersytet Wroctawski,
ul. Przybyszewskiego 63/77, 51-148 Wroctaw,
fax: (071) 3252930, e-mail: mejsem@angband.microb.uni.wroc.pl,
strona internetowa: http://www.microb.uni.wroc.pl.

Joanna Bandorowicz-Pikuta i Stawomir Pikuta

Redaktor prowadzgcy - J. Kuznicki
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KOMUNIKAT

Uprzejmie informujemy, ze Komisja Biologii Starzenia PAN oraz Redakcja ,,Po-
stepéw Biologii Komorki” organizujg w dniu 27 listopada (sobota) 1999 roku w
Warszawie (Instytut Biostruktury Akademii Medycznej, ul. Chatubinskiego 5, sala
im. Paszkiewicza, godz. 11-15) jednodniowg konferencje naukowo-szkoleniowa
na temat:

STARZENIE SIE W ASPEKCIE KOMORKOWYM

Program:
+ 1. Andrzej MySliwski: Wprowadzenie
e 2. Ryszard Olinski, Marek Jurgowiak: Wolnorodnikowe modyfikacje zasad azotowych
DNA i ich rola w procesie starzenia sie i chorobach wieku podesztego
. 3. Tomasz Bilinski: Rola mechanizméw antyoksydacyjnych w procesie starzenia sie -
Badania modelowe
. Przerwa na kawe

e 4 Jolanta Mysliwska: Zmiany ekspresji receptoréw na powierzchni limfocytéw w pro-
cesie starzenia sie cztowieka

e 5 Maciej Kurpisz: Komorki gonady meskiej w procesie starzenia sie

* 6. Zbigniew Kmieé: Zwigzane ze starzeniem modyfikacje w dziataniu hormondéw uwa-
runkowane zmianami na poziomie receptorowym i efektorowym

« 7.Podsumowanie

Wpisowe konferencji wynosi 5,- zt, za co uczestnik otrzymuje suplement z dru-
kowanymi wyktadami, nie jest wymagane wczes$niejsze zgtoszenie sie. Dodatkowe
informacje mozna uzyskaé¢ pod adresami:

Komisja Biologii Starzenia PAN, Katedra Histologii i Immunologii AM
w Gdansku, ul. Debinki, tel. (58) 3491430, fax (58) 3023673;
e-mail: zkmiec@amedec.amg.gda.pl

Zaktad Cytologii Klinicznej CMKP, ul. Marymoncka 99,

01-813 Warszawa, tel. 834 68 47, 8340344, fax 8340470;
e-mail: jkawiak@ cmkp.edu.pl

prof. dr hab. Jerzy Kawiak prof. dr hab. Andrzej Mysliski prof. dr hab. Zofia Osuchowska
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Wskazowki przygotowania rysunkow i streszczen do publikacji w PBK

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny by¢ napisane w Wordzie, wersja 6,0 lub
wczesniejsza. Jesli w tekst zostaty wstawione rysunki, powinny one zosta¢é umieszczone
osobno na dyskietce. Powinny to by¢ albo mapy bitowe (.TIF, .PCX), albo pliki z Corela,
wersja 5,0 lub wczedniejsza. Kazda wersja Worda lub Corela pozwala na zachowanie pracy
w formacie wersji wcze$niejszej.

Cennik odbitek prac dla Autorow w 1997 r.

Liczba odbitek 50 100 200 400
Cena zt 40,00 60,00 80,00 100,00

Zamowienie na odbitki musi by¢ ztozone wraz z przestang korektg pracy.
Wprowadzamy nowy standard streszczen w ,,Postepach”. Streszczenie po polsku bedzie

jak dotychczas pierwsze przed streszczeniem w jezyku angielskim. Streszczenie ma mie¢
nastepujgca strukture:

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

Takie streszczenia standardowe mogg by¢ wazne, gdyz obecnie czyta sie je komputerowo.
Tre$¢ streszczenia zacheca badz nie zacheca do przeczytania catego artykutu.
Prosimy réwniez Autordw o podawanie adresow e-mail, o ile je maja.

Warunki prenumeraty kwartalnika POSTEPY BIOLOGII KOMORKI
Prenumerata na rok 1999

Redakcja przyjmuje optate prenumeraty za rok 1999 pod adresem:
FUNDACIJA BIOLOGII KOMORKI I BIOLOGII MOLEKULARNEJ, ul. Marymoncka 99,
01-813 Warszawa, tel. 8340 344, fax. 8340 470, email: jkawiak@ cmkp.edu.pl
na konto: FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI | BIOLOGII MOLEKULARNE]J,
ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa,;
Bank Polska Kasa Opieki S. A., IV O/Warszawa 12401053-40006576-2700-401112-001.
Cena prenumeraty rocznika na rok 1999:
dla instytucji (bibliotek) wynosi 60 zi,
a dla odbiorcéw indywidualnych 20 zt.

Subscription orders for POSTEPY BIOLOGII KOMORKI for 1999 should be placed at
local press distributors or directly at Editorial Board of

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI, Marymoncka str. 99, 01-813 Warszawa/Poland,

tel. 8340 344, fax. 8340 470, email: jkawiak@ cmkp.edu.pl:

On account: FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI I BIOLOGII MOLEKULARNE]J,
ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa;
Bank Polska Kasa Opieki S. A., IV O/Warszawa, No 12401053-40006576-2700-401112-001.

