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W TYM ZESZYCIE PBK

Wyciszanie RNA jest procesem, w ktdrym dochodzi do degradacji w ko-
markach roslin wybranych czgsteczek RNA. Mechanizm ten odgrywa klu-
czowa role w dwéch niezwykle waznych dla roslin procesach: w potran-
skrypcyjnej regulacji ekspresji gendéw i w obronie roslin przed infekcja wi-
ruséw. W identyfikacji wtasciwych do degradacji czasteczek RNA biorg
udziat krotkie fragmenty RNA o dlugosci 21-25 nukleotyow oraz roslinna
rybonukleaza. Wiecej na ten temat znajdzie Czytelnik na stronie 75 tego
Zeszytu.

Na stronie 167-186 sadyskutowane DNA ibiatka centromerowe. Wspél-
ng cechg dotagd zbadanych DNA centromerowych jest obecnos¢ uktadow
tandemowych. Pewne ogolne podobienstwo sekwencji centromerowego
DNA stwierdza sie w rzedzie naczelnych, a takze u spokrewnionych
gatunkéw roslin wyzszych.

Kaspazy sa egzekutorami procesu programowanej $mierci komoérki. Za
opisanie regulacji genetycznej tego]brocesu Nagrode Nobla z Fizjologii i
Medycyny w roku 2002 otrzymali Sydney Brenner, Robert Horovitz i John
E. Sulston. Moze réwniez dlatego warto zajrze¢ na strone 129 tego ze-
szytu, gdzie podsumowano osiagniecia badan nad mechanizmami akty-
wacji, gtbwnymi substratami kaspaz i regulacja ich aktywnosci..

Komarki watroby petnig r6zne funkcje, co wigze sie tez z ich lokalizacja.
Na stronie 47 rozpoczyna sie dwuczesciowy artykut o roli komorek gwiaz-
dzistych w regulacji funkcji watroby.
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PROFESOR MIROSELAW MOSSAKOWSKI:
NEUROBIOLOG - INTUICJONISTA | WIZJONER
WSPOMNIENIE

IN MEMORIAM: PROFESSOR MIROSEAW MOSSAKOWSKI
A NEUROBIOLOGIST WITH INTUITION AND VISION

Jan ALBRECHT

Zaktad Neurotoksykologii, Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
im. M. Mossakowskiego PAN, Warszawa

Streszczenie:Niniejszy artykut posSwiecony jest osiggnieciom naukowym Profesora Mirostawa M ossa-
kowskiego, zmartego rok temu wybitnego neurobiologa-neuropatologa, wieloletniego dyrektora Cen-
trum Medycyny Dos$wiadczalnej i Klinicznej Polskiej Akademii Nauk, od 1998 r. do chwili $mierci
Prezesa Polskiej Akademii Nauk. Przytoczone fakty z zycia naukowego Profesora, uzupetnione reflek-
sjami z kontaktéw osobistych oraz odniesieniami do aktualnego stanu wiedzy w dziedzinach zaintere-
sowania Profesora, a na tym tle osiagnie¢ badawczych Jego uczniéw, dokumentuja Jego niezwykta
intuicje naukowa, a szczeg6lnie dar przewidywania przysztosciowych kierunkéw badan nad fizjologiag
i patologia mozgu.

Stowa kluczowe: mézg, astrocyty, niedokrwienie, niedotlenienie, encefalopatia watrobowa, biosynteza
biatek.

Summary.Thz present paper is devoted to the scientific achievements of Professor Mirostaw M ossa-
kowski, a leading figure in neuropathology and neuroscience who passed away a year ago. Professor
Mossakowski was Director of the Medical Research Centre of the Polish Academy of Sciences for
more than a quarter of a century, and held the post of a President of the Academy from 1998 until his
last days. Facts from his professional life are presented in the context of the up-to-date state of the art
of the areas of his interest and of the achievements of his scholars, and painted with the authors’
experiences derived from the personal contacts with his mentor. The treatise is aimed at documenting
Prof. Mossakowski’s extraordinary intuition in various areas of neurobiology, in particular his gift to
foresee the future lines of research on the physiology and pathology of the central nervous system.

Key words: brain, astrocytes, ischemia, hypoxia, hepatic encephalopathy, protein biosynthesis.
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W dniu 26 grudnia ubiegtego roku odszedt Profesor Mirostaw Mossakowski. Byt
wybitnym neurobiologiem, jednym z rzadkich w dzisiejszych czasach przedstawicieli
spotecznosci naukowej, ktérych najkrotsza charakterystyka miesci sie w petni w
sformutowaniu ,,posta¢ renesansowa”. W czasach, gdy skuteczno$¢ drogi zyciowej
utozsamia sie z zawezaniem i skracaniem szlakéw ekspansji i pola widzenia, Profesor
jako jeden z nielicznych taczyt w sobie cechy wybitnego uczonego, organizatora i
animatora nauki, menedzera i meza stanu. W og6lnej Swiadomosci spotecznej najsilniej
zaakcentowaty siejego rozliczne funkcje animacyjno-kierownicze. Przez ponad 25 lat
byt dyrektorem Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN - instytutu,
ktory stworzyt od podstaw i ktéry w maju br. zostat na Jego cze$¢ przemianowany na
Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego. Od przeszto
20 lat petnit wysokie funkcje w Polskiej Akademii Nauk: od 1998 r. do chwili $mierci
byt jej prezesem, a w réznych okresach przewodzit rozlicznym krajowym i za-
granicznym stowarzyszeniom naukowym. Te strony dziatalnosci Profesora byty wie-
lokrotnie przedmiotem doniesien w srodkach masowego komunikowania oraz osobistych
wywiaddéw radiowych itelewizyjnych, ktérych chetnie i ze swadg udzielat. Ci, ktorzy
Go znali, mieli mozno$¢ podziwiaé Jego tworczg energie i pozytywne myslenie we
wszystkich tych obszarach.

Niniejsze refleksje poswiecono wytgcznie dziatalnosci naukowej Profesora. Tekst
nie pretenduje do miana rejestru Jego osiggnie¢ badawczych: Przytoczone fakty,
uzupetnione echem z kontaktéw osobistych, maja dokumentowaé jego niezwykia
intuicje, a w szerszym wymiarze - dar przewidywania kierunkéw, w jakich rozwing
sie badania nad fizjologig i patologig mozgu.

Zmaterializowaniu sie i uksztattowaniu przymiotow badacza sprzyjata gruntowna
wiedza, ktorg Profesor zdobyt pod kierunkiem wybitnych mistrzéw w kraju i za granica;
fakt, iz znalazt sie pod ich skrzydtami, sam w sobie daje $wiadectwo wyczuciu
okolicznosci najlepiej sprzyjajacych rozwojowi osohowosci twérczej. Po ukoiczeniu
studidw na Wydziale Lekarskim AM w Gdansku w 1953 r. przenidst sie do Warszawy,
gdzie odbyt studia doktoranckie w Zaktadzie Histopatologii O$rodkowego Uktadu
Nerwowego pod kierownictwem prof. Adama Opalskiego, jednego z pionierow badan
nad patomorfologig gleju. Zaktad ten w niedtugim czasie przeksztatcit sie w Zaktad
Neuropatologii, aw nim Profesor zorganizowat ex nihilo pierwsza w Polsce ijedng z
pierwszych w Europie Pracownie Hodowli Komérek O.U.N.

We wczesnym okresie pasje doSwiadczalng tgczyt z pracg kliniczng w
renomowanym oddziale: I. i Il. stopieA specjalizacji z neurologii zdobywat pod
kierunkiem pani prof. Ireny Hausmanowej-Petrusewicz. W 1959 roku dobra intuicja
powiodta go za ocean, na roczny staz do Instytutu Neurologii w Montrealu, gdzie
bezposrednio zetknat sie i wspbipracowat z ojcem nowoczesnej neuropatologii,
Williamem Penfieldem. W kilka lat p6Zniej przebywat w Narodowym Instytucie
Zdrowia w Bethesdzie, gdzie wspdtpracowat z dr. Igorem Klatzo, jednym z najwigkszych
wizjoneréw wsp6tczesnej neuropatologii, ktérego nazwisko wigze sie m. in. ze sformutowaniem
definicji wazogennego i cytotoksycznego obrzeku moézgu oraz zjawiska dojrzewania
poniedokrwiennego uszkodzenia tkanek osrodkowego uktadu nerwowego [12].
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W swoich badaniach doswiadczalnych Profesor od poczatku skupit sie na
systematycznym, szczeg6towym opisywaniu zmian morfologicznych, histochemicznych
i histoenzymatycznych obrazujgcych trzy grupy stanéw patologicznych osrodkowego
uktadu nerwowego: niedotlenienia i niedokrwienia, encefalopatii pochodzenia
watrobowego zwigzanych z toksycznym dziataniem amoniaku oraz guzoéw mozgu.
Wspdlnym przedmiotem zainteresowania Profesora w obrebie tych stanéw pato-
logicznych byt los komérek gleju gwiazdzistego, prosciej astrocytow. Byly to czasy,
gdy komorki te, stanowigce przeszto 25% masy i 50% objetosci moézgu, nadal
postrzegano wedle wzorca stworzonego przez wielkich z przesztosci (Virchowa,
Golgiego, Cajala) - jako bierne podscielisko, w najlepszym razie fizyczng podpore
aktywnie przewodzacych neuronéw: mato komu przychodzito wéwczas do gtowy, iz
komarki te sg aktywnym partnerem neuronu, a wiarygodnych dowodoéw biochemicznych
czy elektrofizjologicznych na interakcje neuron-astrocyt praktycznie nie byto. Taki
kaleki, dyskredytujgcy astrocyty obraz funkcji mozgu fatszowat rozumienie istoty
szeregu schorzen O.U.N. Dotyczyto to zwlaszcza encefalopatii watrobowej, gdzie jak
wiadomo od dawien dawna, zmiany morfologiczne omijajg neurony, a dotykajg
astrocytéw (dane w ujeciu historycznym przytoczono w kilku artykutach prze-
gladowych, por. m.in. [3,18]). Poglady na to schorzenie cechowala delikatnie rzecz
ujmujac mato twdrcza dwoisto$é widzenia-neurofizjolodzy iklinicy$ci postrzegalije
jako pierwotne zaburzenie funkcji neuronu, traktujgc zmienione astrocyty jako
mechanistycznie nieistotny odprysk, patomorfolodzy za$jako chorobe astrocytéw, ktorej
towarzyszg niewyttumaczalne zaburzenia neurofizjologiczne. Profesor Mossakowski
byt pierwszym badaczem, ktéremu udato sie znalez¢ iunctim miedzy tymi punktami
widzenia, co zostato opublikowane w 1970 roku w Acta Neuropathologica [16].
Dowiddt, iz typowy dla encefalopatii watrobowej przebieg transformacji astrocytéw
mozna odtworzy¢ in vitro traktujgc organotypowe hodowle réznych okolic mézgu
szczura (mézdzku, hipokampa) amoniakiem badz surowicg od chorych z encefalopatia
watrobowg; okazato sie zatem, iz odpowiedzialny za objawy schorzenia amoniak
dziata bezposrednio na astrocyty. Nawiasem mdwiac, w pracy tej oddat hotd swojemu
pierwszemu nauczycielowi - wérdd zmienionych astrocytéw dostrzegt tzw. komorki
Opalskiego. Praca ta ukazata sie o 9 lat wcze$niej niz uwazana za przetlomowg
publikacja Michaela Norenberga, w ktdrej autor ten dowiodt, iz syntetaza glutaminowa
- enzym neutralizujgcy nadmiar amoniaku w mézgu jest wybiérczo zlokalizowany w
astrocytach [19]. W innej pracy, pozornie niezwigzanej z tematem, Profesor
Mossakowski poszedt o krok dalej: stosujac rutynowe metody histochemiczne wykazat,
iz zahamowanie aktywnos$ci enzymdw cyklu Krebsa wywotuje zmiany morfologiczne
w astrocytach przypominajace te, ktdre towarzyszg encefalopatii watrobowej [20].
Byta to pierwsza obserwacja wskazujgca na mozliwy zwigzek zaburzerh metabolizmu
energetycznego astrocytow z encefalopatig hiperamonemiczna: Praca ta ukazata sie
blisko 20 lat przed pojawieniem sie danych dokumentujacych bezposredni hamujacy
wptyw amoniaku i encefalopatii watrobowej na aktywnos$¢ dehydrogenazy alfa-
ketoglutaranu w mézgu [11,13].
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Dzi$ wiemy, iz zgromadzony w astrocytach glikogen stanowi rezerwe energetyczng
ostatniej szansy dla niedotlenionych lub wygtodzonych substratowo neuronéw, od kilku
lat znamy doktadnie odneuronalny, receptorowy mechanizm pobudzenia degradacji
glikogenu w astrocytach i mechanizm transportu tak uzyskanej glukozy do neuronéw
[8, 22]. Warto jednak odnotowac, iz to wiasnie wspolnemu wysitkowi tandemu
Mossakowski-Klatzo zawdzieczamy pierwszy opis zmian w aktywnosci enzymow
metabolizujacych glikogen w mézgu w warunkach niedotlenienia [17].

Nie spos6b przytoczy¢ wszystkich oryginalnych, nowatorskich spostrzezen
poczynionych przez Profesora na przestrzeni dziesiecioleci. Niewatpliwie zainspirowat,
a w duzej mierze wykreowat kilka kierunkow badawczych we wiasnym instytucie.
Badania prowadzone przez Jego uczniéw wniosty znaczacy wkiad w zrozumienie
mechanizmu zaburzen funkcjonowania mézgu w warunkach jego niedotlenienia i
niedokrwienia, na poziomie komérkowym i molekularnym. Do najistotniejszych
osiggnie¢ w tej dziedzinie zaliczy¢ nalezy wykazanie uszkadzajagcego wptywu
nadmiernego wnikaniajondw wapnia do komorek nerwowych (Jerzy tazarewicz [14])
oraz aktywacji w tych warunkach wielu uktadéw przekaznikow wewnatrzkomorkowych,
w tym kinazy biatkowej C (Krystyna Domanska-Janik [9]), tlenku azotu (Joanna
Strosznajder [7]), jak réwniez czynnikéw transkrypcyjnych (Domanska-Janik [10]).
W obszarze badan nad rolg astrocytow w patologii osrodkowego uktadu nerwowego
na uwage zastuguje opis wybidrczej wrazliwosci tych komorek na uszkodzenie przez
kwas kainowy, modelowy zwigzek ekscytotyczny bedacy agonistg receptoréw kwasu
glutaminowego (Ewa Matyja [15]). Autor niniejszego opracowania przejat po Profesorze
pateczke badan nad szlakiem dokumentujgcym role tych komdérek w ujawnianiu sie
neurotoksycznosci amoniaku i patomechanizmie encefalopatii watrobowej (badania
cytowane w artykule przeglagdowym [3]).

Niech mi wolno bedzie dodatkowo udokumentowac teze o przenikliwej intuicji
badawczej Profesora ijego niepospolitej zdolnosci kojarzenia obserwacji kilkoma
wspomnieniami osobistymi. Pierwsze przypadkowe zetkniecie autora artykutu z
Profesorem nastgpito w niebanalnym czasie i miejscu: przeszto 35 lat temu, w okresie
Wielkiej Nocy, w Paryzu, w drzwiach wejsciowych Osrodka PAN na Rue Lauriston.
Profesor zatrzymat sie tam w drodze powrotnej ze stazu w Bethesdzie. Do dzi$
pamietam, iz w trakcie rozmowy zwierzytem sig, ze tematem pracy doktorskiej, ktorg
wiasnie zaczatem przygotowywac na Uniwersytecie w Lejdzie, jest mechanizm inicjacji
biosyntezy biatka u bakterii (E. coli). Profesor zareagowat w sposob zdumiewajacy, a
otym, ze reakcja byta zwyktym Swiadectwem jego niezwykitej wyobrazni naukowej,
przekonatem sie kilka lat p6zniej. Powiedziat mniej wiecej co$ takiego: ,,Wie Pan, ta
inicjacja skoro tak istotna dla bakterii, to musi by¢ rowniez czynnikiem determinujgcym
intensywnos$¢ syntezy biatka w mézgu, ajesli tak, to jest prawdopodobnie bardzo
wrazliwa na czynniki uszkadzajace mdzg...Jak Pan skoniczy swoje wojaze, to niech
Pan sie do mnie zgtosi, zatrudnie Pana w Centrum...”. Prosze zwrécié uwage na czas,
w ktérym zostaty wypowiedziane te stowa: rok 1967, wiedza o mechanizmie biosyntezy
biatka w tkankach zwierzecych byta wéwczas w powijakach, szczegdtowego opisu
funkcjonowania czynnikéw inicjujagcych w organizmach wyzszych doczekalismy sie
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dopiero 8 lat pozniej [4]. Wszakze nietrudno byto domniemywac, iz podobnie jak u
bakterii, tak i u eukariotéw reakcja inicjacji musi by¢ ATP-zalezna, ale w koricu niewiele
proces6w mozna zainicjowac bez dostarczenia ATP. Pie¢ lat po wypowiedzi Profesora
piszacy te stowa opublikowat dane $wiadczace o wybidrczej wrazliwosci inicjacji
syntezy biatka w mézgu na niedotlenienie w modelu zatrucia tlenkiem wegla [1],
doktadnie tak, jak to przewidziat Profesor.

Wiele lat pézniej, w 1984 roku, zauwazylismy, iz umiarkowana hiperamonemia
prowadzi do aktywacji anhydrazy weglanowej w mdzgu [2]. W owych czasach
obserwacja ta nie kwalifikowata sie do racjonalnego wyttumaczenia. Pamietam do
dzi$, jak Profesor z charakterystycznym przenikliwym pétuSmiechem krecit gtowa
nad wynikami, dtugo nic nie moéwit i nagle: ,,... Panie, to jaka$ zmiana pH w
astrocytach...” ... Byto to tuz przed ukazaniem sie pracy grupy Shanka, w ktérej
wykazano, ze anaplerotyczne wigzanie dwutlenku wegla z kwasnego weglanu w cyklu
reakcji katalizowanych przez anhydraze weglanowg i karboksylaze pirogronianowg
jest procesem zachodzacym gtéwnie w astrocytach [21], zas 9 lat przed tym, jak Boron
i wspotpracownicy dowiedli, iz amoniak indukuje w pojedynczych astrocytach skoki
pH [5], a 16 lat musiato uptynac¢ do czasu, gdy Neville Brookes opracowat na podstawie
wynikow zmudnych badan schemat fgczacy indukowane przez amoniak zmiany pH z
zaburzeniami zlokalizowanej w astrocytach odnogi szlaku glutaminian-glutamina, a
zatem koricowego etapu anaplerozy [6].

Powyzsze refleksje nie wyczerpujgbogactwa pomystow i inspiracji, jakimi Profesor
obdarzat Srodowisko naukowe za zycia, ani tym bardziej nie sg w stanie ogarng¢ pietna,
jakie Jego osobowo$¢ wycisneta na badaniach naukowych prowadzonych po Jego
odejsciu. Dalekosiezna trafnos$¢ Jego idei odbiera sens okoliczno$ciowemu zamykaniu
ich w archiwach.
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ROLA BIALEK STAT5 W SCHORZENIACH UKEADU
KRWIOTWORCZEGO

THE ROLE OF STAT5 PROTEINS IN HEMATOLOGIC DISEASES

Magdalena BASKIEWICZ-MASIUK, Bogustaw MACHALINSKI

Zaktad Patologii Ogolnej PAM w Szczecinie

Streszczenie: Biatka STAT (ang. signal transducers and activators oftranscription) naleza do grupy
biatek bioracych udziat w przekazywaniu informacji z powierzchni komérek do jadra oraz w aktywacji
transkrypcji genéw. Aktywowane sa w odpowiedzi na szereg cytokin, czynnikéw wzrostu i hormonéw.
Do chwili obecnej zidentyfikowano 6 rodzajow biatek STAT: STATL1, 2, 3, 4, 5a/5b, 6. Dotychczas
ustalono, iz petnig one wazne funkcje regulacyjne w wielu procesach fizjopatologicznych, poczawszy
od odpowiedzi uktadu immunologicznego do regulacji cyklu komdrkowego i transformacji nowotworo-
wej komdrek. Istniejg takze doniesienia odnoszace sie do zaburzen w przekazywaniu sygnatu droga
JAK-STAT m.in. w niektérych schorzeniach uktadu krwiotwérczego. W pracy oméwiono mechanizm
dziatania, budowe oraz sposoby inaktywacji biatek STAT. Przedstawiono ponadto najnowsze informa-
cje dotyczace roli biatek STAT5 w funkcjonowaniu uktadu krwiotwdrczego, immunologicznego orazjego
udziat w procesie karcynogenezy.

Stowa kluczowe: STATS5, JAK, hematopoeza, schorzenia hematoonkologiczne.

Summary: The STAT proteins (signal transducers and activators oftranscription) belong to a group of
proteins that take part in transducing an extracellular signal from the cell surface into the nucleus. They
are activated by binding cytokines, growth factors and hormones to their receptor. Seven STAT proteins
are identified up to now: STAT 1,2,3,4, 5a/b and 6. They have proved to play an important role in many
of the physiopathological processes related to the immune responses, cell growth, cell cycle regulation
and cell transformation. Many studies show that alterations in the JAK-STAT pathway are associated
with hematologic diseases. In the present study we discuss structure, functioning and means of inactiva-
tion of the STAT protein. Moreover we have presented the latest information about the role that STAT5
proteins plays in hematopoesis, hematooncologic diseases and functions of immunologic system.

Key words: STAT5, JAK, hematopoiesis, hematooncologic diseases.

Wykaz stosowanych skrotéw: AIF (ang. Apoptosis-inducingfactor) - czynnik indukujacy apoptoze,
ALL (ang. Acute lymphoblastic leukemia) - ostra biataczka limfoblastyczna, AML (ang. Acute myelo-
genous leukemia) - ostra biataczka szpikowa, BFU-E (ang. Burst Forming Unit of Erythrocytes) -
jednostka tworzgca w hodowli kolonie erytrocytame, CFU-GM (ang. Colony Forming UnitofGranu-
locyte-Macrophages) - jednostka tworzaca kolonie granulocytowo-makrofagowe, chromosom Ph -
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chromosom Philadelfia, CIS (ang. Cytokine-induced SH2-containingprotein) - biatko zawierajagce dome-
ne SH2 aktywowane dziataniem cytokin, CML (ang. Chronic myelogenous leukemia) - przewlekta
biataczka szpikowa, CNTF (ang. Ciliary neurotrophic factor) - rzeskowy czynnik neurotropowy,
CSF-1R (ang. Colony stimulatingfactor-1 receptor) - receptor dla czynnika stymulujgcego kolonie,
CT-1 (ang. Cardiotrophin-1) - kardiotroFina, EGF-R (ang. Epidermal growth factor-receptor) - re-
ceptor dla naskérkowego czynnika wzrostu, EPO - erytropoetyna, GAS (ang. INF-y-activated sequen-
ce) - sekwencja aktywowana przez interferon-y, GH (ang. Growth hormone) - hormon wzrostu, G-
CSF (ang. Granulocyte-colony stimulatingfactor) - czynnik stymulujacy kolonie granulocytowe, GM -
CSF (ang. Granulocyte-macrophage-colony stimulatingfactor) - czynnik stymulujacy kolonie granu-
locytowo-makrofagowe, HL60 - ustalona linia komérkowa biataczki promielocytowej (M3 wg FAB),
HTLV-l (ang. Human T cell lymphotropic virus 1) - ludzki wirus limfocytotropowy typu 1, IL-2 -
interleukina-2, IL-3 - interleukina-3, IL-5 - interleukina-5, IL-7 - interleukina-7, IL-9 - interleuki-
na-9, IL-10 - interleukina-10, IL-13 - interleukina-13, IL-15 - interleukina-15, IF N a- interferon a,
IFNp - interferon (3, IFNy - interferon y, ISRE (ang. IFNa-stimulated response element) - element
odpowiedzi stymulowany przez IFNa, JAB (ang. Jak-bindingprotein) - biatko wigzace sie z biatkiem
JAK, JAK (ang. Janus-activated kinase) - kinaza Janusowa, K562 - ustalona linia komérkowa prze-
wlektej biataczki szpikowej, KL (ang. Kit Ligand) - ligand receptora c-Kit, LIF (ang. Leukemia
inhibitory factor) - czynnik hamujacy biataczke, MAP (ang. Mitogen-activated protein) - biatko
aktywowane mitogenami, OSM (ang. Oncostatin M) - onkostatyna M, PDGF-R (ang. Plateled-deri-
ved growth factor-receptor) - receptor dla ptytkopochodnego czynnika wzrostu, pim| - gen kodujacy
jedna z kinaz serynowo-treoninowych wyizolowany pierwotnie z drozdzy Pichia pastoris, PRL - pro-
laktyna, PIAS (ang. Protein inhibitors of activated STATs) - biatka hamujace aktywne STAT, SH2
(ang. SRC homology 2 domain) - domena homologiczna do domeny aktywnej biatek Src, SCF (ang.
Stem cellfactor) - czynnik wzrostowy komdérek pnia, SOCS (ang. Suppressor-of-cytokine-signaling
protein) - biatko hamujace przekazywanie sygnatu przez cytokiny, SSls (ang. STAT-induced STAT
inhibitors) - inhibitory STAT indukowane przez STAT, STAT (ang. signal transducers and activators
oftranscription) - przekazniki sygnatu i aktywatory transkrypcji, TPO - trombopoetyna.

WSTEP

Wymiana informacji oraz swoista komunikacja miedzy poszczegdlnymi komaérkami
organizmu, przekazywana przez hormony, czynniki wzrostu lub cytokiny, wymaga
efektywnego potgczenia sie danego ligandu z odpowiednim receptorem komdrkowym.
Wyzwala to z kolei sekwencje nastepujacych po sobie zdarzen, ktérych koncowym
efektem moze by¢ wplyw na ekspresje danego genu w komérce docelowej. W pierwszym
etapie dochodzi do aktywacji biatka receptorowego badZz jego domeny cyto-
plazmatycznej, co zazwyczaj wigze sie zjego fosforylacja. Cze$¢ biatek receptorowych
ma wewnetrzng aktywno$¢ swoistych kinaz, inne natomiast wymagajg kooperacji
dodatkowych biatek posredniczacych. Po aktywacji biatka receptorowego nastepuje
przekazanie sygnatu do jadra. Zazwyczaj odbywa sie to drogg fosforylacji biatek
cytoplazmatycznych, stanowigcych przekaznik drugiego rzedu. Do biatek party-
cypujacych w przekazywaniu sygnatéw naleza, odkryte i opisane w 1992 r., biatka
STAT (ang. signal transducers and activators of transcription), ktére dodatkowo
biorg bezposredni udziat w modulowaniu ekspresji gendwjako czynniki transkrypcyjne.
Po raz pierwszy zostaty one opisane jako biatka ulegajace aktywacji i wigzace sie z
DNA po pobudzeniu komérki przez IFN [32,35]. IFNa/[3 oraz IFNy tgcza sie z réznymi
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receptorami na powierzchni komdrek (odpowiednio receptor typu Ii Il), co w
konsekwencji powoduje ekspresje odmiennych genéw. Analizujac przekazywanie
sygnatu wewnatrz komoérek podlegajacych dziataniu IFN odkryto 2 rodzaje biatek:
p9l pbzniej nazwane STAT1 i p113 nazwane STAT2. W odpowiedzi na dziatanie
IFNa/(3 powstawaty heterodimery sktadajace sie z biatka STATL i STAT2, ktore wraz
z dodatkowym biatkiem p48 tworzyty kompleks biatkowy wiazacy sie z DNA w miegjscu
nazwanym ISRE (ang. IFNa-stimulated response element), natomiast w przypadku
IFNy dimery sktadaty sie wytacznie z biatka STAT1iwigzaly sie z miejscem nazwanym
GAS (ang. IFN-*]-activated sequence) [23].

Do chwili obecnej u ssakdw zidentyfikowano 6 rodzajow biatek STAT: STATL, 2,
3,4, 5a/5b, 6. Odmienny splicing - proces dojrzewania mRNA - moze prowadzié¢ do
powstawania izoform biatek STAT [19,91]. Biatka STAT zostaly dobrze scha-
rakteryzowane zar6wno w organizmach ssakéw, jak i u nizszych ewolucyjnie
organizmdéw [32]. Do tej pory wiadomo, ze biorg one udziat w odpowiedzi komoérek na
szereg zewngtrzkomorkowych polipeptyddw sygnatowych. Poza wymienionymi juz
interferonami, nalezacymi do typu Il cytokin, réwniez cytokiny typu | prowadza do
pobudzenia biatek cytoplazmatycznych STAT. Sato zwiazki krétkotancuchowe, takie
jak: rodzina IL-2, ktére majg w budowie receptora wspélny tancuch y i do ktorych
naleza: IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, ponadto IL-13 oraz grupa peptydéw o wspdlnym
tancuchu @w budowie receptora: IL-3, GM-CSF, IL-5. Cytokiny dtugotancuchowe:
IL-6, IL-11, OSM (ang. oncostatin M), CNTF (ang. ciliary neurotrophicfactor), CT-
1 (ang. cardiotrophin-1), LIF (ang. leukemia inhibitoryfactor) oraz GH, PRL, EPO,
TPO roéwniez prowadza do pobudzenia biatek STAT.

Z biatkami STAT zwiazanajest rodzina kinaz JAK (ang. Janus-activated kinase),
odpowiedzialna za ich aktywacje. Tworzaja: JAKI, JAK2, JAK3 i TYK2 [9]. Swa
nazwe kinazy JAK przyjety od rzymskiego boga drzwi i bram - Janusa. Podobnie jak
bdstwo o dwdéch twarzach, biatka majg 2 domeny: jedng odpowiedzialng za ich
aktywnos¢ kinazowa, druga, przypominajacg budowg domene aktywna, o nieznanej
jeszcze funkcji [35,45].

Wiegkszo$¢ czynnikéw transkrypcyjnych STAT zbudowana jest z 750-800
aminokwaséw. Jedynie biatka STAT2 i 6 majg wiekszg mase, bo zbudowane sg z
okoto 850 aminokwaséw. Geny kodujgce biatka STAT zlokalizowane sg na 3
chromosomach,'w przypadku STAT1 i STAT4 na chromosomie 2 u cztowieka
(chromosom 1u myszy), STAT2 i STAT6 na chromosomie 17 (u myszy na 10), a
STAT3 i STAT5a/5b na chromosomie 12 (u myszy na 11). W zwigzku z ich bliskim
potozeniem wzgledem siebie sugeruje sie, ze powstaty one zjednego genu, ktéry ulegt
podwojeniu, rozprzestrzenit sie na r6zne chromosomy, a nastepnie ponownie ulegt
podwojeniu [2,32,45]. Fakt, ze dwa diuzsze biatka STAT, mianowicie STAT2 i STATS,
leza najednym chromosomie, zdaje sie potwierdzac te hipoteze. Istniejg 2 geny wysoce
homologiczne STAT5a i STAT5b identyczne w 80%. Uwaza sie, iz powstaty one
stosunkowo niedawno przez kolejne podwojenie. Geny te sg jak dotad jedynymi
stwierdzonymi genami STAT wystepujacymi w 2 postaciach.
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BUDOWABIALEK STAT

Biatka STAT majg kilka wspdélnych strukturalnych i funkcjonalnych obszaréw
(domen). Jednym z wazniejszych jest konserwatywny rejon SH2 (ang. SRC homology
2 domain), odpowiedzialny za tgczenie sie biatek z ufosforylowanymi tyrozynami,
czyli pobudzonymi receptorami i kinazami JAK. Jest on réwniez niezbedny w
dimeryzacji biatek STAT [5,32]. Inngwazna domenajest motyw SH3 o niewyjasnionej
jeszcze funkcji. W poblizu konca karboksylowego biatka, w okolicy 700 aminokwasu
zlokalizowana jest tyrozyna, ktérej fosforylacja jest niezbedna do aktywacji biatka
STAT. Aktywacja umozliwia dimeryzacje biatek przez tgczenie sie ufosforylowanych
tyrozyn z domeng SH2 drugiego biatka STAT [32]. Kolejng istothg domene w budowie
biatek STAT stanowi miejsce wigzania DNA, lezagce miedzy pozycjg 400 a 500 w
sekwencji aminokwasowej biatka.

Koniec karboksylowy tafncucha odpowiada za aktywno$é transkrypcyjng STAT.
Biatka pozbawione kilkunastu aminokwaséw z koica COOH, pomimo mozliwosci
tworzenia dimerow i przytgczania sie do DNA, nie sgzdolne do aktywacji transkrypcji
[32]. Ten fragment czasteczki biatka jest wysoce zmienny i pomimo faktu, iz biatka
STAT wiazg sie z podobnymi w budowie, semipalindromowymi sekwencjami DNA -
TTCCXXXGGAA, odpowiadajg za aktywacje transkrypcji réznych genéw. Opisano
warianty 3niektdrych biatek (STATip, STAT3(3, STAT5(3), ktére sg pozbawione kilku
aminokwaséw z kohca COOH, w zwigzku z czym nie sg zdolne do aktywacji
transkrypcji. Postacie |3 hamujg aktywnos$¢ biatek STAT [18]. Wprowadzenie
dominujacej, nieaktywnej pochodnej STAT5 (STAT5(3) do komérek nowotworowych,
w ktorych stwierdzono nadmierng aktywacje biatka STAT5, powoduje zahamowanie
wzrostu oraz wzrost odsetka komérek wchodzacych w proces apoptozy [78]. Koniec
karboksylowy jest réwniez odpowiedzialny za degradacje biatek STAT w proteasomach
[90].

Na funkcje biatek i ich czynno$¢ transkrypcyjng moze mie¢ wptyw réwniez
fosforylacja seryny badz treoniny [2,19,32]. Wiadomo, ze fosforylacja seryny STAT1
i STATS3 jest istotna dla aktywacji transkrypcji [44]. Nie jest do konca jasne, jakie
kinazy sg za to odpowiedzialne, jednakze na podstawie budowy obszaru otaczajgcego

obszar odpowiedzialny obszar odpowiedzialny
za oligomeryzacje za tagczenie z DNA

-COOH

RYCINA 1. Budowa biatek STAT
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fosforylowang seryne biatka STAT, wskazuje sie kinaze MAP [8,45,92]. Przy-
puszczalnie fosforylacja ta umozliwia przytaczenie dodatkowych kofaktoréw trans-
krypcji i utatwiajej inicjacje [73].

Koniec aminowy biatka STAT odpowiada za zdolno$¢ do tworzenia dimeréw, co z
kolei ma utatwiac tgczenie sie ich z odpowiednimi odcinkami DNA [2,19,34]. Ponadto
mozliwe jest przylgczanie sie do niego fosfatazy, prowadzgce w konsekwencji do
dezaktywacji catego biatka [34,45,92].

Biatka STAT5 wykazujg wysokie podobieristwo na poziomie sekwencji amino-
kwasowej, wynoszace okoto 96%. Proteiny te réznig sie gtdwnie budowga korca
karboksylowego. W przypadku STATS5b jest on np. krotszy o 13 aminokwasow w
poréwnaniu ze STAT5a. Inne niewielkie roznice dotyczag fragmentu biatka odpo-
wiadajgcego za taczenie sie z DNA [29]. Odmiennosci te decydujg o ré6znym
powinowactwie biatek STAT5 do promotoréw poszczegdlnych gendw.

MOLEKULARNE MECHANIZMY
PRZEKAZYWANIA INFORMACJI WEWNATRZ KOMOREK
ZAPOSREDNICTWEM BIALEK STAT

Biatka STAT znajduja sie w cytoplazmie w formie nieaktywnej, a ich aktywacja
jest konsekwencjg potaczenia ligandu z receptorem powierzchniowym na powierzchni
komorki. Do receptoréw, ktorych pobudzenie prowadzi do fosforylacji biatek STAT,
nalezy przede wszystkim nadrodzina receptoréow cytokinowych [2,5,32,44], niektore
receptory o wewnetrznej aktywnosci kinazy tyrozynowej (EGF-R, PDGF-R, CSF-
1R) [2,19,32] oraz pewne receptory serpentynowe zwigzane z biatkami G (receptor
dla angiotenzyny 1) [2,32]. Po przytaczeniu cytokiny, czynnika wzrostu czy tez innego
peptydu sygnatowego do odpowiadajgcego mu receptora nastepuje aktywacja
kompleksu ligand-receptor oraz dimeryzacja poszczegélnych czesci receptora wjedng
catos¢. W zaleznosci od rodzaju receptora wyzwala to autofosforylacje, jak np. w
przypadku receptoréw o wewnetrznej aktywnosci kinazy tyrozynowej, lub fosforylacje
kinaz cytoplazmatycznych JAK. Kinazy JAK, zwigzane niekowalencyjnie z cyto-
plazmatyczng czescig receptora, powodujgjego aktywacje. W przypadku recep-torow
tworzacych homodimery, po zwigzaniu z odpowiednim ligandem (np. GH, EPO)
dochodzi jednoczesnie do powstawania homodimerdw kinaz JAK. Analogicznie,
aktywacja receptoréw tworzacych heterodimery (np. receptory dla interleukin) powoduje
powstanie heterodimerdw biatek JAK [33,45]. Chociaz powszechnie uwaza sig, ze
fosforylacja receptorajest niezbedna do przekazywania sygnatu, wykazano, uzywajac
zmodyfikowanego receptora z usunietymi miejscami fosforylacji, ze przy bardzo
wysokim stezeniu cytokiny mozliwa jest aktywacja drogi przekaznikowej poprzez
bezposrednia aktywacje biatek STAT przez kinazy JAK [28].
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RYCINA 2. Mechanizm dzialania biatek STAT: L - ligand, R - podjednostka receptora. J - kinaza
JAK, Y - tyrozyna, CzT - dodatkowy czynnik transkrypcyjny

Po aktywacji biatka receptorowego powstaje w jego obrebie miejsce dla zwigzania
biatka STAT, ktore przylacza sie nastepnie do receptora za pomoca domeny SH2
[6,19]. Za aktywacje biatek STAT po potgczeniu ich z receptorem bezposrednio
odpowiedzialna jest grupa kinaz JAK. Wyjatek stanowig receptory o wewnetrznej
aktywnosci kinazy tyrozynowej np. EGFR, majace zdolnos$¢ bezposredniej fosforylacji
STAT. Czesto mowi sie o drodze przekazywania sygnatéw JAK-STAT, cho¢ biatka
JAK aktywujg rowniez inne wewnatrzkomoérkowe drogi przekazywania sygnatow,
takiejak: Ras/IMAPK czy kinaza Pyk2, Shc, Grb2 [45]. Potaczenie ligandu z receptorem
moze aktywowac jednoczes$nie kilka drég sygnatowych, co wiecej drogi te mogg miedzy
sobg oddziatywac [31,55]. W wiekszosci przypadkdw biatka STAT sg fosforylowane
po zwigzaniu w odpowiednim miejscu z receptorem. Istniejgjednak wyjatki od tej
reguty. Stwierdzono mozliwos$¢ aktywacji biatek STAT po przytgczeniu ich bezposrednio
do kinaz JAK lub do wcze$niej potagczonej z receptorem innej czasteczki STAT
[19,44,91].

Po ufosforylowaniu czynnikéw transkrypcyjnych STAT przez kinazy JAK nastepuje
dimeryzacja biatek STAT. Dimery powstajg pomiedzy regionem SH2 jednego biatka a
ufosforylowang tyrozyng drugiego [5]. Taki uktad, w zwiagzku z istnieniem dwoch
miejsc wigzania, jest stabilny. Tylko dimery STAT majg zdolnos¢ taczenia sie z DNA
[19,45]. Nie jest jasne, czy dimeryzacja zachodzi przed czy po odigczeniu sie od
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receptora. Biatka STAT moga tworzy¢ homodimery i heterodimery. Najczesciej
wystepujgce heterodimery to STAT1:STAT2, STATL:STAT3, STAT5A:STATEB.
Jedynym biatkiem, ktére nie tworzy homodimerdw, jest STAT2 [44]. Poniewaz w wielu
genach stwierdzono wystepowanie blisko siebie regionéw odpowiedzialnych za
przytaczanie czynnikdw transkrypcyjnych STAT, prawdopodobne jest tworzenie przez
biatka STAT tetrameréw przy udziale ich kohca aminowego [44]. Taka sytuacja
umozliwia czynnikom transkrypcyjnym wytworzenie bardziej stabilnych wigzan z DNA
oraz potaczenie sie z wiekszg liczbg gendw.

Dimery STAT sa transportowane do jadra, jednakze mechanizm odpowiedzialny za
to zjawisko pozostaje nieznany. W jadrze komoérkowym biatka te, jako czynniki
transkrypcyjne, przytaczajg sie do promotoréw odpowiednich genéw i wptywajg na
ich ekspresje. Wiekszo$¢ biatek STAT wigze sie z sekwencjami semipalindromowymi,
wykazujagcymi homologie do tzw. sekwencji GAS (ang. IFN-y-activated sequence),
pierwotnie opisanej jako miejsce wigzania przez czynnik transkrypcyjny STAT1 po
pobudzeniu komérek przez IFNy. Do sekwencji innej niz semipalindromowa wykazujg
powinowactwo jedynie kompleksy powstate po przytgczeniu IFNa/|3 do odpowiedniego
receptora w zwigzku z aktywacjg dodatkowego biatka p48. Pewne zainteresowanie
moze wzbudzi¢ fakt, iz biatka STAT taczg sie réwniez z innymi czynnikami
wptywajgcymi na transkrypcje (np. z Spl, c-Jun, kompleksem p300/CBP czy
receptorem glikokortykosteroidowym). Tworzac kompleksy biatkowe czynniki
transkrypcyjne moga dziata¢ synergistycznie, przez co zwiekszajg szanse przytgczenia
sie polimerazy RNA Il do DNA i inicjacje transkrypcji [1,19,44,45,49,87,91]. W
ostatnich latach opisano takze czynniki transkrypcyjne hamujgce czynnos¢ STAT [60].

Niektore z biatek STAT majg waski profil aktywacji, np. STAT2 ulega fosforylacji
tylko po przytaczeniu IFNa do odpowiedniego receptora na powierzchni komérki.
Inne, jak STAT5 sg aktywowane przez wiele polipeptyddw sygnatowych. Moze nasuna¢
sie zatem pytanie, w jaki sposob uczestnicza one w specyficznej odpowiedzi biologiczne;j.
Specyficznos¢ dziatania STAT wynika czeSciowo z obecnosci i rozmieszczenia roznych
biatek receptorowych na powierzchni réznych komorek w okreslonym czasie ich rozwoju
[2,19]. Znaczenie odgrywa réwniez budowa samego receptora pod wzgledem obecnosci
miejsc akceptorowych dla biatek STAT [2,19]. Stwierdzono, izjedno biatko receptorowe
ma kilka miejsc zdolnych do potgczenia sie z biatkami STAT. W wyniku tego
réwnoczesnie moze podlegac aktywacji 2 lub wiecej rodzajéw tych biatek, w zaleznosci
od ich zdolnoSci wigzania sie z danym receptorem [5,11,31]. Uwaza sieg, ze kinazy
JAK nie odpowiadajg za swoistos¢ przytaczenia biatka STAT do receptora [45]. Na
specyficznos¢ dziatania biatek STAT wptywa ponadto obecno$é hetero- i homodimeréw,
tetramerdw, i izoform biatek STAT, powstajacych w wyniku r6znego splicingu mRNA,
jak réwniez tgczenie sie biatek STAT z innymi czynnikami transkrypcyjnymi. Warunkuje
to zréznicowane powinowactwo do DNA, a wiec odmienna zdolno$¢ do pobudzania
transkrypcji [91]. Istotnajest rGwniez budowa odcinka DNA, do ktérego przytacza sie
okreslone biatko STAT.
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MECHANIZMY INAKTYWACJI BIALEK STAT

Aktywacja biatek STAT w komaérce najczesciej jest przejsciowa. Kompleksy STAT-
DNA mozna zidentyfikowac juz po kilku minutach od zadziatania cytokiny na komorke
[45]. Biatka te przestajg by¢ aktywne po czasie trwajagcym od kilkunastu minut do
godziny. Na strazy zachowania odpowiedniej proporcji biatek ufosforylowanych i
nieufosforylowanych stoi szereg mechanizméw odpowiedzialnych za ich dezaktywacje.
Nalezy do nich defosforylacja tyrozyny zachodzaca przy udziale fosfatazy tyrozynowej
[92,95], czy degradacja biatek STAT w proteasomach po przytaczeniu do nich
ubikwityny- matoczasteczkowego biatka odpowiedzialnego za ,,wyznakowanie” biatek
majacych ulec degradacji [89,90]. Kolejnym mechanizmem ograniczania aktywacji
biatek STAT jest endocytoza kompleksu receptor/JAK. Opisano réwniez biatka
inhibitorowe, do ktérych nalezy rodzina CIS/SOCS/JAB/SSI [9,89]. Jest to grupa 8
niewielkich protein, zwigzanych z regulacja przekazywania sygnatu wewnatrz-
komérkowego. Obserwuje sie wzrost ekspresji tych biatek po aktywacji receptora.
Poprzez wigzanie sie z cze$cig cytoplazmatyczngreceptora lub z biatkami JAK blokujg
one aktywacje biatek STAT. Kolejna grupa czynnikéw - PIAS {protein inhibitors of
activated STATSs) blokuje czynno$¢ STAT przez wigzanie sie z postaciami ufosfo-
rylowanymi tych biatek. W chwili obecnej znane sg biatka PIAS1 i PIAS3 tgczace sie
odpowiednio ze STAT1 i STATS3, ale sugeruje sie obecnos¢ osobnych biatek PIAS dla
kazdego podtypu STAT [2,19,44,91]. R6wniez budowa samego biatka moze wptywac
na szybkos$é jego degradacji. STAT pozbawione kilkudziesieciu aminokwaséw z konca
karboksylowego pozostajg okoto 3 razy dtuzej aktywne niz ich postacie ,,dzikie” [35].

PATOFIZJOLOGICZNA ROLA BIALEK STATS5

W zwigzku z powszechnym wystepowaniem czasteczek sygnatowych, ktore aktywujg
czynniki transkrypcyjne STAT, ustalono, iz biatka te petnig wazne funkcje regulacyjne
w wielu procesach fizjopatologicznych: od odpowiedzi uktadu immunologicznego i
regulacji cyklu komérkowego do wptywu na proces zaprogramowanej Smierci komorki
- apoptozy czy transformacji nowotworowej komérek. Doktadng funkcje biatek STAT
poznano dzieki szczeg6towym badaniom przeprowadzonym w warunkach in vitro,
wykorzystujac ustalone linie komérkowe oraz in vivo, poprzez tworzenie genetycznie
zmodyfikowanych myszy, u ktérych wytgczono geny kodujagce poszczeg6lne biatka
STAT [2].

Biatko STAT5 po raz pierwszy odkryto w gruczole sutkowym u owcy. Nazwano je
wowczas MGF (ang. mammary glandfactor) i wykazano, iz jest ono czynnikiem
transkrypcyjnym zaleznym od prolaktyny, wptywajacym na ekspresje genu [3-kazeiny
[56]. W toku dalszych badan ustalono, ze biatko STAT5S aktywowane jest w odpowiedzi
na wiele cytokin: GH, IL-2, IL-7, IL-9, IL-15, IL-3, IL-5, GM-CSF, G-CSF, TPO,
EPO, EGF, KL, FIt3 ligand [5,10,15,41,49,55,57,97]. Kolejnym krokiem byta
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identyfikacja dwdch biatek STAT5, nazwanych STAT5a i STAT5b, wykazujacych
wysoka homologie zar6wno na poziomie cDNA, jak i samego biatka [29]. Ekspresja
obu genéw w komorkach jest podobna, najwyzsza w grasicy, $ledzionie i limfocytach
T. Jako czynniki transkrypcyjne, biatka STAT5 rozpoznajg tzw. sekwencje palin-
dromowg TTCXXXGAA promotoréw réznych gendw. Wykazano ich wpltyw na
transkrypcje genu (3-kazeiny, IL-2Roc, CIS, c-myc, bcl-2, bel-x, pim 1, p21, cyklinyD 1
i cyklinyD2 [48,49,63,91].

ROzne postacie biatka STAT5 petnig czeSciowo odmienng funkcje w komérce.
Zablokowanie STAT5au myszy wptywa niekorzystnie na rozwdj gruczotéw sutkowych
w czasie cigzy i produkcje mleka po porodzie [56]. U myszy STAT5a-/- obecne biatko
STATSD nie jest w stanie zapewni¢ prawidtowego rozwoju gruczotéw sutkowych.
Natomiast samice myszy STAT5b-/- majg zachowana laktacje, co sugeruje, iz biatko
STATSb nie bierze udziatu w odpowiedzi komérek na PRL. STAT5b odpowiada za
powstawanie dymorfizmu piciowego zaleznego od hormonu wzrostu. U osobnikow
meskich myszy zablokowanie biatka STAT5b prowadzi do zmniejszenia ekspresji
niektérych genéw watrobowych indukowanych hormonem wzrostu do poziomu ekspresji
tych genow obserwowanego u samic. Co wiecej myszy te sg mniejsze od zwierzat
,»dzikich” i fenotypowo przypominajg zespét Larona wystepujacy u ludzi (niedob6r
wzrostu z opornoscia na dziatanie GH, wynikajaca z nieprawidtowego receptora dla
hormonu wzrostu) [82]. Pulsacyjne wydzielanie GH przez przysadke, co ma miejsce u
osobnikéw meskich, pobudza biatko STAT5, natomiast wydzielanie ciggte u osobnikdéw
zenskich nie powoduje wzrostu aktywnej postaci biatka STAT5. U myszy STAT5ab-/
- stwierdzono natomiast defekt produkcji ciatka z6ttego w jajnikach, objawiajacy sie
nieptodnoscia [19].

FUNKCJA BIALEK STAT5 W REGULACJI KRWIOTWORZENIA

Szeroki wptyw cytokin i czynnikéw wzrostu, dziatajgcych poprzez biatka STAT na
krwiotworzenie, okresla ich role w rozwoju i funkcjonowaniu catego uktadu hemato-
poetycznego. W niektérych jednostkach chorobowych uktadu krwiotworczego, takich
jak: wrodzona niedokrwisto$¢ aplastyczna typu Fanconiego czy ciezka wrodzona
neutropenia, opisano zaburzenia prawidtowej funkcji biatek STAT [21,91 ]. W tagodnej
erytrocytozie, ktdra charakteryzuje sie ograniczonym rozrostem uktadu czerwo-
nokrwinkowego i wzmozong odpowiedzig komoérek szpiku na EPO, stwierdzono
utrzymujaca sie aktywacje STAT5. Wynika to z nieprawidtowej budowy receptora dla
EPO oraz nadmiernej aktywacji Jak2, ktore to biatko stymuluje STAT5 [91].

U ptoddw myszy STAT5ab-/- stwierdza sie niedokrwisto$¢, w zwigzku z upo$ledzong
odpowiedzig komoérek szpiku na EPO, gtéwny regulator powstawania erytrocytéw.
llos¢ komérek progenitorowych uktadu czerwonokrwinkowego u tych zwierzat jest
zmniejszona, na skutek zwiekszonego odsetka komoérek wchodzacych na droge apoptozy.
W tym przypadku wynika to ze zmniejszenia ekspresji genu kodujacego jedno z biatek
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antyapoptotycznych - Bcl-xL[16,84]. Biatko to, znajdujac sie w zewnetrznej btonie
mitochondrialnej, jest odpowiedzialne za hamowanie uwalniania cytochromu c oraz
AIF (ang. apoptosis-inducingfactor) z przestrzeni miedzybtonowej mitochondriow.
Jego brak doprowadza do aktywacji kaskady kaspaz oraz zmian morfologicznych
charakterystycznych dla procesu zaprogramowanej $mierci komorki [36,39,71]. STATS
odgrywa istotngrole w utrzymywaniu prawidtowej ilosci erytrocytéw u ptodéw mysich
w trakcie ich rozwoju wewnatrzmacicznego, jak rowniez u nowonarodzonych osobnikéw
[16,84,85]. W przypadku dorostych myszy jego rola w tym wzgledzie pozostaje wciaz
do korca niewyjasniona. Wedtug niektérych autoréw doroste myszy STAT5ab-/- majg
prawidtowa liczbe komorek krwi [40,86]. In vitro obserwowano natomiast zmniejszong
klonogenno$¢ komorek hematopoetycznych, w ktérych zablokowano STATS, po
stymulacji ich IL-3 i GM-CSF w poréwnaniu z typem ,,dzikim”. Wiekszy jest réGwniez
odsetek komorek ulegajacych procesowi apoptozy w zwigzku z brakiem wplywu biatka
STATS na ekspresje genu Bcl-xL[40]. Co wiecej wedtug niektérych autoréw, doroste
osobniki, pomimo utrzymywania prawidtowej ilosci erytrocytéw w normalnych
warunkach, nie potrafig wytwarza¢ odpowiedniej iloSci krwinek czerwonych w stanie
stresu, jakim jest dla uktadu krwiotworczego niedotlenienie. Dodatkowo u czesci
dorostych myszy stwierdzono przewlektg anemie. Sugeruje sie, iz funkcja STATS w
przypadku komorek uktadu czerwonokrwinkowego polega gtéwnie na ochronie komorek
przed procesem apoptozy w czasie ich r6znicowania [40,85]. Rola biatek STATS jest
szczegoOlnie istotna w przypadku zmniejszonego stezenia cytokin lub wtedy, gdy
potrzebna jest szybka mobilizacja komérek ze szpiku kostnego [40].

Ostatnio sugerowano, ze biatka STAT5 sg niezbedne w rozwoju wszystkich szeregow
uktadu krwiotworczego, gtéwnie jednak erytrocytarnego, z uwagi na ich wplyw na
komorki progenitorowe szpiku kostnego [83]. Wykonano wiele doswiadczen w celu
przyblizenia roli STAT5 w komorkach macierzystych krwiotworzenia, polegajacych
m.in. na przeszczepianiu subletalnie napromieniowanym myszom komorek pocho-
dzacych od myszy STAT5ab-/-. Zdolno$é do dtugotrwatego przezycia przeszczepu
byta w tych przypadkach istotnie nizsza [13,83].

Zwierzeta z zablokowanymi biatkami STAT5a i STAT5b wykazujg uposledzong
odpowiedz komdrek na IL-2, IL-3, GM-CSF [49,91]. Klonogenno$¢ komérek szpiku
kostnego, pochodzgcych od tych myszy, jest mniejsza po stymulacji GM-CSF w
stosunku do komoérek uzyskanych od myszy ,,dzikich”. Badania in vitro na liniach
komadrkowych potwierdzaja te zalezno$¢. Jednak wptyw biatek STAT5S na odpowiedz
komérek wobec wymienionych cytokin jest wiekszy w badaniach in vitro niz in vivo
na modelu mysim. Przypuszczalnie obecno$¢ innych drég sygnatowych moze maskowac
konsekwencje niedoboru tych biatek w przypadku zywych organizméw [69,91].

Rzeczywista funkcja biatka STATS w procesie hematopoezy nie jest jednak nadal
ostatecznie wyjasniona.

ZespoOt nasz prowadzi aktywne prace nad rolg biatek STATS w ludzkiej hematopoezie.
Wykorzystujac komérki uzyskane ze szpiku kostnego i krwi pepowinowej w badaniach
wiasnych postugujemy sie m.in. strategig oligomeréw antysensowych (ODNSs). Sato
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krotkie fragmenty kwaséw nukleinowych zdolne do hybrydyzacji z sekwencjami
komplementarnymi i blokujace w ten sposob synteze danego biatka [27,50,67,68,81].
Wstepnie przeprowadzone eksperymenty wskazujg, iz zablokowanie mRNA biatka
STATS nie wptywa w sposéb istotny na klonogenno$é, zywotnos¢ czy indukcje apoptozy
w komarkach krwi pepowinowej. Komorki te, stanowigce populacje komérek mtodych
nie w petni jeszcze dojrzatych, o wysokim potencjale proliferacyjnym, poddane dziataniu
wielu hormondw i czynnikéw wzrostu sg, jak nalezy przypuszczac, mniej wrazliwe na
zmiany w $rodowisku wewnatrzkomorkowym, do jakich moze doprowadzi¢ zablo-
kowanie STATS5. W przypadku szpiku kostnego natomiast zaobserwowalismy ostabienie
wzrostu klonogennych BFU-E (ang. Burst Forming Unit of Erythrocytes) po
zablokowaniu mRNA biatka STATS.

W celu ustalenia wptywu zablokowania mRNA STAT5 na wzrost wybranych
ustalonych linii nowotworowych uktadu krwiotwdérczego, przeprowadziliSmy badania
na liniach biataczkowych K562 i HL60, w ktérych komoérkach stwierdzono konsty-
tutywna aktywacje biatka STAT5 [20]. Uzyskane przez nas wyniki $wiadcza, iz STATS
wptywa na zywotno$¢ i potencjat proliferacyjny tych komérek. Zaobserwowano réwniez
wzrost apoptozy w populacji komérek biataczkowych po ich inkubacji z oligomerami
antysensowymi komplementarnymi do mRNA STATS.

ROLABIALEK STATS W REGULACJI UKLADU
IMMUNOLOGICZNEGO

STATS znaczgco wptywa na rozwdj uktadu immunologicznego. 1lo$¢ splenocytow
myszy STAT5a-/- jest istotnie mniejsza niz ich ilo$¢ u myszy ,,dzikich” z prawidtowa
ekspresjg tego biatka. Limfocyty T u myszy STAT5a-/- wykazujg uposledzong
proliferacje, cojak wykazano, mozna skompensowac zastosowaniem wysokich dawek
IL-2. Wynika to ze zmniejszenia ekspresji IL-2Roc na tych komdrkach, czyli nieobecnosci
receptora dla IL-2 o wysokim powinowactwie [44]. Znacznie powazniejsze zmiany
obserwowano w przypadku braku STAT5b. Zaréwno ilo$¢ splenocytéw, jak itymocytow
u zwierzat STAT5b-/-jest zmniejszona. Splenocyty wykazujg uposledzong odpowiedz
na IL-2 nawet przy jej wysokiej koncentracji. Stwierdza sie defekt aktywnosci
cytolitycznej, podstawowej, jak i stymulowanej IL-2 i IL-15, komérek NK. Wykazano
zmniejszong ekspresje perforyny - biatka uczestniczacego w eliminacji wybranych
komorek przez komorki NK. Zablokowanie biatka STAT5a nasila te zmiany, co skutkuje
catkowitym brakiem populacji komoérek NK u myszy STAT5ab-/- [44,58].

Sugeruje sie udziat biatek STAT5a i b w reakcji alergicznej. Oba biatka odpowiadajg
za naptyw eozynofiléw i limfocytow T CD4+ do drég oddechowych po zadziataniu
alergenu. U myszy STAT5ab-/- upos$ledzona infiltracja eozynofili wynika ze
zmniejszonej produkcji IL-5 przez limfocyty T, interleukiny odpowiedzialnej za
chemotaksje, oraz z upo$ledzonej eozynofilopoezy zaleznej od IL-5. Co ciekawe, myszy
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RYCINA 3. Wzrost klonogennych BFU-E szpiku kostnego cztowieka po 24 h inkubacji z oligomerami
antysensowymi (dawka w godzinie 0: 100ag/ml;po 18godz.: 50|Ltg/ml): K- grupa kontrolna (komérki
nieinkubowane z oligomerami antysensowymi), A - komérki inkubowane z oligomerem o sekwencji
antysensu dla STAT5A, B - komorki inkubowane z oligomerem o sekwencji antysensu dla STAT5B,
AB - komorki inkubowane z oligomerem o sekwencji antysensu dla STAT5A i STATS5B, Ser- komorki
inkubowane z oligomerem o sekwencji nieblokujacej (ang. scrambled); wyniki wyrazono w wartosciach
wzglednych przy przyjeciu wartosci dla kontroli za 100%

STAT5a-/- wykazujg zmniejszony poziom produkcji IgE, jak i IlgGl w odpowiedzi na
alergen, czego nie obserwowano u myszy STAT5b-/-. Moze to wynikac ze zmniejszonej
produkcji 11-4 przez komarki uktadu immunologicznego i stad sugeruje sieg, ze biatko
STAT5a moze by¢ niezbedne do rozwoju limfocytéw Th2 w drodze zaleznej od IL-4
[38]. Dla blizszego poznania funkcji biatek STAT5 w rozwoju proceséw zapalnych u
zwierzat doswiadczalnych wywotano zapalenie otrzewnej, po czym badano skifad
nacieku zapalnego. Stwierdzono istotny regulacyjny wptyw STAT5a i STAT5b na
ilos¢ makrofagéw igranulocytéw w opisywanym nacieku [38].

BIALKA STATS W HEMATOONKOLOGII

W zwigzku z wptywem czynnikéw transkrypcyjnych STAT na procesy proliferacji,
réznicowania oraz na apoptoze, poprzez regulacje ekspresji odpowiednich genow,
rozpatruje sie ewentualny udziat tych biatek w transformacji nowotworowej [8,18,69].
Nieprawidtowg aktywacje biatek STAT zaobserwowano w wielu nowotworach m.in.
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RYCINA 4. Wzrost klonogenny komdrek ustalonej linii biataczkowej HL60 po 24 h inkubacji z
oligomerami antysensowymi (dawka w godzinie 0: 100 pg/ml; po 18 godz.: 50 gg/ml): K - grupa
kontrolna (komérki nieinkubowane z oligomerami antysensowymi), A - komdrki inkubowane z
oligomerem o sekwencji antysensu dla STAT5A, Scr-komérki inkubowane z oligomerem o sekwencji
nieblokujacej (ang. scrambled)’, wyniki wyrazono w warto$ciach wzglednych przy przyjeciu wartosci
dla kontroli za 100%

w raku sutka, prostaty, jajnika, nerki, ptuca, trzustki, czerniaku zto$liwym, nowotworach
glowy i szyi, a takze w chorobach rozrostowych uktadu krwiotwdrczego, takich jak:
ostre i przewlekte biataczki oraz chtoniaki [6,9,24,25,57,70,88]. Do chwili obecnej
zgromadzono wiele dowoddéw na udziat biatek STAT w patogenezie nowotworzenia.
Badania przeprowadzone na ustalonych liniach komérkowych potwierdzity, iz obecnosé
konstytutywnie aktywnych protein STAT jest wystarczajaca do transformacji nowo-
tworowej. Co wiecej u zwierzat, ktérym przeszczepiono transformowane komorki,
rozwijaja sie guzy nowotworowe. Blokowanie biatek STAT w tych komérkach powoduje
spadek potencjatu proliferacyjnego oraz zwiekszony odsetek komdrek wchodzacych
w apoptoze.

Konstytutywna aktywacja biatek STAT w poszczegdlnych nowotworach moze
wynikac z autokrynnej czy parakrynnej stymulacji komorki przez cytokiny lub czynniki
wzrostu [66,73,80], nadmiernej aktywacji receptora [57,98], mutacji genu STAT
wywotujgcej uposledzenie jego inaktywacji [70] czy nadmiernej aktywnosci kinaz JAK
lub innych kinaz komdrkowych, mogacych fosforylowac biatka STAT [11,25,45]. W
komdrkach AML, wykazujacych konstytutywna aktywacje jednego z biatek STAT,
stwierdzono jego mutacje punktowg powodujgcg zamiane jednego z aminokwaséw na
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RYCINA 5. Wzrost klonogenny komoérek ustalonej linii biataczkowej K562 po 24 h inkubacji z
oligomerami antysensowymi (dawka w godzinie 0: 100 |ig/ml; po 18 godz.: 50 pg/ml): K - grupa
kontrolna (komoérki nieinkubowane z oligomerami antysensowymi), A - komérki inkubowane z
oligomerem o sekwencji antysensu dla STAT5A, Ser - komdrki inkubowane z oligomerem o sekwencji
nieblokujacej (ang. scrambled)’, wyniki wyrazono w wartos$ciach wzglednych przy przyjeciu wartosci
dla kontroli za 100%

tyrozyne. Nie wiadomo jednak, czy mutacja ta odpowiada za aktywacje biatka STAT
[18].

Nieprawidtowga aktywacje biatek STAT obserwowano w komérkach trans-
fekowanych onkogenami; Src, Abl oraz genami fuzyjnymi charakteryzujacymi sie
nadmierng aktywnoscig kinaz: Ber/Abl, Tel-Jak2, Tel/Abl [72], Tel/PDGFR i NPM/
Alk [62]. Roéwniez wirusy onkogenne moga odgrywac role w nieprawidtowej aktywacji
biatek STAT i leukemogenezie. Limfocyty T zainfekowane HTLV-1, za sprawg biatka
wirusowego p 12, przytaczajacego sie do cytoplazmatycznej czesci receptora dla IL-2,
stajg sie IL-2 niezalezne i wykazujg nadmierng aktywacje STAT5, co uwaza sie za
przyczyne powstania T-ALL [61]. Onkogeny wirusowe v-Abl i v-Src [12], v-EykK i
wiele innych sg réwniez odpowiedzialne za aktywacje czynnikdw transkrypcyjnych
STAT [7,8,25].

Od dawna uwaza sie, ze przyczyng CML jest translokacja wzajemna t(9:22),
prowadzaca do powstania chromosomu Filadelfia oraz genu fuzyjnego Ber/Abl. Produkt
tego genu - p210BrAlwykazuje nadmierng aktywnosé¢ kinazy tyrozynowej, co powoduje
konstytutywng aktywacje STAT5 w komdérkach hematopoetycznych bezposrednio bez
udziatu kinazy JAK [14,20,26,78]. Transfekcja Bcr/Abl do komérek mysiej nie-
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leukemicznej linii hematopoetycznej Ba/F3 powoduje jej transformacje i uniezaleznienie
od IL-3 [77,78]. Bcr/Abl zmniejsza odsetek komérek wchodzacych w apoptoze poprzez
wzrost ekspresji genu kodujgcego biatko antyapoptotyczne Bcl-xL, co prowadzi do
nagromadzenia komdrek biataczkowych. W promotorze genu Bcl-xL stwierdzono
obecno$é kilku miejsc wigzacych biatko STAT5. [26,75]. Bcr/Abl aktywuje w
komérkach wiele szlakow przekaznikowych, takich jak: Ras, PI3K, JUN, c-Myc, co
moze dodatkowo zwieksza¢ zywotno$¢ komdrek nowotworowych [20,77]. Kons-
tytutywng aktywacje STATS stwierdza sie w liniach hematopoetycznych z obecng
rearanzacjgBcr/Abl, u pacjentow z CML z chromosomem Ph, ale réwniez u pacjentéw
z ALL, u ktérych ten chromosom jest wykrywany.

W przypadku ALL stwierdzono translokacje t(9:12), odpowiedzialna za powstanie
fuzji genu kodujgcego czynnik transkrypcyjny Tel z genem kodujacym kinaze JAK
[72,91,94]. Obecnosé Tel-JAK2 prowadzi do konstytutywnej fosforylacji biatka STAT5
przez nadmierng aktywno$¢ kinazy. Fuzja Tel-Jak2 jest wiec wystarczajagcym
uwarunkowaniem do tego, azeby komorki Ba/F3 zalezne od IL-3 staly sie niezalezne
od wptywu czynnikéw wzrostu. Obecnos¢ genu Tel-JAK2 odnotowano u pacjentow z
B-ALL i T-ALL, jak i u pacjentéw z nietypowymi postaciami CML.

Konstytutywng aktywacje biatek STAT5 zaobserwowano takze w komérkach
pochodzacych od niektérych pacjentéw z ostrg biataczka szpikowa [30,47]. Badania
przeprowadzone u tych chorych wykazaty dodatkowo, poza obecnoscia konstytutywnej
fosforylacji biatka STATS, postacie (3tego biatka, tzn. izoformy pozbawione kilku
aminokwaséw z korica karboksylowego tanicucha biatka. Wyjatkowo duza ich ilos¢ u
pacjentow z AML (okoto 80%) sugeruje udziat krotszych form biatek STATS w
leukemogenezie [28,93,94]. Poréwnujac obecno$é poszczegolnych postaci biatek przed
leczeniem iw momencie nawrotu choroby okazuje sie, ze w momencie nawrotu choroby
ilos¢ pacjentow majacych izofonne [3znacznie sie zwiekszyta. Powstanie postaci @
jest wynikiem innego splicingu mRNA lub czesciej - odmiennej proteolizy biatek
STAT [54,64,93,94]. lzoformy (3 biatek STAT powstajg we wczesnych hemato-
poetycznych komorkach progenitorowych, pod wptywem proteazy serynowej i moga
uczestniczy¢ w procesie dojrzewania komoérek krwiotworczych linii mieloidalnej
[15,43,54,64,65,93]. Prawdopodobnie formy te, jako dominujgce, hamujg prze-
kaznictwo przez biatka STAT i moga hamowac, zalezne od cytokin i regulowane przez
formy a, réznicowanie komorek [93]. Mechanizm dziatania postaci (3biatek STAT nie
jestjednak do konca wyjasniony.

U czesci pacjentow z ostrg biataczkg promielocytowg (M3 wg klasyfikacji FAB)
stwierdzono obecno$¢ fuzji genu STATS5b z RARA (ang. retinoic acidreceptor alpha),
ktéry zwykle wystepuje w konstelacji z genem biataczki promielocytowej i odpo-
wiedzialny jest za jej powstawanie [4,22,51]. Jest to pierwszy opisany przypadek
wystepowania zmian strukturalnych w genie kodujgcym biatka STAT w nowotworze
u cztowieka.

Podsumowujac, konstytutywng aktywacje STATS5 stwierdzono w komérkach
biataczkowych CML, ALL i AML, jak i w skérnym chtoniaku T komérkowym [66].
Nadmierna aktywno$é STATS5 prowadzi do uniezaleznienia komoérek hemato-
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poetycznych od czynnikdéw wzrostu. Wiele problemdw pozostaje jednak do wyjasnienia.
Nieznany jest mechanizm, za pomocg ktérego komorki z konstytutywng aktywacja
STAT5 ulegajgapoptozie po ich stymulacji czynnikami wzrostu [63]. Poniewaz myszy
STAT5ab-/- sg w takim samym stopniu wrazliwe na transformacje v-Abl oraz Ber/
Abl jak typ ,,dziki”, rola biatek STAT5 w procesie leukemogenezy wcigz wymaga
dalszych badan [76].

IMPLIKACJE TERAPEUTYCZNE

Dokladne poznanie roli przekaznikow sygnatu oraz aktywatoréw transkrypcji -
STAT moze przyczynic sie do opracowania skuteczniejszych oraz mniej toksycznych
strategii leczniczych wykorzystujacych zdobycze biologii molekularnej i inzynierii
genetycznej. Nowe metody leczenia sg interesujace przede wszystkim z punktu widzenia
choréb nowotworowych. Zaleznie od przyczyny nadmiernej aktywnosci biatek STAT
w przysztosci prawdopodobnie bedzie mozna zastosowac r6zne metody terapeutyczne.
W przypadku wzmozonej ekspresji receptorow na powierzchni komarki nowotworowej
mozliwe jest zastosowanie antagonistow receptora, czyli czastek o budowie podobnej
do ligandu, wykazujacych wysokie powinowactwo do receptora, jednak nie majacych
zdolnosci jego aktywacji [3]. W tym przypadku istnieje takze mozliwos¢ wykorzystania
przeciwciat neutralizujgcych przeciwko danemu biatku receptorowemu. Nalezy jednak
liczy¢ sie z faktem, iz przeciwciata jako biatka, ktore ulegng strawieniu w przewodzie
pokarmowym osoby leczonej, muszg by¢ podawane dozylnie. Istnieje ponadto ryzyko
indukcji odpowiedzi immunologicznej w organizmie przeciwko obcemu biatku, co moze
prowadzi¢ do znaczgcego obnizenia ich skutecznosci. Jedngz najbardziej obiecujgcych
metod terapeutycznych wydaje sie by¢ obecnie stosowanie inhibitorow kinaz tyro-
zynowych iserynowych, w przypadku stwierdzenia nadmiernej aktywnosci STAT [53].
Istniejg doniesienia traktujgce o tym, iz zastosowanie inhibitoréw kinaz zmniejsza
potencjat proliferacyjny komdrek nowotworowych. W ostatnim czasie do obo-
wigzujgcych schematoéw terapii CML u pacjentéw z obecno$cig chromosomu Ph
wprowadzono inhibitor kinazy Ber/Abl- STI571 Odpowiada on zaréwno za hemato-
logiczna, jak i cytogenetyczngremisje przewleklej biataczki szpikowej [17,37,69].

Cel, jakim jest zmniejszenie aktywnosci czynnikéw transkrypcyjnych STAT, mozna
bytoby osiggna¢ dzieki mechanizmom fizjologicznym odpowiedzialnym za ich
dezaktywacje w komérce. Niezbedne do tegojestjednak dogtebne poznanie roli fosfataz
oraz protein rodziny CIS i PIAS, co umozliwitoby skonstruowanie biatka swoiscie
dezaktywujacego STAT [69].

Kolejna potencjalna strategia lecznicza wigze sie ze stworzeniem mutantow STAT
o charakterze dominujgcym, ktore tgczgc sie z biatkiem komérkowym uposledzatyby
jego przytaczanie do miejsca na receptorze, powstawanie dimerdw, transport do jadra
czy aczenie sie z DNA. Mutanty takie mogtyby mieé tyrozyne zastgpiong fenyloalanina,
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zmodyfikowang domene odpowiadajgcg za wigzanie sie z DNA lub nie miatyby konca
karboksylowego biatka [82].

Mozliwe jest takze blokowanie biatek STAT na poziomie DNA czy mRNA przez
zastosowanie oligomeréw antysensowych (ODNs - ang. oligodeoxynucleoti-
£fes)[27,50,67,68]. Pomimo silnych podstaw teoretycznych, powazngwada tej metodyjest
w chwili obecnej ich duza toksycznos$¢ oraz mozliwo$¢ nieswoistego przytgczania sie
antysensow do innych fragmentéw genomu. Oprécz tego nalezatoby wzigé rowniez pod
uwage koniecznos$¢ czestego powtarzania podawania pacjentom ODNSs ze wzgledu na
mozliwo$¢ odiaczenia od blokowanych sekwencji oraz stosunkowo wysoka ceng. W
odpowiedzi na wymienione ograniczenia szerszego stosowania oligomeréw antysensowych,
opracowano koncepcje trwatego zniszczenia mRNA przez niewielkie fragmenty RNA
o wiasciwosciach katalitycznych - rybozymy [96]. Wielkie nadzieje wigze sie z uzyciem
rybozymoéw do hamowania ekspresji genéw przez rozcinanie okreslonych czasteczek
mRNA w warunkach in vivo [27,46,52,79,87]. Krotkie fragmenty DNA o budowie
semipalindromowej miatyby réwniez zastosowanie w ,,przechwytywaniu” aktywnych
postaci biatek STAT.

Poza nowotworami istnieje mozliwos¢ zastosowania metod biologii molekularnej w
innych jednostkach chorobowych z domniemang przyczyna lezagcg w nieprawidtowym
funkcjonowaniu biatek STAT. Posrdd tej grupy schorzen, wynikajacej z nieprawidtowej
odpowiedzi immunologicznej, mozna wskaza¢ choroby alergiczne oraz autoimmuno-
logiczne. W obydwoch przypadkach skuteczne zablokowanie ekspresji STAT mogtoby
znaczgco poprawic efekty leczenia osiggane do tej poryjedynie terapig konwencjonalng
[59,75,88].

Dogtebne poznanie i zrozumienie roli biatek STAT, a zwlaszcza w patogenezie choréb
rozrostowych jest szczegélnie istotne w ich prewencji i skutecznej terapii. Biatka STAT,
jako cel terapii genowej, sg szczegolnie atrakcyjne, bowiem zablokowanie ich funkcji nie
bytoby prawdopodobnie szkodliwe dla innych komorek. Cze$ciowa inhibicja tych biatek
wydaje sie byé wystarczajaca dla zahamowania procesu chorobowego, a pozostata
aktywnos$¢ moze zapewnic¢ zdrowym tkankom prawidtowe funkcjonowanie [69].

PISMIENNICTWO

[1] AARONSON DS, HORVATH CM. A Road Map for Those Who Don’t Know JAK-STAT. Science 2002;
296: 1653-1655.

[2] AKIRA S. Functional Roles of STAT Family Proteins: Lessons from Knockout Mice. Stem Cells 1999;
17: 138-146.

[31 ALAS S,BONAVIDA B. Rituximab Inactivates Signal Transducer and Activation of Transcription 3 (STAT3)
Activity in B-Non-Hodgkin’s Lymphoma through Inhibition of the Interleukin 10 Autocrine/Paracrine
Loop and Results in Down-Regulation of Bcl-2 and Sensitization to Cytotoxic Drugs. Cancer Res 2001;
61: 5137—5144.

[4] ARNOULD C, PHILIPPE C, BOURDON V, GREGOIRE MJ, BERGER R, JONVEAUX P. The signal
transducer and activator of transcription STAT5b gene is a new partner of retinoic acid receptor alpha
in acute promyelocytic-like leukaemia. Hum Mol Genet 1999; 8: 1741-1749.



26 M. BASKIEWICZ-MASIUK, B. MACHALINSKI

5] BARBER D, BEATTIE BK, MASON JM, NGUYEN M, YOAKIM M, NEEL BG, D’ANDREA AD,
FRANK DA. A common epitope is shared by activated signal transducer and activator of transcription-
5 (STAT5) and the phosphorylated erythropoietin receptor: implications for the docking model of
STAT activation. Blood 2001; 97: 2230-2237.

6] BENEKLI M, XIA Z, DONOHUE KA, FORD LA, PIXLEY LA, BAER MR, BAUMANN H, WETZLER
M. Constitutive activity of signal transducer and activator of transcription 3 protein in acute myeloid
leukemia blasts is associated with short disease-free survival. Blood 2002; 99: 252-257.

7] BESSER D, BROMBERG JF, DARNELL JE, HANAFUSA H. A single amino acid substitution in the v-Eyk
intracellular domain results in activation of Stat3 and enhances cellular transformation. Mol Cell Biol
1999; 19: 1401-1409.

8] BOWMAN T, GARCIA R, TURKSON J, JOVE R. STATs in oncogenesis. Oncogene 2000; 19: 2474-2488.

91 BRENDER Ch, NIELSEN M, KALTOFT K, MIKKELSEN G, ZHANG Q, WAS1K M, BILLESTRUP N,
ODUM N. STAT3-mediated constitutive expression of SOCS-3 in cutaneus T-cell lymphoma. Blood
2001; 97: 1056-1062.

10] BR1ZZI M.F, DENTELLIP, ROSSO A, YARDEN Y,PEGORARO L. STAT protein recruitment and acti-
vation in c-Kit deletion mutants. J Biol Chem 1999; 274: 16965-16972.

11] BROMBERG J, DARNELL JE jr. The role of STATs in transcriptional control and their impact on
cellular function. Oncogene 2000; 19: 2468-2473.

12] BROMBERG JF, HORVATH CM, BESSER D, LATHEM WW, DARNELL JEjr. Stat3 activation is re-
quired for cellular transformation by v-src. Mol Cell Biol 1998; 18: 2553-2558.

13] BUNTING KD, BRADLEY HL, HAWLEY TS, MORIGGL R, SORRENTINO BP, IHLE JN. Reduced
lymphomyeloid repopulating activity from adult bone marrow and fetal liver of mice lacking expression of
STATS. Blood 2002; 99: 479-487.

14] CARLESSO N, FRANK DA, GRIFFIN JD. Tyrosyl phosphorylation and DNA binding activity of signal
transducers and activators of transcription (STAT) proteins in hematopoietic cell lines transformed by Bcr/
Abl. J Exp Med 1996; 183: 811-820

15] CHAKRABORTY A, DYER KF, TWEARDY DJ. Delineation and Mapping of STAT5 Isoforms Activated
by Granulocyte Colony-Stimulating Factor in Myeloid Cells. Blood Cells Mol Dis 2000; 26: 320-330.

16] CHIDA D, MIURA O, YOSHIMURA A, MIYAJIMA A. Role ofcytokine signaling molecules inerythroid
differentiation o f mouse fetal liver hematopoietic cells: functional analysis ofsignaling molecules by retro-
virus-mediated expression. Blood 1999; 93: 1567-1578.

171 CHUNRONG Y, KRYSTAL G, VARTICOVKSIL, McKINSTRY R, RAHMANIM, DENT P, GRANT S.
Pharmacologic Mitogen-activated Protein/Extracellular Signal-regulated Kinase Kinase/ Mitogen-activa-
ted Protein Kinase Inhibitors Interact Synergistically with ST1571to Induce Apoptosis in Bcr/Abl-expres-
sing Human Leukemia Cells. Cancer Res 2002; 62: 188-199.

18] COFFER PJ, KOENDERMAN L, de GROOT RP. The role of STATs in myeloid differentiation and leuke-
mia. Oncogene 2000; 19: 2511-2522.

19] DARNELL J. STATs and gene regulation. Science 1997; 277: 1630-1635.

20] de- GROOT RP, RAAIJMAKERS J, LAMMERS J, JOVE R, KOENDERMAN L. STATS5 activation by
BCR-ADbI contributes to transformation of K562 leukemia cells. Blood 1999; 94: 1108-1112.

21] DONG F, LARNER AC. Activation of Akt kinase by granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF):
evidence for the role of a tyrosine kinase activity distinct from the Janus kinases. Blood 2000; 95:
1656-1662.

22] DONG S, TWEARDY DJ. Interactions of STAT5b-RARa, a novel acute promyelocytic leukemia fusion
protein, with retinoic acid receptor and STAT3 signaling pathways. Blood 2002; 99: 2637-2646.

23] DURBIN JE, HACKENMILLER R, SIMON MC, LEVY DE. Targeted Disruption of the Mouse Statl
Gene Results in Compromised Innate Immunity to Viral Disease. Cell 1996; 84: 443-450.

24] ERIKSEN KW, KALTOFT K, NIELSEN M, ZHANG Q, GEISLER C, NISSEN MH, ROPKE C, WASIK
MA, ODUM N. Constitutive STAT3-activation in Sezary syndrome: tyrphostin AG490 inhibits STAT3-
activation, interleukin-2 expression and growth of leukemic Sezary cells. Leukemia 2001; 15: 787-793.

25] GARCIA R, YU CL, HUDNALL A, CATLETT R,NELSON KL, SMITHGALL T, FUJITA DJ,ETHIER
SP, JOVE R. Constitutive activation of Stat3 in fibroblast transformed by diverse oncoproteins and in
breast carcinoma cells. Cell Growth Differ 1997; 8: 1267-1276.

26] GESBERT F, GRIFFIN JD. Bcr/Abl activates transcription ofthe Bcl-X gene through STATS. Blood 2000;
96: 2269-2276.



BIALKA STATS W HEMATOONKOLOGII 27

[27] GEWIRTZ AM. Oligonucleotide therapeutics: clothing the emperor. Curr Opin Mol Ther 1999; 1: 297-
306.

[28] GOUILLEUX-GRUART V,GOUILLEUX F,DESAINT C, CLAISSE JF, CAPIOD JC, DELOBEL J, WE-
BER-NORDT R, DUSANTER-FOURT I, DREYFUS F, GRONER B, PRIN L. STAT-related transcription
factors are constitutively activated in peripheral blood cells from acute leukemia patients. Blood 1996;
87: 1692-1697.

[29] GRIMLEY PM, DONG F, RUI H. Stat5a and Stat5h: fraternal twins ofsignal transduction and transcrip-
tional activation. Cytokine Growth Factor Rev 1999; 10: 131-157.

[30] HAYAKAWA F, TOWATARI M, IIDA H, WAKAO H, KIYOI H, NAOE T, HIDEHIKO S. Differential
constitutive activation between STAT- related and neutrophil proteins and MAP kinase in primary acute
myelogenous leukemia. Br J Haematol 1998; 101: 521-528.

[31] HILLCS, TREISMAN R. Transcriptional Regulation by Extracellular Signals: Mechanisms and Specifici-
ty. Cell 1995; 80: 199-211.

[32] IHLE JN. STATSs: Signal Transducers and Activators of Transcription. Cell 1996; 84: 331-334.

[33] IHLE JN. Cytokine receptor signaling. Nature 1995; 377: 591-594.

[34] ILARIA RL, HAWLEY RG, VAN ETTEN RA. Dominant Negative Mutants Implicate STAT5 in Myeloid
Cell Proliferation Differentiation. Blood 1999; 93: 4154-4166.

[35] IMADA K, LEONARD WJ. The Jak-Stat pathway. Mol Immunology 2000; 37: 1-11.

[36] ISRAELS L, ISRAELS E. Apoptosis. Stem Cells 1999; 17: 306-313.

[371 JEDRZEJCZAK WW. Inhibitor kinazy tyrozynowej (ST I-571) w leczeniu przewlektej biataczki szpikowej
i ostrej biataczki limfoblastycznej Ph dodatniej. Wspdtczesna Onkologia 2001; 5: 140-144.

[38] KAGAMI S, NAKAJIMA H, KUMANO K, SUZUKI K, SUTO A, IMADA K, DAVEY HW, SAITO Y,
TAKATSU K, LEONARD WJ, IWNAMOTO |. Both Stat5a and Stat5b are required for antigen-induced
eosinophil and T-cell recruitment into the tissue. Blood 2000; 95: 1370-1377.

[39] KAWIAK J, HOSER G, SKORSKI T. Apoptosis and some of its medical implications. Folia Histochem
Cytobiol 1998; 36: 99-110.

[40] KIESLINGER M, WOLDMAN I, MORIGGL R, HOFMANN J, MARINE JC, IHLE JN, BEUG H, DEC-
KER T. Antiapoptotic activity of STAT5 required during terminal stages o f myeloid differentiation. Genes
Dev 2000; 14: 232-244.

[41] KIRITO K, NAKAJIMA K, WATANABE T, UCHIDA M, TANAKA M, OZAWA K, KOMATSU N. Iden-
tification of the human erythropoietin receptor region required for STAT1 and STAT3 activation. Blood
2002; 99: 102-110.

[42] KUBE D, HOLTICK U, VOCKERODT M, AHMADI T, HAIER B, BEHRMANN I, HEINRICH PC,
DIEHL V, TESCH H. STATS is constitutively activated in Hodgkin cell lines. Blood 2001; 98: 762-768.

[43] LEE C, PIAZZA F, BRUTSAERT S, VALENS J, STREHLOW I, JAROSINSKI M, SARIS C, SCHIN-
DLER C. Characterization of the Stat5 protease. J Biol Chem 1999; 274: 26767-26775.

[44] LEONARD WJ, LIN JX. Cytokine receptor signaling pathways. J Allergy Clin Immunol 2000; 105:
877-888.

[45] LEONARD WJ, O’SHEA JJ. Jaks and STATSs: biological implications. Annu Rev Immunol 1998; 16:
293-322

[46] LEWIN AS, HAUSWIRTH WW. Ribozyme gene therapy: applications for molecular medicine. Trends
Mol Med 2001; 7: 221-228.

[47] LIU RY, FAN C, GARCIA R, JOVE R, ZUCKERMAN KS. Constitutive activation of the JAK2/STAT5
signal transduction pathway correlates with growth factor independence of megakaryocytic leukemic cell
lines. Blood 1999; 93: 2369-2379.

[48] LORD JD, McINTOSH BC, GREENBERG PD, NELSON BH. The IL-2 receptor promotes lymphocyte
proliferation and induction of the c-myc, bcl-2, amd bcl-x genes through the transactivation domain of
Stat5. J Immunol 2000; 164: 2533-2541.

[49] MARTINO A, HOLMES JH, LORD JD, MOON JJ,NELSON BH. Stat5 and SP1 regulate transcription of
the cyclin D2 gene in response to IL-2. J Immunol 2001; 166: 1723-1729.

[50] MATYSIAK W, GORSKI A. Perspektywy terapii antysensowej. Pol Arch Med Wewn 1996; 96: 84-88.

[51] MAURER AB, WICHMANN C, GROSS A, KUNKEL H, HEINZEL T, RUTHARDT M, GRONER B,
GREZ M. The STAT5-RARa fusion protein represses transcription and differentiation through interac-
tion with a corepressor complex. Blood 2002; 99: 2647-2652.



28 M. BASKIEWICZ-MASIUK, B. MACHALINSKI

[52] MENDOZA-MALDONADO R, ZENTILIN L, FANIN R, GIACCA M. Purging of chronic myelogenous
leukemia cells by retrovirally expressed anti-bcr-abl ribozymes with specific cellular compartmentaliza-
tion. Cancer Gene Ther 2002; 9: 71-86.

[53] MEYDAN N, GRUNBERGER T,DADIH, SHAHAR M, ARPAIA E, LAPIDOT Z, LEEDER JS, FREED-
MAN M, COHEN A, GAZIT A, LEVITZKI A, ROIFMAN CM. Inhibition ofacute lymphoblastic leuka-
emia by a Jak-2 inhibitor. Nature 1996; 379: 645-648.

[54] MEYER J, JUCKER M, OSTERTAG W, STOCKING C. Carboxyl-truncated STAT5beta is generated by a
nucleus-associated serine protease in early hematopoietic progenitors. Blood 1998; 91: 1901-908.

[55] MILLOT G, SVINARCHUK F, LACOUT C, VAINCHENKER W, DUMENIL D. The granulocyte colony-
stimulating factor receptor supports erythroid differentiation in the absence of the erythropoietin receptor
or STATS. Br J Haematol 2001; 112: 449-58.