Price per year 20 dollars USA
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INFORMACJE DLA AUTOROW

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI drukuja artykuty przegladowe z zakresu najnowszych osiggnieé biologii
komarki, nie publikowane dotad w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadajg za $cisto$¢ podawanych informacji.
Obowiazuje 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
specjalnos$ci (adresy na 2 str. oktadki), a do Redakcji w Warszawie tylko te artykuty, ktére nie odpowiadajg zadnej z
wymienionych specjalnosci.

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczaja:

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

2) doniesienia z ostatniej chwili na3-5 stronach maszynopisu z kilkoma pozycjami bibliograficznymi ostatniego roku (liczac od
daty wystania do redakgji);

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

Tekst pracy i zatgczniki nalezy przesyta¢ w dwdch egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ pisany jednostron-
nie na papierze formatu A4 w uktadzie normalnym 1800 znakéw na stronie. Ostateczna wersja tekstu i rysunki
(wskazéwki s. 696) powinna by¢ przystana na dyskietce 3,5" jako plik (file) Windows lub ASCII. Pierwsza strona
nie numerowana przeznaczona dla redakcji winna zawiera¢: imiona, nazwiska, tytuty naukowe autoréw i adresy: w
pracy, domowy wraz z telefonem i e-mail, tytut pracy wjezyku polskim i angielskim oraz liczbe stron maszynopisu,
iiczbe tabel i rysunkéw. Na pierwszej (numerowanej) stronie nalezy poda¢ kolejno tytut pracy w jezyku polskim i
angielskim, imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska autoréw, nazwe zaktadu naukowego, nazwisko i adres autora
prowadzacego korespondencje, informacje o dofinansowaniu pracy oraz skrét tytutu (do 40 znakéw). Nastepna strona
powinnazawiera¢ wjezyku polskim iangielskim streszczenie (do 1str.) oraz stowakluczowe - 3 do 10 stdw zgodnych
z terminami w Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile sa tam zawarte. W tytule i streszczeniu mozna
stosowac jedynie powszechnie przyjete skroty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy rozpocza¢ od nowej strony. W tek$cie
nie zamieszczaé tabel, schematéw lub rysunkéw, ajedynie zaznaczy¢ otdwkiem na marginesie ich lokalizacje (np.
tab. 1, rys. litp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane i numerowane rozdziaty oraz podrozdziaty.
Od nowej strony nalezy podac¢ spis literatury. Skroty nazw czasopism podawac nalezy wedtug Index Medicus (listy
czasopism publikowane sga corocznie w numerze styczniowym). Powotanie w teks$cie nastepuje przez podanie
kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym ( np. [5]). Spis literatury nalezy zestawié
alfabetycznie wedtug nastepujacego wzoru:

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

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

Tabele, opisy schematéw irysunkéw powinny by¢ zatagczone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki musza
by¢ wykonane w postaci nadajacej sie do reprodukcji. Fotografie powinny by¢ kontrastowe i wykonane na
btyszczacym papierze. Wymiary poszczeg6lnych rysunkéw, schematéw i fotografii nie moga przekracza¢ 125 x 180
mm lub ich potowy. Jezeli zataczniki sa zapozyczone z innych Zrédet, nalezy podaé, skad zostaty zaczerpnigte i
dotaczy¢ zgode autora i wydawnictwa na reprodukcje, jezeli materiaty te zamieszcza sie w niezmienionej formie.
Wszystkie zataczniki musza by¢ opatrzone na odwrocie nazwiskiem pierwszego autora i oznaczeniem gory i dotu
ilustracji. Stosowane jednostki miar musza by¢ zgodne z uktadem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrétéw uzgodnionych z autorem. Autor zobowigzany jest do wykonania korekty
autorskiej i zwrdcenia jej w ciggu doby. Koszty, spowodowane wigkszymi zmianami tekstu wprowadzanymi w korekcie poza
poprawkami btedéw drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymuja bezptatnie 1egz. zeszytu PBK z opublikowang praca oraz moga
zamoéwic odbitki odptatnie odsytajac korekte, cennik w PBK. Redakcja prosi o propozycje do 5 0séb (nazwisko, imig, adres, fax), ktére
bytyby odpowiednimi recenzentami maszynopisu, nie powinny jednak by¢ pracownikami instytucji, w ktérej pracuje autor, ani jego
wspotpracownikami. Poprawiong po recenzji wersje pracy nalezy zwrdci¢ do redakcji koniecznie w ciggu 30 dni. Redakcja zrezygnuje
z publikacji maszynopisu, ktérego autorzy do 30 dni nie odpowiedzg na list redaktora.

Redakcja prosi takze gtdwnego Autora o dotaczenie do maszynopisu podpisanej odpowiedzi na nastepujace pytania:

Dotaczono 2 kopie maszynopisu, Tres$¢ pracy nie byta uprzednio publikowana i nie zostata

tabel irycin. tak nie wystana do innej redakcji. tak nie
Wszyscy Autorzy znajg i akceptujg prace, tak nie Dotlagczono kopie pracy na dyskietce z podaniem nazwy

Jest zgoda oso6b, ktérych informacje niepubli- pliku iuzytego programu edycyjnego z komputera IBM tak nie

kowane sg zamieszczone w tek$cie artykutu falc nie Odpowiadam za cato$¢ pracy opisanejw zat. maszyn, tak nie
Wyrazam zgode na to, ze artykutpo przyjeciu do druku w "Postepach Bioiogii Komérki" przechodzi na wtasno$é¢ reda-
kcji ijego reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpis
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