[56] MIYOSHI K, SHILLINGFORD JM, SMITH GH, GRIMM SL, WAGNER KU, OKA T, ROSEN JM,
ROBINSON GW, HENNIGHAUSEN L. Signal transducer and activator of transcription (Stat) 5 controls
the proliferation and differentiation of mammary alveolar epithelium. J Cell Biol 2001; 155: 531-542.

[57] MIZUKI M, FENSKI R, HALFTER H, MATSUMURA I, SCHMIDT R, MULLER C, GRUNDIG W,
KRATZ-ALBERS K, SERVE S, STEUR C,BUCHNER T, KIENAST J, KANAKURA Y,BERDEL WE,
SERVE H. Flt-3 mutations from patients with acute myeloid leukemia induce transformation of 32D cells
mediated by the Ras and STAT5 pathways. Blood 2000; 96: 3907-3914.

[58] MORIGGL R, TOPHAM DJ, TEGLUND S, SEXL V, McKAY C, WANG D, HOFFMEYER A, van DEUR-
SEN J,SANGSTER MY,BUNTING KD, GROSVELD GC, IHLE JN. Stat5 is required for IL-2- induced
cell cycle progression of peripheral T cells. Immunity 1999; 10: 249-259.

[59] MULLINGS RE, WILSON SJ, PUDDICOMBE SM, LORDAN JL, BUCCHIERI F, DJUKANOVIC R,
HOWARTH PH, HARPER S, HOLGATE ST, DAVIES DE. Signal transducer and activator of transcrip-
tion 6 (STAT-6) expression and function in asthmatic bronchial epithelium. J Allergy Clin Immunol 2001;
108: 832-838.

[60] NAKIJIMA H, BRINDLE PK, HANDA M, IHLE JN. Functional interaction of STAT5 and nuclear recep-
tor co-repressor SMRT: implications in negative regulation of STAT5-dependent transcription. EMBOJ
2001; 20: 6836-6844.

[61]NICOT C, MULLOY JC, FERRARI MG, JOHNSON JM, FU K, FUKUMOTO R, TROVATO R, FULLEN
J, LEONARD WJ, FRANCHINI G. HTLV-1 pi2 protein enhances STAT5 activation and decreases the
interleukin-2 requirement for proliferation of primary human peripheral blood mononuclear cells. Blood
2001; 98: 823-829.

[62] NIEBOROWSKA- SKORSKA M, SEUPIANEK A, XUE L, ZHANG Q, RAGHUNATH PN, HOSER G,
WASIK MA, MORRIS SW, SKORSKI T. Role of Signal Transducer and Activator of Transcription 5 in
Nucleophosmin/Anaplastic Lymphoma Kinase-mediated Malignant Transformation of Lymphoid Cells.
Cancer Res 2001; 61: 6517-6523.

[63] NOSAKA T, KAWASHIMA T, MISAWA K, IKUTA K, MUI A, KITAMURA T. STAT5 as a molecular
regulator of proliferation, differentiation and apoptosis in hematopoietic cells. EMBO J 1999; 18:
4754-4759.

[64] ODA A, WAKAO H, FUJITA H. Calpain is a signal transducer and activator of transcription (STAT) 3 and
STATS protease. Blood 2002; 99: 1850-1853.

[65] PIAZZA F, VALENS J, LAGASSE E, SCHINDLER C. Myeloid differentiation of FACPI cells is depen-
dent on STAT5 processing. Blood 2000; 96: 1358-1365.

[66] QIN JZ, KAMARASHEYV J, ZHANG CL, DUMMER R, BURG G, DOBBELING U. Constitutive and
interleukin-7- and interleukin-15-stimulated DNA binding of STAT and novel factors in cutaneous T
cell lymphoma cells. J Invest Dermatol 2001; 117: 583-589.

[67] RATAJCZAK MZ, SKORSKI T, BIALEK A. Perspektywy wykorzystania strategii oligomerow antysenso-
wych w medycynie klinicznej. Biotechnologia 1995; 1: 36-42.

[68] RATAJCZAK MZ. Perspektywy wykorzystania osiggnie¢ biotechnologii, biologii molekularnej oraz inzy-
nierii komoérkowej we wspdtczesnej hematologii. Pol Arch Med Wewn 1994; 92: 373-379

[69] RAVANDI F, TALPAZ M, KANTARJIAN H, ESTROV Z. Review - Cellular signaling pathways: new
targets in leukaemia therapy. Br J Haematol 2002; 116: 57-77.

[70] RODER S, STEIMLE C, MEINHARDT G, PAHL HL. STAT3 is constitutively active in some patients with
Polycythemia rubra vera. Exp Haematol 2001; 29: 694-702.



BIALKA STAT5S W  HEMATOONKOLOGII 29

71] RUPNIEWSKA Z, ROZYNKOWA D, KUROWSKA M. Rodzina genéw bcl-2. Post BiolKom 1997; 24:
33-47.

72] SANTOS SC, LACRONIQUE V,BOUCHAERT I, MONNIR, BERNARD O, GISSELBRECHT S, GOU-
1LLEUX F. Constitutively active STATS variants induce growth and survival of hematopoietic cells thro-
ugh a Pl 3- kinase/Akt dependent pathway. Oncogene 2001; 20: 2080-2090.

73] SCHURINGA JJ, WIERENGA ATJ, KRUIJER W, VELLENGA E. Constitutive STAT3, Tyr705, and Ser727
phosphorylation in acute myeloid leukemia cells caused by the autocrine secretion ofinterleukin-6. Blood
2000; 95: 3765-3770.

74] SCHWALLER J, PARGANAS E, WANG D, CAIN D, ASTER JC, WILLIAMS IR, LEE CK, GERTHNER
R, KITAMURA T, FRANTSVE J, ANASTASIADOU E, LOH ML, LEVY DE, IHLE JN, GILLILAND
DG. Stat5 is essential for the myelo- and lymphoproliferative disease induced by TEL/JAK2. Mol Cell
2000; 6: 693-704.

75] SEIDEL HM, LAMB P, ROSEN J. Pharmaceutical intervention in the JAK/STAT signaling pathway. On-
cogene 2000; 19: 2645-2656.

76] SEXL V, PIEKORZ R, MORIGGL R, ROHRER J, BROWN MP, BUNTING KD, RPTHAMMER K,
ROUSSEL MF, IHLE JN. StatSab-/- contribute to interleukin 7-induced B-cell precursor expansion, but
abl- and bcr/abl-induced transformation are independent of stat5. Blood 2000; 96: 2277-2283.

77] SHUAI K, HALPERN J, HOEVE J, RAO X, SAWYERS CL. Constitutive activation of STAT5 by the
BCR-ABL oncogene in chronic myelogenous leukemia. Oncogene 1996; 13: 247-254.

78] SILLABER C, GESBERT F, FRANK DA, SATTLER M, GRIFFIN JD. STATS5 activation contributes to
growth and viability in Bcr/Abl-transformed cells. Blood 2000; 95: 2118-2125.

79] SIOUD M. Nucleic acid enzymes as a novel generation of anti-gene agents. Curr Mol Med 2001; 1: 575-
588.

80] SKINNIDER BF, ELIA AJ, GASCOYNE RD, PETTERSON B, TRUMPER L, KAPP U, MAK TW. Signal
Transducer and Activator of Transcription 6 is frequently activated in Hodgkin and Reed-Stemberg cells
of Hodgkin lymphoma. Blood 2002; 99: 618-626.

81] SKORSKIT,NIEBOROWSKA-SKORSKA M, WLODARSKI P,PERROTTID, HOSER G, KAWIAK J,
MAJEWSKI M, CHRISTENSEN L, I0ZZO RV, CALABRETTA B. Treatment of Philadelphia leukemia
in severe combined immunodeficient mice by combination of cyclophosphamide and bcr/abl antisense
oligodeoxynucleotides. J Nat Cancer Inst 1997; 87: 124-133.

82] SMITHGALL TE, BRIGGS SD, SCHREINER S, LERNER EC, CHENG H, WILSON M. Control of
myeloid differentiation and survival by Stats. Oncogene 2000; 19: 2612-2618.

83] SNOW JW, ABRAHAM N, MA MC, ABBEY NW, HERNDIER B, GOLDSMITH MA. STAT5 promotes
multilineage hematolymphoid development in vivo through effects on early hematopoietic progenitor cells.
Blood 2002; 99: 95-101.

84] SOCOLOVSKY M, FALLON AE, WANG S, BRUGNARA C, LODISH HF. Fetal anemia and apoptosis of
red cell progenitors in Stat5a-/-5b-/- mice: a direct role for Stat5 in Bcl-X (L) induction. Cell 1999; 98:
181-191.

85] SOCOLOVSKY M, NAM H, FLEMING MD, HAASE VH, BRUGNARA C, LODISH HF. Ineffective
erythropoiesis in STAT5a 5b mice due to decreased survival of early erythroblasts. Blood 2001; 98:
3261-3273.

86] TEGLUND S, McKAY C, SCHUETZ E, van DEURSEN JM, STRAVOPODIS D, WANG D, BROWN M,
BODNER S, GROSVELD G, IHLE JN. Statba and Stat5b proteins have essential and nonessential, or
redundant roles in cytokine responses. Cell 1998: 29: 841-850.

87] TURKER PC. Biologia molekularna - krétkie wyktady. PWN 1999.

88] TURKSON J, JOVE R. STAT proteins: novel molecular targets for cancer drug discovery. Oncogene 2000;
19: 6613-8826.

[89] VERDIER F,CHRETIEN S, MULLER O, VARLET P, YOSHIMURA A, GISSELBRECHT S, LACOM-
BE C, MAYEUX P. Proteasomes regulate erythropoietin receptor and signal transducer and activator of
transcription 5 (STATS5) activation. Possible involvement of ubiquitinated Cis protein. J Biol Chem 1998;
273: 28185-28190.

[90] WANG D, MORIGGL R, STRAVOPODIS D, CARPINO N, MARINE JC, TEGLUND S, FENG J, IHLE
JN. A small amphipathic alpha-helical region is required for transcriptional activities and proteasome-
dependent turnover of the tyrosine-phosphorylated STAT5. EMBO J 2000; 19: 392-399.



30 M. BASKIEWICZ-MASIUK, B. MACHALINSKI

[91] WARD A, TOUW I, YOSHIMURA A. The Jak-Stat pathway in normal and perturbed hematopoiesis.
Blood 2000; 95; 19-26.

[92] WEBER- NORDT RM, MERTELSMANN R, FINKE J. The JAK-STAT Pathway: Signal Transduction
Involved in Proliferation, Differentiation and Transformation. Leuk Lymphoma 1998; 28: 459-467.

[93] X1A Z, SALZLER RR, KUNZ DP,BAER MR, KAZIM L, BAUMANN H, WETZLER M. A novel Serine-
dependent Proteolytic Activity Is Responsible for Truncated Signal Transducer and Activator of Trans-
cription Proteins in Acute Myeloid Leukemia Blasts. Cancer Res 2001; 61: 1747-1753.

[94] XIA Z, SAIT NJ, BAER MR, BARCOS M, DONOHUE KA, LAWRENCE D, FORD LA, BLOCK AMW,
BAUMANN H, WETZLER M. Truncated STAT proteins are prevalent at relapse of acute myeloid leuke-
mia. Leuk Res 2001; 25: 473-482.

[95] YU CL, LIN YJ, BURAKOFF SJ. Cytosolic tyrosine dephosphorylation of STAT5. Potential role of SHP-
2 in STATS regulation. J Biol Chem 2000; 275: 599-604.

[96] ZABEL M. Rybozymy I gRNA. Post Biol Kom 1991; 18: 276-278.

[971 ZHANG S, FUKUDA S, LEE Y,HANGOC G, COOPER S, SPOLSKIR, LEONARD WJ,BROXMEYER
HE. Essential role of signal transducer and activator of transcription (Stat) 5a but not Stat5b for FIt3-
dependent signaling. J Exp Med 2000; 192: 719-728.

[98] ZHI-QIANG N, LI J, ARCECI RJ. Signal Transducer and Activator of Transcription 3 activation is re-
quired for Asp  mutant c-Kit-mediated cytokine-independent survival and proliferation in human
leukemia cells. Blood 2001; 97: 3559-3567.

[99] ZIEMIECKI A, HARPUR AG, WILKS AF. Jak protein tyrosine kinases: their role in cytokine signaling.
Trends Cell Biol 1994; 4: 207-212.

Redaktor prowadzgcy - Jerzy Kawiak

Otrzymano:29.04.2002 r.
Przyjeto:20.06.2002 r.
70-112 Szczecin, ul. Czestochowska 8/17



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 30 2003 NR 1 (31-46)

UDZIAL ¢cGMP W SZLAKACH TRANSDUKCJI
SYGNALOW W KOMORKACH ROSLINNYCH*

THE ROLE OF cGMP IN SIGNAL TRANSDUCTION PATHWAYS
IN PLANT CELLS

Monika SZALATY

Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii UAM
Zaktad Biologii Molekularnej Roslin, Poznan

Streszczenie: Cykliczny GMP jest jednym z kluczowych wtérnych przekaznikéw, funkcjonujagcym w
wielu szlakach transdukcji sygnatu w systemach zwierzecych. Badania nad rolg cGMP w komérkach
ro$linnych trwaja zaledwie jedna dekade i wskazuja, Ze czasteczka ta jest znaczacym elementem w
przekaznictwie wewnatrzkomoérkowym roélin. Wykazano, ze cGMP bierze udziat w szlaku lezagcym u
podstaw reakcji obronnej HR, szlaku zaleznym od fitochromu oraz reakcjach niezbednych w regulacji
aparatow szparkowych roslin. Podobnie jak u zwierzat, réwniez u ro$lin induktorami sygnatu cGMP
wydaje sie by¢ NO ipeptydy natriuretyczne. Pomimo ze znanych jest wiele zwierzecych cyklaz guany-
lanowych, jak dotad nie zidentyfikowano uktadu generujgcego cGMP u roélin.

Stowa kluczowe’, cykliczny GMP, cyklaza guanylanowa, tlenek azotu, rosliny.

Summary-. Cyclic GMP is a one of the key secondary messengers, acting in many signal transduction
pathways in animals. Studies on cGMP role in plant cells last only a decade and indicate that it is a
significant element in plant signal transduction system. It was shown that cGMP is involved in the
mechanism of defense signaling pathway of HR, phytochrome signal transduction pathway and in the
modulation of guard cell system in plants. Similarly as in animals, NO and natriuretic peptides seem to
be inducers of cGMP signal in plants too. Despite of many known animal guanylate cyclases, no cGMP
generating system was identified in plants till now.

Key words: cyclic GMP, guanylate cyclase, nitric oxide, plants.

Wykaz skrotow. ANP - przedsionkowy peptyd sodopedny; CAB - biatko wigzgce chlorofil a,b; cADPR
- cykliczna ADP-ryboza; cGMP - cykliczny-3’,5’-guanozynomonofosforan; CHS - syntaza chalkono-
wa; FNR - oksydoreduktaza ferrodoksyna-NADPE GC - cyklaza guanylanowa; HR - reakcja nad-

*Praca dofinansowana z pieniedzy statutowych Zaktadu.
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wrazliwo$ci; irPNP - roslinne peptydy natriuretyczne; NO - tlenek azotu; NOS - syntaza tlenku
azotu; PAL - amoniakoliaza fenyloalaninowa; PR-1 - biatka zwigzane z patogeneza; ROI - reaktywne
formy tlenu

1. WSTEP

Mechanizmy, za pomocg ktérych zewnatrzkomoérkowe sygnaty wywotujg
specyficzng odpowiedz biologiczna, sg istotne dla regulacji wszystkich funkcji komorki.
Kazda komorka, niezaleznie od tego, czy jest samodzielnym organizmem, czy tylko
elementem ztozonego organizmu wielokomdrkowego, musi mie¢ zdoIno$¢ odbierania
niezliczonej liczby stale naptywajacych sygnatdéw i reagowania na wybrane sposréd
nich. W uproszczeniu polega to na percepcji sygnatu zewnetrznego przez odpowiednie
receptory btonowe, ktére aktywujgwtérne sygnaty komdrkowe w cytosolu, ate z kolei
modyfikujg aktywnos¢ czasteczek efektorowych.

W tej pracy opisano funkcjonowanie cyklicznego 3°,5’-guanozynomonofosforanu
(cGMP), ktory jest przedstawicielem grupy wtérnych przekaznikéw informacji. Istnienie
tych przekaZznikdéw umozliwia przemiane sygnatu zewnetrznego w forme rozpoznawang
przez efektor, amplifikacje sygnatu oraz wyciszenie reakcji. Ponadto wazng cechg
wtérnych przekaznikow jest ich udziat w interakcjach odrebnych szlakéw transdukcji
sygnatdw w komdrce (cross-talk).

Szczegblnie ostatnia dekada wigze sie z naptywem informacji dotyczgcych
pochodzenia oraz funkcji cGMP w komorkach ssakdw. Wtasnie te informacje staty sie
punktem wyjscia dla badarh nad cGMP w systemach roslinnych. Zagadnienia te zostaty
oma&wione w niniejszej pracy.

2. GENEROWANIE ORAZ FUNKCJONOWANIE cGMP
W KOMORKACH ZWIERZECYCH

Istnienie cGMP odkryto niespetna czterdziesci lat temu. Asham i wsp. [2] opisali
jego obecno$¢ w moczu szczura. Kilka lat pozniej odkryto w tkankach ssakéw enzymy
odpowiedzialne za produkcje cGMP [22,27,29,49,59]. Cyklazy guanylanowe (ang.
Guanylate Cyclases, GC) w obecnosci jonéw magnezu in vivo katalizujg formowanie
cGMP z GTP (guanozynotrifosforan) zjednoczesnym uwolnieniem PPi (pirofosforanu).
U ssakéw cyklazy guanylanowe wystepuja jako enzymy cytosolowe (frakcji
rozpuszczalnej - ang. soluble Guanylate Cyclase, sGC) lub zwigzane z btonami
komdérkowymi (ang.particulate Guanylate Cyclase, pGC). Te dwa typy cyklaz, précz
lokalizacji komérkowej, rézni tez odmienna budowa (rye. 1) oraz inne sposoby
pobudzania ich aktywnos$ci enzymatycznej (ryc. 2).
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RYCINA 1. A) Model cyklazy btonowej: analiza I-rzedowej struktury poznanych btonowych GC
ujawnita istnienie nastepujacych domen w ich strukturze: ECD - N-koricowej domeny zewnatrz-
komérkowej odpowiedzialnej za wigzanie ligandéw peptydowych, T -krétkiej domeny transbtonowej,
KLD - cytoplazmatycznej domeny kinazopodobnej wigzacej ATP i aktywatory biatkowe, D - domeny
umozliwiajgcej dimeryzacje i CD - C-koncowej domeny katalitycznej o najwyzszym stopniu
konserwatywnosci sposréd wymienionych [19]; B) Model cyklazy frakcji rozpuszczalnej: cyklazy
cytosolowe sg heterodimerami zbudowanymi z podjednostek a i @ réznigcych sie dtugosciag oraz
posiadajgcymi zwigzang grupe hemowa. Dotad zidentyfikowano po dwie izoformy kazdej z podjednostek:
a(a! ia2)iB((3, i[R) [34,62]. Kazda z podjednostek zawiera w C-koncowej czesci domene katalityczng
- CD. Aktywne centrum katalityczne tworzone jest przez obie podjednostki, prawdopodobnie w
wyniku ich dimeryzacji, za ktéra odpowiadajg domeny oznaczone jako D, gdyz kazda z osobna nie
wykazuje aktywnos$ci enzymatycznej [47]. Wiazanie hemu iw#tasciwosci regulatorowe catego kompleksu
sg determinowane przez podjednostke (3 [34]

Cyklazy guanylanowe zidentyfikowano réwniez u innych kregowcow, a takze u
Caenorhabditis elegans i Drosophila melanogcister [5,53].

Dotad zidentyfikowano u ssakow siedem izoform btonowych GC. Cyklazy A,B i G
wystepuja w réznych tkankach [47,51], cyklaza C w jelitach [58], cyklaza D w
komoérkach wechowych [18], cyklazy E i F w komorkach siatkéwki [60]. Rézne sg
mechanizmy regulacji btonowych cyklaz guanytanowych u ssakéw. Aktywnos¢ cyklaz
A iBregulowanajest przez ligandy peptydowe zwane natriuretycznymi [15,50]. Enzym
GC-C aktywowany jest przez tennostabilne enterotoksyny bakteryjne (np. E. coli, Y.
enterocolitica, V cholerae). Biegunki, obserwowane przy bakteryjnych zatruciach
pokarmowych, wigza sie ze stymulujgcym dziataniem termostabilnej enterotoksyny
(wystepujacej w jadzie bakterii) na aktywno$¢ GC-C w obrebie btony Sluzowej
przewodu pokarmowego i zwigzang z tym nadmierng akumulacjg cGMP, czego
skutkiem jest nasilenie wydzielania ptynéw. Satez cyklazy btonowe regulowane przez
jony wapnia. Zalicza sie do nich enzym wystepujacy w segmentach zewnetrznych
komorek fotoreceptorowych siatkowki kregowcow [24,25] oraz enzym wystepujacy
w rzeskach pierwotniakéw Paramecium i Tetrahymena [33,48]. Cyklazy pierwotniakow
aktywowane sg przezjony wapnia za posrednictwem kalmoduliny. W wapniozaleznej
regulacji aktywnosci enzymu fotoreceptorow siatkéwki kregowcow posrednicza biatka
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RYCINA 2. Schemat indukcji i funkcjonowania sygnatu cGMP w komérkach zwierzecych

nazwane GCAP (ang. Guanylyl Cyclase Activating Protein) [14,17,26]. Mechanizm
regulacji oparty jest na zasadzie sprzezenia zwrotnego. Przy stezeniu jonéw wapnia
przekraczajacym 500 nM aktywnos$¢ GC jest niska, a rosnie kilkunastokrotnie, gdy
stezenie jon6w wapnia spada ponizej 70 nM [25,26].

W komdrkach ssakéw cytosolowa GC jest receptorem dla tlenku azotu, czasteczki
sygnatowej, produkowanej w reakcji utleniania L-argininy do L-cytruliny katalizowanej
przez syntaze tlenku azotu (ang. Nitric Oxide Synthase, NOS).

Lokalne stezenie cGMP w komorce jest wypadkowa proceséw jego biosyntezy
oraz degradacji, za ktérg odpowiadajg fosfodiesterazy. Wypadkowy sygnat cGMP
oddziatuje na odpowiednie czgsteczki efektorowe, ktérymi moga by¢: kanaty jonowe,
np. zalezne od cGMP kanaty kationowe w fotoreceptorowych komérkach siatkwki,
fosfodiesterazy cAMP (cyklicznego 3’,5’-adenozynomonofosforanu) - PDE2
aktywowana w wyniku zwigzania cGMP lub PDE3 hamowana przez cGMP oraz
kinazy biatkowe regulowane przez cGMP - PKGI i PKGII (ryc. 2).

3. cGMP JEST CZASTECZKA SYGNALOWA ROWNIEZ
W KOMORKACH ROSLINNYCH

Obecnos$é cGMP w tkankach roslinnych zostata potwierdzona przez spektrometrie
masowa i metodami radioimmunologicznymi [10]. Pokazano, ze czynniki takie, jak:
kwas giberelinowy, $wiatto itlenek azotu, stymulujgprzejsciowy wzrost poziomu cGMP
odpowiednio w komorkach aleuronowych jeczmienia (Hordeum vulgare), komoérkach
fasoli (Phaseolus vulgaris), igtach Swierku (Picea sp.) [10,41,42].
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Dotychczas nie wyizolowano enzymu odpowiedzialnego za produkcje cGMP w
komorkach rodlinnych. W genomach roslinnych nie znaleziono zadnego genu kodujacego
cyklaze guanylanowg o sekwencji nukleotydowej homologicznej do zidentyfikowanych
dotychczas zwierzecych GC. Dzieki szeroko zakrojonym badaniom farmakologicznym
z uzyciem analogdw cGMP i inhibitorow specyficznych dla zwierzecych cyklaz
guanylanowych, moznajedynie przypuszczaé, ze istnieje system generujagcy cGMP w
komarkach roslinnych.

3.1. ¢cGMP uczestniczy'w szlaku NO-zaleznym regulujgcym ekspresje genow
kodujacych biatka reakcji obronnej roslin

Obecnie uwaza sie, ze sygnat cGMP w roS$linach bierze miedzy innymi udziat w
reakcjach lezacych u podstaw obronnej reakcji nadwrazliwosci (ang. Hypersensitive
Response, HR). Rozpoznanie przez rosling awirulentnego organizmu patogennego
wywotuje nadprodukcje reaktywnych form tlenu (ang. Reactive Oxygen Intermediates,
ROI). Zwigzki te indukuja ekspresje wielu roslinnych genéw wprzegnietych w lokalne
mechanizmy obronne okreslane tgcznie reakcjg HR [30,31]. W uktadzie immu-
nologicznym ssakéw, np. w makrofagach, unieszkodliwiajagcych komoérki bakteryjne
czy nowotworowe, dziataniu ROl towarzyszy tlenek azotu (ang. Nitric Oxide, NO).
Delledonne iwsp. [13] postanowili sprawdzi¢, czy wspétdziatanie ROI z NO istnieje
tez w Swiecie roslin. W badaniach z wykorzystaniem kultury kom@érek soi (Glycine
max cv. Wiliams 82) wykazali, ze NO wzmacnia reakcje HR indukowang przez ROI -
umieralno$¢ komdrek po uzyciu NO obok PLO, wzrasta nawet 5-10-krotnie. Poza
tym NO niezaleznie od ROI indukuje ekspresje genow kodujgcych biatka reakcji
obronnej np. genu amoniakoliazy L-fenyloalaniny (ang. Phenylalanine Ammonia-Lyase,
PAL), kodujacej pierwszy enzym szlaku fenylopropanoidowego i genu syntazy
chalkonowej (ang. CHalcone Synthase, CHS), kodujgcej pierwszy enzym faincucha
reakcji prowadzacych do powstawania zwigzkéw pochodnych flawonoidéow. W
komarkach soi, przy wzroscie stezenia endogennego NO w odpowiedzi na infekcje
komérek awirulentnym P. syringae, inhibitor zwierzecej NOS znaczaco redukowat
ekspresje genéw PAL i CHS [13].

Komoérki Arabidopsis thaliana var. Landsberg erecta w odpowiedzi na infekcje
awirulentnym szczepem P. syringae tez charakteryzujg sie wyzszym poziomem NO.
W przypadku kultury komdrek rzodkiewnika stymulacja samym NO bez udziatu ROI
wystarczy, aby wywota¢ reakcje HR. W tych badaniach posunieto sie jednak dalej,
znéw przez analogie do wynikéw badarn na materiale zwierzecym, gdzie w reakcjach
stymulowanych przez NO uczestniczy wtdérny przekaznik cGMP, sprawdzono, czy
sygnat ten uczestniczy réwniez w reakcjach obronnych komérek rzodkiewnika. Uzyto
w tym celu specyficznego inhibitora cytosolowej cyklazy guanylanowej ssakow.
Inhibitor ODQ (ang. IH-(1,2,3)-OxaDiazole[4,3-aJQuinoxalin-J-one) hamowat rozwoj
reakcji HR indukowanej egzogennym NO. Stan ten mozna byto odwrécic przez podanie
do komorek 8-bromoguanozyno-3’,5’-cyklicznego monofosforanu (8-Br-cGMP) -
analogu cGMP. Sam 8-Br-cGMP, bez stymulacji egzogennym NO, nie wywotywat
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reakcji HR, co $wiadczyé moze o tym, ze jego obecno$é jest niezbedna, choé
niewystarczajgca, aby zaindukowac¢ lokalng reakcje obronng [11].

Stymulujace dziatanie NO w indukcji ekspresji gendw szlakéw reakcji obronnej
udokumentowali rowniez Dumer iwsp. [16]. Wykorzystujac rosliny tytoniu (Nicotiana
tcibacum) oraz zawiesine komorek tytoniu, autorzy wykazali, ze w obu przypadkach
infekcja wirusem TMV (mozaiki tytoniowej) powoduje 4-5-krotny wzrost aktywnosci
NOS. Iniekcja zrekombinowanej zwierzecej NOS do lisci tytoniu wywotywata okresowg
ekspresje gendow PAL oraz biatek zwigzanych z patogeneza (ang. Pathogenesis
Related 1proteins, PR-1). Chcac pozna¢ mechanizm, przez ktéry NO stymuluje te
ekspresje, wykorzystano kultury zawiesinowe komarek tytoniu z tego wzgledu, ze fatwiej
jest monitorowaé przejsciowg ekspresje w materiale relatywnie cytologicznie
jednorodnym. Ponadto wykazano, ze heterotroficzne komorki rosngce w ciemnosci
wykazuja niski poziom ekspresji gendw, ktérych produkty biora udziat w fotosyntezie i
biosyntezie zwigzkdw fenylopropanoidowych, jak PAL i CHS. Donory NO wprowadzone
do zawiesiny komorkowej wywotywaty indukcje ekspresji PAL i PR-1. Rowniez 8-Br-
cGMP indukowat ekspresje obu genéw. Co wiecej, inhibitory zwierzecej cytosolowej
cyklazy guanylanowej hamowaty stymulujace dziatanie donoréw NO [16].

Zawarto$¢ cGMP w tkankach roslinnych jest bardzo rézna, od 0,1 pmola/g $wiezej
masy w komérkach aleuronowych jeczmienia az po 1pmol/g $wiezej masy w igtach
$wierku. Poziom endogennego cGMP w badanej kulturze zawiesinowej tytoniu wynosit
okoto 5 pmoli/g Swiezej masy, a dla ekstraktu z lisci tytoniu okoto 10 pmoli/g Swiezej
masy. Infiltracja NOS do lisci i traktowanie zawiesiny komoérkowej donorem NO
powodowaty 10-15-krotny wzrost poziomu cGMP w obu systemach doswiadczalnych.
W zrost ten byt szybki i krétkotrwaty [16].

W komérkach zwierzecych cGMP, powstajacy w wyniku stymulacji ze strony NO,
moze wptywac na indukcje syntezy cyklicznej ADP - rybozy (ang. cyclic ADP-Ribose,
cADPR). Ta czastka sygnatowa przytacza sie do wewnatrzkomérkowych kanatéw
wapniowych iaktywuje uwalnianie wapnia. Dumer i wsp. [16] wykazali, ze cADPR
indukuje ekspresje PAL i PR-1w lisciach tytoniu. Efekt ten byt blokowany przez czerwien
rutenowa, ktéra hamuje uwalnianie jondw wapnia z organeli komérek zwierzecych.
Ponadto wykazano synergizm dziatania cGMP i cADPR w indukcji PAL i PR-1.
Czerwien rutenowa znosita to dziatanie. Dumer iwsp. [16] nie ustalilijednak, czy stymulacje
ekspresji PR-1 i PAL ze strony cADPR wywotuje NO. Klessig iwsp. [32], wykorzystujac
réwniez tyton, stwierdzili stymulujgcy wptyw NO na ekspresje PR-1indukowangwtasnie
przez cADPR i cGMP. Iniekcja do lisci tytoniu zrekombinowanej NOS (zrddto
podwyzszonego poziomu NO) oraz antagonisty CADPR powodowata obnizenie poziomu
ekspresji PR-1. Poniewaz nie stwierdzono catkowitej blokady ekspresji PR-1, mozna
zaktadac istnienie jeszcze innego szlaku stymulacji ekspresji PR-1 [32].

3.2. ¢cGMPjako wtérny przekaznik w szlaku fitochromowym roslin

Pomimo ze fitochromy sg najlepiej poznanymi dotychczas fotoreceptorami roslinnymi,
to wcigz niewiele wiadomo o elementach szlaku sygnatowego pomiedzy fitochromem
a efektorami.
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Chris Bowler iwsp. [8,40] zapoczatkowali pionierskie badania nad wyjasnieniem,
w jaki sposéb fitochrom reguluje ekspresje genéw kodujacych biatka niezbedne do
peinego rozwoju aparatu fotosyntetycznego roslin. W badaniach wykorzystano mutanta
pomidora aurea, ktéry charakteryzuje sie znacznie obnizonym poziomem fitochromu
(gtownie fitochromu A wystepujacego obficie w roslinach etiolowanych). Do komorek
roslin wstrzykiwano czasteczki mogace uczestniczy¢ w mechanizmie regulacji ekspresji
gendw, takie jak: fitochrom A (ang. Phytochrom A, PhyA), GTPyS wraz z toksyng
cholery (ang. Cholera ToXin, CTX) w celu aktywacji biatek G, kalmoduline (ang.
Multifunctional Calmodulin, CaM) wraz z jonami wapnia i 8-Br-cGMP. Na wstepie
wykazano aktywacje biatek G w szlaku fitochromowym, ktéry doprowadza do rozwoju
chloroplastéw ibiosyntezy fotoprotektantéw [40]. Autorzy powyzszych badan wykazali
istnienie trzech odrebnych szlakéw stymulowanych przez cGMP ijony wapnia (ryc.
3). Sam cGMP wystarcza do indukcji ekspresji genu CHS niezbednej do biosyntezy
antocyjanow, natomiastjony wapnia wraz z kalmoduling stymulujg ekspresje innych
genéw (np. genéw biatka wigzacego chlorofil a i b; ang. Chlorophyll a,b binding
protein genes, CAB) potrzebnych dla cze$ciowego rozwoju chloroplastéw, to znaczy
chloroplastéw pozbawionych dwéch komplekséw fotosyntetycznych: fotosystemu |
(PSI) oraz cytochromu béf (Cyt. béf). Trzeci szlak zalezny od cGMP ijonéw wapnia
prowadzi do produkcji obu tych komplekséw i przypuszczalnie funkcjonalnych
chloroplastow ( genem modelowym tego szlaku byt gen oksydoreduktazy ferrodoksyna
-NADP+ ang. Ferrodoxin NADP+oxidoreductase, FNR) [8,40].

Analogicznie funkcjonujgce szlaki odnaleziono w komoérkach soi (Glycine max)
linii SB-P [9]. Genem modelowym szlaku cGMP-zaleznego byt tu réwniez gen syntazy
chalkonowej. W komorkach poddanych naswietlaniu maksymalngtranskrypcje CHS
obserwowano po okoto trzech godzinach. Pdzniej jej poziom spadat az do zerowego w
siédmej godzinie naswietlania. Zjawisko to jest zapewne efektem adaptacji wobec stale
dziatajgcego czynnika stymulujacego. Adaptacja ta polega na samoczynnym wytaczeniu
systemu indukujgcego ekspresje CHS. Zgodnie z przypuszczeniami, w komorkach
zaadaptowanych do jednej intensywnosci $wiatta, po przeniesieniu do Swiatta o wyzszej
intensywnosci, obserwowano dwa szczyty ekspresji CHS [9].

Rowniez w komdrkach soi jak w pomidorze aurea 8-Br-cGMP byt czynnikiem
wystarczajgcym do wzbudzenia ekspresji CHS w zastepstwie $wiatta [9]. Poziom
transkryptu CHS utrzymywat sie przez dtuzszy czas, gdyz 8-Br-cGMP nie ulega
hydrolizie. Zatem to redukcja poziomu cGMP stymulowana przez $wiatto musi
odpowiada¢ za efekt desensytyzacji. Potwierdza te hipoteze fakt, ze wysoce specyficzny
inhibitor fosfodiesteraz cGMP (ang. Zaprinast) w komdrkach zaadaptowanych do
Swiatta, po okoto 10 godzinach od zaaplikowania, byt w stanie wzbudzi¢ ekspresje
CHS. Rowniez donor NO - nitroprusydek sodu (ang. Sodium NitroPrusside, SNP),
podobnie jak 8-Br-cGMP, stymulowat ekspresje CHS w komérkach zaadaptowanych
zaréwno do $wiatta, jak i ciemnosci [9]. W obu przypadkach podobne byty: poziom
ekspresji, Kinetyka indukcji i czas trwania ekspresji. Przez analogie do uktadu
zwierzecego mozna przypuszczac, ze i tutaj wystepuje enzym syntetyzujacy cGMP
indukowany przez NO oraz ze ten enzym nie powstaje de novo, ale jest obecny w
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RYCINA 3. Schemat przedstawiajacy znane elementy sygnatowe uczestniczace w fitochromowym
szlaku transdukcji sygnatu $wietlnego u ro$lin: Pfr - aktywna forma fitochromu, Ga -- aktywna
podjednostka a heterotrimerycznego biatka G, CaM - zaktywowana przez jony \yapnia kalmodulina,
chs - gen syntazy chalkonowej, fnr - gen oksydoreduktazy ferrodoksyna-NADP , cab - geny biatka
wigzacego chlorofil aib

komorkach zaadaptowanych do ciemnosci i Swiatta. To Swiatto odpowiedzialne jest za
modulowanie jego aktywnos$ci. Obok wzrostu ekspresji CHS stymulowanej przez 8-
Br-cGMP i SNP wystepowat spadek poziomu mRNA CAB i FNR w komorkach soi.

Wykorzystujac inhibitory szlakéw cGMP- i Ca-zaleznego, wykazano, ze wstrzy-
mujac ekspresje genu CHS szlaku cGMP-zaleznego wptywaty one jednoczesnie na
stymulacje ekspresji CAB szlaku Ca-zaleznego i FNR szlaku cGMP/Ca-zaleznego.
Ponadto stwierdzono, ze stezenie cGMP, indukujace ekspresje CHS, wstrzymywato
ekspresje CAB i FNR, i odwrotnie - stezenie jondw wapnia indukujgce CAB i FNR
hamowato ekspresje CHS [9]. Tego typu wzajemna regulacja polega wiec na negatywnej
kontroli jednego szlaku przez czynnik pozytywny dla innego szlaku (reciprocal control).
Istnienie takiego mechanizmu ma swoje uzasadnienie. Wiadomo przeciez, ze w siewkach
tuz po skietkowaniu u wielu gatunkéw akumulacja antocyjandéw poprzedza rozwoj
chloroplastéw, co réwniez obserwuje sie na poziomie ekspresji mMRNA. Najpierw
wystepuje stymulacja szlaku prowadzgcego do syntezy fotoprotektantéw, a wstrzy-
mywany jest rozwdj systemu fotosyntetycznego, gdyz fotosynteza nie moze rozpoczaé
sie bez obecnosci baiwnikéw ochronnych. To ttumaczytoby, dlaczego wysoki poziom
cGMP wstrzymuje oba szlaki: Ca- i Ca/cGMP-zalezny odpowiadajgce za synteze
komponentdw fotosyntetyzujacych. Mozliwe, ze potem w wyniku desensytyzacji cyklazy
guanylanowej sygnat cGMP ulega ostabieniu, a wzrasta stezenie jondw wapnia (co tez
moze indukowaé mechanizm obnizania sygnatu cGMP). Ten wzrost nie hamuje jednak
szlaku Ca/cGMP-zaleznego, co pozwala na petne uksztattowanie systemu foto-
syntetyzujacego.

W szlaku fitochromowym Ca/cGMP-zaleznym prdcz regulacji pozytywnej ekspresji
gendw funkcjonuje tez regulacja negatywna. Podlega jej gen syntazy asparaginowej
(ang. Asparagine Synthase 1, ASI) [39].

W komdrkach zwierzecych tlenek azotu funkcjonuje jako czasteczka sygnatowa
w przewodnictwie nerwowym, niespecyficznej odpowiedzi obronnej organizmu oraz
bierze udziat w utrzymaniu homeostazy uktadu krazenia. W wielu reakcjach lezacych
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u podstaw tych procesdéw NO moduluje aktywno$¢ cytosolowej GC. Udowodniono,
ze NO uczestniczy w reakcjach obronnych roslin oraz ze w szlaku indukowanym
przez NO uczestniczy NO-wrazliwa GC. Procesy zalezne od Swiatta, takie jak:
kietkowanie nasion, deetiolacja i hamowanie wzrostu hypokotyli i weztow, byty
indukowane przez NO w warunkach kompletnej ciemnosci lub Swiatta niewy-
starczajgcego do wzbudzenia tych proceséw [6]. Trzebajednak zaznaczyé, ze wobec
wielu procesow fizjologicznych podobny wptywjak Swiatto wywieraja rowniez hormony.
Wiasciwosci hormonalne wobec proceséw wzrostu i rozwoju roslin wykazuje tez NO
[37]. Zachodzi wiec pytanie, czy z fitochromowg indukcjg genéw za posrednictwem
cGMP jest rowniez zwigzany NO.

Taki uktad powigzan pomiedzy NO, GC a $wiattem wystepuje u $luzowca Physarum
polycephalum (ryc. 4) [23]. W przypadku ograniczenia dostepu do substancji
odzywczych, makroplasmodia réznicujg sie do sporangidw, a proces ten zalezny jest
od $wiatta. W warunkach hodowlanych, zeby wprowadzi¢ makroplasmodia w etap
sporulacji, gtodzono je przez okres pieciu dni w ciemnos$ci. W tym okresie poziom
mRNA NOS, jak ijej aktywnos¢ rosty. Indukcja ekspresji NOS i procesu sporulacji
byly blokowane przez inhibitor NOS. Sporulacja, ktora jest indukowana po okresie
glodzenia przez impuls Swietlny, byta wstrzymywana réwniez przez inhibitor NO-
zaleznej GC. Ponadto ekspresja lig 1, genu indukowanego we wczesnym etapie
sporulacji, byta blokowana przez oba inhibitory. 8-Br-cGMP podawany do pozywki 2
godziny przed zadziataniem impulsem $wietlnym powodowalt, ze makroplasmodia
traktowane inhibitorem NOS przechodzity do etapu sporulacji, w czasie ktérego
zachodzita ekspresja lig 1.

Molekularna analiza filogenetyczna umiejscowita $luzowca i inne Mycetozoa w
krélestwie Eukaryota miedzy grzybami a roslinami zielonymi [4]. Analiza sekwencji
NOS Physarum pokazuje, ze w znacznym stopniu roznig sie one od zwierzecych.
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RYCINA 4. Schemat przemian biochemicznych zachodzacych w cyklu rozwojowym Physarum
polycephalum (wg [23], zmodyfikowane)



40 M. SZALATY

Zatem sekwencje NOS Physarum moga by¢ przejSciowymi miedzy zwierzecymi a
ro$linnymi i moga by¢ wykorzystane w poszukiwaniu genu NOS funkcjonujacej
hipotetycznie w szlakach sygnalizacyjnych roslin. Przyktad Physarum dowodzi, ze
wspoétdziatanie sygnatdw NO i cGMP nie jest charakterystyczne tylko dla komérek
zwierzecych. Moze okazac si¢ mechanizmem uniwersalnym, dziatajagcym réwniez w
komorkach roslinnych.

3.3. ¢cGMP moduluje otwieranie aparatow szparkowych indukowane
przez roslinne peptydy natriuretyczne

U kregowcoOw za regulacje gospodarki wodnej odpowiadajg miedzy innymi czynniki
hormonalne zwane peptydami natriuretycznymi (ang. Natriuretic Peptides, NP).
Zidentyfikowano je u wielu gatunkéw kregowcdw, poczynajac od Elasmobranchii
(ryb spodoustych) az po ssaki. Sklasyfikowano dotad cztery typy ligandow pepty-
dowych: ANP (ang. Atrial Natriuretic Peptide), BNP (ang. Brain Natriuretic Peptide),
VNP (ang. Ventricular Natriuretic Peptide) i CNP (ang. C-type NP). Trzy pierwsze
to hormony sercowe, a CNP to gtéwnie czynnik parakrynowy mozgu i uktadu
obwodowego. Pod wzgledem funkcjonowania najlepiej zostat scharakteryzowany ANP,
ktory powoduje zniesienie retencji jonéw wody isodu, czego konsekwencjajest obnizenie
ci$nienia krwi. Bezposrednimi receptorami dla peptydéw natriuretycznych sa btonowe
cyklazy guanytanowe typu A i B.

Veselv i Giordano [56] jako pierwsi wskazali na mozliwo$¢ funkcjonowania
peptydow natriuretycznych w komdrkach roslinnych. Stosujgc metody radio-
immunologiczne przy wykorzystaniu przeciwciat specyficznych dla ludzkiego ANP i
jego prosegmentow, wykazali, ze w lisciach i todygach Dracena godseffiana, wystepuja
ANP, proANP(1-98) i proANP(31-67) [56]. Prosegmenty ANP, ale nie sam ANP,
wzmagaty tempo transportu wody w uktadzie naczyniowym ros$lin [57]. 13-ANP
szczurow wigzat sie specyficznie in vitro i in situ do bton wyizolowanych z lisci
Tradescantia multiflora [21,55]. Doniesiono tez o obecnosci peptydu ANP-podobnego
w lisciach i todygach gatunku Metasequoia [61]. Gehring i wsp. [20,21] dostarczyli
dowodo6w na istnienie biologicznie aktywnego systemu NP u roslin. ANP szczuréw
indukowat otwieranie aparatow szparkowych u Tradescantia albiflora w zaleznosci
od stezenia. Wptyw ANP na transpiracje roslin moze odbywac sie przez receptory
GC, poniewaz efekt ANP byt wstrzymywany przez inhibitory GC [20,21]. Efekt
analogiczny do ANP wywotywat 8-Br-cGMP u Tradescantia albiflora, Commelina
communis i Viciafaba [12,43,45]. Billington i wsp. [7] oczyscili biologicznie aktywne
roslinne peptydy natriuretyczne (ang. immunoreactive Plant Natriuretic Peptides,
irPNP) z bluszczu Hedera helix przez immunopowinowactwo do przeciwciata ANP-
ludzkiego. IrPNP wywotywaly szybki wzrost poziomu cGMP w tkankach korzenia
kukurydzy Zea mays [44]. Stymulacje otwierania aparatow szparkowych i wzrostu
stezenia cGMP w protoplastach komdrek szparkowych w wyniku zastosowania irPNP,
ANP lub kinetyny obserowano u Viciafaba. Inhibitor GC hamowatl otwieranie
aparatow szparkowych indukowane przez irPNP [45]. Udokumentowano réwniez, ze
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cGMP i Ca2 uczestniczg w mechanizmie indukujgcym otwieranie aparatow
szparkowych przez auksyne [12,45]. W obecnosci chelatorajonéw wapniowych EGTA
(ang. Ethy-leneDiamineTetraAcetate),jak i inhibitorow receptoréw rianodinowych:
czerwieni rutenowej i prokainy, efekt stymulujacy irPNP, 8-Br-cGMP i ANP na
otwieranie aparatow szparkowych byt hamowany w okoto 20%. Poza tym
potraktowanie protoplastow komérek szparkowych Viciafaba EGTA w znacznym
stopniu zmniejszato wzrost cGMP w komorkach wywolywany przez irPNP [45].

Poniewaz wiadomo, ze gtbwnym motorem procesu otwierania aparatow szparkowych
jest H+ATPaza, postanowiono sprawdzi¢, czy 8-Br-cGMP moze modulowac dziatanie
tego enzymu. W przypadku todyg i korzeni Tradescantia multiflora 8-Br-cGMP
stymuluje naptyw do komoérek kationéw, hamuje jednakze aktywno$é pompy, na co
wskazywata obnizona hydroliza ATP oraz redukcja gradientu jondw wodorowych
wywolywana przez ET-ATPaze [46,54]. IrPNP stymulowaty aktywno$¢ hydrolityczng
H+ATPazy umiejscowionej w preparatach btonowych lisci Solarium tuberosum [45].
8-Br-cGMP hamowat zaréwno uwalnianie fosforanu, jak i tworzenie gradientu jonéw
wodorowych przez H+ATPaze [45]. Wptyw cGMP na aktywno$¢ H+ATPazy musi by¢
wiec posredni. Autorzy zaktadajg, ze cGMP mogitby stymulowac aktywnos$¢ kanatéw
jonowych, umozliwiajacych naptyw jonéw K+do komérek szparkowych (ryc. 5).

Sklonowano kanat KAT1 - K+rektyfikator bramkowany napieciem, a modulowany
przez cykliczne nukleotydy [28]. W bazach danych odnalezé juz mozna kilka
polipeptydow roslinnych uwazanych za kanaty stymulowane cyklicznymi nukleotydami
ze wzgledu na to, ze majg one domeny wigzgce cykliczne nukleotydy. Nie
przeprowadzono jeszcze ich analizy funkcjonalnej. Pierwszym sklonowanym
polipeptydem stuzgcym jako kanat, majagcym domene wigzacg cykliczne nukleotydy,
byt HYCBTI jeczmienia [52]. Polipeptydy homologiczne do HVCBTI zidentyfikowano
tez w tytoniu [1] i Arabidopsis thaliana [35].

Maathius i Sanders [38] zidentyfikowali inny kanat, wystepujacy w korzeniach A.
thaliana, niezalezny od napiecia btonowego (ang. Voltage Independent Channel, VIC),
ktéry umozliwiat naptyw Na+do komaérek i byt wrazliwy na obecno$¢ cyklicznych
nukleotydéw. Nawet zastosowanie mikromolamych ilosci cGMP lub cAMP powo-
dowato szybkie zamykanie kanatéw. Badania elektrofizjologiczne dowiodty, ze cykliczne
nukleotydy redukowaty przeptyw Na+przez kanat. Ponadto dodanie analogéw cyklicznych
nukleotydéw do medium, na ktorym rosty rosliny rzodkiewnika, zwiekszato tolerancje
tych roslin na zasolenie, wynikajaca z obnizonej w nich akumulacji Na+[38].

Skoro cGMP, jak ijony wapnia hamujg aktywnos¢ H+ATPazy [3], mozliwe jest, ze
moga one wspbtdziata¢ wjednym szlaku sygnalizacyjnym i modulowac stan aparatu
szparkowego. Tak jak jest to w komorkach zwierzecych, cGMP mdgtby indukowaé
synteze cADPR z dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (ang. Nicotinic acid Adenine
Dinucleotide, NAD+), ktéry z kolei aktywowatby receptory rianodinowe iuwalnianie
jonéw wapniowych do cytosolu, a te wptywatyby na aktywnos¢ H+ATPazy. Poniewaz
EGTA, obnizajacy poziom Ca2+dostepnych zewnatrzkomaérkowo, wykazywat wptyw
negatywny na proces otwierania aparatéw stymulowany przez 8-Br-cGMP, dlatego
autorzy zaproponowali, ze cGMP mogthy tez stymulowaé naptyw tych kationow z



42 M. SZALATY

RYCINA 5. Model dziatania irPNP i cGMP w modulacji H -ATPazy i kanatéw jonowych w reakcji
stymulacji otwierania aparatéw szparkowych (wg [45], zmodyfikowane)

zewnatrz (ryc. 5). Sklonowano nieselektywny kanat kationowy bramkowany cAMP i
cGMP. W uktadach heterologicznych (mutancie S. cerevisiae, oocytach X. laevis i
komérkach linii HEK293) polipeptyd AtCNGC2 funkcjonowatjako kanat dla K+jak i
Ca2+ ale tylko w obecnosci dostepnych wewnatrzkomérkowo cAMP lub cGMP [36].
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4. PODSUMOWANIE

Nie ulega watpliwos$ci, ze czasteczka cGMP jest obecna rowniez w komérkach
roslinnych. Cho¢ nie zidentyfikowano w nich uktadu generujagcego cGMP, to
przedstawiono dowody posrednie wskazujace na to, ze taki istnieje. Nalezy do nich
udokumentowany wzrost poziomu cGMP w odpowiedzi na stymulacje zwierzecg NOS,
donorami NO lub tez roslinnymi peptydami natriuretycznymi. Poza tym stwierdzono
réwniez efektywne dziatanie inhibitorow zwierzecych cyklaz guanylanowych w
hamowaniu wzrostu stezenia cGMP w komérkach roslinnych.

Przeprowadzone badania wskazujg na funkcjonowanie sygnatu cGMP w odpowiedzi
obronnej na patogeny, w szlaku fitochromowym oraz w regulacji otwierania i zamykania
aparatow szparkowych. W dwaoch pierwszych dziatanie cGMP doprowadza poprzez
nieznane dotad czynniki do indukcji ekspresji odpowiednich genéw. W procesie
wymienionym jako trzeci rola cGMP polega prawdopodobnie na aktywacji kanatéw
jonowych.

Przez analogie do poznanych cyklaz zwierzecych, generowanie sygnatu cGMP w
szlaku NO-zaleznym wskazuje na istnienie w komorkach roslinnych rozpuszczalnej
cyklazy, ktéra jest indukowana przez NO. Natomiast udziat roslinnych peptydéw
natriuretycznych w reakcji prowadzacej do wzrostu poziomu cGMP w komorkach
szparkowych nasuwa przypuszczenie o funkcjonowaniu w nich btonowej cyklazy
guanylanowej. Zatem wazng kwestig do rozwigzania pozostaje wcigz, czy faktycznie
w komérkach roslinnych funkcjonujg takie enzymy, czy tez zupetnie odmienny od
zwierzecego uktad tworzacy sygnat cGMP.
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ROLA KOMOREK GWIAZDZISTYCH
W REGULACJI FUNKCJI WATROBY.
I. MORFOLOGIA | WEASCIWOSCI KOMOREK
GWIAZDZISTYCH IN SITU ORAZ W HODOWLI
KOMORKOWEJ

THE ROLE OF HEPATIC STELLATE CELLS

IN THE REGULATION OF LIVER FUNCTIONS.

I. MORPHOLOGY AND CHARACTERISTICS
OF INTACT AND CULTURED CELLS

Zbigniew KMIEC

Katedra Histologii i Immunologii, Zaktad Histologii, Akademia Medyczna
w Gdansku

Streszczenie. Komorki gwiazdziste watroby (synonimy: lipocyty, komérki perisinusoidalne watroby,
komorki gromadzace lipidy, komdrki 1to) znajduja sie w przestrzeni okotozatokowej (Dissego), a ich
podstawowga ceche morfologiczng stanowi obecno$¢ licznych wakuoli lipidowych (zajmujacych ok.
20% objetosci komorki) oraz dtugich wypustek oplatajgcych czesto $ciane zatoki watrobowej. W nor-
malnych warunkach komérki gwiazdziste zawierajg 70-80% zasob6w witaminy A w organizmie od-
grywajac kluczowg role w metabolizmie tego zwigzku. Komorki gwiazdziste produkujg wiekszo$¢
sktadnikéw macierzy pozakomdrkowej ptacika watrobowego, a takze enzymy uczestniczace w ich
degradacji. Dzieki obecnos$ci a-aktyny typowej dla gtadkich miocytéw oraz obecnos$ci receptoréw dla
wielu substancji wazoaktywnych komoérki gwiazdziste moga sie kurczy¢ i modulowac przeptyw krwi
w zatokach watrobowych. W warunkach hodowli komérki gwiazdziste ulegaja spontanicznej przemia-
nie okreslanej mianem aktywacji, w wyniku ktérej dochodzi do utraty wakuoli lipidowych, proliferacji
i migracji tych komérek oraz wydzielania réznych sktadnikéw substancji pozakomérkowej i wielu
innych zwigzk6éw, m.in. cytokin, czynnikéw wzrostu i substancji naczynioaktywnych. Uszkodzenie
hepatocytéow prowadzi do transformacji komoérek gwiazdzistych w aktywne metabolicznie komérki o
fenotypie miofibroblastéw, ktére odgrywaja gtéwna role w rozwoju wiéknienia watroby.

Stowa kluczowe: komérki gwiazdziste watroby: morfologia, funkcja, aktywacja.
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Summary: Hepatic stellate cells (synonyms: vitamin A-storing cells, lipocytes, Ito cells, fat-storing cells,
liver-specific pericytes, perisinusoidal cells) are localized in the perisinusoidal space of Disse. They are
characterized by the abundance of intracytoplasmic fat droplets (up to 20% of the cell volume), and the
presence of well-branched cytoplasmic processes, that embrace endothelial cells and provide focally a
double lining for sinusoid. In the normal liver stellate cells store 70-80% ofbody’s vitamin A and control
synthesis and turnover of main extracellular matrix components. Due to the presence of smooth muscle
a-actin, synthesis of vasoactive compounds, and sensitivity to vasoactive agents, stellate cells regulate
contractility of sinusoids, and thus sinusoidal blood flow. Cultured HSC spontaneously transform into
metabolically active myofibroblast-like cells that lose lipid droplets, proliferate, migrate and produce
enhanced amounts of extracellular matrix components, cytokines, growth factors and many other sub-
stances. Hepatocyte damage leads to the activation of quiescent stellate cells that acquire myofibroblast-
like phenotype and play a key role in the development of fibrotic response in the liver.

Key words: hepatic stellate cells: morphology, functions, activation.

Skroty. BMP - biatko morfogenetyczne kosci; CTSCF - czynnik komérek macierzystych (pnia) tkanki
tacznej; CINC - chemotraktant neutrofili indukowany przez cytokiny; M-CSF - czynnik stymulujacy
tworzenie kolonii makrofagéw; MCP-1 - biatko chemotaktyczne dla monocytéw; MIP - biatko zapalne
makrofagéw; MMP - metaloproteinaza macierzy pozakomérkowej, PPAR - receptor aktywowany przez
zwigzki wywotujace proliferacje peroksysomoéw; RBP - biatko wigzace retinol; VEGF - czynnik wzro-
stu $rodbtonka naczyn.

Przed 125 laty Karol Kupffer opisat wystepowanie w watrobie szczura komérek o
gwiazdzistym ksztatcie, ktore potozone byty wokot zatokowych naczyn wiosowatych
pomiedzy komdrkami $rédbtonka a hepatocytami (cyt. wg [67]). Chociaz poczatkowo
Kupffer zaliczyt te komorki do grupy okotonaczyniowych komorek tkanki tagcznej, po
20 latach zmienit zdanie sugerujac, ze nalezg one do specjalnego typu komorek
Srodbtonka o whasciwosciach fagocytamych. Dopiero w ciggu ostatnich dziesiecioleci
wykazano, ze opisane przez Kupffera komarki okotozatokowe (perisinusoidalne) maja
zupetnie inne cechy niz makrofagi zatok watrobowych, czyli komérki Browicza-
Kupffera. Komarki perisinusoidalne okreslano réznymi nazwami (komarki Ito, komorki
gromadzace lipidy, lipocyty, pericyty watrobowe, komorki perisinusoidalne watroby),
jednak ostatnio powszechnie stosowany jest termin gwiazdziste komorki watrobowe
(GKW), ktéry uzywany bedzie rowniez w niniejszej pracy.

1. MORFOLOGIA KOMOREK GWIAZDZISTYCH INSITU

Komorki gwiazdziste znajduja sie w przestrzeni okotozatokowej (Dissego), tuz pod
komorkami srédbtonka zatok, a ciata tych komarek czesto lezg w bocznych zachytkach
pomiedzy sasiadujacymi hepatocytami. W przeciwienstwie do typowych pericytow
GKW nie sg otoczone btong podstawng. Komérki gwiazdziste cechuje obecno$é dwadch
rodzajow wypustek cytoplazmatycznych: dtuzszych, ktére docierajg poprzez blaszki
utworzone z hepatocytoéw do sasiednich zatok watrobowych, oraz krétszych, ktére
okrazajg ,,wtasny” sinusoid wzmacniajac w ten sposob jego $ciane (rye. 1A). Poprzez
swoje wypustki pojedyncza komorka gwiazdzista moze w ten sposéb dociera¢ do wiecej niz
jednej sasiadujacej zatoki watrobowej i kontaktowac sie z duzg liczbg hepatocytéw [67].
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RYCINA 1.Gwiazdzista komorka watroby: a- obraz preparatu watroby $wini wybarwionego metoda
Golgiego w skeningowym mikroskopie elektronowym (technika back-scatter), b- przestrzenna lokalizacja
wypustek w stosunku do $ciany zatoki watrobowej; zdjecie i rysunek udostepnione przez prof. Kenjiro
Wake (Tokio)

Najbardziej charakterystyczng cechg strukturalng GKW jest obecno$é w ich
cytoplazmie duzych (o $rednicy do 8 pm) kropli lub wakuoli thuszczu, ktore zawierajg
pochodne witaminy A (retinoidy, gtéwnie palmitynian retinylu), tréjglicerydy, cholesterol
i wolne kwasy ttuszczowe [66]. W prawidlowej watrobie ludzkiej wakuole lipidowe
stanowigok. 20,5% catkowitej objetosci komérki gwiazdzistej [66]. Autofluorescencja
witaminy A zawartej w komdrkach gwiazdzistych umozliwia ich zlokalizowanie in
vivo przy pomocy mikroskopu z o$wietleniem epifluorescencyjnym [72]. Cytoplazma
komorek gwiaZzdzistych zawiera ponadto dobrze rozbudowany aparat Golgiego i
szorstkg siateczke $rodplazmatyczng, stabo rozwinietg siateczke gtadka, mata liczbe
mitochondriow i lizosomow oraz wyraZznacentriole. W cytoplazmie podstawowej obecne
sg liczne peczki mikrofilamentow, mikrotubul oraz filamentéw posrednich. Za
specyficzne markery komorek gwiazdzistych uznaje sie obecno$é filamentéw a-aktyny
typu komdrek miesniowych gtadkich, takich filamentéw posrednich, jak: desmina,
nestyna i wimentyna, oraz biatek charakterystycznych dla komorek pochodzenia
neuroektodermalnego, takich jak: GFAP, NGF, synaptofizyna i RhoN [33].

In vivo gwiazdziste komérki moga wystepowaé w postaci dwéch odmian
fenotypowych: w prawidtowej watrobie obecne sg w postaci spoczynkowej, opisanej
powyzej, natomiast w przewlektych chorobach watroby, a szczeg6lnie w przebiegu jej
zwidknienia, przybierajg postac tzw. aktywnych komoérek gwiazdzistych o fenotypie
wiasciwym miofibroblastom tkanki tgcznej. Aktywne GKW charakteryzuje brak
wakuoli lipidowych, zwiekszona proliferacja oraz podwyzszona synteza wielu
sktadnikow substancji pozakomérkowej [21,27]. Czynniki prowadzace do aktywacji
komorek gwiazdzistych iutrwalajgce ich fenotyp miofibroblastyczny odgrywajg wazna
role w procesie wtoknienia i marskosci watroby.
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2. FUNKCJE KOMOREK GWIAZDZISTYCH
W WARUNKACH PRAWIDLOWYCH

Komorki gwiazdziste mozna izolowac z watroby szczura i innych gryzoni, atakze
z watroby ludzkiej przez trawienie perfundowanego narzadu kolagenazg, enzymem,
ktory ostabia desmosomalne potgczenia miedzykomérkowe, i pronazg, enzymem
niszczacym hepatocyty. Uzyskiwana zawiesina komoérkowa rozdzielana jest nastepnie
na frakcje komérkowe w wyniku wirowania w gradientach gestosci takich zwigzkow,
jak: metrizamid, Nycodenz, straktan lub Percoll. Ze wzgledu na wysokg zawarto$¢
lipidéw i wynikajgcg z tego niskg gesto$¢, komadrki gwiazdziste mozna oddzieli¢ od
innych niemigzszowych komorek watroby, tj. od komoérek Browicza-Kupffera, komdrek
$rodbtonka i swoistych dla watroby komérek NK {pit cells) [33].

W warunkach hodowli in vitro komorki gwiazdziste podlegaja spontanicznej
przemianie, okre$lanej mianem transfonnacji lub aktywacji, od fenotypu spoczynkowego
do fenotypu aktywnego. W trakcie hodowania na podtozu plastikowym komorki te
stopniowo rozptaszczajg sie, wykazujg zdolno$¢ migracji (nasilongw obecnosci PDGF
i komorek Kupffera) i rozpoczynajg intensywna synteze szeregu sktadnikow substancji
pozakomdrkowej [27]. Uwaza sie, ze w hodowlach trwajgcych nie dtuzej niz trzy dni,
komorki gwiazdziste wykazujg jeszcze fenotyp spoczynkowy. Takim nieaktywnym
GKW przypisuje sie nastepujace funkcje.

1) Metabolizm retinoidéw - Ponad 85% zasob6w witaminy A w organizmie zgro-
madzone jest w watrobie, z czego 80-90% magazynowane jest w lipidowych wa-
kuolach komérek gwiazdzistych. GKW regulujg metabolizm retinoidéw w orga-
nizmie dzieki wysokiej aktywnosci odpowiednich enzymow (acylotransferaza: le-
cytyna-retinol, hydrolaza estréw retinylu) i duzej zawartosci biatek wigzacych
retinoidy (komdérkowe biatka wigzgce retinol: CRBP-1 i CRBP-II oraz biatko wig-
zace retinol: RBP) [66].

2) Modulowanie przeptywu krwi w sinusoidach - Zdolno$¢ kurczenia sie GKW
zaobserwowano zaréwno in vivo, jak i in vitro [52,62]. Ta wtasciwos$é komorek
gwiazdzistych umozliwia im udziat w kontrolowaniu przeptywu krwi w sinuso-
idach dzieki obecnosci w btonie komérkowej receptoréw dla licznych substancji
wazoaktywnych (tab. 1). Szczeg6lng role w regulacji perfuzji w zatokach watro-
by odgrywa endotelina-1, kt6ra jest syntetyzowana takze przez komorki gwiaz-
dziste [52], podobnie jak inne zwigzki naczynioaktywne (tab. 2).

3) Synteza sktadnikéw macierzy pozakomoérkowej - W warunkach fizjologicznych
komérki gwiazdziste stanowig gtéwne Zrédto makroczasteczek substancji poza-
komérkowej i enzyméw kontrolujgcych ich degradacje (tab. 2). Oddziatywania
miedzy komoérkami gwiaZzdzistymi, innymi rodzajami komérek watrobowych oraz
sktadnikami macierzy pozakomdrkowej odgrywajg podstawowa role w procesie
wioknienia watroby, zostaty one przedstawione w nastepnym artykule.
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TABELA 1. Receptory gwiazdzistych komoérek watroby

Rodzaj receptorow

Pismien-
nictwo

1. Receptory dla sktadnikéw macierzy pozakomoérkowej

Integrynya(alb 1, a2b 1, avb 1, a6b4)
2. Receptory dla cytokin i czynnikéw wzrostu

zasadowy FGF

Interferon gamma (IFN-y)

IGF-I

IGF-1l1/mannozo-6-fosforan

NGF, receptor p75

PDGF-a oraz -(3

TGF-P (receptory typu II, Ill, oraz typu |
dla TGF-P/aktywiny)

TNF-a, receptory typu | oraz Il
Aktywator plasminogenu (u-PA)

VEGF (naczyniopochodny czynnik wzrostu)

3. Receptory substancji wazoaktywnych

Angiotensyna 1l

ANP (przedsionkowy peptyd natriuretyczny)
Endotelina-1, receptor typu A oraz B
Arginino-wazopresyna, receptor typu V,
Prostaglandyny

Tromboksan

Trombina

Receptory purynergiczne

Receptory a,-adrenergiczne

4. Receptory dla innych ligandow

Anafilatoksyna C5a

CD40

Fas (CD95)

Fenytyna

Glukokortykoidy

PPAR-(3

PPAR-y

Kwas retinowy (RAR-a, -(3, -y oraz RXR-a, -(3)
Somatostatyna

Zaawansowane koncowe produkty glikacji (RAGE)

[10,46]

[27]

[27]

[56]

[27]
[12,65
[27]
[8,13,14]

[35]
[20

[1

[71]
[26]
[52]
[4]

[19]
[19]
[40]
[63]
[50]

[57]

[54]
[48]
[47]
[28]
[23]
[21]
[51]
[18]

areceptory dla kolagenu typu 1i IV, fibronektyny i lamininy,b

stosunkowo niski poziom ekspresji w poréwnaniu do

makrolagéw watroby.

N Synteza czynnikow wr. o-
stu i cytokin - W warun-

kach fizjologicznych zaréw-
no hepatocyty, jak i komorki
gwiazdziste produkujg insu-
linopodohny czynnik wzro-
stu, IGF-1 oraz biatka wia-
zace IGF (tab. 2), przy czym
synteza poszczegolnych ro-
dzajow biatek wigzacych
IGF zachodzi w réznych ro-
dzajach komorek watrobo-
wych [24]. Z kolei synteza
czynnika wzrostu hepatocy-
tow, | IGF zachodzi gtéwnie
w komorkach gwiazdzistych,
a stymulacja syntezy HGF
przez wydzielany przez he-
patocyty IGF-1 stanowi
przykiad wspotdziatania
migzszowych i niemigzszo-
wych komdrek watroby [59].
Natomiast synteza TGF-(3,
oraz biatek wigzgcych te cy-
tokine zachodzi w prawidto-
wych warunkach wytacznie
w komdrkach Browicza-
Kupffera i w komaorkach
gwiazdzistych watroby. W
wyniku uszkodzenia hepato-
cytéw aktywowane komorki
gwiazdziste stajg sie gtow-
nym miejscem syntezy TGF-
(3 cytokiny o silnym dziata-
niu fibrogennym [7]. GKW
wydzielajg tez szereg innych
cytokin, ktore wywieraja
gtéwnie efekty wewnatrzwa-
trobowe (tab. 2).

5) Synteza erytropoetyny -
Obecno$¢ erytropoetyny wy-
kazano w watrobie zaréwno
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TABELA 2. Substancje syntetyzowane i wydzielane przez komorki
gwiazdziste watroby

1. Sktadniki macierzy pozakomoérkowej oraz enzy my i zwigzki zwigzane z

jej degradacja

Biatka
Kolagen typu I, 111-VI oraz XVIII [27,42]
Entaktyna (nidogen) [27]
Fibronektyna [27]
Laminina [27]
Tenascyna [27]
Undulina [27]

Glikozaminoglikany i proteoglikany

Biglikan [27]
Dekoryna [27]
Siarczany chondroityny, heparanu i dermatanu [27]
Kwas hialuronowy [27]
Syndekan [27]

Enzymy degradujace skfadniki substancji pozakomérkowej

Kolagenaza interstycjalna (MMP-1 u ludzi MMP-13 u szczura) [2]

Kolagenaza/gelatynaza A (MMP-2) [2]
Stromelizyna-1 (MMP-3), i-2 [37]
Progelatynaza A (MMP-14) [6]
Biatko aktywujace fibroblasty (FAP) [38]

Tkankowe inhibitory metaloproteinaz (TIMP)

TIMP-1 [2]
TIMP-2 [30]

Gtowne sktadniki uktadu aktywujacego plazminogen:

Aktywator plazminogenu typu urokinazy (u-PA) [20]
Inhibitor aktywatora plazminogenu typ | (PAI-1) [20]

w hepatocytach, jak i w komdrkach gwiazdzistych [15]. GKW wykazujg aktyw-
nos¢ 5'-egzonukleotydazy, enzymu odgrywajacego waznarole w detekcji prezno-
$ci tlenu w tkankach przez hydrolizowanie AMP do adenozyny, co z kolei moze
stymulowac synteze erytropoetyny [3].

6) Synteza sktadnikéw uktadu aktywacjiplazntinogenu - Ludzkie komérki gwiaz-
dziste watroby syntetyzujg w hodowli wszystkie sktadniki uktadu aktywacji pla-
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TABELA 2. cd.

2. Cytokiny i biatka wigzace czynniki wzrostu

Aktywina A [14]
Czynnik komoérek macierzystych tkanki tacznej (CTSCF) [22]
Czynnik wzrostu tkanki tagcznej (CTGF) [69]
Czynnik wzrostu fibroblastéw (FGF) [27]
Czynnik wzrostu hepatocytéw (HGF) [27]
Czynnik wzrostu nerwéow (NGF) [12]
Insulinopodobny czynnik wzrostu | (IGF-1) [56]
Insulinopodobny czynnik wzrostu Il (IGF-I1) [27]
Naskdrkowy czynnik wzrostu (EG F)a [27]
Ptytkowy czynnik wzrostu (PDGF) [27]
Czynnik aktywujacy plytki (PAF) [40]
Transformujacy czynnik wzrostu a (TGF-a) [27]
Transformujacy czynnik wzrostu P (TGF-(3l, -(32, -(33) [7,13]
Biatka wigzace IGF: IGFBP-2, -3, -4, -5, -6 b [24,56]
Biatka wigzace TGF-P [5,53]
Interleukina-1 [55]
Interleukina-6 [40]
Interleukina-8 (CINC) [39]
Interleukina-10 [64,68]
MCP-1 [41]
M-CSF [27]
MIP-2 [60]

3. Inne substancje

Adrenomedulina [25]
a,-makroglobulina [27]
alfa B-krystalina [U]
Apolipoproteina [27]
BMP-6 (osteopontyna) [34]
Endotelina-1 [52]
Epimorfina [31]
Fibrylina-1 [17]
Leptyna [45]
NO [52]
Prostaglandyny (PGF2a and PGD2) ¢ [33]
Proteaza aktywujaca komplement P 100 [36]

aObecno$¢ mMRNA EGF wykazano w watrobie oraz w izolowanych
GKW i hepatocytach;bwykazano obecno$¢ mRNA IGFBP-6, ale nie
samego biatka;' po stymulacji przez ATP i noradrenaline.

zminogenu (plazminogen typu urokinazowego ijego biatko receptorowe, inhibitor
aktywatora plazminogenu 1), a ich ekspresja jest regulowana w zréznicowany
sposob w drodze parakrynnej i autokrynnej przez takie czynniki wzrostu, jak PDGF
i zasadowy FGF [20].
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3. AKTYWACJAGWIAZDZISTYCH KOMOREK WATROBY
W WARIINKACH HODOWLI JAKO ODZWIERCIEDLENIE
PRZEMIAN ZACHODZACYCH W WARUNKACH IN VIVO

Podczas hodowli na podtozach plastikowych trwajacej dtuzej niz 7 dni komorki
gwiazdziste uzyskujg fenotyp komérek zaktywowanych, przypominajgcych mio-
fibroblasty. Ten proces spontanicznego przejscia od fenotypu ,,spoczynkowego” do
fenotypu ,,aktywnego” okresla sie mianem ,,aktywacji” lub ,,transformacji” komorek
gwiazdzistych. Podobnie jak w sytuacji in vivo, takze w warunkach in vitro aktywne
GKW tracg wakuole lipidowe i rozposcierajg sie na podtozu tworzac cienkie wypustki
zawierajgce mikrofilamenty o charakterze ,,widkien stresowych” [70]. Za morfologiczne
wyktadniki aktywacji GKW uwaza sie tez wzmozong ekspresje oc-aktyny typu miesni
gtadkich, desminy, nestyny i synaptofizyny [33,43]. W przeciwienstwie do komorek
spoczynkowych aktywowane GKW wykazujgekspresje czasteczki CD56, czyli N-CAM1
[40], jednak nieobecnejest w nich biatko GFAP, nalezgce do klasy filamentdw posrednich
cytoszkieletu i stanowigce marker spoczynkowych komdrek gwiazdzistych [9].

Aktywacja komorek gwiazdzistych in vitro przebiega z wyraznym nasileniem
syntezy réznych skiadnikéw substancji pozakomoérkowej, a takze szeregu innych
zwigzkow aktywnych biologicznie (tab. 1). Poznanie mechanizméw prowadzgcych
do aktywowania GKW jest bardzo istotne ze wzgledu na mozliwos¢ stosowania czyn-
nikéw przeciwdziatajgcych temu procesowi w warunkach przewlektego uszkodzenia
watroby przez czynniki chemiczne lub biologiczne. Obecnie zostang krétko
przedstawione niektére procesy towarzyszace aktywacji GKW w hodowli.

W trakcie fenotypowej transformacji GKW dochodzi do zmiany ekspresji wielu
receptorow komdrkowych. llo$¢ receptora PPAR-y, biatka nalezacego do grupy
jadrowych receptoréw regulujacych fenotyp komorek typu adypocytow, ulega
zmniejszeniu w aktywowanych GKW, co moze by¢ przyczyng zanikania wakuoli
lipidowych podczas aktywacji tych komaorek [23]. Transformacji spoczynkowych
komoarek gwiazdzistych w komorki o fenotypie miofibroblastow towarzyszy wielokrotny
wzrost zawartosci biatka szoku tennicznego, alfa B-krystaliny [11]. W trakcie aktywacji
GKW dochodzi do pojawienia sie na powierzchni komorek receptoréw nieobecnych w
komdrkach spoczynkowych, takichjak receptory PDGF-P [21], TGF-(3 [21] oraz ferrytyny
[48]. Stwierdzono, ze wrazliwos¢ receptoréw TGF-[3l [21],endoteliny-1 [50] i trombiny [40]
wobec ich liganddw rosta wraz z postepujaca aktywacja komérek gwiazdzistych.

Transformacji hodowanych komoérek gwiazdzistych towarzyszy silny wzrost
ekspresji TGF-(32 oraz TGF-(33, podczas gdy zawartos¢ TGF-(31, formy dominujacej
w prawidtowej watrobie, nie ulega zmianie [13]. W aktywowanych GKW wykazano
obecnos¢ cytokin, ktére nie wystepuja w komorkach spoczynkowych: aktywiny-A [14],
CTGF [69], IGF-I oraz biatka wigzgcego IGF [56]. Natomiast w miare postepu
aktywacji hodowanych komorek gwiazdzistych dochodzi w nich do zaniku ekspresji
HGF, obecnego w komdrkach spoczynkowych [27].
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W przeciwienstwie do spoczynkowych komdrek gwiazdzistych, ktére sgniewrazliwe
na apoptoze indukowang przez ligand Fas, aktywowane GKW sg wrazliwe na ten typ
zaprogramowanej $Smierci komoérkowej [27]. Podobnie do miofibroblastéw w innych
narzadach, transformowane komorki gwiazdziste cechuje aktywno$é chemotaktyczna
w odpowiedzi na obecno$¢ takich substancji, jak: PDGF [32], MCP-1 [41], zasadowy
FGF [20] lub IGF-I [27].

Do jednego z najwazniejszych procesow zwigzanych z aktywacja komorek
gwiazdzistych zaréwno in vivo w uszkodzonej watrobie, jak i in vitro w hodowanych
komérkach nalezy nasilenie syntezy kolagenu wywotane zmianami na poziomie
transkrypcji oraz translacji [21]. Wykazano, ze p6tokres obrotu metabolicznego
kolagenu a(l) 1w aktywowanych komérkach gwiazdzistych byt 20-krotnie wyzszy niz
w komorkach spoczynkowych [61].

Gtebokim zmianom fenotypowym komérek gwiazdzistych towarzyszy aktywacja
wielu czynnikéw transkrypcyjnych, takichjak: AP-1, SP-1, c-myb, KLF6 orazNFKB
[21]. Aktywowane komdrki gwiazdziste wykazuja ekspresje genéw kontrolowanych
przez NFkB [17,29]. W procesie fenotypowej przemiany komdrek gwiazdzistych moga
tez uczestniczy¢ kinazy aktywowane przez stres, takie jak kinaza MAP p38 [49].

Uwaza sie, ze aktywacja komorek gwiazdzistych in vitro odpowiada zmianie
fenotypu tych komdrek w trakcie ostrego lub przewlektego uszkodzenia watroby. Mimo
prowadzenia intensywnych badan nad procesem aktywacji gwiazdzistych komarek
watroby, mechanizmy zapoczatkowujgce te przemiang, szczeg6lnie w sytuacji in vivo,
sg ciggle stabo poznane. Waznarole w powstawaniu miofibroblastow ze spoczynkowych
komorek gwiazdzistych odgrywajg liczne parakrynne i autokrynne oddziatywania
pomiedzy wszystkimi rodzajami komdrek watroby, ktére zachodzg za posrednictwem
takich mediatoréw, jak: czynniki wzrostu, chemokiny i inne cytokiny, hormony tkankowe
oraz produkty stresu oksydacyjnego. Zagadnienie to zostanie szerzej oméwione w
kolejnym artykule.
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ROLA KOMOREK GWIAZDZISTYCH W REGULACJI
FUNKCJI WATROBY. Il. WSPOLDZIALANIE Z INNYMI
KOMORKAMI W ROZWOJU WELOKNIENIA WATROBY

THE ROLE OF HEPATIC STELLATE CELLS IN THE REGULATION
OF LIVER FUNCTIONS. Il. COOPERATION WITH OTHER CELL TYPES
IN THE DEVELOPMENT OF LIVER FIBROSIS

Zbigniew KMIEC

Katedra Histologii i Immunologii, Zaktad Histologii, Akademia Medyczna
w Gdarisku

Streszczenie: Komoérki gwiazdziste watroby odgrywaja kluczowa role w rozwoju zwtdéknienia watroby,
procesu charakteryzujacego sie iloSciowymi i jakosciowymi zmianami w skiadzie i rozmieszczeniu
macierzy pozakomérkowej. Pod wptywem zwigzkéw uwalnianych z uszkodzonych hepatocytéow
oraz z komdérek Browicza-Kupffera, ptytek krwi, krwinek biatych i komérek $srédbtonka dochodzi do
transformacji (aktywacji) spoczynkowych komoérek gwiazdzistych w komérki o fenotypie miofibrobla-
stow. W wyniku aktywacji w komdrkach gwiazdzistych zanikaja wakuole lipidowe, komdrki prolife-
ruja, migruja na obwdd ptacika oraz syntetyzujg duze ilosci makroczasteczek macierzy pozakomoérko-
wej, co doprowadza do zwidknienia, a ostatecznie do marskos$ci watroby. Chociaz gtéwnym mitoge-
nem dla komoérek gwiazdzistych jest PDGF, za$§ TGF-(3 stanowi najsilniejszy zwiazek fibrogenny, to w
procesie aktywacji tych komérek i postepujacym widéknieniu watroby uczestniczy wiele innych sub-
stancji dziatajacych gtéwnie w drodze parakrynnej i autokrynnej. Po usunieciu czynnika uszkadzajace-
go watrobe moze doj$¢ do cofniecia sie poczatkowych etapéw widknienia wskutek aktywacji tkanko-
wych metaloproteinaz wydzielanych przez komoérki gwiazdziste oraz zmniejszenia liczby tych komé-
rek wskutek apoptozy aktywowanej przez receptor Fas. Zahamowanie aktywacji komoérek gwiazdzi-
stych lub szlakéw transdukcji sygnatéw uaktywnianych przez substancje profibrogenne moze sie w
przysztosci okaza¢ przydatne w terapii zwtdknienia watroby.

Stowa kluczowe: gwiazdziste komoérki watroby, zwtdknienie watroby, oddziatywania miedzykomérko-
we.

Summary: Hepatic stellate cells play a key role in the initiation and progression of liver fibrosis that is
characterized by profound changes in the amount and distribution of the extracellular matrix (ECM).
Various mediators released from damaged hepatocytes and activated liver macrophages, sinusoidal endo-
thelial cells, infiltrating leukocytes, and platelets activate quiescent, vitamin A-rich stellate cells into
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myofibroblasl-like cells. The activated or transformed stellate cells lose lipid droplets, proliferate, migra-
te, contract and synthesize large amounts of ECM components. PDGF and TGF-P represent, respecti-
vely, the most mitogenic and profibrogenic cytokines that act on stellate cells. However, many other
substances derived from various liver cell types increase secretory activity of stellate cells that results in
excessive ECM accummulation. The early stages of liver fibrosis may be reversible due to the apoptosis-
related death ofactivated stellate cells, their reversal to the quiescent phenotype, and activation of matrix
metaloproteinases. Blocking ofsome signal transduction pathways involved in the profibrogenic activity
of stellate cells may provide new ways for the more effective therapy of liver fibrosis.

Key words: hepatic stellate cells, liver fibrosis, cellular cross-talk.

Wi6knienie watroby mozna uwaza¢ za proces stanowigcy odpowiedz na stan
przewlektego uszkodzenia narzadu spowodowanego przez rézne czynniki, takie jak:
choroby metaboliczne, infekcje wirusowe, naduzycie alkoholu lub toksyczne dziatanie
niektérych zwigzkéw chemicznych. Proces ten charakteryzujg jakosciowe oraz
iloSciowe zmiany w rozmieszczeniu skfadnikéw substancji miedzykomaérkowej. W
warunkach prawidtowych wyrdzniane sg dwie gtdwne komponenty macierzy
pozakomorkowej: przestrzen okotozatokowa (Dissego) oraz przestrzenie wrotne.
Pierwsza z nich wypetniona jest amorficznym materiatem (o niskiej gestosci
mikroskopowo-elektronowej) zawierajgcym czasteczki widknistego kolagenu typu I,
I, Vi VI, niewtoknistego kolagenu typu IV i XVIII oraz czasteczki proteoglikanow i
biatek, takich jak: perlekan, fibronektyna, tenascyna-C, laminina, nidogen i siarczan
heparanu. Z kolei przestrzenie wrotne (a takze torebka watroby i otoczenie zyt
Srodkowych) wypelnione sg materiatem elektronowogestym zawierajgcym znacznie
wiecej czasteczek wioknistego kolagenu niz w przestrzeni Dissego [65]. W trakcie
widknienia watroby dochodzi do znacznego wzrostu objetosci macierzy poza-
komoérkowej, gtownie w obrebie przestrzeni wrotnych oraz w przestrzeniach
okotozatokowych, przy czym catkowita zawarto$é kolagenowych i niekolagenowych
sktadnikéw macierzy rosnie prawie dziesieciokrotnie [57]. Podczas watrobowej
fibrogenezy amorficzny materiat wypetniajacy przestrzen Dissego zostaje zastapiony
duza iloscig widknistych makroczasteczek kolagenu. Procesowi temu towarzyszy zanik
fenestracji w komorkach $rddbtonka zatok i zanik mikrokosmkow hepatocytéw, co
prowadzi do uposledzenia funkcji hepatocytow i zaburzerh w mikrokrazeniu watroby
[57]. Gwiazdziste komorki watroby (GKW), ktérych funkcje w warunkach
prawidtowych zwigzane sg m.in. z syntezg i degradacjg sktadnikéw macierzy
pozakomorkowej [38], odgrywaja gtéwna role w zapoczatkowaniu i podtrzymywaniu
procesu wtoknienia watroby [16,24]. W wyniku ostrego lub przewlektego uszkodzenia
watroby komérki gwiaZzdziste ulegajg tzw. aktywacji lub transformacji, ktéra prowadzi
do zmiany ich morfologii i funkcji. Transformacja GKW wyraza sie utrata wakuoli
lipidowych, zmiang ksztattu z gwiazdzistego na wydtuzony, typowy dla miofibroblastow
[24], zwiekszong proliferacjg oraz migracjg tak przeksztatconych komorek do miejsca
uszkodzenia narzadu [16]. W przypadku ostrego, jednorazowego uszkodzenia watroby
dochodzi zwykle do przerwania nadmiernej aktywnosci komdrek gwiazdzistych iich
powrotu do fenotypu komorek spoczynkowych. Przewlekte uszkodzenie narzadu
doprowadza natomiast do przedtuzonej aktywacji GKW, co, wraz z postepujgcym
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nagromadzaniem sie sktadnikéw macierzy pozakomdrkowej, doprowadza do
zwidknienia, a w koncu do marskosci watroby [57]. Kluczowa role komorek
gwiazdzistych w rozwoju zwidknienia watroby sugeruje wystepowanie korelacji
pomiedzy iloscig miofibroblastéw watroby a stopniem zwitdknienia narzadu, ktérg
obserwowano u pacjentdw chorych na zapalenie watroby typu C [62], jak rowniez w
doswiadczalnych modelach widknienia i marskosci watroby [79].

1. CZYNNIKIWYWOLUJACE AKTYWACJE GWIAZDZISTYCH
KOMOREK WATROBY

Wioknienie watroby stanowi dynamiczny proces, ktory jest ScisSle powigzany z
wielkoscig i czasem trwania uszkodzenia hepatocytéw. Cigg zdarzen zapo-
czatkowujacych wioknienie watroby inicjowany jest in vivo przez rézne czynniki
wiasciwe dla réznych rodzajow uszkodzenia narzadu. Proces kluczowy dla
zapoczatkowania wtdknienia watroby, czyli transformacja spoczynkowych komérek
gwiazdzistych w aktywne komarki o charakterze miofibroblastéw, wywotany zostaje
przez uwolnienie z uszkodzonych hepatocytow, komoérek Kupffera lub komarek
$rodbtonka zatok watrobowych wielu substancji o dziataniu parakrynnym i
autokrynnym. Wiekszos¢ informacji o mechanizmach aktywacji komorek gwiazdzistych
uzyskano w badaniach przeprowadzonych w warunkach hodowli komoérkowej,
poniewaz uwaza sie, ze zachodzacy spontanicznie in vitro proces transformacji tych
komérek odpowiada przebiegajagcym in vivo procesom ich aktywacji [16,24]. Mimo
zasadniczej poprawnosci takiego podejscia, nalezy zaznaczy¢, ze prawdopodobnie nie
wszystkie obserwacje poczynione na modelach komorkowych w petni odpowiadaja
zmianom zachodzacym in vivo podczas uszkodzenia watroby [4,13].

Proliferacja komorek gwiazdzistych, obserwowana in vivo zaréwno podczas
uszkodzenia watroby ludzkiej [62], jak i w modelach doswiadczalnych wioknienia
tego narzadu jest najsilniej stymulowana w warunkach hodowli przez ptytkopochodny
czynnik wzrostu (PDGF) uwalniany w watrobie przez komorki Kupffera i ptytki krwi
[17,24]. Mitogenny efekt PDGF ulega wzmocnieniu poprzez wzrost ilosci receptorow
PDGF na komérkach gwiazdzistych obserwowany zaréwno w trakcie przewlektych
chordb watroby u ludzi, jak i w do$wiadczalnym wioknieniu [57]. Niezaleznie od
dziatania mitogennego PDGF [8], a takze zasadowy FGF [15] wykazujg rowniez
aktywno$¢ chemotaktyczng, ktéra prowadzi do migracji komérek gwiazdzistych do
miejsc uszkodzenia narzadu. Biatko chemotaktyczne dla monocytéw, MCP-1,
uwalniane przez aktywowane komorki gwiazdziste, stymuluje nie tylko migracje
monocytow i limfocytow, lecz rowniez migracje samych komorek gwiazdzistych [48].
W sytuacji przewlektego uszkodzenia watroby takie dziatanie MCP-1 moze dodatkowo
~rekrutowac” (Scigga¢) GKW do miejsc uszkodzenia watroby i w ten sposob
przyczyniac sie do rozwoju zwidknienia narzadu. Niektore substancje pobudzajgce i
hamujace podziaty GKW wymieniono w tabeli 1.
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Podobniejak w przypadku wiéknienia innych tkanek i narzgdéw [67], transformujacy
czynnik wzrostu-(3 (TGF-(3) jest najbardziej fibrynogennym mediatorem aktywnym w
procesie wtdknienia watroby [16,24]. Swiadcza o tym m.in. badania przeprowadzone
na transgenicznych myszach, u ktérych przewlekta produkcja TGF-[3] wywotywata
widknienie watroby inerek przebiegajgce ze wzrostem odktadania kolagenu i apoptoza
hepatocytdw [63]. Role tej cytokiny w rozwoju zwtdknienia watroby potwierdzajg tez
posrednio badania przeprowadzone na myszach pozbawionych genu TGF-(3, u ktérych
wykazano znacznie zmniejszone nagromadzenie kolagenu w odpowiedzi na uszkodzenie
watroby [26]. Wzmozong ekspresje TGF-(3 w komorkach gwiazdzistych obserwowano
zaréwno w przewlektych chorobach watroby, jak i w doSwiadczalnym widknieniu tego
narzadu [57]. Uwaza sie, ze TGF-(3l zaburza w uszkodzonej watrobie réwnowage
pomiedzy odktadaniem a degradacja sktadnikow macierzy pozakomdrkowej. Cytokina
ta pobudza transformacje spoczynkowych GKW w komorki typu miofibroblastow
[24]. W aktywowanych komérkach gwiazdzistych TGF-(3 nasila synteze biatek i
proteoglikandw macierzy pozakomorkowej, zmniejsza produkcje enzyméw degra-
dujacych makroczasteczki macierzy (kolagenaz i innych metaloproteinaz) [38] oraz
stymuluje synteze tkankowych inhibitoréw metaloproteinaz [3]. Chociaz TGF-(3 nie
wywiera bezposredniego efektu na proliferacje i migracje komaérek gwiazdzistych [24],
cytokina ta moze w sposob posredni dziata¢ mitogennie poprzez indukcje receptorow
PDGF na komorkach gwiazdzistych [57]. Obok TGF-p takze inne zwiazki zwiekszaja
synteze skiadnikow substancji miedzykomdrkowej przez aktywowane gwiazdziste
komarki watroby (tab. 1).

2. ODDZIALYWANIAMIEDZY KOMORKOWE
PODCZAS AKTYWACJI KOMOREK GWIAZDZISTYCH
| POSTEPUJACEGO WL OKNIENIAWATROBY

Wiele zmian przebiegajacych w zaktywowanych komorkach gwiazdzistych odgrywa
istotng role w zapoczatkowaniu odpowiedzi profibrynogennej w uszkodzonej watrobie.
Zmiany te wywotywane sg uwalnianiem cytokin i innych czynnikéw zaréwno przez
aktywowane komorki gwiaZzdziste [38], jak i przez inne rodzaje komérek watrobowych
[37]. Role oddziatywan autokrynnych dla podtrzymania aktywacji komarek
gwiazdzistych wykazano na przyktadzie PDGF [45,57], FGF [15], TGF-(3 [2] oraz
endoteliny-1 [44]. Uwaza sie jednak, ze gtdowna rola w zapoczatkowania aktywacji
komorek gwiazdzistych przypada czynnikom dziatajgcym w drodze parakrynnej, ktdre
uwalniane sg lokalnie z uszkodzonych hepatocytow i aktywowanych makrofagow
watroby, komérek srédbtonka zatok, ptytek krwi oraz z komdrek jednojadrzastych
naptywajgcych do watroby (ryc. 1).

Najsilniejszg stymulacje syntezy skltadnikéw macierzy pozakomoérkowej w
hodowlach GKW obserwowano woéwczas, kiedy medium hodowlane wzbogacano
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réwnoczes$nie w bezkomdérkowy przesacz uzyskiwany z hodowli hepatocytéw i
komarek Kupffera, efekt osobno dodawanych przesgczéw byt mniejszy [23,37]. W
podobnych doswiadczeniach udato sie czesciowo scharakteryzowa¢ mediatory
aktywujgce komorki gwiazdziste. Na przyktad, TGF-{3 uwalniany z komérek Browicza-
Kupffera powodowat transformacje spoczynkowych komérek gwiazdzistych w komérki
o fenotypie miofibroblastow oraz zwiekszat w nich synteze makroczasteczek matriks
poza-komadrkowej [5,24]. W niektérych modelach uszkodzenia watroby reaktywne
zwiazki tlenu uwalniane z hepatocytéw oraz granulocytéw obojetnochtonnych pobudzaty
fibrogeneze w komérkach gwiazdzistych [9,53], a takze indukowaty w nich synteze
MCP-1, biatka chemotaktycznego dla monocytéw [77]. Jak wspomniano, MCP-1
odgrywa wazngrole w rozwoju zmian zapalnych w watrobie przez chemoatrakcje nie
tylko monocytéw i limfocytdw, lecz takze spoczynkowych komorek gwiazdzistych
[48]. W warunkach in vitro w petni aktywowane komorki gwiazdziste odpowiadajg na
obecnos¢ endotoksyny bakteryjnej (LPS) wzrostem ekspresji MCP-1 [70]. Obserwacja
ta sugeruje, ze im wiecej komdrek gwiazdzistych ulega aktywacji w warunkach in
vivo, tym silniej watroba reaguje na dziatanie endotoksyn, co moze prowadzié¢ do
zwiekszonej syntezy czynnikéw chemotaktycznych inasilenia zmian zapalnych. Jedno
z wielu oddziatywarn autokrynnych, ktére podtrzymuja fibrynogenng aktywnosé
komorek gwiazdzistych, oparte jest na stymulowaniu przez TGF-(J, wydzielany m.in.
przez komdrki gwiazdziste, syntezy w tych komorkach MCP-1 oraz sktadnikow
macierzy pozakomdrkowej, przy czym zmiana sktadu macierzy moze pobudzac dalsza
sekrecje MCP-1[48]. Inny rodzaj autokrynnych interakcji istotnych dla aktywacji komorek
gwiazdzistych polega na zwigkszeniu przez TGF-(3 stabilizacji mMRNA ECE-1 (enzymu
konwertujacego preproendoteline do endoteliny-1), co prowadzi do wzmozonej syntezy
endoteliny-1 w komdrkach gwiazdzistych [66]. Z kolei endotelina-1, syntetyzowana w
watrobie przez komorki $rédbtonka i komérki gwiazdziste, takze aktywuje komorki
gwiazdziste zaréwno bezposrednio, jak i poprzez indukowanie syntezy TGF-(3 [16].
Aktywacja komorek Kupffera stanowi, obok uszkodzenia hepatocytdéw, inne
krytyczne zdarzenie w inicjowaniu (przyczyne inicjowania) widknienia watroby. W
warunkach in vivo szybkie gromadzenie sie komoérek Kupffera czesto poprzedza
aktywacje komorek gwiazdzistych [34]. Komérki Kupffera oraz komorki gwiazdziste
stanowig najwazniejsze miejsca syntezy TGF-(3 w watrobie [11]. Ponadto komérki
Kupffera wydzielaja wiele innych cytokin, takich jak: PDGF, TNF-a, IL-6 oraz TGF-
a [37], ktére wptywajg modulujagco na proliferacje i zmiane fenotypu komoérek
gwiazdzistych (tab. 1). TNF-a stymuluje transformacje spoczynkowych komorek
gwiazdzistych w miofibroblasty oraz w zr6znicowany sposob wptywa na aktywno$é
sekrecyjnatych komérek: nasila synteze takich sktadnikdw macierzy pozakomdrkowej,
jak fibronektyna i tenascyna [39], ale rownocze$nie zmniejsza ekspresje kolagenu
typu 1 [27,29] i typu Il [39]. Wydaje sie, ze we wstepnym etapie wtoknienia watroby
TNF-a mogiby pobudzaé degradacje sktadnikow macierzy pozakomérkowej przez
nasilenie ekspresji metaloproteinaz w komorkach gwiazdzistych, natomiast w trakcie
postepujacego widknienia narzadu cytokina ta mogtaby zmniejsza¢ degradacje macierzy
w wyniku indukowania syntezy inhibitora metaloproteinaz (TIMP) w tych komérkach
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TABELA 1. Substancje wptywajace na proliferacje gwiazdzistych komoérek watroby i synteze makro-
czasteczek macierzy pozakomoérkowej przez te komoérki

Zwiazki stymulujace proliferacje komérek gwiazdzistych

PDGF-P [45,58]
TGF-(3la [57]
b-FGFb [59]
IGF-1 [71]
VEGF [2
Aktywne zwigzki tlenu [53]
Kwas 9-cis-retinowy [25]
Sfingozyno-1-fosforan [10,28]
Trombina [45,46]
Wazopresyna [6]
ANP [21]
Amitoryd [71

Zwigzki hamujace proliferacje komérek gwiazdzistych

Interferon-y oraz interferon-a [43]
TNF-a [39,61]
TGF-P' [12,61]
LPS [36,37]
Prostaglandyna E2 [10,45]
Endotelina-1 [44]
Ligandy PPAR-y [18]
Donory tlenku azotud [14]
Rapamycyna' [78]
Inhibitory GTPazy RhoA [32]

Zwiazki stymulujace fibrogeneze w aktywowanych komérkach gwiazdzistych

TGF-pl [5]
Aktywne zwiagzki tlenu [9,41]
Aldehyd octowy [
Kwas 9,13-di-m retinowy f [55]
TNF-a g [53,39]
1GF-I [71]
IL-6 [22]
Onkostatyna M [42,68]

Zwiazki hamujace fibrogeneze w aktywowanych komérkach gwiazdzistych

HGF [49,56]
Interferon-y oraz interferon-a [43]
TNF-a [29]
Endotelina-1 [44]
Kwas trans retinowyh [25]
Relaksyna [76]
Inhibitor proteazl [54]
Donory tlenku azotu [9]
a,-makroglobulina [64]

aiia - patrz notka na stronie obok
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[3]. Inne cytokiny wydzielane przez komorki Kupffera, takie jak IL-1, TNF-a oraz
interferon-y stanowig silne induktory syntezy MCP-1 w komérkach gwiazdzistych
[70,77]. Ponadto TNF-a stymuluje w spoczynkowych oraz aktywnych komérkach
gwiazdzistych synteze biatka zapalnego makrofagéw, MIP-2, chemokiny specyficznej
dla granulocytéw obojetnochtonnych [69]. Tak wiec, cytokiny wydzielane przez komérki
Kupffera uczestniczg w wytwarzaniu sygnatéw chemotaktycznych dla naptywajacych
do uszkodzonej watroby monocytéw, limfocytéw ineutrofili. Komorki nacieku zapalnego
moga z kolei nasila¢ odpowiedz fibrogenng przez wydzielanie cytokin, takich, jak:
IL-6 oraz TGF-P, ktore silnie aktywujg komorki gwiazdziste [16]. Interleukina 6,
nalezaca do biatek ostrej fazy, produkowana przez komdrki Kupffera oraz
pozawatrobowo, moze odgrywac role stymulatora fibrogenezy przez nasilanie w
komarkach gwiazdzistych ekspresji gendéw kolagenu, fibronektyny oraz TGF-(3 [22].
Takze aktywne zwigzki tlenu wytwarzane przez granulocyty obojetnochtonne moga
uczestniczy¢ w aktywowaniu GKW [9]. Niektdre z oddziatywan miedzykomdrkowych
zaobserwowanych w roznych modelach doswiadczalnego widknienia watroby przedstawiono
narycinie 1

Istotna rola w procesach inicjujgcych witdknienie uszkodzonej watroby, przypada,
obok komérek Kupffera i leukocytow krwi, komérkom srédblonka zatok watrobowych
lezgcych w bezposrednim sasiedztwie komoérek gwiazdzistych, hepatocytow i
makrofagdéw watroby. We wczesnej fazie uszkodzenia watroby komérki srédbtonka
wydzielajg ptodowag izoforme fibronektyny o symbolu EIlIA, ktéra aktywuje komorki
gwiazdziste [33]. Poniewaz ekspresja fibronektyny w hodowanych komdrkach
$rodbtonka sinusoidéw watroby stymulowana jest przez TGF-(31 [20], proces ten
mogtby stanowic jeszcze jeden mechanizm, przez ktéry TGF-(3 inicjuje widknienie
watroby. W jednym z modeli widknienia watroby ekspresje TGF-(3 wykazano nie tylko
w komdrkach gwiazdzistych, lecz takze w komdrkach srédbtonka zatok [11].

Obok hepatocytow i komdrek niemigzszowych watroby, innym waznym Zrédtem
aktywatorow watrobowej fibrogenezy sa ptytki krwi wydzielajace PDGF, TGF-(3I
oraz EGF [24]. W wyniku aktywacji ptytki krwi wydzielajg fosforan sfingozyny (S1P),
mediator lipidowy, ktory dziata mitogennie na komorki gwiazdziste oraz obkurcza
matryce kolagenowe, na ktérych hodowane sg te komarki [28]. Poniewaz w ostrym
uszkodzeniu watroby dochodzi do rozpadu ptytek krw'i, wydaje sie, ze rowniez S1P
magtby odgrywac pewng role w zapoczatkowaniu procesu widknienia watroby.

Objasnienia do tabeli 1l:aefekt posredni przez indukowanie receptoréw PDGF;bwptyw posred-
ni; cobserwowano rézng aktywnos$¢ cytokiny w zaleznosci od stopnia aktywacji GKW; ddzia-
tanie posrednie przez zahamowanie mitogennego efektu PDGF w wyniku wzrostu stezenia
cAMP w GKW,; c dziatanie posrednie przez zahamowanie mitogennego efektu PDGF; fefekt
wywotany przez aktywacje latentnego TGF-(3 w GKW; 8 TNF-a stymulowat synteze fibronek-
tyny i tenascyny [5,39] oraz zmniejszat catkowitg synteze kolagenu w hodowlach GKW [27];
h kwas retinowy zmniejszat aktywacje promotora kolagenu a (1), ale nie wptywatl na aktywacje
promotora kolagenu a J(I) w hodowlach GKW ;“lefekt posredni poprzez zahamowanie powsta-
wania aktywnego TGF-(3.
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RYCINA 1. Hipotetyczny model mechanizméw aktywacji komérek gwiazdzistych (GKW)
zapoczatkowujgcych wtdknienie watroby. We wstepnym, przedzapalnym etapie dochodzi do uszkodzenia
hepatocytéw (1), ktére uwalniajg substancje stymulujace transformacje spoczynkowych komoérek
gwiazdzistych w aktywne komérki o fenotypie miofibroblastéw (aktywowane GKW). Aktywacja GKW
ulega przedtuzeniu (2) w trakcie rozwoju zapalenia watroby wskutek dziatania mediatoréw uwalnianych
z réznych rodzajoéw komoérek, niektére z tych mediatoréw wywierajg tez efekt mitogenny wobec komorek
gwiazdzistych. Aktywowane komdrki Kupffera i leukocyty nacieku zapalnego moga dodatkowo
uszkadza¢ hepatocyty uwalniajac aktywne zwiazki tlenu (ROS) i proteazy. W koncowym etapie
przedtuzajacego sie naprawczego odczynu tkankowego w petni aktywne komérki gwiazdziste uwalniaja
szereg cytokin i innych zwigzkéw, ktérych dziatanie doprowadza do nadmiernej depozycji sktadnikéw
matriks pozakomdrkowej (3). Przedstawiono tylko najwazniejsze mediatory uczestniczace w
oddziatywaniach miedzykomérkowych.(Linie przerywane oznaczajg efekt chemotaktyczny)

Niezaleznie od przedstawionych parakrynnych oddziatywan miedzykomorkowych,
aktywacja komorek gwiazdzistych jest silnie pobudzana réwniez wskutek autokrynnego
dziatania wymienionych cytokin oraz hamowana przez inne zwiazki, wymienione w
tabeli 1, sposrdd ktérych endotelina-1, HGF, MCP-1, TGF-{3 sg réwniez produktami
komorek gwiazdzistych. Tak wiec, postepujacy charakter procesu wtoknienia watroby
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jest rezultatem nie tylko aktywowania spoczynkowych komoérek gwiazdzistych przez
substancje uwalniane z innych komérek obecnych w uszkodzonej watrobie, ale wynika
tez z powtarzania sie cykli autokrynnej aktywacji, na ktére wywieraja wptyw réwniez
substancje hamujace aktywnos$é proliferacyjnai sekrecyjng komoérek gwiazdzistych.

3. CZYNNIKI WPLYWAJACE NA REGRESJE ZMIAN
WYTWORCZYCHW POCZATKOWYM ETAPIE WELOKNIENIA
WATROBY

Wi6knienie watroby ma charakter dynamicznego procesu, ktory charakteryzuje
zaburzenie rGwnowagi pomiedzy zwiekszonym wydzielaniem sktadnikéw macierzy
pozakomorkowej i zmniejszona degradacjg macierzy. Wiadomo, ze wywotanie
doswiadczalnego zwi6knienia, a w dalszej kolejnosci takze marskosci watroby, wymaga
stosunkowo dtugiego okresu podawania substancji uszkadzajacej narzad, takiej jak
np. czterochlorek wegla lub etanol. Wykazano ostatnio, ze wioknienie watroby moze
mieé charakter odwracalny, poniewaz usuniecie hepatotoksyny we wczesnym okresie
fibrogenezy moze zapoczatkowaé proces remodelowania zmienionej macierzy
pozakomérkowej w kierunku prawidtowej struktury histologicznej narzadu [30].
Podobne zjawisko rekonstrukcji zmienionej architektoniki watroby zaobserwowano w
czasie leczenia interferonem chorych, u ktérych widknienie watroby powigzane byto z
zakazeniem wirusem zapalenia watroby typu C [62].

Odwracalny charakter wczesnych etapdw rozwoju widknienia watroby w modelu
intoksykacji czterochlorkiem wegla zwiazany jest gtéwnie z powrotem zaktywowanych
komorek gwiaZzdzistych o charakterze miofibroblastow do fenotypu nieaktywnych,
spoczynowych komdrek oraz z eliminacjg miofibroblastow na drodze apoptozy [30,60].
Apoptoza tych komdérek obserwowana po ostrym uszkodzeniu watroby zachodzita
wskutek aktywacji receptora Fas [60,61]. Dodatkowo, apoptozie komorek gwiaz-
dzistych towarzyszy zmniejszona ekspresja tkankowych inhibitordw metaloproteinaz
(TIMP) [3,30,72], co prowadzi do wzrostu aktywnos$ci kolagenaz i degradacji
sktadnikéw macierzy pozakomérkowej, procesu niezbednego do przywrocenia
normalnej budowy histologicznej narzadu. Tak wiec, apoptoza moze stanowi¢ wazny
mechanizm, poprzez ktory regulowanajest nadmierna proliferacja aktywnych komoérek
gwiazdzistych. Wykazano, ze profibrogenne cytokiny, TGF-P oraz TNF-a [61], insu-
linopodobny czynnik wzrostu-1[31], atakze tkankowy inhibitor metaloproteinaz-1
[50] hamowaty spontaniczng apoptoze komérek gwiazdzistych w hodowli, co
przedtuzato aktywacje komdrek gwiazdzistych i sprzyjato zwiekszonej produkcji
sktadnik6w macierzy pozakomdrkowej. Mozna przypuszczaé, ze antyapoptotyczne i
antyproliferacyjne efekty TGF-(3 oraz TNF-a mogg stanowi¢ wazny sktadnik
mechanizméw przedtuzania aktywacji komadrek gwiazdzistych w stanach przewlektego
uszkodzenia watroby.
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Do czynnikéw, ktore potencjalnie mogg uczestniczy¢ w zjawisku odwracalnosci
witoknienia watroby, moga naleze¢ przeciwzapalne cytokiny wydzielane przez
niemigzszowe komarki watroby. Indukcje syntezy IL-10 obserwowano w aktywnych
komérkach gwiazdzistych [73,75] i komdrkach Kupffera [40], przy czym zawarto$é
tej cytokiny we widkniejacej watrobie chorych na zapalenie wywotane wirusem typu
C byta obnizona [51]. Wykazano, ze IL-10 zmniejszata produkcje TNF-a w
makrofagach watroby [40]; efekt ten mogtby prowadzi¢ do hamowania widknienia
watroby, poniewaz TNF-a stymuluje synteze sktadnikéw macierzy pozakomorkowej
w komérkach gwiazdzistych [39]. Interferon-y, produkt aktywowanych monocytéw i
limfocytéw, hamowat zar6wno aktywacje, jak iproliferacje komoérek gwiazdzistych i
zmniejszat w nich ekspresje takich biatek macierzy pozakomérkowej, jak: fibronektyna,
tenascyna i kolagen typu Il [39]. Obserwacje te sugerujg, ze IL-10 oraz IFN-y moga
petni¢ wazng role w rewersji wtoknienia watroby w kierunku prawidtowego fenotypu,
takze w trakcie przewlekiej choroby watroby [52]. Redukcje widknienia watroby
osiggnieto takze hamujac aktywnos¢ komorek gwiazdzistych przez podanie szczurom
rozpuszczalnego receptora TGF-j3 typu I, ktéry byt przytgczony do ludzkiej 1gG [19].
Miejscowe wprowadzenie wektora adenowirusa z wbudowanym rozpuszczalnym
receptorem TGF-p réwniez prowadzito do powstrzymania widknienia watroby [74].
Wspomniane préby pozwalajg zywi¢ nadzieje, ze zablokowanie wewnatrzkomérkowych
szlakéw transdukcji sygnatu przez zwigzki antagonizujgce dziatanie TGF-(3 i innych
substancji profibrynogennych pozwoli na opracowanie bardziej efektywnych niz
dotychczas dostepne sposobow leczenia widknienia watroby i zapobiegania powstaniu
marskosci tego narzadu.
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WYCISZANIE RNA; NATURALNY SYSTEM OBRONNY
ROSLIN PRZECIW INFEKCJI WIRUSOWEJ
RNA SILENCING AS A PLANT INNATE SYSTEM
AGAINST VIRAL INFECTION

Przemystaw LEHMANN

Instytut Genetyki Roslin, Polska Akademia Nauk, Poznan

Streszczenie: Wyciszanie RNA jest procesem, w ktérym dochodzi do degradacji w komérkach roslin
(oraz innych organizméw) wybranych czasteczek RNA. Mechanizm ten odgrywa kluczowa role w
dwoéch niezwykle waznych dla roélin procesach: w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genéw i w
obronie roslin przed infekcjg wirusowg. W identyfikacji wtasciwych do degradacji czasteczek RNA biorg
udziat krétkie fragmenty RNA o dtugosci 21-25 nukleotydéw oraz roslinna rybonukleaza. Sygnat uru-
chamiajacy wyciszanie RNA w catej ro$linie, a tym samym indukcje naturalnego systemu obronnego
przeciw infekcji przez wirusy, jest rozprzestrzeniany w roslinie w odpowiedzi na infekcje wirusami.
Dotad nie wyjasniono, co stanowi i w jaki sposdb rozprzestrzenia sig¢ w ro$linach taki sygnat. Niektore
wirusy przystosowaly ewolucyjnie swoje biatka do blokowania wybranych etapéw wyciszania RNA,
uniemozliwiajac w ten sposéb normalny przebieg reakcji obronnej rosliny na atak wirusa. Opisany
system przypomina pod pewnymi wzgledami system immunologiczny ssakéw.

Stowa kluczowe: odporno$¢ na wirusy, wyciszanie RNA, interferencja RNA, krzyzowa ochrona, kosu-
presja, potranskrypcyjne wyciszanie genow.

Summary: RNA silencing is a newly discovered mechanism of gene regulation and defence against
viruses. The mechanism is based on sequence-specific targeting and degradation of RNA. It appears to
be directed by double-stranded RNA, associated with the production of short 21 to 25 nt RNAs, and
spread through the plant by a mobile signal. It is not know what is the signal. Many of plant viruses
encode suppressors of RNA silencing, which inhibits of an antiviral defence system in plants. RNA
silencing is conceptually similar to classical humoral immunity.

Key words: viral resistance, RNA silencing, RNA interference, cross protection, post-transcriptional
gene silencing, co-suppression.
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WPROWADZENIE

Krzyzowa ochrona (ang. cross protection) byta szeroko obserwowana u roslin od
wielu lat. Zjawisko to polega na tym, ze roslina zakazona szczepem okre$lonego wirusa
nie ulega zakazeniu przez inny szczep tego wirusa lub przez wirus blisko spokrewniony
[44]. W 1985 roku Sanford i Johnston przedstawili koncepcje nawigzujaca do zjawiska
cross protection, ktéra miata umozliwié w drodze transformacji komoérek roslinnych
genami wirusa, wywotanie w roslinach transgenicznych odpornosci na infekcje przez
wirusy [51]. Zgodnie z zaproponowanym przez autoréw podejsciem udato sie wywotac
w roslinach odpornos¢, nazwang od zrodta transgenu uzytego podczas transformaciji,
odpornosScig pochodzaca od patogena (ang. pathogen-derived resistance; PDR).
Od pierwszych doniesier na temat transformacji roslin genami wirusowymi mineto 15
lat [46]. W tym okresie przeprowadzono transformacje wielu gatunkdw roslin catymi
genami (lub fragmentami genéw) wiruséw, obserwujac pojawianie sie¢ w roslinach
transgenicznych odpornosci na wirusy (prace przeglagdowe [ 3, 5, 37,64]). Indukowana
w transgenicznych roslinach odporno$¢ charakteryzowata sie zréznicowanym
poziomem, ktory byt zalezny od zastosowanego podczas transformacji genu wiru-
sowego, a hiezalezny od sposobu transformacji. 11o$¢ kopii transgenu wprowadzona
do genomu roslin réwniez nie miata zwykle wptywu na poziom odpornosci. Odpornosé
PDR byta specyficzna w stosunku do wirusa, z ktérego pochodzit transgen.
Obserwowana odporno$¢ dziatata na poziomie pojedynczej komorki, ale zanotowano
réwniez liczne przypadki, kiedy dochodzito do hamowania systemicznego roz-
przestrzeniania sie wirusa. Wykazano dla kilku wiruséw korelacje miedzy poziomem
ekspresji biatka wirusa w roslinach transgenicznych a poziomem odpornosci [37].
Najbardziej wszechstronne badania tych zaleznoSci przeprowadzono na tytoniu i wirusie
TMYV [6, 50]. Obecnos¢ biatka wirusowego transgenu nie zawsze byta warunkiem
indukcji odpornosci. Najbardziej przekonujace dane na ten temat pochodzity z
doswiadczen przeprowadzonych na tytoniu i wirusie TEV [22,52]. Linie transgeniczne
tytoniu, w ktérych komoérkach dochodzito do syntezy biatka ptaszcza wirusa TEV lub
fragmentu tego biatka, wykazywaty niski poziom odpornosci lubjej brak. Wysoki poziom
odpornosci na infekcje wirusa TEV obserwowano natomiast w tych liniach
transgenicznych, w ktérych syntetyzowany byt nieulegajacy translacji RNA kodujacy
biatko ptaszcza. Te sprzeczne z poprzednimi wynikami (o udziale biatka ptaszcza wirusa
w uruchamianiu mechanizmu odpornosci) obserwacje doprowadzity do wniosku, ze
moga istnie¢ dwa niezalezne mechanizmy omawianej odpornosci. Mechanizm zwigzany
z obecnoscig w komarkach roslinnych biatka, najczesciej biatka ptaszcza wirusa (ang.
coat protein-mediated resistance; CP-MR) i mechanizm zwigzany z obecnoscig
RNA (ang. RNA-mediated virus resistance; RM-VR lub homology-dependent
resistance; HDR ). Pierwszy mechanizm lezy u podioza (zwigzanej z biatkiem)
odpornosci, ktora charakteryzuje sie zwykle stosunkowo niskim poziomem, ale
zabezpiecza ro$line réwniez przed infekcjg wirusami spokrewnionymi z wirusem, z
ktérego pochodzito biatko ptaszcza. W przeciwienstwie do tego drugi mechanizm



WYCISZANIE RNA - NATURALNY SYSTEM OBRONNY ROSLIN 77

odpowiada za powstawanie odpornosci o wysokim poziomie, ale skutecznej tylko w
stosunku do jednego wirusa, a niekiedy tylko jednego szczepu wirusowego [37].

1.WYCISZANIE GENOW

Zaskakujacym odkryciem, jakiego dokonano podczas badan dotyczacych funkcji
gendw roslinnych oraz modyfikacji roélin uzytkowych, w ktérych wykorzystywano
transformacje, byto zjawisko kosupresji genéw (ang. co-suppression). Kosupresja
genodw przejawia sie rownoczesnym zahamowaniem ekspresji transgenu i homo-
logicznego do niego endogennego genu roslinnego. Mowimy wtedy, Ze gen zostaje
wyciszony (ang. gene silencing). Pierwsze doniesienie na ten temat u roslin byto
zwigzane z transformacja petunii genem syntazy chalkonowej [41]. Wprowadzenie
tego genu spowodowato w roslinie zanik czerwonej barwy kwiatu. W ciggu ostatnich
kilku lat opublikowano wiele doniesieri zwigzanych z tym zjawiskiem. Do$wiadczenia
objety rézne transgeny irozne gatunki roslin [28]. Obserwowane wyciszanie genow u
roslin moze sie ujawnic¢ albo przez represje transkrypcji ijest wtedy okreslane jako
transkrypcyjne wyciszanie genéw (ang. transcriptional gene silencing, TGS), albo
przez degradacje mRNA i jest wtedy okre$lane jako potranskrypcyjne wyciszanie
genow (ang. post-transchptional gene silencing, PTGS). Zjawisko wyciszania genéw
(TGS i PTGS) nie powstato z pewnos$cigjako reakcja na zabiegi transformacyjne we
wspotczesnej inzynierii genetycznej. Sgto elementy naturalnego systemu zwigzanego
z jednej strony z regulacja ekspresji gendw, z drugiej z zabezpieczeniem przed
mozliwoscig wtargniecia do komarki roslinnej szkodliwych dla niej intruzéw, takich
jak wirusy czy elementy DNA zdolne do transpozycji (ang. transposable elements,
TE). Kiedy taki obcy lub zdolny do przemieszczania sie materiat genetyczny (DNA
lub RNA) pojawi sie w komorce gospodarza, to w przypadku, Kiedy istniejacy system
obronny bedzie sprawny, najprawdopodobniej zostanie przez niego wykryty ijako
szkodliwy dla komarki roslinnej wyeliminowany.

1.1. Transkrypcyjne wyciszanie genéw (TGS)

Transkrypcyjne wyciszanie gendw jest z reguty zwigzane z metylacjg promotora i
zmianami wjego strukturze [8]. Choé wiekszo$é wyciszonych w ten sposéb transgendw
wystepuje w genomie roslinnym w wielu kopiach, transgeny wystepujgce w
pojedynczych kopiach mogaby¢ rowniez wyciszane tym samym sposobem. Nieczynny
w wyniku metylacji promotor jest czasami przenoszony z pokolenia na pokolenie.
Réwnoczesnie proces deacetylacji histondw, stymulujacy przeksztatcanie sie euchromatyny
w heterochromatyne, powoduje, ze aktywno$¢ promotoréw nie moze sie ujawnic¢ [9,65].
Ostatnie doniesieniawskazuja, ze TGS podobniejak PTGS moze by¢ réwniez uruchamiany
przez dsRNA czy wirusy, bez réwnoczesnej metylacji wyciszanych genéw [58].
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1.2. Potranskrypcyjne wyciszanie genow (PTGS)

Potranskrypcyjne wyciszenie genéw badano gtéwnie u rodlin [57]. U grzyba
(Neurospora crassa) zblizone zjawisko okre$lane jest terminem ,ttumienie” (ang.
quelling) i byto réwniez przedmiotem intensywnych badan [13]. Podobne obserwacje
pochodzity z badan u Drosophila melanogaster. W tym przypadku okre$lano je jako
»interferencja RNA” (ang. RNA interference) [32]. Istnieja liczne dane wskazujace, ze
PTGS ma kluczowe cechy zaréwno odpornosci na wirusy zwigzanej z RNA (ang.
RNA-mediated virus resistance; RMVR) u ro$lin [66], jak izjawiska tzw. ,interferencji
RNA” wDrosophila czy ,,ttumienia” u grzybéw [13,28,55]. Poniewaz brak ekspresji
genéw w kazdym z tych przypadkéw byt spowodowany degradacjg wybranego RNA,
zaproponowane przez Baulcombe okreslenie ,,wyciszanie RNA” (ang. RNA silencing)
w odniesieniu do wszystkich tych zjawisk wydaje sie odpowiadac najlepiej ich istocie
[4]. Wyniki prac grupy Dougherthy z lat 1992-1995 przeprowadzonych na tytoniu i
wirusie TEV byty Zrédtem danych wskazujacych na zwiagzki pomiedzy wyciszaniem
RNA iodpomoScigna wirusy u roslin. Autorzy ci wykazali, ze infekcja transgenicznych
linii tytoniu wirusem TEV, moze uruchomié w ro$linach proces wyciszania RNA
pochodzacego z transgendw wirusowych. Aktywacja wyciszania RNA byta potagczona
z ,,0zdrowieniem” roslin tytoniu z pierwotnej infekcji. Liscie, ktdre wyrastaty powyzej
miejsca tej pierwotnej inokulacji, nie wykazywaty obecnosci wirusa i systemicznych
objawow choroby wirusowej. Rosliny ujawniaty ponadto nabytg tag drogg odpornosc
na ponowng infekcje tym samym wirusem, ktory zostat uzyty podczas pierwotnej
inokulacji [35].

Wspomniana we Wprowadzeniu do tej pracy krzyzowa ochrona roslin (ang. cross
protection) bedaca wynikiem ich wczesniejszej inokulacji tagodnym szczepem wirusa
wykazuje podobienstwo do zjawiska ,,0zdrowienia” roslin podczas indukcji odpornosci
na wirusy zwigzanej z RNA (RMVR) [16, 48]. Ratcliff i wsp. wykazali, ze ,,0zdro-
wienie” roslin Nicotiana benthamiana przez inokulacje tobrawirusami byto réwniez
zwigzane z aktywnoscig RMVR w ,,ozdrowionych” lisciach, a mechanizm odpornosci
byt prawdopodobnie identyczny z mechanizmem PTGS [49]. Wyniki powyzszych badan
wskazuja, ze infekcja wirusowa roslin nietransgenicznych uruchamia mechanizm
wyciszania RNA skierowany przeciw wirusowemu RNA i potwierdza w ten sposéb
wczesniejsze odkrycia, ze indukcja wyciszania RNA nie wymaga obecnosci homo-
logicznych, jadrowych sekwencji DNA [16,48,49]. Zaprezentowane w niniejszej pracy
w duzym skrdcie wyniki badan pozwolity na stwierdzenie istnienia u roslin naturalnego
systemu obronnego przed infekcjg wirusowg wykorzystujgcego mechanizm wyciszania
RNA. Wiele szczeg6tow nalezy jeszcze wyjasnic, ale zebrane dotad informacje
pozwalajg na zarysowanie molekularnych podstaw tego systemu.
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2. MECHANIZM WYCISZANIA RNA

2.1. Rozpoznanie infekujacego wirusa i wigczenie systemu degradujgcego RNA

Jak wspomniano powyzej, transfonnacja roslin genem wirusowym indukowata
odporno$é na wirusy nawet wtedy, gdy w komarkach roslinnych nie dochodzito do
syntezy biatek wirusowych, ajedynie RNA [35]. Zaréwno w tym przypadku, jak i
wtedy, gdy obserwowano kosupresje gendw u petunii [41], dochodzito w jadrze do
normalnej ekspresji transgendw, natomiast poziom ich produktéw w cytoplazmie byt
bardzo niski. To sugerowato, ze gdy w cytoplazmie komdrek roslinnych pojawia sie
MRNA transgenu i zostaje oceniony przez system kontrolny tych komérek jako zbedny,
to dochodzi do jego degradacji [23]. W komérkach roslin transformowanych genami
wirusowymi, obok mRNA transgenow wirusowych, degradowane byto réwnoczesnie
RNA wirusa, ktéry infekowat rosliny. Dochodzito do tego tylko wtedy, gdy infekujacy
wirus miat sekwencje homologiczne z sekwencjami transgenu. Wirusy roslinne byty
wiec celem wyciszenia RNA indukowanego przez wirusowy transgen. Jak juz
wspomniano poprzednio, zupetnie niezaleznie wykazano, ze wirusy roslinne moga
indukowa¢ wyciszanie RNA u roslin nietransformowanych [48,49].

Przedstawiono dotad kilka koncepcji na temat mechanizmu uruchamiania w
komarkach roslinnych systemu degradacji RNA. Najwczesniej pojawita sie propozycja
grupy Dougherty [54]. Model ten zaktadatl, ze mMRNA transgenu i RNA wirusowy,
majace wspolne homologiczne sekwencje, po przekroczeniu okreslonego poziomu
progowego powodujg aktywacje komorkowego systemu specyficznej degradacji tego
RNA [54]. Kolejny model zaktadat udziat ,,znieksztatlconego” RNA (ang. aberrant
RNA) w indukowaniu w komérkach roslinnych systemu degradacji RNA. Ten
»znieksztatcony” RNA mogtby powstawa¢ w komoérkach roslinnych w wyniku
zaktdcenia transkrypcji, na przyktad przez zmetylowanie transgenu [25,60]. W licznych
doswiadczeniach wykazano, ze wyciszanie RNA byto indukowane w roslinach z duza
wydajnoscia przez specjalnie zaprojektowane transgeny zdolne do ekspresji RNA
tworzacego spontanicznie, komplementarne dupleksy (dsRNA) [61, 62]. Badania
dowiodty réwniez, ze podczas zachodzacej replikacji czasteczki RNA wirusow
roslinnych dochodzi do wytworzenia w cytoplazmie posrednich dwuniciowych form
RNA wirusowego. Formy takie byty zdolne do indukcji wyciszania RNA. Ten rodzaj
wyciszania RNA zostat okre$lony jako wyciszanie gendéw indukowane dziataniem
wirusa (ang. virus-induced gene silencing, VIGS). Wynika stad, ze dwuniciowy RNA
petni role induktora systemu specyficznej degradacji RNA. To prowadzi w konsekwencji
do ochrony roélin przed infekcja wirusowa, co jest realizowane przez specyficzng
degradacje RNA infekujacego wirusa.
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2.2. Tworzenie fragmentéw siRNA

Jak wspomniano powyzej, istnieja dwie drogi wytwarzania dSRNA prowadzace do
indukcji wyciszania RNA w cytoplazmie. Pierwsza polega na indukcji wyciszania
RNA podczas infekcji wiruséw z udziatem wirusowej polimerazy RNA zaleznej od
RNA (RdRP). Druga droga jest zwigzana z ekspresja transgenéw. W tym przypadku
bierze udziat roslinna polimeraza RNA zalezna od RNA. Dwuniciowy RNA pochodzacy
albo od wirusa, albo z transgenu byt trawiony w obecnos$ci ATP przez rybonukleaze-
DICER (nazwa RNazy Dicer wywodzi sie z systemu Drosophila). Rybonukleaza Dicer
jest homologiem RNazylll E. coli i ma trzy funkcjonalne domeny: wigzacg dsRNA,
RNA helikazowg i domene PAZ [24]. Rybonukleaza Dicerjest unikalnym enzymem w
grupie RNazlll ze wzgledu na wymaganie ATP, co wigze sie z obecnoscig domeny
RNA helikazowej na N-koncu biatka [7, 42]. Domena helikazowa moze stuzy¢ do
lokalnego rozwijania dsRNA, pozwalajgc w ten sposob najego ciecie, ale to wydaje
sie mato prawdopodobne, jako ze inne RNazylll nie wymagaja takiej funkcji helikazowej.
Bardziej prawdopodobne jest to, ze domena helikazowa moze by¢ translokazg RNA
stuzagcg w obecnosci ATP do przeciggania RNazy Dicer wdtuz dsRNA. Inny dowdd
wskazuje, ze wigzanie RNazy Dicer do RNA i aktywno$¢ katalityczna moze by¢
takze regulowana przez ATP [30]. Powstajace w wyniku trawienia dwuniciowego
RNA, krétkie (21-25 nt) fragmenty siRNA (ang. small interfering RNA) sg zdolne
do hybrydyzacji zaréwno z nicig sensowna, jak i antysensowngRNA [7,29]. Fragmenty
SiRNA znajdywane sg w komorkach roslinnych wykazujacych: kosupresje genéw,
wyciszanie gendw zwigzane z obecnoscig wiruséw (VIGS) czy odporno$é na wirusy
[17,29,36,39]. Obecnos¢ tych fragmentow RNA w komorkach roslinnych, w ktérych
dochodzi do aktywacji wspomnianych powyzej procesoéw, sugerowato, ze moze istnie¢
wspolny molekularny mechanizm tych zjawisk.

2.3. Rola fragmentéw siRNA w degradacji RNA

Fragmenty siRNA wytwarzane przez rybonukleaze Dicer kierujg kompleks RISC
(ang. RNA Interference Specificity Complex) do wybranego RNA, ktéry ma by¢
zdegradowany. Chociaz jak dotad nie zidentyfikowano wigkszosci jego biatkowych
sktadnikow, to przypuszcza sie, ze kompleks RISC obejmuje nastepujace enzymy:
endonukleaze, egzonukleaze, helikaze i enzym majgcy zdolno$¢ wyszukiwania homologii
w tancuchu RNA [45]. Sktadnikiem kompleksu RISC jest rdwniez biatko z rodziny
PAZ/Piwi, ktére wspétdziata z RNazg DICER przez domene PAZ [12] w dotgczaniu
fragmentéw siRNA do biatkowej czesci kompleksu RISC. Rybonukleaza z kompleksu
RISC nie zostata jeszcze w petni zidentyfikowana, ale kilka obserwacji dowodzi, ze
jest to inny enzym niz rybonukleaza Dicer. RNaza ta moze by¢ chromatograficznie
oddzielona od enzymu z kompleksu RISC [7]. Enzym dziatajgcy w kompleksie RISC
jest niezalezny od ATP w przeciwienstwie do rybonukleazy Dicer [42]. Prawdopodobnie
kompleks degradacyjny (RISC) dziata na powierzchni jadra komdrkowego lub w
plazmodesmach, kontrolujac przechodzace zjadra do cytoplazmy lub miedzy komérkami
czasteczki RNA. Taka lokalizacja komplekséw RISC umozliwiataby szybka selekcje
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i degradacje czasteczek RNA, ktdére uzna za wiasciwe, tzn. majgce homologie do
fragmentow siRNA. Wirusowy RNA bytby rozpoznawany i degradowany podczas
przenoszenia sie z komarki do komorki przez plazmodesmy.

2.4. Rozprzestrzenianie sie wyciszania RNA w roslinie

Woyciszanie RNA w roslinach moze by¢ indukowane lokalnie, a nastepnie moze sie
rozprzestrzenia¢ w catej roslinie [43, 59]. Ta zdolno$¢ rozprzestrzeniania sie procesu
wyciszania RNA w catej rodlinie potwierdza udziat tego procesu jako jednego z
mechanizmdéw powstawania odpornosci na wirusy u roélin. Wirusy przenikajg do
komorek roslinnych, gdzie dochodzi do replikacji wirusowego RNA. W nastepnym
etapie wirus przemieszcza sie z komarki do komorki przez plazmodesmy. Ruch wirusa
pomiedzy komorkami trwa tak dtugo, az dotrze on do wigzek przewodzacych, ktére
pozwalajg mu na swobodne rozprzestrzenienie sie we wszystkich czesciach rosliny.
Rownolegle do rozprzestrzeniania sie wirusa w roslinie zachodzi przemieszczanie sie
mobilnego sygnatu indukujacego proces wyciszania RNA. Jest to pewnego rodzaju
wyscig. Jezeli wirus rozprzestrzenia sie szybciej niz mobilny sygnat wyciszania, to
dochodzi do systemicznej infekcji rosliny. W sytuacji odwrotnej infekcja zostanie
skutecznie zahamowana. Wtedy wirus dociera do komérek, w ktérych proces wyciszania
RNA zostatjuz wczesniej uruchomiony. Sam mechanizm rozprzestrzeniania sie zjawiska
wyciszania RNA w roslinach jest bardzo stabo poznany. R6wnie niejasna wydaje sie by¢
sprawa z okresleniem czasteczki, ktéra mogtaby petnic¢ role sygnatu wyciszania RNA.
Wiele wskazuje na to, ze nie jest nim siRNA, ale raczej role te moze petni¢ dsRNA.

2.5. Udziat gendéw roslinnych w procesie wyciszania RNA

Kilka genéw zwigzanych z procesem wyciszania RNA zostato zidentyfikowanych
podczas analizy mutantéw Arabidopsis niezdolnych do indukcji wyciszania RNA.
Geny te kodujanajprawdopodobniej nastepujace biatka: zalezng od RNA polimeraze
RNA (gensgs2 [40] lub gensdel [17]), faktory inicjacji translacji zawierajagce domeny
PAZ i Piwi (gen agol [26]) i helikaze RNA (gen sde3 [18]). Dotychczas zostat
zidentyfikowany u Arabidopsis tylko jeden gen-sgsi, kodujacy biatko, ktorego funkcja
nie zostata dotad poznana i wydaje sie by¢ unikalny dla roslin [40]. Geny kodujace
biatka pokrewne do wymienionych powyzej zostaly takze zidentyfikowane u
Caenorhabditis elegans i Neurospora crassa [11, 14, 15,21, 34, 53]. Dalsze badania
mutantdw Arabidopsis thaliana wykazaty, ze zmiany struktury DNA sg niezbedne,
aby doszto do indukcji wyciszania RNA przez transgeny. Analiza mutantow ddml i
met 1Arabidopsis ujawnita ich niezdolno$é do indukcji (ddml) i utrzymania wyciszania
transgenu GUS (metl). Wykazano, ze zidentyfikowany w ten sposoéb gen ddm| koduje
zmutowany faktor biatkowy, ktéry nie jest zdolny do zmiany struktury chromatyny.
Natomiast gen metl koduje zmutowana metylotransferaze pozbawiong zdolnosci
metylacji DNA [27, 31]. Badania mutantow Arabidopsis wskazujg, ze do wyciszania
RNA u roslin (ale nie tylko u roélin) nie wystarcza jedynie obecnos¢ aktywnych
kompleksdw DICER i RISC, ale wymagane jest rdwniez spetnienie innych warunkow,
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takich jak: dostepnos¢ aparatu translacji (agol), polimerazy RNA zaleznej od RNA
(sgs2), jak réwniez poprawnej interakcji komplekséw DICER i RISC z roslinnym
DNA (ddml i metl).

2.6. Supresjawyciszania RNA

Niektére grupy wiruséw roslinnych kodujg biatka, ktére catkowicie lub czesciowo
hamujg wyciszanie RNA. Dochodzi w ten sposéb do wytgczenia naturalnego systemu
obronnego przeciw infekcji wirusami opartego na wyciszaniu RNA. Do najbardziej
znanych wirusowych supresoréw wyciszania RNA u roélin naleza: proteinaza kodowana
przez gen HC-Pro u potywiruséw [1, 10, 33], biatko 2b kodowane przez gen cmv2b
wirusa mozaiki ogérka (CMV) [10] i biatko przemieszczania sie wiruséw z komarki
do komorki wirusa PV X kodowane przez gen p25. Kazde z tych biatek wirusowych
blokuje inny etap procesu wyciszania RNA. Najwazniejszym objawem hamowania
wyciszania RNA przez proteinaze HC-Pro jest brak w komdrkach ro$linnych
fragmentow siRNA [36]. Biatko HC-Pro nie hamuje wytwarzania sygnatéw wyciszania
[38]. To by wskazywato, ze biatko HC-Pro dziata w szlaku prowadzacym do wyciszania
RNA na etapie wytwarzania siRNA, ale nie ma wptywu na wytwarzanie sygnatéw
wyciszania RNA. Biatko HC-Pro powoduje w roslinach wzrost poziomu wirusow
pokrewnych (nie potywiruséw), co moze ttumaczy¢ wystepowanie duzej liczby chordb
synergistycznych u roslin, spowodowanych obecnoscig obok potywiruséw réwniez
innych wiruséw, np. PVX [47, 56]. Za pomocg drozdzowego systemu do badania
interakcji biatko-biatko (yeast two-hybndsystem) udato sie zidentyfikowac w roslinach
tytoniu biatko rgs-CaM, podobne do kalmoduliny, ktére wchodzi w interakcje z
proteinazg HC-Pro [2]. Kompleks biatek: HC-Pro irgs-CaM hamuje wyciszanie RNA.
Biatko rgs-CaM moze wiec petnié u roslin role posrednika w procesie wytaczania
wyciszania przez biatko HC-Pro. Biatko p25 wirusa PV X jest znacznie stabszym niz
proteinaza HC-Pro supresorem wyciszania RNA [60]. Wirusowe biatko p25 hamuje
wytwarzanie i wysytanie systemicznych sygnatéw wyciszania RNA zaréwno in-
dukowanych przez transgen, jak i przez wirusowe RNA. Biatko 2b kodowane przez
gen cmv2b wirusa mozaiki ogorka zostato zidentyfikowane jako supresor wyciszania
RNA u Nicotiana benthamiana [10]. O tym, ze biatko 2b funkcjonuje jako supresor
obrony roslin przed wirusami, wiedziano od 1995 roku, kiedy stwierdzono, ze biatko
cmv2b jest istotne dla ujawnienia sie symptoméw chorobowych [20]. Poprzednie
badania takze wskazywaty, ze gen cmv2b nalezy do genow, ktore powstaty ewolucyjnie
pézniej niz pozostate geny tego wirusa [19,20]. To wskazywato, ze gen cmv2b mogtby
pojawic siejako wynik wirusowej adaptacji do powstatego u roslin systemu obronnego
przed infekcjg wirusowg przez wyciszanie RNA.
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PODSUMOWANIE

W ostatnich kilku latach nastagpit wyrazny postep, jezeli chodzi o zrozumienie roli i
mechanizmu wyciszania RNA. Wyniki badan u roélin, grzybéw czy zwierzat wskazuja,
ze mechanizm wyciszania RNA moze by¢ bardzo zblizony we wszystkich tych tak
odlegtych genetycznie organizmach. Udowodniono, ze u roslin wyciszanie RNA jest
naturalnym systemem obrony przed infekcjg wirusowag ale réwniez moze petnié¢ wazna
role w regulacji ekspresji genéw roslinnych. Propozycja, ze wyciszanie RNA jest
naturalnym systemem obronnym przeciw wirusom, wynika z nastepujacych kluczowych
obserwacji:

(1) kilka grup wiruséw roslinnych wyksztatcito wykorzystujgcy wihasne biatka me-
chanizm, ktory jest w stanie zablokowac proces wyciszania RNA umozliwiajac w
ten sposob normalny przebieg infekcji wirusowej,

(2) zaobserwowano, ze gdy rosliny, podatne na danego wirusa, 0siggajg w wyniku
transformacji genem wirusowym stan tzw. ,,0zdrowienia”, sg wtedy odporne na
reinokulacje tymi samymi wirusami lub wirusami pokrewnymi, poniewaz w rosli-
nie dziata juz wyciszanie RNA,

(3) inokulacja wirusem roslin nietransgenicznych moze wywota¢ stan bardzo podobny
do stanu tzw. ,,0zdrowienia”.

Dodatkowym argumentem za okre$laniem wyciszania RNA jako naturalnego
systemu obronnego przed infekcja wirusowa jest zdolno$¢ do rozprzestrzeniania sie
wyciszania RNA w catej roslinie z miejsca jego lokalnej indukcji. Prace badawcze
dotyczace wyciszania RNA sg aktualnie prowadzone w wielu laboratoriach i dotycza
oprocz roslin réwniez kilku innych organizméw.
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Streszczenie4Niektére mono- i disacharydy petniag w komaérce funkcje czasteczek sygnatowych regulu-
jacych ekspresje genéw. W komérkach drozdzy paczkujacych btonowe sensory glukozy SnO i Rgt2
aktywuja szlaki sygnatowe regulujace ekspresje genéw kodujacych transportery glukozy. Blonowy
receptor glukozy Gprl wspdétdziatajacy z biatkiem G aktywuje tafncuch transdukcji sygnatu obejmuja-
cy cyklaze adenylanowg i kinaze biatkowg A. Wyniki wielu dotychczasowych badan sugeruja, ze zmia-
ny wewnatrzkomoérkowego stezenia glukozy sa rejestrowane przez heksokinazez (Hxk2). Kluczowa
pozycje w sygnalizacji cukrowcowej zajmuje wielkoczasteczkowy kompleks SNF1, w skiad ktérego
wchodzi kinaza biatkowa Snfl, biatko Snf4 oraz jedno z biatek tgcznikowych (Sipl, Sip2 lub Gal83).
Kompleks SNF1 fosforyluje biatka regulujgce transkrypcje wptywajac w ten sposéb na ekspresje ge-
néw bioracych udziat w odpowiedzi na glukoze. W ostatnich latach wzrosta liczba doniesiefi na temat
roslinnych szlakéw sygnatowych aktywowanych przez glukoze, sacharoze i regulowanych przez treha-
loze. Niektore elementy skomplikowanego uktadu sygnalizacji cukrowcowej (btonowe biatka sensoro-
we, heksokinaza, kompleksy SNF i SCF, kinazy i fosfatazy biatkowe) sg homologami biatek drozdzo-
wych tworzacych kaskade sygnatowg aktywowana przez glukoze. Szlaki transdukcji sygnatow cu-
krowcowych wraz ze szlakami hormonalnymi i szlakami odpowiedzi na sygnaty Srodowiska zewnetrz-
nego tworzg w komoérkach roslinnych ztozong sie¢ sygnalizacyjng. W komérkach ssakéw ztozone od-
powiedzi naglukoze sg zalezne od jej fosforylacji oraz reakcji towarzyszagcych zmianom hormonalnym
zaleznym od glukozy. Stosunkowo dobrze poznany mechanizm sygnalizacji glukozowej w komérkach
(3 trzustki reguluje ekspresje genu proinsuliny, a przez wzrost stosunku ATP: AMP wptywa na depo-
laryzacje btony, aktywacje kanatéw wapniowych bramkowanych napieciem i wzrost sekrecji insuliny.

Stowa kluczowed4szlaki sygnalizacji cukrowcowej, biatka sensorowe, mutanty cukrowcowe, drozdze,
Arabidopsis thaliana, komorki (3 trzustki.

*Praca finansowana w ramach grantu KBN nr 6P04C 05616.
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Summary: Some mono- and disaccharides act as signaling molecules that control gene expression. In the
yeast, two transporter-like proteins (Snf3, Rgt2) have been shown to function as glucose sensor in a
pathway for glucose induction of transporter genes. Another G-protein coupled receptor Gprl activates
signaling pathway containing adenylate cyclase and protein kinase A. Results of many investigations
suggest that in yeast cells a hexokinase plays important role in sensing endogenous levels of glucose. A
central component of the sugars signaling pathways is SNF1protein complex. This high molecular mass
complex contains Snfl protein kinase, Snf4 protein and bridging protein (Sip 1, Sip2 or Gal83). The SNF 1
complex regulates function ofglucose-responsive transcriptional activators. In plant cells, there isincre-
asing evidence for adiverse array ofglucose, sucrose and trehalose induced signaling mechanisms. Plant
sugar-response pathways may employ homologs of some of the components of yeast sugar-signaling
cascades (membrane sugar sensors, hexokinase, SNF and SCF complexes, kinases and protein phospha-
tases). Characterization of the plant sugar signaling pathways is complicated by the fact that they form
part of a complex regulatory web that also includes phytohormones and environmental-response path-
ways. In mammals, the response to glucose is complex because it combines effects related to glucose
metabolism and to glucose-dependent hormonal modifications. Well-characterized glucose signaling in
pancreatic (3-cells regulates expression of the proinsulin gene. The recent studies indicate that the gluco-
se-dependent increase in the ATP : AMP ratio causes membrane depolarization, activating voltage-gated
Ca2+channels and insulin secretion.

Key words: sugars signaling pathways, sugar sensors, sugar response mutants, yeast, Arabidopsis tha-
liana, pancreatic P-cells.

WSTEP

Niektére mono- i disacharydy regulujg ekspresje wielu genéw, ktérych produkty sa
zaangazowane w procesy glikolizy, oddychania i fotosyntezy, reakcje syntezy oraz
degradacji sacharozy i skrobi, metabolizm zwiazkéw azotu, a takze mechanizmy
regulujace cykl komorkowy oraz reakcje obronne. Watpliwosci podnoszone w
przesztosci w zwigzku z badaniami sygnalizacji cukrowcowej wynikaty w duzej mierze
z trudnosci oddzielenia funkcji sygnatowej cukréw od ich funkcji metabolicznej. Dzisiaj
juz wiadomo, ze glukoza oraz niektore disacharydy, podobnie jak wiele substancji
sygnatowych i hormonalnych, aktywujg odrebne szlaki przekazywania sygnatow
regulujacych ekspresje gendw. Zmiany stezenia cukrow sg odbierane bezposrednio
przez swoiste biatka sensorowe lub posrednio przez biatka lub enzymy rejestrujace
zmiany stezenia metabolitéw glukozy lub zmiany energetyczne towarzyszace jej
przemianom. Obecnie uwaga wielu badaczy koncentruje sie na prébach poznania biatek
sensorowych rejestrujacych zewnatrz- i wewnatrzkomoérkowe stezenie cukréow i
generujgcych sygnaty aktywujace kaskade reakcji prowadzacych do zmian w ekspresji
gendw lub modyfikacji aktywno$ci enzymow. Niniejsza pracajest prébg podsumowania
osiggnie¢ w poznawaniu sygnalizacji cukrowcowej u drozdzy, roslin i zwierzat, ze
szczegb6lnym zwrdceniem uwagi na te dokonania, ktore staty sie mozliwe dzieki
wprowadzeniu technik biologii molekularnej.
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BIALKA SENSOROWE | SZLAKI SYGNALIZACJI
CUKROWCOWEJ W KOMORKACH DROZDZY
PACZKUJACYCH

Preferowanym zrédtem wegla i energii dla drozdzy paczkujacych {Saccharomyces
cerevisiae) jest glukoza oraz blisko z nig spokrewnione monosacharydy. Dostepno$é
lub brak glukozy w $rodowisku jest dla drozdzy sygnatem regulujacym metabolizm
komorki. Obecnos¢ glukozy wptywa na represje gendw, ktérych produkty funkcjonuja
w oddychaniu i metabolizmie alternatywnych zrodet wegla (galaktoza, maltoza, etanol),
z drugiej za$ strony aktywuje ekspresje gendéw zwigzanych z fermentacjg, ma-
gazynowaniem glukozy i wzrostem komdrki. W ostatnim piecioleciu zaznaczyt sie
wyrazny postep w poznawaniu drozdzowych sensorow glukozy, a takze w iden-
tyfikowaniu poszczeg6lnych ogniw tafcuchdw transdukcji sygnatéw cukrow-cowych.
Podsumowaniu wynikéw tych badari poswiecono kilka prac przegladowych opub-
likowanych w czasopismach angielskojezycznych [22,43,49,76].

BLONOWE BIALKA SENSOROWE
| WEWNATRZKOMORKOWE SZLAKI TRANSDUKCJI
SYGNALU GLUKOZOWEGO

W btonie komérkowej drozdzy zidentyfikowano dwa biatka sensorowe Snf3 i Rgt2
oraz biatko receptorowe Gprl reagujace na zmiany zewngtrzkomérkowego stezenia
glukozy. Biatka Snf3 i Rgt2 odbierajg informacje o zmianie stezenia glukozy i generujg
wewnatrzkomoérkowy sygnat przenoszony na czynniki transkrypcyjne regulujace
ekspresje genow kodujacych transportery heksoz [8,22,65]. Biatko receptorowe Gprl
oddziatuje z biatkiem Gpa2 - homologiem polipeptydu a heterotrimerycznych biatek
G, a zmiany stezenia glukozy rejestrowane przez Gprl wptywajgna aktywnos$¢ cyklazy
adenylanowej ikinazy biatkowej A [85]. Nieliczne, jak na razie, doniesienia wskazujg,
ze réwniez w komérkach innych grzybdw sa obecne biatka podobne do Snf3, Rgt2 i
Gprl [22].

Biatka Snf3 i Rgt2 nalezg do rodziny drozdzowych transporterow heksoz (Hxt) -
grupy liczacej 20 homologicznych biatek o zr6znicowanym powinowactwie do glukozy.
Warto$ci KMwvzgledem glukozy mieszczg sie w przedziale od 1,5 mM (Hxt6p) do 100
mM (Hxtlp) [5]. Snf3 i Rgt2, podobnie jak typowe transportery heksoz, majg 12
fragmentéw transbtonowych i dodatkowo stosunkowo dtugie fragmenty C-koncowe
tworzace domeny wewnatrzkomorkowe (ryc. 1A i IB) [64]. R6znigce sie pod wzgledem
dtugosci fragmenty C-koncowe zawierajg jeden (w Rgt2) lub dwa (w Snf3)
charakterystyczne 25-aminokwasowe motywy, w ktorych obrebie mieszczg sie krotkie
w petni konserwatywne sekwencje z aminokwasami ulegajgcymi fosforylacji i
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RYCINA 1 Schemat budowy drozdzowego transportera glukozy Hxtl oraz btonowych sensoréw glukozy
Snf3 i Rgt2: A - Schemat budowy polipeptydéw z zaznaczong domeng transbtonowg (DT) oraz
konserwatywnymi motywami R1 i R2 potozonymi w cze$ci C-koricowej tancucha polipeptydowego; B
- biatko Snf3 zawierajace 12 fragmentéw transbtonowych i dwa konserwatywne motywy R1 i R2;
prostokatem zaznaczono miejsce mutacji odpowiedzialnej za konstytutywna odpowiedz na glukoze (na
podstawie [5,22,64,65])

tworzacymi miejsca wigzace nukleotydy [22]. Zmiany zewnatrzkomorkowego stezenia
glukozy odbierane przez Snf3 i Rgt2 regulujg ekspresje genéw kodujacych transportery
heksoz o zréznicowanym powinowactwie do glukozy. Biatko Snf3 o wysokim
powinowactwie do glukozy funkcjonuje jako sensor reagujacy na mate stezenie cukru,
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bowiem komdérki z mutacjg w genie snf3 nie majg transporteréw Hxt2,3 i 4 o duzym
powinowactwie do glukozy [64,65]. Biatko Rgt2 reagujace na duze stezenie glukozy
aktywuje ekspresje genu HXT1 kodujgcego transporter o matym powinowactwie do
glukozy [64].

Wiele obserwacji wydaje sie swiadczy¢ o tym, ze obydwa biatka sensorowe nie
uczestniczg w transporcie glukozy, lecz jedynie rejestrujg jej zewngtrzkomdrkowe
stezenie [64,65]. Potwierdzajg to badania, w ktérych wykazano, ze ekspresja genow
SNF3 iRGT2 u mutantow hxtl-hxt7 pozbawionych w ogole transporteréw heksoz nie
przywraca zmutowanym komaérkom zdolnosci przezycia w Srodowisku zawierajacym
glukoze.

Poznawanie molekularnego mechanizmu ,,czucia” r6znic w stezeniu glukozy staje
sie mozliwe dzieki wyselekcjonowaniu komoérek zawierajgcych mutacje w genach SNF3
i RGT2. Nalezy tu m.in. mutant, u ktdrego obserwuje sie konstytutywna ekspresje
genow HXT1,2,3 i 4 w warunkach, gdy srodowisko zewngtrzkomdrkowe nie zawiera
glukozy [65]. Szczeg6towe badania wykazaty, ze mutacja w obu genach kodujgcych
biatka sensorowe dotyczy argininy konserwatywnej we wszystkich transporterach
heksoz, ktéra w wyniku mutacji zostata zastgpiona przez lizyne (pozycja 231 w Rgt2
i 229 w Snf3) (ryc. 1B). Tak wiec zamiana pojedynczego aminokwasu potozonego w
krétkiej cytoplazmatycznej petli prowadzi do zmian konformacji biatka sensorowego,
ktorych efektem jest konstytutywna aktywacja szlaku sygnatowego ujawniajgca sie w
zmianach ekspresji genéw H X T\65]. W generowaniu sygnatu wewnatrzkomaérkowego
uczestniczy C-kofcowy fragment obu biatek. Swiadcza o tym wyniki do$wiadczen, w
ktorych fragment genu SNF3 kodujacy domene wewnatrzkomadrkowg dotgczono do
genu HXT1 lub HXT2. Ekspresja takiego genu daje chimeryczne biatko, ktére peni
funkcje sensora Snf3 [64]. Do podobnych wnioskéw prowadza réwniez wyniki
dos$wiadczen, w ktorych uzyskiwano komorki z nadekspresjg samego tylko fragmentu
C-koncowego Snf3. Okazato sig, ze nadekspresja tego fragmentu u mutanta snf3 znosi
defekt wynikajacy z mutacji i umozliwia wzrost komaérek w Srodowisku zawierajgcym
mate stezenie glukozy [17,87].

Obecno$¢ w obu sensorach konserwatywnego motywu R uczestniczacego w
generowaniu wewnatrzkomorkowego sygnatu sugeruje, ze obydwa biatka oddziatujg
z tym samym lub podobnym sktadnikiem tancucha sygnatowego przekazujgcego
informacje do jadra komdrkowego [64]. Niektorzy autorzy uwazajg, ze tym ogniwem
jest serynowo/treoninowa kinaza biatkowa SKS1 [cyt. za 65], ale wyniki innych badan
dowodzg, ze biatkami oddziatujgcymi z fragmentami C-kornicowymi obu sensoréw sg
biatka Mthlp i Stdlp [22]. Mthl zlokalizowane w regionie przybtonowym cytoplazmy
oraz wjadrze komorkowym wydaje sie petni¢ funkcje represora genéw regulowanych
przez Snf3. Podobng role gra biatko Stdl oddziatujace z sensorem Rgt2 (ryc. 2B).

Kluczowym ogniwem tancucha sygnatowego aktywowanego przez obydwa biatka
sensorowe jest kompleks SCFGt (ryc. 2A). Nazwa SCF pochodzi od trzech biatek
tworzacych kompleks: Skpl, biatka Cdc53 z rodziny kulin (culin) oraz biatka Grrl.
Grrl zawiera charakterystyczny motyw F odpowiedzialny za oddziatywanie z biatkiem
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RYCINA 2. Schemat budowy kompleksu SCFO0'™ oraz szlaku transdukcji sygnatu glukozowego
regulujacego ekspresje gen6w kodujacych transportery heksoz: A - kompleks SCF tworzg biatka:
Skpl, Cdc53 ibiatko Grrl zawierajagce motyw bogaty w leucyne (LRR) oraz charakterystyczna kasete
F swoiscie wigzaca biatko przeznaczone do ubikwitynacji; B - kaskady sygnatowe aktywowane przez
Snf3 i Rgt2 regulujace ekspresje transporteréw Hxt o zr6znicowanym powinowactwie do glukozy (na
podstawie [5,43,49,65,66,76])

Skpl oraz domene LRR (leucine rich repeat) uczestniczgcg w wigzaniu biatka
substratowego ulegajacego ubikwitynacji [44,53]. W sktad kompleksu SCF wchodzi
jeszcze biatko Cdc34 funkcjonujace w reakcji ubikwitynacji [66]. Rola kompleksu
biatkowego SCFQGn polega na swoistym znakowaniu biatek przeznaczonych do
proteolitycznej degradacji w proteasomach. Jednym z takich biatek jest czynnik
transkrypcyjny Rgtl zawierajacy w czesci N-kornicowej motyw palca cynkowego. Rgtl
petni funkcje represora w warunkach, gdy w srodowisku brak jest glukozy badz
aktywatora transkrypcji przy wysokim zewnatrzkomorkowym stezeniu glukozy (ryc.
2B). Przy matym stezeniu glukozy Rgtl nie wykazuje zadnej aktywnosci. W represji
gendéw HXTI-4 sg zaangazowane jeszcze dwa inne biatka korepresorowe Ssné6 i
Tup 1, ktére przypuszczalnie sg degradowane w warunkach duzego stezenia glukozy
[82].

W ostatnich latach opublikowano szereg doniesier $wiadczacych o tym, ze oprdcz biatek
Snf3 i Rgt2 w percepcji sygnatu glukozowego w btonie plazmatycznej drozdzy uczestniczy
réwniez typowe biatko receptorowe Gprl [48,85,96,98]. Gprl ma siedem hydrofobowych
fragmentdw transbtonowych, stosunkowo duzgwewngtrzkomérkowgpetle oraz dtugi fragment
C-koncowy (ryc. 3). Cytoplazmatyczna petla potozona miedzy pigtym a szostym fragmentem
transbtonowym, wyraznie wieksza od pozostatych, zawiera dwa charakterystyczne motywy
wystepujace w biatkach receptorowych wspétdziatajacych z biatkami G [48,96]. Obecnos¢
tych motywow niejestprzypadkowa, bowiem okazato sie, ze Gprl oddziatuje z biatkiem Gpa2
ho-mologicznym z polipeptydem a heterotrimerycznych biatek G [12,48,88,91]. Duze
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RYCINA 3. Schemat btonowego receptora glukozy Gprl wspétdziatajacego z biatkiem G (Gpa2) w
aktywacji szlaku sygnatowego utworzonego przez cyklaze adenytanowg (Cyrl), kinaze biatkowag A
(Tpkl-3/Bcy 1) i biatko regulatorowe (Rgs2); prostokgtami zaznaczono potozenie w Gprl kon-
serwatywnych motywoéw wystepujacych w biatkach receptorowych oddziatujgcych z biatkami G (na
podstawie [12,48,76,85,88,91,96])

stezenie glukozy odbierane przez Gprl aktywuje za posrednictwem Gpa2 cyklaze
adenylanowg Cyrl, w wyniku czego nastepuje przejsciowy wzrost stezenia CAMP.
Niektore doniesienia zwracaja uwage na fakt, iz aktywnos$¢ cyklazy adenylanowej
moze by¢ rowniez regulowana przez ufosforylowane heksozy [75,85], a takze biatka
Ras przekazujace informacje o zmianach kwasowosci wnetrza komérki (ryc. 3). Sygnat
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generowany przez receptor Gprl aktywuje ostatecznie kinaze biatkowg A (Tpkl-3/
Bcyl) fosforylujaca czynniki transkrypcyjne (Msn2 i Msn4) uczestniczace w regulacji
ekspresji gendw aktywowanych przez stres oraz regulujgcg aktywno$¢ niektdrych
enzymow uczestniczacych w metabolizmie wegla [85]. Zwigzane z btong biatko Rgs2
petni przypuszczalnie funkcje negatywnego regulatora szlaku aktywowanego przez
Gprl, bowiem aktywuje hydrolize GTP zwigzanego z Gpa2 [91].

WEWNATRZKOMORKOWE SENSORY GLUKOZY
I SZLAKI SYGNALOWE FUNKCJONUJACE
W GLUKOZOWEJ REPRESJI GENOW

Glukoza obecna w srodowisku zewnatrzkomérkowym powoduje u drozdzy represje
gendw, ktdérych produkty uczestnicza w metabolizmie alternatywnych zrodet wegla,
glukoneogenezie, oddychaniu i funkcjonowaniu peroksysoméw [7,24]. Mechanizm
represji katabolicznej obejmuje nie tylko represje genéw w warunkach duzego stezenia
glukozy, ale réwniez derepresje i aktywacje ekspresji innych genéw wowczas, gdy
Srodowisko nie zawiera glukozy lub gdy jej stezenie jest bardzo mate. Brak represji
glukozowej w zmutowanych komdrkach z uposledzonym transportem glukozy dowodzi, ze
biatka sensorowe reagujace na zmiany stezenia glukozy lubjej metabolity sgzlokalizowane
wewnatrz komérki. Wystepowanie represji glukozowej w obecnosci 2-deoksyglukozy (2dG),
analogu glukozy, ktéryjest fosforylowany, lecz nie ulega dalszym przemianom, sugeruje, ze
biatko sensorowe rejestruje zmiany stezenia glukozy lub jej estrow fosforanowych [43].
Potwierdzajg to rowniez obserwacje mutanta z drastycznie obnizong aktywnoscigizomerazy
glukozofosforanowej, u ktérego represja glukozowa wystepuje na normalnym poziomie,
mimo ze reakcja izomeryzacji fosfoheksoz zostata niemal catkowicie zahamowania [24].
W poszukiwaniach wewnatrzkomorkowego sensora glukozy uwaga wielu badaczy
od lat skupia sie na heksokinazie2 (Hxk2), jednym z trzech drozdzowych enzyméw
mogacych fosforylowa¢ glukoze. Na szczegdlng uwage zastugujg wyniki badan
stwierdzajace, iz mutacja w genie HXK2 znosi glukozowa represje genéw, mimo ze
aktywno$é pozostatych dwoéch kinaz pozostaje na normalnym poziomie [35]. Do
podobnych wnioskéw prowadzg takze wyniki innych doswiadczen, w ktérych
stwierdzono, ze nadekspresja genu glukokinazy GLK1 u podwdjnego mutanta hxkl/
hxk2 nie zawierajgcego w ogdéle aktywnej heksokinazy nie przywraca represji
glukozowej [24]. Ponadto wyniki doswiadczen prowadzonych na kilku liniach mutantow
hxk2 zwrocity uwage na istnienie korelacji miedzy poziomem represji glukozowej a
zmieniajgca sie w wyniku mutacji aktywnoscig Hxk2. Stwierdzono tez, ze heksokinaza2
wystepuje in vivo w formie ufosforylowanego monomeru oraz nieufosforylowanego
dimeru, jednak nie udato siejednoznacznie wykazac, iz fosforylacja Hxk2 ma zwigzek
zrepresja glukozowag [24,72]. Nowe $wiatto na role heksokinazy2 moga rzuci¢ wyniki
ostatnich badan stwierdzajace, ze enzym jest zlokalizowany nie tylko w cytoplazmie,
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RYCINA 4. Schemat przedstawiajacy mechanizm regulacji kompleksu SNF1; wewngtrzkomérkowy
sensor glukozy heksokinaza2 (Hxk2) aktywuje szlak sygnatowy uczestniczacy w glukozowej represji
gendw; kluczowg pozycje w tancuchu sygnatowym zajmuje kompleks SNF1 utworzony przez kinaze
biatkowg Snfl, biatko regulatorowe Snf4 i biatko tagcznikowe Sipl,Sip2 lub Gal83; biatkowymi
elementami szlaku sygnatowego sa réowniez fosfataza biatkowa (Glc7/Regl), czynnik transkrypcyjny
Migi oraz biatka korepresorowe (Ssn6/Tupl); szczegétowy opis w tekscie (na podstawie [7,24,31,43,

45])
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ale rébwniez w jadrze komorkowym, gdzie wigze sie z elementem cis genu SUC2
kodujacego sekrecyjng inwertaze [33,71].

Kluczowym elementem szlaku represji glukozowej jest kompleks biatkowy SNF1
zawierajgcy serynowo/treoninowgkinaze biatkowg Snfl (podjednostka a kompleksu),
a oprocz tego biatko Snf4 (podjednostka y) oraz jedno z biatek Sipl, Sip2 lub Gal83
okreslanych jako podjednostka p kompleksu (ryc. 4) [31]. Kinaza biatkowa Snfl zawiera
w czesci N-koncowej (pozycje od 1do 391) domene katalityczng (DK), natomiast w
czesci C-koncowej (392-633) domene regulatorowg (DR) [31]. Polipeptyd Snf4
zbudowany z 322 reszt aminokwasowych reguluje aktywnos$¢ kinazy Snfl. Biatka
Sipl, Sip2 lub Gal83 wystepujace zamiennie w kompleksie SNF1 zawierajgw czesci
C-koncowej domene ASC (association with SNF1 complex) wiazaca Snf4, a w czesci
Srodkowej domene KIS (kinase interaction sequence) oddziatujgcg z C-korncowg
domeng regulatorowg Snfl (ryc. 4) [31]. W warunkach duzego stezenia glukozy w
Srodowisku (warunki represyjne) domena regulatorowa (DR) kinazy Snfl hamuje
aktywnos$¢ kinazowa poprzez oddziatywanie z domengkatalityczng (DK). W warunkach
gdy w Srodowisku brak jest glukozy lub gdy jej stezenie jest mate, biatko regulatorowe
Snf4 oddziatuje z domeng regulatorowg (DR) powodujgc uwolnienie domeny DK iw
efekcie aktywuje Snfl [31]. Niejestjasne, czy wigzanie domeny regulatorowej z domeng
katalityczna zapobiega fosforylacji tej ostatniej, czy tez fosforylacja Snfl przez inng
nieznangjeszcze kinaze biatkowa rozluznia wigzanie miedzy obu domenami. Wyniki
niektorych doswiadczen sugeruja, ze aktywnos$¢ kinazy Snfl jest regulowana posrednio
poprzez zmiany stosunku stezeh AMP do ATP. Duze stezenie AMP w warunkach
braku lub matego stezenia glukozy aktywuje odrebng kinaze biatkowg aktywowang
przez AMP, ktdra fosforyluje Snfl [7,31]. Podobny mechanizm regulacji kinazy AMPK
przez kinaze biatkowg (AMPKK) aktywowang przez AMP poznano niedawno u
zwierzat [31]. W regulacji aktywnosci kompleksu SNF1 uczestniczy rowniez fosfataza
biatkowa Glc7, ktéra poprzez podjednostke regulatorowg Regi oddziatuje z domeng
katalityczng Snfl powodujac jej defosforylacje (ryc. 4) [7,8,24,42]. Naturalnym
substratem kinazy biatkowej Snfl jest czynnik transkrypcyjny Migi wykazujacy
powinowactwo wzgledem promotoréw kilku gendw podlegajacych represji glukozowej
m.in. genéw SUC i GAL. Biatko Migi jest zlokalizowane w cytoplazmie badz wjadrze
komérkowym w zaleznosci od tego, czy zostato ufosforylowane przez Snfl czy
defosforylowane przez fosfataze biatkowg. W warunkach matego stezenia glukozy
aktywna kinaza Snfl fosforyluje Migi hamujacjego transport dojadra lub stymulujac
eksport z jadra do cytoplazmy. W takich warunkach obserwuje sie wzrost ekspresji
genéw hamowanych przez glukoze (ryc. 4) [8,15,63]. Rosnace stezenie glukozy
powoduje inaktywacje Snfl, co w sytuacji aktywnej fosfatazy Regl-Glc7 prowadzi do
przemieszczania sie defosforylowanego Migi do jadra, gdzie jest wigzane przez
sekwencje promotorowe genow ulegajacych represji [15]. W represji wielu genow
obok Migi uczestniczgjeszcze biatka korepresorowe Ssn6é i Tupl (ryc. 4) [45].
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SYGNALIZACJA CUKROWCOWA W ROSLINACH
WYZSZYCH

Poznawanie szlakow sygnalizacji glukozowej u drozdzy inspirowato badaczy
zajmujacych sie regulacjg metabolizmu wegla i azotu w roslinach do podejmowania
podobnych badan. Wyniki dotychczasowych poszukiwan jednoznacznie wykazaty, ze
zmiany poziomu cukréw w roslinach wyzszych wptywajg aktywujgco lub hamujaco
na ekspresje wielu genéw. Na ogdét spadek stezenia cukrow aktywuje ekspresje genow,
ktorych produkty sg zaangazowane w procesie fotosyntezy oraz przemianach
zwiazanych z uruchamianiem zapasoéw i eksportem cukréw. Wzrost stezenia cukrow
prowadzi do represji gendéw jadrowych i chloroplastowych, ktérych produkty
uczestniczg w fotosyntezie i aktywacji gendw zwigzanych z reakcjami magazynowania
i metabolizmu cukrow. W pracach przeglagdowych przytaczane sg liczne przyktady
genow, ktorych ekspresja jest regulowana przez glukoze i sacharoze [67].

W cukrowcowej regulacji genow czasteczki sygnatowe nie oddziatujg bezposrednio
z biatkami wigzacymi sie z DNA, lecz podobnie jak u drozdzy pobudzajg okreslone
sensory iaktywujg szlaki przekazujgce informacje dojadra. Niemal od poczatku badan
w centrum uwagi wielu badaczy pozostajg biatka sensorowe swoiscie reagujace na
zmiany stezenia okreslonego cukru. Podejmowane sg takze préby identyfikowania
poszczegblnych elementow tancuchéw przekazywania sygnatow cukrowcowych.
Wyniki dotychczasowych badan sg omawiane w licznych angielskojezycznych pracach
przegladowych [26,30,41,46,52,73,74,76,79,80,81,94,97], a takze w pracy
opublikowanej w Postepach Biologii Komérki [11].

ROSLINNE BIALKA SENSOROWE ODBIERAJACE
ZMIANY STEZENIA GLUKOZY | SACHAROZY

W dotychczasowych poszukiwaniach roslinnych sensorow glukozy najwiecej uwagi
poswiecono heksokinazie. Zdecydowaty o tym wyniki badan prowadzonych na
drozdzach, a takze wyniki doswiadczen wskazujace, iz represja glukozowa niektdrych
gendw zachodzi w roslinach jedynie wdwczas, gdy glukoza zostanie przetransportowana
do wnetrza komorki. Wiekszo$¢ obserwacji potwierdzajacych udziat heksokinazy w
rejestrowaniu zmian stezenia glukozy pochodzi z badan wykorzystujacych rdzne analogi
glukozy. Wyniki tych doswiadczen zostaly wyczerpujaco omoéwione w pracy
przegladowej opublikowanej w Postepach Biologii Komorki [11]. Podobnie
interpretowane sg rowniez wyniki badan prowadzonych na transgenicznych liniach A.
thaliana i wprowadzonym genem heksokinazy AtHXK w pozycji sensownej i
antysensownej, a takze zmiany fenotypowe towarzyszace catkowitemu wytgczeniu
ger.u AtHXKI u mutantow A. thaliana gin2-1 igin2-2 [cyt. za 74]. Z drugiej jednak
strony Halford iwsp. [30] uwazaja, ze efektem wprowadzenia do komorki jednego z
analogéw glukozy badzZ inhibitora heksokinazy sa drastyczne zmiany stosunku stezen
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RYCINA 5. Lokalizacja hipotetycznych sensordw glukozy i sacharozy aktywujacych szlaki sygnatowe
regulujace ekspresje odpowiednich gendéw; szlak sygnatowy zalezny od heksokinazy reguluje ekspresje
genow kodujacych biatko wigzace chlorofil a/b (CAB), fosfolipaze D (PLD), plastocyjanine (PC),
mata podjednostke karboksylazy rybulozo-1,5-bisfosforanowej (RBCS), biatko uwalniajace tlen (OE33);
szlak sygnatowy niezalezny od heksokinazy reguluje geny kodujace pirofosforylaze ADP-glukozy (AGP-
aza), syntetaze asparaginowa (AS1), syntazechalkonowg(CHS), inwertaze $scian komérkowych (CIN1),
amoniako-liaze fenyloalaniny (PAL 1, PAL3), [3-amylaze (P-AM Y), syntetaze glutaminowa (GS2); szlak
aktywowany przez biatko rejestrujace zmiany metabolitéw fosfoglukozy reguluje geny PRI i PR5
kodujace biatka zaangazowane w reakcje obronne; szlak aktywowany przez sacharoze reguluje ekspresje
genow kodujacych czynnik transkrypcyjny (ATB2), transporter sacharozy (SUT1), a takze aktywuje
promotory genu patatyny i genu RolC z Agrobacterium w komérkach floemu (na podstawie

[3,34,46,52,79,81,95])
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AMP do ATP, ktore zwykle sag pomijane w interpretacji wynikow. Podobne watpliwosci
budza réwniez wyniki doswiadczen, w ktoérych komérki podwdjnego mutanta
drozdzowego hxkl-hxk2 transformowano genami AtHXKI i AtHXK2 A. thaliana
[40,41]. Ekspresja roslinnych genow heksokinazy przywraca w komorkach drozdzy
jedynie aktywnos¢ katalityczng, natomiast nie komplementuje funkcji sensorowej
drozdzowej Hxk2.

Nowsze doniesienia zwracajg uwage na obecno$é w roslinach odrebnych szlakéw
glukozowych, w ktérych hipotetycznymi sensorami sg biatka btonowe homologiczne z
transporterami heksoz, a takze biatka rejestrujgce zmiany stezenia produktu(ow)
metabolizmu fosfoglukozy (ryc. 5) [30,34,46,52,74,79,81,95].

Wyniki nielicznych jeszcze badan sugeruja, ze biatko sensorowe powinno by¢
zlokalizowane w plazmolemie, poniewaz 3-metyloglukoza i 6-deoksyglukoza (analogi
glukozy nie ulegajgce fosforylacji) aktywujg w komdrkach Chenopodium rubrum
ekspresje apoplastowej inwertazy i syntazy sacharozy, a w A. thaliana ekspresje genu
kodujacego patatyne [30,32,73,74,80]. O btonowej lokalizacji sensora glukozy moga
réwniez Swiadczy¢ wyniki doswiadczen, w ktorych obserwowano efekty zwigzane z
ekspresjg w lisciach tytoniu drozdzowej sekrecyjnej inwertazy. Zmianom stezenia
heksoz w apoplascie towarzyszy aktywacja genéw zwigzanych z mechanizmami
obronnymi irepresja genow, ktdrych produkty uczestniczg w fotosyntezie.

Jeszcze w innych badaniach stwierdzono, ze ekspresja genéw PR1 i PR5, ktorych
produkty biorg udziat w reakcjach obronnych przeciw patogenom jest zalezna od
heksokinazy, lecz szlak sygnatowy regulujacy ekspresje tych genow jest aktywowany
przez niezidentyfikowane biatko sensorowe rejestrujgce zmiany stezenia octanu lub
innych metabolitéw szlaku glikolitycznego [95].

Rosnie réwniez liczba doniesien wskazujacych, iz w komorkach co najmniej
niektorych roslin oprocz szlakow sygnatowych aktywowanych przez glukoze funk-
cjonuje odrebny szlak aktywowany przez sacharoze (ryc. 5) [3,10,26,52,81]. Znana
jest aktywacja ekspresji genu syntazy sacharozy [70], swoista represja genu ATB2
kodujacego czynnik transkrypcyjny bZIP [77] oraz genu kodujacego biatko trans-
portujgce sacharoze na zasadzie symportu z protonami [10]. Wyniki najnowszych
doswiadczen wskazuja, ze rdwniez izomery sacharozy, takie jak: turanoza i palatynoza,
atakze trehaloza- disacharyd zbudowany z dwoch czasteczek glukozy, moga réwniez
petni¢ funkcje czastek sygnatowych [74]. Rola sensora aktywujacego szlak sygnalizacji
sacharozowej wigzana jest z produktem genu SUT2 (sucrose transporter2) sklo-
nowanym u pomidora i A. thaliana [3,52]. Genom A. thaliana zawiera dwa geny
kodujace biatka podobne do SUT2, ktorych ekspresja jest aktywowana przez sacharoze
[52]. Biatko SUT2 ma 12 fragmentow transbtonowych oraz dwa charakterystyczne
fragmenty wewnatrzkomadrkowe niewystepujace w typowych transporterach sacharozy.
Przedtuzony fragment N-koricowy oraz cytoplazmatyczna petla potozona miedzy 6 a
7 fragmentem transbtonowym moga uczestniczy¢ w oddziatywaniach SUT2 z kolejnymi
ogniwami tancucha transdukcji sygnatu [3].
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KOMPLEKSY SNF | SCF, CA% KALMODULINA, KINAZY 1|
FOSFATAZY BIALKOWE OGNIWAMI £LANCUCHOW
PRZEKAZYWANIA SYGNALU CUKROWCOWEGO

Roslinnymi homologami drozdzowej kinazy Snfl i zwierzecej kinazy biatkowej
aktywowanej przez AMP (AMPK) sg kinazy SnRK (SNF1-relatedprotein kinases)
[29,31]. Geny kodujace SnRK w roslinach wyzszych podzielono na trzy podrodziny
na podstawie podobieristwa sekwencji aminokwasowej kodowanych biatek oraz wzorca
ekspresji poszczegdlnych genéw. Do pierwszej podrodziny SnRKI zaliczane sg geny
poznane w komorkach zyta, jeczmienia, ziemniaka, ryzu, owsa, buraka cukrowego,
tytoniu i A. thaliana [29]. Wysoko konserwatywna domena katalityczna potozona w
czesci N-koncowej jest w 45-80% identyczna z sekwencjg aminokwasowg kinazy
Snfl drozdzy oraz AMPK [29]. W bibliotece cDNA ziemniaka i A. thaliana znaleziono
tez klony kodujace biatka homologiczne z Gal83 oraz Sipl i Sip2 drozdzy. [6,51].
Biatko ziemniaka StubGALB83 zawiera obie charakterystyczne domeny ASC (asso-
ciation with SNF1 complex) i KIS (kinase association domain) uczestniczace w
tworzeniu heterotrimerycznego kompleksu SNF1 (patrz ryc. 4). Udalo sie tez
zidentyfikowa¢ gen kodujacy biatko homologiczne z drozdzowym Snf4 - podjednostka
Ykompleksu SNF [6], a takze gen kodujacy biatko AtPTPKISI zawierajgce domene
charakterystyczng dla tyrozynowych fosfataz biatkowych oraz domene oddziatujgca z
domeng KIS [21].

Rola kompleksu SNF1 w roslinnych szlakach sygnalizacji cukrowcowej jestjeszcze
stabo poznana, tym nie mniej na uwage zastugujg wyniki do$wiadczen prowadzonych
na ziemniaku transformowanym genem SnRKI (PKIN1) w pozycji antysensownej [70].
Okazato sie, ze obnizonej aktywnosci PKIN1w ro$linie transgenicznej towarzyszy
wyrazne zahamowanie ekspresji genu syntazy sacharozy, a ponadto w lisciach rosliny
transgenicznej nie obserwowano aktywujgcego wptywu sacharozy na ekspresje genu
kodujacego enzym. Wykazano réwniez, ze geny kodujagce SnRK zyta, tytoniu i A.
thaliana wprowadzone do komorek zmutowanych drozdzy moga komplementowaé
mutacje snfl [29].

W regulacji aktywnos$ci roslinnych kinaz SnRK uczestniczy produkt genu PRL1
(pleiotropic regulatory locus 1) sklonowanego u A. thaliana [4]. Mutacja/?r/7 prowadzi
do derepresji szeregu genéw regulowanych przez glukoze oraz wzrostu wrazliwosci
wzgledem cukréw i niektérych hormonéw [61]. Biatko PRL1 jest biatkiem regu-
latorowym zawierajagcym siedem powtdrzen charakterystycznego motywu WD-40
oddziatujgcego z importyng a -biatkiem funkcjonujacym w transporcie biatek do jadra
komdrkowego [61]. PRL 1wigze sie z C-koficowg domeng regulatorowg drozdzowej
Snfl orazjej roslinnymi odpowiednikami AKIN 10 i AKIN 11.

Pojedyncze doniesienia sugerujg ze w regulacji SnRK uczestniczy réwniez glukozo-
6-fosforan [86] oraz niezidentyfikowanajeszcze kinaza biatkowa [83].

W glukozowej regulacji genéw w roslinach, podobnie jak u drozdzy, uczestniczy
takze kompleks SCF (patrz ryc. 2). Wczesniejsze badania zwigzane z sygnalizacja
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RYCINA 6. Schemat wielofunkcyjnego kompleksu uczestniczagcego w swoistym znakowaniu i
proteolitycznej degradacji biatek regulujacych transkrypcje; sktadnik kompleksu SCF zawierajacy kasete
F swoiscie wigze biatko przeznaczone do ubikwitynacji; kompleks SNF1 z kinazabiatkowa SnRK wigze
sie z proteasomem, w ktérym wyznakowane biatko jest degradowane; biatko PRL1 hamuje fosforylacje
biatka przeznaczonego do degradacji w proteasomie (na podstawie [4,20,61])

auksynowg doprowadzity do poznaniaw A. thaliana analogicznego kompleksu SCFTIR
funkcjonujacego w swoistej degradacji biatek regulujacych transkrypcje genéw [100].
W ostatnim czasie u tej samej rosliny zidentyfikowano gen kodujacy biatko AtGRHI
homologiczne z drozdzowym biatkiem Grrl iro$linnym biatkiem TIR1 [84]. AtGRHI
ma kasete F determinujaca swoiste wiazanie biatek przeznaczonych do proteolitycznej
degradacji. Biatko AtGRHI moze oddziatywa¢ z AtSKPIla i AtSKPIb, dwoma
homologami drozdzowego biatka SKP1 [84]. Ponadto stwierdzono, ze nadekspresja w
drozdzach roslinnych genéw SKP1 lub AtGRHI inaktywujerepresorMigl [78]. Wyniki
ostatnich doswiadczen wskazujg, ze kompleks SCF oddziatuje poprzez SKP1 z biatkiem
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SnRK, ktére wigze sie z podjednostkg a4/PADI proteasomu zawierajacg charak-
terystyczny konserwatywny motyw KEKE (ryc. 6) [20]. Stwierdzono tez, ze biatko
PRL1 wplywa na trwatoS¢ wigzania miedzy SKP1 a SnRK. Mozna zatem przy-
puszczaé, ze jeden z komplekséw SCF wspoétdziatajacy z kinazg biatkowa SnRK i
proteasomem funkcjonuje, podobnie jak u drozdzy, w swoistym znakowaniu i
proteolitycznej degradacji biatek uczestniczacych w cukrowcowej regulacji genéw.

Wyniki nielicznych jeszcze doswiadczen wskazujg tez na Ca2+ kalmoduline oraz
aktywowane przez Ca2+rkinazy biatkowe jako kolejne elementy cukrowcowych szlakéw
przekazywania sygnatu [73,79,81,97]. Sacharoza wprowadzana do dojrzatej rosliny
A. thaliana powoduje wzrost stezeniajondw wapnia w cytoplazmie tych komorek, do
ktérych dotarta fala podwyzszonego stezenia cukru [23]. W lisciach tytoniu sacharoza
aktywuje ekspresje kinazy biatkowej CDPK zaleznej od Ca2tzwigzanej z btong
plazmatyczng [38]. O roli odwracalnej fosforylacji biatek $wiadczg réwniez wyniki
stwierdzajgce, iz inhibitory biatkowej fosfatazy 1i2A aktywuja lub hamuja ekspresje
roznych genow regulowanych przez cukry [19,79,80,81]. W komorkach Chenopodium
rubrum glukoza aktywuje kinaze biatkowej MAP [19], au topinamburu ocbserwowano
hamujacy wptyw EGTA i La3% inhibitorow kanatow wapniowych i inhibitorow
kalmoduliny na akumulacje transkryptow mRNA sporaminy i (J-amylazy [cyt. za 81].
Podobny efekt obserwowano réwniez w przypadku aktywowanej przez cukry biosyntezy
antocyjandw u Vitis vinifera [92].

W badaniach podejmowanych w ostatnim czasie zwrdcono uwage na sekwencje
regulatorowe niektérych genéw regulowanych przez cukry. W promotorze genu (3
amylazy u topinamburu zidentyfikowano sekwencje odpowiedzialng za cukrowcowa
aktywacje ekspresji genu a-Amy [56]. Podobne badania prowadzone na ryzu
doprowadzity do poznania sekwencji promotorowej zwigzanej z represja cukrowcowg
genu a -Amy3 oraz sekwencji odpowiedzialnej za indukowana przez cukry destabilizacje
transkryptu mRNA a-amylazy [9].

SZLAKI SYGNALIZACJI CUKROWCOWEJ SKEADNIKAMI
SIECI SYGNALIZACYJNEJ REGULUJACEJ WZROST
| ROZWOJ ROSLINY

Dzieki badaniom prowadzonym na mutantach cukrowcowych A. thaliana daje sie
ostatnio zauwazy¢ wyrazny przetom w poznawaniu szlakéw sygnalizacji cukrowcowej
[25,26,67,79]. W identyfikowaniu mutantow o zmienionej odpowiedzi na cukry nasiona
mutagenizowane chemicznie poddawane sg kietkowaniu w Srodowisku zawierajgcym
odpowiednio duze stezenie cukrow, ktére umozliwia jeszcze kietkowanie, ale hamuje
wzrost i rozw0j rosliny. W ten sposob zidentyfikowano szereg mutantéw okres$lanych
jako mutanty niewrazliwe na glukoze lub sacharoze: gin {glucose insensitive) [99],
sig {sucrose-insensitivegrowth) [67], sis {sugar-insensitive) [27,50], cai {carbohydrate-
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RYCINA 7. Cukrowcowa i hormonalna regulacja kietkowania nasion oraz wzrostu i rozwoju siewki;
A - schemat zaleznego od heksokinazy glukozowego szlaku sygnatowego hamujacego kietkowanie
nasion przez regulacje poziomu endogennego ABA; B - hipotetyczny mechanizm cukrowcowej regulacji
metabolizmu zwigzkéw wegla w kietkujacych nasionach (faza 1) i rosnacych siewkach (faza 2);
szczeg6towy opis w tekscie (na podstawie [1,25,26,36,68,79,99])

insensitive) [67], mig (mannose-insensitive germination) [67]. Druga grupe
mutantow, okreslanych mianem mutantéw nadwrazliwych na cukry, wyselekcjonowano
na podstawie braku zdolnosci kietkowania lub wzrostu na podtozu zawierajgcym cukier
w takim stezeniu, ktdre normalnie nie hamuje wzrostu. Do tej grupy nalezg mutanty:
gss (glucose supersensitive) [67] isss (sucrose supersensitive) [81]. Poznano tez kilka
mutantéw charakteryzujacych sie réznymi defektami w ekspresji genu (3-amylazy.
Nalezg tu mutanty: tha (low beta-amylase), ram (reduced beta-amylase) i hba (high
beta-amylase) [58,59].

W wyniku szczeg6towej analizy niektérych mutantéw cukrowcowych zwrécono
uwage na funkcjonalng wspétzaleznos¢ szlakéw cukrowcowych ze szlakami sygnalizacji
hormonalnej. Mutantginl jest fenotypowo zblizony do mutanta etylenowego etol-1 z
nadprodukcja etylenu lub mutanta ctrl-1 z konstytutywng odpowiedzig na etylen
[47,74]. Ponadto mutacja w genie kodujagcym jeden z receptoréw etylenu z+. thaliana
(etrl-1) odpowiedzialna za spadek wrazliwosci rosliny na etylen prowadzi do nad-
wrazliwosci na glukoze [79,99]. Mutant sisl fenotypowo podobny do mutanta Ctrl z
konstytutywng odpowiedzig na etylen okazat sie mutantem allelicznym z ctrl-12 [27].

W badaniach prowadzonych na innej grupie mutantéw wykazano, ze sygnaty
cukrowcowe wptywajg na metabolizm AB A oraz ze szlaki cukrowcowe sg powigzane
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ze szlakami sygnatowymi aktywowanym przez ten fitohormon [25]. U mutanta
niewrazliwego na glukoze gin5 obserwowano uposledzong biosynteze ABA, a w
najnowszych badaniach potwierdzono udziat biatka GIN5 w regulacji biosyntezy ABA
w odpowiedzi na sygnat cukrowcowy (ryc. 7A). Do podobnych wnioskéw prowadzg
rowniez obserwacje mutantéw abal,2 i 3 z defektami w biosyntezie ABA, ktore jak
sie okazato sg réwniez niewrazliwe na wieksze stezenie glukozy. Ponadto mutant aba?2
jest alleliczny z mutantem sis4 niewrazliwym na cukry [50]. Mutant glukozowy gin6
charakteryzuje sie upos$ledzona ekspresjg genu AB14 kodujacego regulator transkrypcji
uczestniczacy w reakcjach odpowiedzi na ABA [1,39]. W ostatnim czasie stwierdzono,
ze gen ABI4 jest genem SUNG6 sklonowanym u niewrazliwego na cukry mutanta A.
thaliana allelicznego z genem sis5 [36,50], oraz ze mutacji gin6 towarzyszy brak
ekspresji genu ABI4/SUNG aktywowanej przez wyzsze stezenie cukru (ryc. 7A).

Wyniki wiekszosci dotychczasowych badan prowadzg do wniosku, ze w nasionach
szlak glukozowy zalezny od heksokinazy wptywa na mechanizm regulujacy metabolizm
ABA [1]. Nasiona we wczesnej fazie kietkowania sg wyjgtkowo wrazliwe na ABA,
ktéry hamuje katabolizm zmagazynowanych tu lipidéw i biatek. Hamujacy wptyw
cukréw na wzrost i rozw0j zarodka mozna zatem ttumaczy¢ zmianami w metabolizmie
ABA regulowanymi przez szlak glukozowy. Wrazliwo$¢ rosngcego zarodka wzgledem
ABA spada w kolejnych fazach wzrostu i dlatego efekt wywierany przez cukry na tym
etapie jestjuz mocno ograniczony (ryc. 7B).

Szereg innych doniesien pokazuje, ze szlaki cukrowcowe sg powigzane ze szlakami
sygnatowymi aktywowanymi przez cytokininy [37,62,93]. Wyniki nielicznych jeszcze
doswiadczen potwierdzajg dziatanie sacharozy jako negatywnego regulatora transkrypcji
genu WPK4 aktywowanej przez cytokininy.

Zainteresowanie badaczy wzbudza réwniez zagadnienie udziatu cukrow w regulacji
genow oc-amylazy w nasionach. Wykazano, ze cukry nie wptywaja na giberelinowa
indukcje a-amylazy w warstwie aleuronowej, natomiast hamujg hormonalng aktywacje
ekspresji tego genu w zarodku [54,68].

Szczegolnie interesujace wydaja sie wyniki badan $wiadczace o wspotudziale cukrow
i fitohormonéw w regulacji cyklu komérkowego. Transkrypcja jednej z cyklin D
(CYCD4;1,) regulujacej przejscie z fazy G1 do S jest aktywowana przez sacharoze
[14]. Wyniki najnowszych doSwiadczen potwierdzajg, ze réwniez ekspresja cyklin D2
i D3 jest regulowana przez glukoze, przy czym ekspresja cykliny D2 wydaje sie by¢
regulowana przez szlak zalezny od heksokinazy [Murray JAH - doniesienie ustne].

Szlak sygnalizacji sacharozowej jest tez powigzany ze szlakami sygnalizacji
$wietlnej. Swiadcza o tym wyniki do$wiadczeri prowadzonych na mutancie sun (sucrose
uncoupled), w ktorych Sledzono zmiany w represji sacharozowej genow regulowanych
przez fitochromy, takich jak gen PC kodujacy plastocyjanine i gen CAB [16].
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RYCINA 8. Schemat glukozowego szlaku sygnatowego regulujagcego w komérkach P trzustki ekspresje
genu proinsuliny i sekrecje insuliny w pecherzykach sekrecyjnych (na podstawie [18,28,57,76,90])

SYGNALIZACJA CUKROWCOWA W KOMORKACH P
TRZUSTKI IHEPATOCYTACH WATROBY SSAKOW

Sygnalizacja cukrowcowa u ssakow byta badana dotychczas gtéwnie w odniesieniu
do regulacji syntezy i sekrecji insuliny w komérkach @3trzustki, a takze regulowanej
przez glukoze i insuline ekspresji gendéw kodujacych transportery glukozy oraz enzymy
funkcjonujgce w glikolizie i lipogenezie w komdrkach watroby [18,76,90]. Dzisiaj juz
wiadomo, ze w komérkach (3 trzustki fosforylacja glukozy przez glukokinaze jest
kluczowym miejscem w szlaku sygnatowym pozytywnej i negatywnej regulacji ekspresji
gendw [57]. Wiasciwosci kinetyczne glukokinazy predysponujg ten enzym do petnienia
funkcji sensora glukozy, w mechanizmie, w ktérym pewna nie do korfica poznangjeszcze
role grajg zmiany lokalizacji subkomérkowej enzymu [89]. W warunkach matego
stezenia glukozy w hepatocytach watroby glukokinaza tgczy sie wjadrze komoérkowym
z biatkiem regulatorowym GKRP (glucokinase regulatory protein). Kiedy jednak
stezenie glukozy wzrasta, glukokinaza zostaje przetransportowana do cytoplazmy, gdzie
nastepuje jej aktywacja [13]. W komorkach watroby aktywacja glukokinazy jest
uzalezniona od jej defosforylacji, w ktorej, jak sie przypuszcza, uczestniczy cyto-
plazmatyczna fosfataza GKAP (glucokinase-associated phosphatase) [60].
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Rowniez w komdrkach 3trzustki glukokinaza oddziatuje z biatkami regulatorowymi, a
takze z dwufunkcyjnym enzymem syntetyzujacym i degradujagcym fruktozo-2,6-
bisfosforan [2]. Funkcje sensorowg glukokinazy potwierdzajg rowniez wyniki badan
prowadzonych na myszach, u ktérych geny glukokinazy zostaty wytgczone w drodze
mutacji [69].

Ostatnie doniesienia sugeruja ze w odbiorze sygnatu glukozowego uczestniczy
réwniez transporter GLUT2 zawierajgcy stosunkowo duzg petle cytoplazmatyczng
miedzy 6 a 7 fragmentem transbtonowym (ryc. 8) [28]. Nadekspresja fragmentu genu
GLUT2 kodujacego te wiasnie petle modyfikuje odpowiedz glukozowa w komérkach
watroby [28].

W szlaku transdukcji sygnatu glukozowego u ssakéw, podobnie jak u drozdzy i
roslin, uczestniczy kompleks kinazy AMPK aktywowanej przez AMP (ryc. 8).
Wykazano, ze w komorkach (3trzustki mate stezenie glukozy powoduje aktywacje
AMPK, ktérej towarzyszy niska ekspresja gendéw cyklu lipogenetycznego. Duze stezenie
glukozy inaktywuje AMPK, co w efekcie prowadzi do aktywacji genéw lipogenezy
[90]. Szereg wynikéw wskazuje rowniez na kinaze biatkowa aktywowang przez cAMP
jakojedno z ogniw fancucha sygnalizacji glukozowej. W glukozowej regulacji ekspresji
genu insuliny uczestniczy czynnik transkrypcyjny PDX1 (pancreatic duodenum
homeobox protein) zawierajacy homeodomene (ryc. 8) [55,90]. Biatko PDX1
fosforylowane w warunkach duzego stezenia glukozy przez kinaze biatkowa po
przetransportowaniu do jadra wigzane jest przez sekwencje promotorowa genu
proinsuliny [55,90]. Poziom uwalnianej insuliny jest bezposrednio zalezny od
metabolizmu glukozy oraz stanu energetycznego komdrki. Wzrost stosunku ATP: ADP
hamuje kanaty potasowe wrazliwe na ATP prowadzac do depolaryzacji btony komérkowej
i otwierania kanatdw wapniowych. Wzrost wewnatrzkomaérkowego stezenia Ca2+sprzyja
fuzji pecherzykow zawierajgcych insuline z btong komorkowa [76].

UWAGI KONCOWE

Bakterie, drozdze i organizmy wyzsze dysponuja specjalnymi mechanizmami
umozliwiajgcymi rejestrowanie zmian zewnatrz- i wewngtrzkomdrkowego stezenia
metabolitéw azotu i wegla oraz indukowanie swoistych odpowiedzi w postaci zmian
w ekspresji gendw lub zmian aktywnosci biatek uczestniczacych w transporcie i
metabolizmie tych zwigzkow. Mechanizm percepcji sygnatu azotowego (aminokwasy,
amoniak) zostat juz stosunkowo dobrze poznany u E. coli i czeSciowo u drozdzy.
Wiedza na temat analogicznych mechanizmoéw uczestniczacych w rejestrowaniu i
przekazywaniu sygnatu azotowego w organizmach wielokomdérkowych jest jeszcze
bardzo fragmentaryczna. Osiggniecia w poznawaniu szlakéw sygnalizacji cukrowcowej
w komarkach bakterii i drozdzy przyczynity sie do szybkiego rozwoju podobnych
badan prowadzonych na organizmach wielokomérkowych. Dzisiaj juz wiadomo, ze w
komorkach rodlinnych glukoza oraz sacharoza petnig funkcje czastek sygnatowych
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aktywujacych kaskade reakcji regulujacych ekspresje genéw. Rosnie rowniez liczba
doniesien potwierdzajgcych udziat glukozy w regulacji ekspresji genéw w trzustce,
watrobie i mézgu ssakow.

Wiele watpliwosci ipytan rodzi sie nadal w zwigzku z poszukiwaniami wewnatrz-
komérkowych sensoréow glukozy. W komoérkach organizméw wielokomérkowych,
podobnie jak w drozdzach, funkcja ta przypisywana jest swoistym enzymom fosfo-
rylujacym glukoze (heksokinaza, glukokinaza), chociaz mechanizm percepcji sygnatu
cukrowcowego przez te enzymy nie jest nadal znany. Dotychczasowe sugestie na ten
temat nie zyskaty szerszego potwierdzenia doswiadczalnego i dlatego mechanizm ten
jest obecnie przedmiotem badan wykorzystujgcych techniki biologii molekularnej.

Drozdzowe sensory glukozy zlokalizowane w btonie komorkowej (Snf3, Rgt2)
wydajg sie funkcjonowac podobnie jak receptory wigzace ligandy, chociaz typowym
receptorem glukozy wspétdziatajagcym z biatkiem G jest biatko Gprl, ktére podobnie
jak receptory z rodziny R7TM posiada siedem charakterystycznych fragmentow
transbtonowych. Wyniki poszukiwan sekwencji kodujacych biatka homologiczne z
Snf3 i Rgt2 w genomach kilku roslin sugeruja, ze podobnych sensoréw glukozy mozna
sie spodziewac rowniez w organizmach wielokomoérkowych. W genomie A thaliana
nie zidentyfikowano jednak sekwencji kodujacej biatko homologiczne z G prl.

Roslinne odpowiedzi na sygnaty cukrowcowe aktywowane przez co najmniej trzy
szlaki sygnalizacji glukozowej i odrebny szlak sacharozowy sg niezwykle zr6znicowane.
Rodzaj odpowiedzi na zmiany stezenia cukrow zalezy m.in. od typu komorki, stanu
metabolicznego, warunkéw rozwojowych i srodowiskowych. W organizmach roslinnych
cukrowcowe szlaki sygnatowe utworzone przez biatka i enzymy homologiczne z
biatkami zidentyfikowanymi w drozdzach tworzg z innymi tancuchami transdukcji
sygnatdw ztozongsie¢ infonnacyjna regulujaca wszystkie procesy zyciowe pojedynczej
komorki i catego organizmu.
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MECHANIZMY INDUKCJI APOPTOZY
I ZASTOSOWANIE TRAIL
W TERAPII NOWOTWOROW

TRAIL - APOPTOSIS INDUCTION MECHANISMS
AND ITS EMPLOYMENT IN CANCER THERAPY.

Pawet MROZ1] lzabela MLYNARCZUK12

‘Zaktad Immunologii oraz Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii
Centrum Biostruktury Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie: TRAIL (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand) jest nowo odkrytg cytoking zdolng
indukowa¢ apoptoze w komdérkach nowotworowych iwykazujaca niewielka toksycznos$¢ wobec komo-
rek niestransformowanych. TRAIL moze indukowa¢ apoptoze jako rozpuszczalny trimeryczny ligand
lub jako czgsteczka zwigzana na powierzchni komoérki efektorowej. TRAIL indukuje proces apoptozy
wigzac sie ze swoimi receptorami na powierzchni komérki docelowej (TRAL1L-R1 i TRAIL-R2). Trzy
inne receptory dla TRAIL (TRAIL-R3, TRAIL-R4 i OPG) sa receptorami kotwiczacymi, ktérych liga-
cja nie przewodzi sygnatu do apoptozy. Spos$rdéd przebadanych linii komérkowych, 60% komdrek no-
wotworowych wykazuje wrazliwo$é na apoptoze indukowang TRAIL. Dlatego TRAIL jest zaliczany
do grupy obiecujacych lekéw w terapii nowotworow.

Stowa kluczowe: TRAIL, TNF, apoptoza, terapia nowotworéw, kaspazy.

Summary: TRAIL (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand) is a newly discovered cytokine able to
induce apoptosis in tumor cells with a limited cytotoxicity to most of normal cells. TRAIL can induce
apoptosis as a soluble, trimeric ligand or it can be absorbed on effector cells membrane. TRAIL media-
tes cell death binding to its receptors on cell surface (TRAIL-R1 and TRAIL-R2). The other TRAIL
receptors, TRAIL-R3, TRAIL-R4 and OPG are decoy receptors, unable to induce apoptosis. Approxi-
mately 60% of examined tumor cells are sensitive to TRAIL mediated cell death. Thus TRAIL is a
potential and promising candidate for cancer therapy.

Key words: TRAIL, TNF, apoptosis, cancer therapy, caspase.
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1. WSTEP

Apoptoza, czyli programowana $mier¢ komérki jest wrodzonym mechanizmem, za
pomoca ktérego organizm eliminuje niechciane komorki. Apoptoza jest najbardziej
rozpowszechniong fizjologiczng formg Smierci komdrek i pojawia sie podczas
embriogenezy, przebudowy tkanek, regulacji immunologicznej i w rozroscie nowo-
tworowym. lIstnieje wiele czynnikéw wywotujacych apoptoze, do ktérych zaliczamy
m.in.czasteczki nadrodziny czynnika martwicy nowotwordw, granzymy, jony wapnia,
ceramidy iwolne rodniki, cytostatyki oraz promieniowanie jonizujgce lub UV.

Jakiekolwiek zaburzenia w kontroli programowanej $mierci komdrek moga
prowadzi¢ do rozwoju szeregu choréb w tym nowotworéw, choréb autoim-
munizacyjnych czy degeneracyjnych, czego przyktadem moze by¢ choroba Alzheimera.

Przekazywanie sygnatu apoptozy przebiega r6znorodnymi, niezaleznymi szlakami,
ktére sa pobudzane zaréwno przez procesy zachodzace wewnatrz komorek, jak i
przez zjawiska zachodzgce w $rodowisku zewnetrznym, np. zwigzanie ligandu z
»receptorem $mierci”.,,Receptory $mierci” zostaty zidentyfikowane jako grupa nalezaca
do nadrodziny receptoréw dla czynnika martwicy nowotworéw (TNF). Ich gtéwna
funkcjgjest indukcja apoptozy. Receptory te charakteryzujg sie posiadaniem wewnatrz-
komdrkowego regionu zwanego ,,domeng smierci” (DD), ktora jest niezbedna do
transmisji sygnatu do wnetrza komérki. Obecnie znanych jest pie¢ funkcjonalnych,
receptoréw smierci: TNF-receptor 1, CD95 / Fas / ApolR, TRAIL RI, TRAIL R2 i
Apo3R. Zasada transmisji sygnatu do apoptozy jest w przypadku tych receptorow
podobna. Zwigzanie receptora z ligandem prowadzi do jego oligomeryzacji, a nastepnie
do rekrutacji biatek adaptorowych do domeny Smierci. Nastepnie biatka adaptorowe
aktywujg kaspazy taczac w ten sposéb sygnat pochodzacy z receptora Smierci z
wewnatrzkomorkowymi szlakami apoptozy.

Jednym z ligandéw dla receptorow $mierci, ktory ze wzgledu na swoje wiasciwosci
wzbudza zainteresowanie w $wiecie naukowcow, jest odkryty w 1995 roku nowy czynnik
indukujacy apoptoze - TRAIL (Tumor necrosisfactor-Related Apoptosis Inducing
Ugand) [1]. Odkrycie tej cytokiny z rodziny TNF jest efektem poszukiwania homologdéw
TNF obdarzonych najmniejszg toksycznos$cia i najwieksza zdolnosScig do indukcji
apoptozy w komérkach nowotworowych.

Po raz pierwszy TRAIL zostat zidentyfikowany przy uzyciu programu kom-
puterowego i zsyntetyzowany w probowce. Dopiero wtérnie okazato sig, ze TRAIL
wystepuje powszechnie w organizmie zywym, zaréwno w postaci rozpuszczalnej jak i
zwigzany z powierzchnig komorki [2]. Jednak aktywno$é biologiczna naturalnie
wystepujacego TRAIL jest bardzo niska. TRAIL, ktéry jest uwalniany do ptynu
tkankowego, ma zazwyczaj posta¢ monomeru zbudowanego z jednego fancucha
biatkowego i nie pobudza tak efektywnie receptoréw na powierzchni komorki docelowej
jak jego trimeryczna forma. Dopiero trimeryzacja rozpuszczalnej formy TRAIL daje
najsilniejszy efekt indukcji apoptozy [3].
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TRAIL moze indukowa¢ apoptoze na dwa sposoby:

1) jako trimeryczna forma rozpuszczalna wigzac receptor majagcy domene $mierci na
powierzchni komorki docelowej;

2) poprzez krazace limfocyty lub makrofagi majace TRAIL na swojej powierzchni.
Wowczas ma miejsce ligacja TRAIL zwigzanego z komérkg uktadu immunolo-
gicznego z receptorem dla TRAIL na powierzchni komoérki docelowej. TRAIL
jako receptor na powierzchni komaérki tez jest trimerem (ryc. 1). Doswiadczenia
wykazaty, ze ludzkie makrofagi stymulowane IFN alfa i gamma indukowaty apop-
toze w komorkach nowotworowych w podobny sposéb jak rozpuszczalny trimer
TRAIL [4].

Poczatkowe eksperymenty wykazaty, ze TRAIL ma zdolnos¢ selektywnej indukcji
apoptozy w komérkach nowotworowych, gdyz wywotuje apoptoze u ok. 60% komérek
szeregu linii nowotworowych [3,5,6], ale jest nietoksyczny dla niestransformowanych
komérek [7]. Okoliczno$¢ ta stawia TRAIL w szeregu obiecujgcych czynnikéw
uzytecznych w terapii nowotworéw. Badania na naczelnych nie wykazaty toksycznosci
TRAIL podawanego dozylnie [8]. Jednak ostatnio wykazano, ze ludzkie normalne
astrocyty, hepatocyty, tymocyty, komorki nabtonka tarczycy i prostaty moga byc¢
wrazliwe na apoptoze wywotang TRAIL [9-12]. Dlatego wiedza o roli fizjologicznej
TRAIL u ludzi bytaby przydatna w ustaleniu potencjalnych czynnikéw ryzyka
zwigzanych z wprowadzeniem TRAIL do terapii nowotworéw.

2. BUDOWA I WYSTEPOWANIE TRAIU

TRAIL zostat opisany jako czasteczka nadrodziny czynnika martwicy nowotworow
i jest przezbtonowa czasteczka typu Il wykazujaca znaczng homologie do CD95L,
dzielagc z nim 28% aminokwaséw budujgcych zewnatrzkomérkowy motyw wigzacy
sie z receptorem. W przeciwienstwie jednak do pozostatych cztonkéw rodziny TNF
TRAIL ma bardzo krétkg domene wewngtrzkomorkowga zawierajgca tylko 17
aminokwasow. Monomer TRAIL zawiera dwie przeciwréwnolegte struktury o
konformacji (3 tworzace strukture [3-kartki bedaca rodzajem zrebu i podjednostki
wzajemnie oddziatujgce na siebie na zasadzie gtowa-ogon, tworzace dzwonowatego
ksztattu homotrimer [13]. Monomer TRAIL, w swej czesSci wigzacej receptor, zawiera
pojedyncza cysteing, Cys 230. Jest ona niezbedna do optymalnej aktywnosci TRAIL
i stabilizacji jego trimerycznej struktury [1,3].

TRAIL jest powszechnie obecny w tkankach. Ekspresje mRNA dla TRAIL ijego
receptorow stwierdza sie w wiekszosSci niestransformowanych komoérek organizmu i
komorek nowotworowych [2,14,15]. Istniejgjedynie roznice w dystrybucji receptorow
dla TRAIL na powierzchni komdrki, co jest zwigzane z rozng wrazliwos$cig komdrek
na dziatanie TRAIL. Uwaza sie, ze TRAIL nie wykazuje specyficzno$ci gatunkowej i
jest skuteczny w eksperymentach zaréwno na mysich liniach komérkowych, jak ina
ludzkich [7]. Ludzki gen dla TRAIL znajduje sie na chromosomie 3q26, ajego mMRNA
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RYCINA 1. TRAIL moze wystgpowac¢ jako receptor na powierzchni komérki albo jako forma
rozpuszczalna: monomer lub trimer

znaleziono w spoczynkowych limfocytach T (CD4+jak i CD8+), monocytach,
granulocytach, komérkach NK i komdrkach dendrytycznych [16,17]. Mimo
powszechnej obecnosci w tkankach, fizjologiczna rola TRAIL jest stabo poznana, a
myszy z nieaktywnym genem dla TRAIL maja prawidtowy fenotyp. Przypuszcza sie,
ze TRAIL odgrywa role w procesach immunologicznych. Wykazano, ze TRAIL moze
indukowac apoptoze w zdrowych komorkach nabtonka tarczycy i uczestniczy¢ w
patogenezie autoimmunizacyjnego zapalenia tarczycy. [18]. Opisywano tez udziat
TRAIL w selekcji negatywnej tymocytéw [19]. Tymocyty ulegajace selekcji maja
wysoka ekspresje receptoréw posredniczacych w szlaku aktywacji apoptozy (TRAIL-
R1 i TRAIL-R2).

3. TRANSMISJA SYGNALU | RECEPTORY DLA TRAIL

Do niedawna szlaki transmisji sygnatu do apoptozy pod wptywem zwigzania TRAIL
z receptorem budzity wiele kontrowersji wywotanych przede wszystkim odmiennymi
modelami doSwiadczen i nawet sprzecznymi wynikami.

Dotychczas zidentyfikowano pie¢ receptorow wchodzacych w interakcje z TRAIL
(ryc. 2). Sato:

-  TRAIL R1 ( DR4/Apo2 A)

- TRAIL R2 ( DR5/TRICK/KILLER )
-  TRAIL R3 ( DcCRI/TRID/LIT)

-  TRAIL R4 ( DcR2/TRUNDD )

- Osteoprotegeryna (OPG)

Receptory TRAIL-R1 i TRAIL-R2 zawierajg wewngtrzkomorkowa domene $mierci
(DD) niezbedng do indukcji apoptozy po przytaczeniu TRAIL. Natomiast receptory
TRAIL-R3 i TRAIL-R4 nie przekazujg sygnatu do apoptozy, odpowiednio ze wzgledu
na catkowity lub czesciowy brak wewnatrzkomaérkowej domeny $mierci.
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RYCINA 2. TRAIL moze wigza¢ pie¢ swoich receptoréw. Dwa z nich indukujg wytacznie sygnat do
apoptozy (TRAIL-R1 i TRAIL-R2), dwa inne receptory sg putapka dla TRAIL inie przewodzg zadnego
sygnatu (TRAIL-R3 i OPG), natomiast TRAIL-R4 moze jednocze$nie indukowa¢ sygnat do apoptozy,
jak isygnat antyapoptotyczny: OPG - osteoprotegeryna.

TRAIL R1 - jest pierwszym opisanym receptorem dla TRAIL. Jest przezbtonowym
biatkiem typu I majagcym zewnatrzkomorkowy region charakteryzujacy sie obec-
noscig dwdch bogatych w cysteine pseudopowt6rzen. Jego wewngtrzkomaorkowy
region zawiera kompletng i funkcjonalng domene $Smierci homologiczng do innych
domen pozostatych czasteczek nadrodziny receptoréw dla TNF. Sugeruje sig ist-
nienie, dodatkowej, nieznanej drogi przekazywania sygnatu do apoptozy poprzez
ten receptor [15, 20].

TRAIL R2 - ma strukture bardzo podobng do TRAIL RI. Jest réwniez biatkiem
powierzchniowym typu | nalezagcym do nadrodziny receptoréw dla TNF. Region
zewnatrzkomdrkowy zawiera dwie domeny bogate w cysteine, a region wewnatrz-
komorkowy charakteryzuje sie obecnoscig domeny $mierci. Ten receptor posred-
niczy w przekazaniu sygnatu do apoptozy wytgcznie drogg zalezng od mitochon-
drium i kaspaz [15, 21-23].

TRAIL R3 - jest trzecim biatkiem zwigzanym z btong wigzacym z duzym powino-
wactwem TRAIL. Jego domena zewnatrzkomoérkowa ma budowe podobna do wyzej
opisanych, ale w przeciwienstwie do poprzednich receptoréw nie ma on domeny
cytoplazmatycznej. Jest zwigzany z powierzchnig btony komdérkowej za pomoca
glikozylofosfatydyloinozytolu (GPI). Natomiast domena wigzgca TRAIL jest od-
dzielona od regionu przezbtonowego przez 88-aminokwasowy facznik zawierajg-
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cy powtorzenia 4 aminokwaséw (Thr, Ala ,Pro, Glu). W przeciwienstwie do dwoch
poprzednich receptoréw TRAIL R3 (DcRI) nie moze przekaza¢ do komorki sy-
gnatu do apoptozy [21, 24].

TRAIL R4 - jest klasycznym biatkiem przezbtonowym typu |, z regionem zewnatrz-
komérkowym bogatym w cysteine ihomologig 58-70% z pozostatymi receptora-
mi. Natomiast C-koncowy odcinek domeny cytoplazmatycznej jest pozbawiony
52 z 76 aminokwasdw budujgcych domene $mierci. Wobec tego, podobnie jak
TRAIL R3 nie moze on przekaza¢ sygnatu do apoptozy po zwigzaniu TRAIL
[24].

OPG - jest rozpuszczalnym receptorem wystepujgcym w osoczu nalezgcym do nad-
rodziny receptorow dla TNF. Czasteczka ta zmniejsza resorpcje kosci przez ha-
mowanie osteoklastogenezy, ajej nadekspresja prowadzi do splenomegalii. Ma
wiasne ligandy, takie jak OPGL(RANKL, TRANCE), a ponadto udowodniono,
ze moze wigza¢ TRAIL. Jednak bedgc receptorem niezwigzanym z btong nie ma
domeny $mierci i nie przekazuje sygnatu do apoptozy. Jej rola w kontekscie wig-
zania TRAIL pozostaje niewyjasniona [25].

Geny dla czterech pierwszych receptoréw (TRAIL-R1, -R2, -R3, -R4) sa
zlokalizowane blisko siebie i znajdujg sie na chromosomie 8p21, sugerujac, ze mogty
powstac zjednego prekursora w procesie duplikacji genow, co wyjasniatoby ich wysoka
homologie, natomiast gen dla OPG znajduje sie rowniez na chromosomie 8, ale na
ramieniu q w pozycji 23-24 [26].

4. WEWNATRZKOMORKOWE MECHANIZMY INDUKCJI
APOPTOZY ZALEZNEJOD TRAIL

Przytaczenie TRAIL do DR4 lub DR5 prowadzi do rekrutacji biatka adaptorowego
FADD/Mortl (Fas Associated Death Domain) zwigzanego z kaspazg 8. Rola FADD
w transmisji sygnatu apoptozy byta swego czasu kwestionowana [15], ale wydaje sie
obecnie, ze wiasnie ta czasteczka zwigzana jest z indukcjg apoptozy przez TRAIL
[27-29]. Niemniej jednak komorki pozbawione FADD ulegajg apoptozie pod wptywem
TRAIL prawdopodobnie wykorzystujac inng, FADD-podobng czasteczke adaptorowg
[30]. FADD zawiera na swoim C-koricu domene $mierci, ktéra umozliwiajej interakcje
z domeng Smierci receptora, natomiast na N-koricu znajduje sie domena efektorowa
Smierci (DED), ktora tgczy sie z podobng DED zlokalizowang w czasteczce
prokaspazy 8. Caly ten kompleks biatek nazywany jest DISC (Death Inducing
Signaling Complex) (ryc. 3) [31].

Kaspazy sg grupg proteaz bogatych w cysteine. Dotychczas odkryto 11 izoform
ludzkich. Sg syntetyzowane jako zymogeny, a catkowicie aktywne maja postaé
heterotetramerdéw ztozonych z dwéch identycznych podjednostek o masie -20 kDa i
dwéch o masie -10 kDa. Pod wplywem sygnatu do apoptozy sa aktywowane
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proteolitycznie, zar6wno w procesie autoaktywacji, transaktywaciji, jak i ciecia przez
inne kaspazy. Aktywne kaspazy tng i inaktywujg niezbedne dla zycia enzymy, takie
jak enzymy reperujace DNA, inhibitor p53 czy kinaze biatkowa Cd. Aktywujgréwniez
DNaze CAD (Caspase-Activated-DNase), ktora jest nieaktywna, bedac zwigzang z
inhibitorem iCAD. Podczas apoptozy iCAD jest ciety przez kaspazy, co prowadzi do
uwolnienia aktywnej endonukleazy niszczacej wewnatrzjgdrowo DNA [32-34].

Przytaczenie prokaspazy 8 do FADD prowadzi do powstania kaspazy 8, dla ktérej
substratemjestm.in. biatko BID {Bcl-2 Inhibitory BH-3 Domain-containingprotein).
Ciecie biatka BID prowadzi do powstania fragmentu p15 BID (tBID), ktéry
przemieszcza sie do mitochondrium [35]. Biatko pl 5 BID wbudowuje sie w zewnetrzna
btone mitochondrium prowadzac do uwolnienia cytochromu c. tBID jest niezbedny do
uwolnienia cytochromu ¢ z mitochondrium, a uwolnienie cytochromu c prowadzi do
spadku potencjatu btonowego mitochondrium (An) [34]. Uwolniony cytochrom c
wchodzi w interakcje z biatkiem Apafl, dATP/ATP iprokaspaza 9 tworzgc kompleks
0 nazwie apoptosom. Cytochrom c i dATP/ATP odgrywajgrole kofaktoréw i stymulujg
Apafl do oligomeryzacji. Prokaspaza 9 ulega aktywacji, a nastepnie aktywuje kaspazy
efektorowe 3 i 7. Tng one wiele réznych wewnatrzkomdrkowych substratéw, co
prowadzi bezposrednio do apoptozy.

Kaspaza 3 moze by¢ bezposrednio aktywowana przez kaspase 8 z pominieciem
drogi zaleznej od mitochondrium. Kaspaza 8 tgczy zatem droge sygnatu do apoptozy
przekazywanego z pobudzonych TRAIL-DR zar6wno przez mitochondria, jak i
bezposrednio przez kaskade kaspaz. Tak wiec TRAIL indukuje apoptoze w sposob
identyczny jak czasteczka CD95 ijej ligand (ryc. 4). O ile jednak znana jest zaréwno
funkcja fizjologiczna, jak i fakt toksycznosci dla normalnych komorek czasteczki CD95,
o tyle caly czas pozostaje niewyjasniony fenomen opornosci normalnych komérek na
TRAIL, przy wykorzystywaniu takich samych szlakdw prowadzacych do apoptozy.

Prébuje sie wyjasni¢ ten fenomen poszukujac na przyktad biatek inhibitorow
apoptozy, ktore moga by¢ aktywne w komérkach niestransformowanych, ale
nieaktywne w komoérkach nowotworowych. Zidentyfikowano wiele biatek, ktérych
gtéwng funkcjajest obrona przed apoptozg. Zaliczy¢ do nich mozemy IAP (Inhibitors
of Apoptosis Proteins), CrmA, kinaze biatkowa B (Akt), biatko bakulowirusa p35
oraz Bcl-2 iB c 1™ Ludzkie IAP, takie jak: XIAP, c-1API i C-1AP2, hamuja aktywacje
kaspazy 9 lub bezposrednio aktywacje kaspasy 3 i 7. Ot6z nadekspresja biatka XIAP
spowodowata zahamowanie aktywacji kaspazy 3 pod wptywem TRAIL, jak i catego
procesu apoptozy [29]. Rdwniez nadekspresja CrmA czy p35 hamuje indukcje apoptozy
pod wptywem TRAIL [29]. Kinaza serynowo/treoninowa Akt jest aktywowana w
komoérce w odpowiedzi na wiele czynnikéw wzrostu (IL-3, IL-6, GM-CSF, IGF) i
uczestniczy w obronie komorki przed czynnikami jg uszkadzajgcymi (promieniowanie
UV, zaburzenia cyklu komoérkowego, uszkodzenie DNA) [36].

Geny Bcl-2 i Becl-XLzlokalizowane sg w btonie mitochondrium i chronig komorki
nowotworowe przed indukcja apoptozy w drodze zaleznej od mitochondrium. Ot6z
nadekspresja tych biatek w komarkach linii Jurkat hamowata indukcje apoptozy przez
TRAIL w sposob zalezny od dawki w czasie 24 h. Jesli jednak komérki byty inkubowane
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duzej, nadekspresja tych biatek jedynie obnizala, ale nie hamowata indukcji apoptozy
pod wptywem TRAIL. Réwnocze$nie nadekspresja tych biatek kompletnie hamowata
apoptoze indukowang etoposidem [29]. W przypadku linii MCF-7 majacej oba typy
receptorow $mierci dla TRAIL, nadekspresja obu gendw obnizata, ale nie hamowata
apoptozy. DosSwiadczenia te potwierdzaja teze, ze TRAIL moze indukowac apoptoze
w drodze zaleznej i niezaleznej od mitochondriow. Stwarza to szerokie mozliwosci
wykorzystania TRAIL w terapii nowotworéw zwiaszcza tych, w ktorych obserwuje
sie nasilong ekspresje biatek Bcl-2 i Bcl-XL

Wiele kontrowersji budzit fakt aktywacji przez TRAIL czynnika NF-kB (Nuclear
Factor kB). Biatko to jest czynnikiem transkrypcyjnym wigzacym sie z DNA i
uczestniczacym w transkrypcji wielu genéw zaangazowanych w proliferacje komoérek,
np. genéw dla cytokin i ich receptorow. Odgrywa réwniez znaczacg role w rozwoju,
przezyciu i onkogenezie komorek. Poczatkowo uwazano, ze czynnik ten ulega aktywacji
w czasie indukcji apoptozy pod wptywem TRAIL, sugerujac ze NFkB jest za-
angazowany w indukcje apoptozy pod wptywem TRAIL [15,20,37]. Niemniej jednak
kolejne badania na innych modelach doswiadczalnych pozwolity ustali¢, ze NF-kB
owszem jest aktywowany, ale dziala antagonistycznie do TRAIL [38]. Jego
konstytutywna aktywacja w komorkach raka nerki (RCC) powodowata opornosc
zaréwno na TRAIL, jak i apoptoze.

5. TOKSYCZNOSC TRAIL

Poczatkowe wyniki badan pokazujace brak toksycznosci TRAIL wobec nie-
transformowanych komdrek byty przeprowadzone na duzej grupie komoérek, ale
oczywiscie nie na wszystkich liniach komoérkowych. Analizowano toksycznos$¢ TRAIL
przy zastosowaniu uktaddéw in vitro i in vivo na myszach inaczelnych. Przeprowadzone
pozniej badania na ludzkich liniach komorkowych ujawnity nowe fakty. Okazato sie,
ze TRAIL moze dziata¢ toksycznie wobec ludzkich hepatocytéw [9, 39, 40]. W
doswiadczeniach wykonanych przez Jo i wsp. [9] ponad 60% ludzkich hepatocytéw
byto niszczonych po 6 h inkubacji przy stezeniu TRAIL 200--400 ng/ml. Natomiast
rekombinowany TRAIL (rhTRAIL) nie jest toksyczny dla hepatocytow innych
gatunkéw, w tym myszy i szympansow. Wynikéw tych nie potwierdza Ashkenazi,
twierdzac, ze przyczyng Smierci hepatocytow jest uzywana przez Jo forma TRAIL
majaca dodatkowe histydyny (TRAIL.His). Z doSwiadczen Ashkenaziego wynika, ze
zastosowanie rekombinowanego TRAIL bez egzogennych histydyn (TRAIL.0)
prowadzi jedynie do powstania lekko zaznaczonych zmian morfologicznych w
hepatocytach, przy zachowanej petnej aktywnosci przeciwnowotworowej. Dos-
wiadczenia te potwierdzajg fakt, ze hepatocyty hodowane in vitro zwiekszajg ekspresje
receptora DR4 [9, 41]. Ponadto w doswiadczeniach tych wykazano za pomocg
cytometrii przeptywowej, ze TRAIL.0 wykazywat niewielki wptyw na hepatocyty
nawet w stezeniach 100 mg/ml, natomiast TRAIL.His powodowat Smier¢ hepatocytow
juz w stezeniach 0,1 pg/ml [8, 41]. Pojawity sie réwniez prace, w ktérych udato sie
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TABELA 1 Niektére kombinacje chemioterapeutykéw potegujace dziatanie przeciwnowotworowe
TRAIL

Chemioterapeutyk taczony z Badana linia komérkowa Mechanizm wzmocnienia efektu
TRAIL przeciwnowotworowego
Cisplatyna i paciitaksel rak jajnika (SKOV-3, A2780 zwiekszona aktywacja kaspaz [52]
i IGROV-1)
Doksorubicyna, cis-platyna, mesothelioma zwiekszone uwalnianie cytochromu c
etopozyd igemcitabina z mitochondriéw [53]
Aktynomycyna D przewlekta biataczka zmniejszenie ekspresji biatka bloku-
limtbcytama jacego FADD, FLIP
Pioglitazon rakowiak indukcja ekspresji p21wafl/cipl

uzyskac¢ protekcje hepatocytéw przed TRAIL wykorzystujac inhibitor kaspazy 9 Z-
LEHD-FMK. Ozoren i wsp. wykazali, ze jednocze$nie istniejg linie nowotworowe,
takie jak SW480 czy H460, ktére pomimo zastosowania inhibitora kaspazy 9 nadal
pozostajg wrazliwe na TRAIL [42]. Stwarza to szanse na bezpieczne zastosowanie
TRAIL w terapii raka okreznicy iraka ptuc. TRAIL moze indukowaé réwniez apoptoze
v/ ludzkich, nietransformowanych komdrkach nabtonka prostaty [12]. Wysoka
wrazliwo$¢ komorek nabtonka prostaty na dziatanie TRAIL jest spowodowana niskg
ekspresja receptoréw kotwiczacych TRAIL DcRI i DcR2.

Niemniej jednak nawet przy pewnej toksycznosci TRAIL nadal pozostaje inte-
resujgcym lekiem do zastosowania w terapii nowotworéw, zwlaszcza gdy uwzgledni
sie fakt, ze obecnie stosowane chemioterapeutyki sg duzo bardziej toksyczne.

6. CZY TRAIL STANIE SIE PANACEUM W TERAPII
NOWOTWOROW?

Specyficzne wiasciwosci TRAIL, mianowicie jego selektywna toksycznos$é w
stosunku do wielu linii komorek nowotworowych i oporno$¢ wiekszosci niestrans-
formowanych komérek na apoptoze wywotang TRAIL stawiajg te cytokine w szeregu
bardzo obiecujgcych kandydatéw do terapii nowotworéw. Przede wszystkim TRAIL
eliminuje gtdwng zmore wspdiczesnych terapii chemioterapeutykami, czyli
ogolnoustrojowg toksycznos¢. Ponadto jest jak na razie jedyng czasteczkg nadrodziny
TNF, ktéra podana og6lnoustrojowo jest nie tylko skuteczna, ale i bezpieczna. Nie
dziwi wiec lawina prac, jakie ukazujg sie co roku, w ktérych TRAIL stosowany jest w
najrozniejszych kombinacjach nie tylko z chemioterapeutykami, ale réwniez z
radioterapia, jak i w postaci terapii genowej, a publikowane wyniki sg nie tylko
obiecujace, ale Swiadczg o duzej skutecznosci tych kombinaciji.
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taczenie tradycyjnej chemioterapii nowotworédw z TRAIL okazato sie skuteczne
w przypadku kombinacji wielu terapeutykéw umozliwiajac redukcije dawki i zmniejszajac
toksycznos¢ ogolnoustrojowg z zachowaniem tej samej aktywnos$ci przeciw-
nowotworowej. Komorki szpiczaka majace nieaktywng forme biatka p53,
transfekowane genem dla biatka p53 stawaly sie bardziej wrazliwe na apoptoze
indukowang TRAIL. [43]. W przypadku przewlekiej biataczki limfocytamej typu B,
ktorej komérki wykazywaty konstytutywnie ekspresje receptoréw dla TRAIL, taczac
TRAIL z aktynomycyng D uzyskiwano zwigkszong aktywno$¢ przeciwnowotworowg
w mechanizmie zmniejszenia ekspresji biatka blokujacego FADD, FLIP [44].

Pioglitazon, agonista receptora PPAR-gamma, zwiekszat apoptoze wywotang
TRAIL indukujac ekspresje p21wafl/cipl w komorkach rakowiaka [45]. Wykazano
réwniez na komdrkach szpiczaka mnogiego, ze TRAIL odwraca oporno$¢ tych ko-
morek na terapie doksorubicyng, deksametazonem, mitoksantronem, mel-phalanem.
Doksorubicyna zwiekszata ekspresje DR5 uwrazliwiajac nawet komorki, ktore
wczesniej byty oporne na dziatanie deksametazonu. Inhibitory aktywacji czynnika
transkrypcyjnego, NF-kB, SN50 inhibitor transkrypcyjnej aktywacji NF-kB, PS-341,
inhibitor proteasomu uwrazliwiaty komorki na dziatanie chemioterapii.[46]. Cisplatyna,
5-fluorouracyl, paclitaksel, doksorubicyna, campthothericin potegowaty apoptoze
wywotang TRAIL w komérkach niedrobnokomaérkowego raka ptuc w mechanizmie
niezaleznym od ekspresji c-FLIP [47]. To tylko niektore przyktady zastosowania TRAIL
w kombinacji z chemioterapia.

Ro6zna ekspresja receptoréw dla TRAIL na powierzchni komdrek moze decydowac
o ich opornosci badZ wrazliwosci na apoptoze wywotang TRAIL. Zaleznos¢ taka
wykazano wobec komorek raka trzustki, w ktérych rézna ekspresja receptora DR5,
ale nie DR4 decydowata o ich wrazliwosci lub opornosci [48].

Takich przyktadéw mozna podawaé wiele. Widaé, ze w réznych komorkach
nowotworowych odmienne mechanizmy sg odpowiedzialne za potegowanie dziatania
TRAIL. Sugeruje to, ze nie ma najprawdopodobniej jednego uniwersalnego szlaku
odpowiedzialnego za uwrazliwienie komorek na dziatanie TRAIL. Istnieje tez coraz
wiecej doniesien o opornosci komdrek nowotworowych wobec TRAIL. Jednak nadal
cytokina ta pozostaje bardzo obiecujagcym, ale niestety drogim lekiem w terapii
nowotworéw. Interakcja TRAIL na powierzchni limfocytu Tjako ligandu z receptorem
dla TRAIL na powierzchni komorki docelowej moze odgrywaé wazng role w eliminacji
powstajgcych komoérek nowotworowych i byé jednym z mechanizméw indukcji
spontanicznej cytotoksycznosci. Wykazano mianowicie in vitro, ze ludzkie limfocyty
T pomocnicze, specyficzne dla antygenu w czasie aktywacji sag w stanie indukowac
apoptoze na powierzchni komorek glejaka dzieki interakcji TRAIL na powierzchni
limfocytow T cytotoksycznych z receptorami dla TRAIL, TRAIL-R1 i TRAIL-R2 na
powierzchni komarek glejaka. Efekt ten nie zalezat od stopnia zréznicowania limfocytow
Th ani od specyficznosci antygenu, ktérym pobudzano limfocyty Th [49].

Ciekawgwydaje sie strategia wykorzystania retrowirusow jako donoréw aktywnego
TRAIL. Komorki zakazone wirusem mysiej biataczki Moloneya, majacym zre-
kombinowany gen dla TRAIL, produkowaty czgsteczki wirusa z biatkiem TRAIL na
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powierzchni kapsydu. Taki TRAIL byt aktywny biologicznie, co sprawdzano na
komorkach linii Jurkat. Zakazone takim wirusem komorki maja ekspresje TRAIL na
swojej powierzchni i sgrowniez zdolne do indukcji apoptozy w komérkach docelowych.
Blokowanie receptoréw DR-5 na powierzchni komérek docelowych catkowicie znosito
efekt indukcji apoptozy przez czasteczki wirusa, jak i przez komérki zakazone tym
wirusem [50].

Prowadzi sie tez liczne badania przedkliniczne, w ktdrych sg testowane dawki
TRAIL ijego farmakokinetyka na myszach, szczurach i matpach naczelnych. W eks-
perymentalnej terapii myszy z wszczepionym gruczolakorakiem stosowano dawke
dobowg TRAIL 30-120 mg/kg. W poréwnaniu z grupg nieleczong obserwowano
znaczne spowolnienie wzrostu guza u myszy leczonych TRAIL [51]. Do badan
farmakokinetycznych ustalono dawke TRAIL na 5-10 mg/kg masy ciata i podawano
dozylnie w dawce jednorazowej. TRAIL w organizmie jest szybko eliminowany. Okres
pottrwania TRAIL u gryzoni wynosit 3-5 minut, a u matp naczelnych ok. 30 minut
[51]. Wyniki uzyskane na zwierzetach odniesiono do ludzi (stosujac specjalny program
komputerowy). Dane uzyskane na modelu zwierzecym sugeruja ze u ludzi dawka
efektywna TRAIL wynosi 1 mg/kg masy ciafa ijest znaczne nizsza niz u zwierzat.
Klirens TRAIL scisle korelowat z intensywnoscig filtracji ktebuszkowej sugerujac, ze
cytokina tajest gtéwnie eliminowana przez nerki [51].

Zastanawiajacy jest fakt tak powszechnego wystepowania TRAIL w komdrkach
organizméw i brak specyficzno$ci gatunkowej tej cytokiny, co sugeruje, ze by¢ moze
w procesie ewolucji dziedziczenie genu kodujgcego TRAIL ijego receptorow byto
korzystng cechg umozliwiajgcg przezycie organizmu. Niezwykle ciekawe jest tez
zjawisko, iz komorki nowotworowe, ktdre przeciez tracg zdolno$¢ do produkcji wielu
biatek w procesie onkogenezy, zachowujg zdolno$¢ ekspresji mMRNA dla TRAIL ijego
receptorow. By¢ moze w najblizszym czasie bedziemy $wiadkami odkrycia prawdziwej
roli fizjologicznej TRAIL. Niewatpliwie jest to obecnie najbardziej obiecujaca cytokina
stosowana w terapii nowotworéw. Czy i kiedy TRAIL stanie sie powszechnie dostepnym
lekiem przeciwnowotworowym, pozostaje nadal niewiadomym. Na pewno ustalenie
fizjologicznej roli TRAIL i ostateczne zdeterminowanie przyczyn jego toksycznosci
przybliza ten moment.
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KASPAZY KREGOWCOW:;
ICH ROLA W PRZEBIEGU APOPTOZY*

CASPASES OF THE VERTEBRATES — THEIR ROLE IN APOPTOSIS

Zofia M. KILIANSKA, Agnieszka MISKIEWICZ

Zaktad Biochemii Medycznej Katedry Cytobiochemii Uniwersytetu £.6dzkiego

Streszczenie: Apoptoza albo $mier¢ programowana stanowi fizjologiczny proces odpowiedzialny za
prawidtowy rozwdj i utrzymanie homeostazy wielokomérkowych organizméw. Proces ten przebiega
dzieki sprawnie funkcjonujacej maszynerii Smierci, ktérej gtbwnym sktadnikiem sgproteazy cysterno-
we — z rodziny kaspaz. Enzymy te wystepuja w komoérkach w formie nieczynnej i ulegaja aktywacji
podczas apoptozy indukowanej ré6znymi czynnikami. Niniejszy przeglad stanowi podsumowanie osig-
gnie¢ badan nad struktura, mechanizmem aktywacji, wtasciwosciami katalitycznymi, gtéwnymi sub-
stratami kaspaz oraz regulacja ich aktywnos$ci. Ponadto przedstawiono w nim udziat kaspaz w przebie-
gu gtéwnych szlakéw apoptozy.

Stowa kluczowe: apoptoza, kaspazy, regulacja aktywnosci kaspaz, substraty.

Summary: Apoptosis or programmed cell death is a physiological process responsible for normal deve-
lopment and maintenance of homeostasis in multicellular organisms. This process involves well wor-
king suicide machinery which core component is a family of cysteinyl-dependent aspartate proteases
known as caspases. These enzymes lie in a latent form in cells and become activated in response to a
wide variety of cell death stimuli. This review summaries main progress made on structure, mecha-
nism of enzyme activation, catalytic properties, substrates of caspases and regulation of their activity.
The article presents also an involvement of caspases in major apoptosis pathways.

Key words', apoptosis, caspases, regulation of caspase activity, substrates.

1. WSTEP

Problemem umierania komérek interesowano sie od dziesiecioleci, jednak dopiero
w 1972 r. badacze John F. Kerr, Andrew H. Wyllie i Alastair R. Currie zaproponowali
dla jednej z form Smierci komdrkowej termin apoptoza (gr. apoptosis) oznaczajacy
opadanie lisci, ptatkéw kwiatowych [39], podkreslajac jej fizjologicznag nature. Apoptoza,

~Niniejsza praca zostata wykonana w ramach dziatalnos$ci statutowej Katedry Cytobiochemii
Uniwersytetu to6dzkiego.
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inaczej Smier¢ programowana, samobojcza czy altruistycznajest uznawana za aktywny
proces wspotodpowiedzialny za precyzyjnakontrole liczby i rodzaju komérek na réwni
z proliferacja, r6znicowaniem i dojrzewaniem [22]. W wyniku apoptozy organizm
pozbywa sie nadmiaru niepotrzebnych komérek podczas réznicowania tkanek i na-
rzadow, a takze eliminuje te z nich, ktore sg zainfekowane, uszkodzone lub zmutowane
[27, 55, 67]. Wiele stanéw patologicznych, a przede wszystkim choroby neurode-
generacyjne wynikajg ze zbyt intensywnej apoptozy. Z kolei upos$ledzenie tego procesu
wigze sie z rozwojem licznych nowotworéw oraz nabywaniem przez komorki
nowotworowe opornos$ci na chemioterapie [11,22,40,57].

Dotychczas poznano wiele czynnikéw zdolnych do wywotania $smierci komérek,
zwigzanych z uruchomieniem pierwszej fazy procesu apoptozy, czyli inicjacji lub
wzbudzenia [22, 36, 55]. Sg to przede wszystkim czynniki uszkadzajagce DNA i
zaburzajace cykl komaérkowy, brak czynnikéw wzrostowych, aktywacja okreslonych
receptorow btonowych np. przez ligandy z rodziny TNF, szok termiczny, szok oksy-
dacyjny, promieniowanie jonizujgce, leki [2, 27, 30, 55]. Dalsze fazy apoptozy, tj.
wykonawcza izniszczenia, polegaja na uruchomieniu w komérkach kaskady procesow
proteolitycznych i nukleolitycznych. Ich efektem sg typowe dla umierajacej komarki
zmiany morfologiczne: obkurczanie, zageszczenie cytoplazmy, pojawienie si¢ nie-
wielkich pecherzykow otaczajagcych fragmenty cytoplazmy oraz powstawanie ciat
apoptotycznych [36, 81]. Podczas kolejnych etapdw apoptozy dochodzi do zmiany
potencjatu blon mitochondridw, translokacji fosfatydyloseryny do zewnetrznej warstwy
btony komaérkowej, aktywacji kinaz biatkowych oraz aktywacji kaskady kaspaz [11,
32, 36, 52, 81]. Wiekszos¢ organelli komdrkowych zachowuje swojg strukture [39,
67], natomiast w jadrze komorek apoptotycznych obserwuje sie kondensacje
chromatyny, ktéra pozostajac w kontakcie z btongjadrowa, ostatecznie tworzy kulista,
gestag mase. Na poziomie molekularnym zmianom w jadrach komoérek towarzyszy
postepujaca fragmentacja DNA [5, 36, 49, 57, 64, 81, 94].

Aktualnie uwaza sie, ze aktywnos$¢ proteaz, w tym kaspaz, wigze sie z aktywowaniem
topoizomeraz (I i Il), a takze endonukleaz [64]. Rozszczepienie proteolityczne
czasteczek topoizomeraz, odpowiedzialnych za stabilizacje struktury DNA, prowadzi
do jego degradacji do odcinkéw o dtugosci okoto 300 kpz. Postepujaca degradacja
DNA w komorkach ulegajacych apoptozie jest zwigzana z powstawaniem fragmentow
zawierajgcych 20-50 kpz, ktére moga (ale nie musza) ulec dalszemu nukleolitycznemu
cieciu do odcinkéw 180-200 pz lub ich wielokrotnosci. Ciecie miedzy nukleosomami
katalizuje endonukleaza DFF40/CAD (ang. DNA fragmentation factor 40/caspase-
activateddeoxyribonuclease), ktéra w komorkach nie ulegajacych apoptozie wystepuje
jako nieaktywny heterodimer w kompleksie z inhibitorem - DFF45/ICAD (ang. DFF45/
inhibitor ofCAD) [19,35,49]. W komérkach apoptotycznych kaspaza-3 (w mniejszym
stopniu kaspaza-7) uwalnia przez proteolityczne ciecie inhibitor, umozliwiajac
formowanie aktywnych homooligomeréw DFF40/CAD. Produkty dziatania aktywnej
formy DFF40/CAD mozna uwidoczni¢ w zelu agarozowym w formie ,,drabinki”,
uznawanej za marker molekularny apoptozy wielu komorek [94].
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W pismiennictwie polskim ukazaty sie liczne opracowania przeglagdowe dotyczace
réznych aspektow apoptozy [2, 24, 27-29, 37, 40a, 55, 68, 76, 81, 94, 95]. Niniejszy
artykutjest poswiecony kaspazom — gtdwnym enzymom ,,maszynerii proteolitycznej”
komorek apoptotycznych, dokonujacych selektywnej i uporzadkowanej degradacji biatek
strukturalnych i enzymatycznych, prowadzgcej do unieczynnienia podstawowych
proceséw metabolicznych [11, 22,40].

2. KASPAZY— STRUKTURA, AKTYWNOSC KATALITYCZNA;
SUBSTRATY

2.1. Struktura prokaspaz

Kaspazy (ang. caspases-cysteinyl-dependent aspartate specific proteases) re-
prezentujg proteazy cysteinowe, ktore syntetyzowane sa w formie nieaktywnych
proenzyméw (zymogendw) [11, 40, 79]. Ich czasteczke buduje domena proteazowa
sktadajgca sie z dwdéch monomerycznych podjednostek: duzej a (17—20 kDa) i matej
(3(9-12 kDa), o znacznej homologii sekwencyjnej, potagczonych zwykle niewielkim
tacznikiem oraz tzw. prodomena znajdujgca sie w bezposrednim sasiedztwie duzej
podjednostki (ryc.l) [11, 22, 26, 27, 40]. Kazdy heterodimer a(3 tworzy domene
globulama, ktérej rdzen stanowi 6 struktur (3,,pofatdowanej kartki” (pie¢ utozonych
rownolegle ijednej antyréwnolegtej), otoczonych przez dwie a-helisy pojednej stronie
i trzy a-helisy po stronie przeciwnej, usytuowanych prawie rownolegle do struktur @
Na ALkoncu zymogenu kaspaz znajdujg sie prodomeny o roznej dtugosci (6-200
aminokwaséw), tj. krotkie zwykle zbudowane z okoto 30 aminokwaséw 77-peptydy —
spotykane wsrdd kaspaz wykonawczych lub dtugie — zawierajgce powyzej 100
aminokwasOw, wystepujace wsrod kaspaz inicjujacych i zwigzanych ze stanami
zapalnymi [11, 26]. W dtuzszych prodomenach wystepujg motywy sekwencyjne,
opisywane jako DED (ang. death effector domain) lub CARD (ang. ccispase recruitment
domain), odpowiednio hydrofobowe lub hydrofilowe [11, 79]. Te motywy biorg udziat
w oddziatywaniach miedzy czgsteczkami prokaspaz i biatkami adapterowymi apoptozy,
a takze uczestnicza w aktywacji prokaspaz.

2.2. Mechanizm aktywacji i struktura aktywnych kaspaz

Aktywacja prokaspaz przebiega wedtug dwéch réznych mechanizméw: homo-
aktywacji i heteroaktywacji [79]. Pierwszy z nich dotyczy aktywacji kaspaz inicjujgcych
np. -8/-10, -9 przez autoproteolize i wigze sie z powstawaniem istotnych dla przebiegu
szlaku receptorowego i mitochondrialnego apoptozy komplekséw, tj. DISC (ang. de-
ath-inducing signaling complex) i apoptosomu (por. 3.1 i 3.2). Podczas formowania
tych komplekséw dochodzi do oligomeryzacji czasteczek kaspaz. Utworzone komp-
leksy na tych szlakach ulegajg molekularnym ,,przeorganizowaniom”, w wyniku ktérych
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RYCINA 1. Schematyczne przedstawienie struktury prokaspaz ssakéw oraz nazewnictwa i pre-
ferowanych przez kaspazy sekwencji w atakowanych substratach (wg [11], zmodyfikowana). Na rycinie
uwzgledniono potozenie domeny proteazowej (podjednostke wieksza i mniejszag przedstawiono
odpowiednio w kolorze czarnym i szarym, zaznaczajac obecno$¢ lub brak miedzy nimi tacznika) i
prodomeny wéréd poszczegdlnych prokaspaz. W prodomenach zaznaczono wystepowanie specyficznych
domen: DED i CARD, badz sekwencji N-peptydu. Pokrewienstwo filogenetyczne rodziny kaspaz
oparto na podobienstwie sekwencji domeny proteazowej. Po lewej stronie rysunku przedstawiono
aktualnie uzywane nazwy kaspaz, aw nawiasach, ich alternatywne nazwy / symbole stosowane wczes$niej

autoproteoliza prokaspaz inicjujgcych prowadzi do utworzenia ich aktywnych
heterotetrameréw. Petna aktywacja kaspaz przez oligomeryzacje wzmaga ich
aktywnos$¢, ktora przejawia sie proteolizg kolejnych kaspaz (badz kaskady kaspaz)
[51]. Natomiast heteroaktywacja prowadzi do katalitycznego ataku kaspaz inicjujacych
(np. -8/-10, -9), badz innych proteaz (np. granzym B, kalpaina) na kaspazy wyko-
nawcze, przeprowadzajac je w aktywne heterotetramery. Aktywna kaspaza jest wiec
heterotetramerem zbudowanym z dwo6ch matych i dwéch duzych podjednostek (cx(3)2
ktére mogg oddziatywac ze sobg w dwojaki sposéb: podjednostka a taczy sie z P w
obrebie tego samego lub réznych heterodimerow (ryc. 2) [11, 79]. W momencie
aktywacji najpierw usuwany jest niewielki odcinek taczacy obie podjednostki, ktéremu
przypisuje sie funkcje ochronng przed samoaktywacjg kaspaz, a nastepnie prodomena,
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co prowadzi do dalszego prze-
organizowania w aktywna postac
enzymu. Na przykiad w fazie wy-
konawczej apoptozy prokaspaza-3
(m.cz. 32 kDa) jest rozszczepiona
przez kaspaze-8 czy -9 do frag-
mentow o m. cz. 20/17 kDa i 12
kDa [60], ktére tworzg nastepnie
aktywne heterotetramery [11, 87].

2.3. Podziat kaspaz

Kaspazy wykazujg wysokg spe-
cyficzno$¢ substratowg, w tzw.
miejscu Pl atakowanego substratu
wymagajg obecnosci kwasu aspa-
raginowego (Asp). Opierajac sie na
podobienstwach sekwencji oraz spe-
cyficznosci substratowej pozna-
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RYCINA 2.
heterotetrameru kaspazy (na podstawie [79]). Tworzenie

Schemat powstawania aktywnego

tetrameru moze przebiega¢ przez taczenie podjednostki
s ORI el Gasteese
zymogenu (a(3),

nych dotad kaspaz, w liczbie 14, podzielono je na trzy grupy (rye. 1) [11, 26]:
1) Aktywatory cytokin zwigzane ze stanami zapalnymi: kaspazy-1, -4, -5, -11, -12,

-13 i-14 — rozpoznajace w substracie motyw aminokwaséw (W/L)EHD [11, 22,
86]. Wérod enzymow tej podrodziny najwczesniej zidentyfikowano kaspaze-1/
ICE (ang. interleukin-1~-converting enzyme) [cyt. wg 86]. Enzym ICE-1@3 do-
konuje bezposredniego przeksztatcenia prekursora interleukiny-1P w forme doj-
rzatg (mediatora stanéw zapalnych), podczas gdy kaspaza-5 i -11 - posrednio
przez aktywacje kaspazy-1 Wcigz budzi watpliwos$¢ przynaleznos¢ do tej grupy
kaspaz: -4, -12, -13 i -14. Zaliczenie ich do grupy aktywatoréw cytokin opiera sie
na podobienstwach sekwencji aminokwasowej z kaspaza-1 i choé ostatnie bada-
nia wskazuja, ze np. kaspaza-13jest aktywowana przez kaspaze-8, to mechanizm
jej dziatania jako aktywnej proteazy nie zostat dotad wyjasniony [79]. Podobne
watpliwosci wzbudza zaszeregowanie kaspazy-14. Jej specyficzno$¢ substrato-
wa pozwala na wigczenie jej do grupy kaspaz stanéw zapalnych, lecz ze wzgledu
na obecnos¢ krotkiej prodomeny enzym ten moze petnié funkcje kaspazy wyko-
nawczej [90].

2) Efektory fazy wykonawczej: kaspazy-3, -6 i -7 — rozpoznajace sekwencje doce-

lowa substratu DEXD (X moze oznaczaé: V, T, H) [22, 86]. Enzymy tej grupy
ulegajg aktywacji przez inne proteazy, np. kaspazy inicjujace lub inne kaspazy
wykonawcze [36, 90], a takze granzym B [61]. Wyniki doswiadczen in vitro
wykazaty, ze prokaspazy-3 i -7 moga by¢ aktywowane przez kaspazy-6, -8, -9 i
-10. W przypadku rozszczepienia np. prokaspazy-8 (m.cz. 55 kDa) powstaje aktywny
heterodimer ztozony z podjednostek p20 i pl2 [45], ktére tworza nastepnie heterote-
tramer i w tej postaci mogg ,,wigcza¢” kaskade kaspaz wykonawczych [5].
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3) Inicjatory fazy wykonawczej: kaspazy-2, -8, -9, -10 i -12 - rozpoznajace w sub-
stratach sekwencje tetrapeptydu (I, V, L) EXD (X oznacza dowolny aminokwas)
[11, 23, 86]. Pewne watpliwosci wzbudza zaszeregowanie do tej grupy kaspazy-2
[80]. Niektorzy badacze sugeruja, ze ze wzgledu na obecno$¢ domeny GARD w
zymogenie kaspazy-2, (przez ktorg taczy sie z biatkami adaptorowyrni i indukuje
apoptoze) mozna traktowac ten enzym jako kaspaze inicjujgcag [22]. Jednak z
uwagi na zdolno$é kaspazy-2 do bezposredniej proteolizy niektérych substratéw
np. polimerazy poli(ADP-rybozy) - PARP, zaliczanajest do enzymow wykonaw-
czych apoptozy [36,40]. Podobne watpliwosci wzbudza sposob zaszeregowania
kaspazy-12. Chociaz kaspaza-12 moze sama aktywowac inne kaspazy lub by¢
przez nie aktywowana, to czes¢ badaczy zalicza ten enzym do grupy kaspaz indu-
kujacych stany zapalne [11, 40], z uwagi na jej znaczng homologie w budowie z
kaspaza: -1, -4, -5 i-11 wykazujacg odpowiednio 39, 48, 45 i 38% identycznosci
sekwencji aminokwasowej [59].

2.4. Katalityczna aktywnos¢ kaspaz; substraty

W aktywnych kaspazach (forma heterotetrameru) zidentyfikowano dwa centra
aktywne usytuowane w szczelinach, tworzonych przez podjednostki a i (3 praw-dopodobnie
sprawujgce funkcje katalityczne niezaleznie [26]. W centrum aktywnym CysZbzbliza sie
do imidazolowego pierscienia His2¥ (np. w podjednostce a kaspazy'-1), przyciggajac proton
cysteiny, co nasila whasciwosci nukleofilowe tego aminokwasu. £arficuchy boczne z ArgId
(podjednostka a) i Arg3L (podjednostka (3) tworzg miejsce SI enzymu uczestniczgce w
bezposredniej interakcji z kwasem asparaginowym substratu w miejscu PI, ktory jest
ostatnim aminokwasem motywu (P4<—P1), rozpoznawanym przez kaspaze. Obecnosé
Asp w miejscu Pl jest bardzo wazna dla aktywnosci enzymu, a podstawienie tej
reszty innym aminokwasem przyczynia sie do znacznego obnizenia efektywnosci
proteolitycznej kaspaz [11]. Aminokwasy podjednostki @tworzamiejsca S2 i S3, ktére
oddziatujg z miejscem P2 i P3 substratu. Gtéwne réznice miedzy kaspazami dotycza
miejsca S4. Analizy poréwnawcze wykazaly, ze to miejsce w kaspazie-1 stanowi
ptytkie, hydrofobowe zagtebienie, zas w kaspazie-3 waska kieszen dopasowujaca sie
do fancuchéw bocznych miejsca P4 substratu, odpowiednio Tyr i Asp [11]. Naj-
wazniejsze funkcje w ataku proteolitycznym kaspaz odgrywa centralnie potozona
cysteina centrum aktywnego QACXG, a odcinek ten stanowi najbardziej zakon-
serwowany motyw tych proteaz. Podjednostki mniejsza i wieksza pochodzace z dwéch
czasteczek prokaspazy uwalniajg sie po cieciu krytycznych reszt kwasu asparaginowego
formujac aktywny heterotetramer (ryc. 3) [11, 40, 87]. Liczne badania nad mecha-
nizmami proteolizy przez kaspazy wskazujg, ze enzymy te funkcjonuja zwykle w
kaskadzie: kaspaza poczatkowa - inicjujgca, aktywuje jedng lub kilka kaspaz
wykonawczych, ktére nastepnie dokonujg ciecia odpowiednich substratow prowadzac
do $mierci komérki. Dotychczas zidentyfikowano ponad 60 biatek bedacych sub-
stratami kaspaz (por. tab. 1). Pierwszym opisanym substratem dla tej rodziny proteaz
cysteinowych (dla kaspazy-3) byta polimeraza poli(ADP-rybozy) [46]. W$érod biatek
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RYCINA 3. Udziat kaskady kaspaz w apoptozie komdérek (na podstawie [11], zmodyfikowana). W
przeka-zywaniu sygnatu apoptotycznego w komdérkach na szlaku receptorowym czy mitochondrialnym
dochodzi do oligomeryzacji (a) biatek adaptorowych (np. FADD czy Apaf-1). Oligomery tych biatek
inicjuja oligomeryzacje prokaspaz inicjujacych (b) i ich autoproteolityczng aktywacje (usunigcie
prodomeny, ewentualnie tacznika oraz uwolnienie podjednostek po proteolitycznym cieciu po reszcie
Asp (D); c). Aktywne kaspazy inicjujgce dokonuja proteolizy i aktywacji kaspaz wykonawczych (d).
Z kolei kaspazy wykonawcze rozszczepiaja rozne biatka komaérkowe (e), w tym réwniez inne prokaspazy
(uruchamiajac ,,petle kaspaz”), co prowadzi do rozpadu struktur komérkowych, wytgczania procesow
metabolicznych i $mierci komorek

ulegajacych proteolizie przez kaspazy wymienia siem.in. biatka cyto- i nukleoszkieletu,
enzymy zaangazowane w sygnalizacje komorkowa, biatka zwigzane z metabolizmem
i naprawg DNA, metabolizmem RNA, regulatory cyklu komérkowego, czynniki
transkrypcyjne, tzw. biatka $mierci, polipeptydy, ktérych zaburzona ekspresja jest
zwigzana z niektorymi chorobami [11,23,26,40, 87,90].

3. UDZIAL KASPAZW APOPTOZIE

W bogatej literaturze dotyczacej sygnalizacji apoptotycznej w komdrkach réznych
typow obserwuje sie proby ,,uporzgdkowania” opisanych dotad szlakow, inicjowanych
licznymi czynnikami [14, 32, 75]. Podstawg wyr6znienia dwoch gtdwnych szlakow
apoptozy, tj. zewnetrznego - receptorowego i wewnetrznego - mitochondrialnego
jest sposéb aktywacji inicjujgcych je prokaspaz (ryc. 4) [14]. W pierwszym z nich -
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zewnetrznym aktywacje inicjujgcych prokaspaz (-2, -8, -10) poprzedza powstanie
»receptosomu”, utworzonego w wyniku pobudzenia przez ligand - receptora Smierci
(ang. death receptor- DR) i zwigzania biatka (biatek) adaptorowego. Autoproteoliza
prokaspaz prowadzi do powstania aktywnego kompleksu - DISC (por. 3.1.). Natomiast
na szlaku zewnetrznym, istotna funkcje w transmisji sygnatu $mierci przejmuja czynniki
mitochondrialne uwalniane do cytosolu, zaangazowane w aktywacje inicjujacej ten szlak
prokaspazy-9 i utworzenie aktywnego kompleksu zwanego apoptosomem (por. 3.2.).

3.1. Rolakaspaz w przebiegu apoptozy stymulowanej przez receptory Smierci

(tzw. szlak zewnetrzny)

Aktywacja okreslonych receptorow btonowych nalezacych do nadrodziny TNF
(ang. tumor necrosisfactor) inicjuje szlak apoptotyczny stymulowany przez czynniki
zewnetrzne. Nadrodzine TNF tworzy kilkanascie biatek, wsrdod ktérych tylko kilka
bierze udziat w procesie apoptozy. Sa to: Fas, TNF-R1, TNF-R2, DR-3 (TRAMP),
DR-4 (TRAIL-R1), DR-5 (TRAIL-R2) i DR-6 - receptor sierocy, dla ktérego nie
zidentyfikowano dotad ligandu [27, 93]. Dotychczas najlepiej poznano strukture Fas i
TNF-R1. Receptory te sg biatkami transbtonowymi, ktére cechuje znaczna homologia
w obszarze zewnatrzbtonowym, ktory zawiera 3-6 domen wzbogaconych w cysteing,
istotnych w rozpoznawaniu odpowiednich ligandéw [5]. W cytoplazmatycznych
regionach tych receptoréw dominuje przede wszystkim homologia funkcjonalna ze
wzgledu na obecnos¢ specyficznej sekwencji liczacej 80-90 aminokwasow, tworzacej
tzw. domene $mierci DD (ang. death domain). Domena ta uczestniczy w wigzaniu
receptoréw z biatkami adapterowymi, ktére réwniez wyposazone sg w domeny $mierci
np. FADD (ang. Fas-associated death domain), TRADD (ang. TNF-R1 receptor
associated death domain), RIP (ang. receptor interacting protein) [22, 27, 72].
Ligandami receptoréow Fas i TNF-R1 sg odpowiednio cytokiny Fas-L i TNF, ktore
moga wigzac sie z receptorami tych samych lub sgsiednich komorek tworzac bez-
posrednie potgczenia. Po zwigzaniu Fas-L przez Fas dochodzi do trimeryzacji receptora
i utworzenia agregatéw, ktore wnikajg do cytoplazmy [14,22,27, 57]. Sygnat $mierci
jest dalej przekazywany za posrednictwem biatka adaptorowego FADD. Biatko to w
C-koncu tancucha zawiera domene DD, natomiast na N-koficu domene DED, przez
ktorag taczy sie z analogiczng domeng prokaspazy-8 lub -10, tworzac kompleks DISC
[14,22]. W przypadku, gdy TNF-R1zwigze ligand TNF, tworzy sie kompleks z biatkiem
TRADD, ktore sygnat Smierci moze przekazywaé na biatko FADD i prokaspaze-8.
Ponadto biatko TRADD moze taczyc¢ sie z kinazg serynowo-treoninowg RIP, a ta z
kolei z innym adapterem — RAIDD/CRADD (ang. RIP-associated ICH1/CED3
homologous protein with DD) i aktywowac prokaspaze-2 [22, 27]. Na szlaku
apoptotycznym inicjowanym przez zwigzanie ligandu TNF przez TNF-R 1 réwniez
powstaje kompleks DISC [14, 57]. W wyniku molekularnego ,,przeorganizowania”
kompleksu DISC dochodzi do autoproteolizy prokaspaz inicjujacych (-2, -8, -9,-10) i
utworzenia ich formy aktywnej (heterotetramery), dzieki ktérej dokonujg nastepnie
aktywacji prokaspaz wykonawczych. Te ostatnie enzymy indywidualnie lub wraz z innymi
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RYCINA 4. Schematyczne przedstawienie szlaku receptorowego i mitochondrialnego apoptozy oraz
mozliwos$ci ich potaczenia przez skrécong forme biatka Bid (tBid) w dwdch typach komérek
apoptotycznych (na podstawie [14]). W komédrkach apoptotycznych typu I (strzatki niewypetnione)
na szlaku indukowanym reakcjg ligand-receptor i po zwigzaniu oligomeréw biatka adaptorowego formuje
sie receptosom, z ktérym wiaza sie czasteczki prokaspazy inicjujacej -8 (-10, -2?), tworzac aktywny
kompleks D1SC. W tym kompleksie dochodzi do natychmiastowej autoproteolizy i powstania licznych
aktywnych czgsteczek kaspazy inicjujacej, ktére prowadza bezposrednig i wydajnag aktywacje kaspaz
wykonawczych. Natomiast w komdérkach typu Il (strzatki wypetnione) powstawanie aktywnego
kompleksu D1SC przebiega z niewielka szybkos$cia, czego konsekwencja jest zmniejszona aktywacja
prokaspazy-8. Aktywna kaspaza-8 tnie biatko Bid, ajego C-koricowy fragment (tBid) przemieszcza sie
do mitochondriéw. Zmiany w btonach mitochondrialnych, po przytgczeniu tBid, stymulujg uwalnianie
czgsteczek cytochromu c i dJATP/ATP do cytosolu, w ktéorym wigzg biatko adaptorowe Apaf-1, tworzac
apoptosom. W wyniku zmian konformacyjnych apoptosomu dochodzi do zwigzania, oligomeryzacji i
aktywacji prokaspazy-9. Czynne czasteczki kaspazy-9 aktywuja kaspazy wykonawcze (-3, -6, -7), ktére
dokonuja proteolizy biatek komérkowych (moga réwniez aktywowac¢ prokaspaze-8), co prowadzi w
konsekwencji do zatamania strukturalnego i funkcjonalnego komoérek oraz ich $mierci

kaspazami (tzw. petla) biorg udziat w proteolizie biatkowych substratow komérkowych,
co prowadzi do uszkodzenia struktury i funkcji komorek oraz ich Smierci (ryc. 4) [14].

3.2. Udziat kaspaz w wewnetrznym mitochondrialnym szlaku apoptozy

W tzw. szlaku wewnetrznym apoptozy funkcje decyzyjne o zyciu i Smierci komaérek
wielu typéw przejmuja mitochondria. W$réd réznych czynnikéw inicjujacych ten szlak
wymienia sie m.in. wzrost stezeniajonéw Ca2+ reaktywnych form tlenu, tlenku azotu,
toksyn, zaburzenia transportu elektronéw, szok termiczny, uszkodzenia DNA [24,25,
54,69]. Sygnaty $mierci generujg wiele zmian, wsrod ktorych jako wczesne wymienia
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TABELA 1 Gibéwne substraty kaspaz (kompilacja danych wg [11, 23, 26, 40, 87, 90])

Biatka pro-i antyapoptotyczne

Regulatory cyklu
komérkowego

Biatka cyto-i nukleoszkieletu

Biatka zwigzane z
metabolizmem DNA

Biatka zwigzane z
metabolizmem RNA
Czynniki transkrypcyjne

Biatka zaangazowan w
transmisje sygnlu

Prekursory cytokin
Biatka zwigzane z niektérymi
chorobami genetycznymi/ne-

urodegeneracyjnymi

Inne

Bct-2, Bel-XL, Bid, crmA, FLIP, IAP, p35, prokaspazy

Cdc27, cyklina A, MDM2, p21, p27, biatko Rb, kinaza tyrozynowa
Wee 1

Aktyna, fodryna, gas2, gelsolina, 13-katenina, keratyna-18 i-19,
plakogtobina, 13-2 spektryna, tau, laminy, LBR (receptor lamin),
LAP2a (polipeptyd 2oc zasocjowany z laminami), nukleoporyna 153 i
270, NUMA (ang. nuclear-mitotic apparatus protein), Ran GAPI
(ang. ran GTP-ase-activating protein 1), SAF-A (ang. scaffold
attachmentfactor A), SATB1 (ang. specific AT-rich sequence
binding protein 1)

Acinus, DNA-PK (ang. DNA-dependent pmtein kinase), elF-2a,
DFF45/ICAD, MCM3 (czynnik replikacji), PARP, RFC 140 biatko
C kompleksu replikacyjnego),topoizomeraza |

hnRNP CI1 iC2, 70-kDa Ul snRNP

GATA-1, NF-kB, NRF-2, SP1, SRE-BP, STAT1

Ca/MPK 1V (ang. Ca2#/calmodulin dependent pmtein kinase 1V),
FAK (ang.focal adhesion kinase), MEKKI (ang. MAP/ERK
kinase 1), MST/Ksr, kinaza biatkowa B/Akt, izoformy kinazy biat-
kowej C 5, 0, £, fosfolipaza A2,

fosfataza 2A, c-Raf

Pro-1L-113 Pro-IL-16, Pro-1L-18
Ataksyna-3, atrofina-1, APP (prekursorowe biatko amyloidu),

huntingtina, preseniliny, receptor androgenowy

Biatka szoku termicznego, DCC (ang. deleted in colorectal cancer),
kalpastatyna, transglutaminaza

sie otwieranie tzw. megakanatéw mitochondrialnych, tworzonych na styku zewnetrznej
i wewnetrznej btony mitochondriéw. Otwarcie megakanatow prowadzi do obnizenia
potencjatu transbtonowego (ATfrn), spadku syntezy ATP, zmian poziomu zwigzkéw
tiolowych, wzrostu stezenia Ca2tw macierzy mitochondrialnej [2,24]. Zmianom tym
towarzyszy wyptyw z mitochondrium do cytosolu cytochromu c, opisywanego symbolem
Apaf-2 (ang. apoptosis protease activating factor-2) oraz innych biatek
proapoptotycznych: AIF (ang. apoptosis inducing factor), Smac/DIABLO (ang.
second mitochondria-derived activator of caspase/direct IAP-binding protein
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with low pi), a takze prokaspaz-2, -3i-9[17,20,25, 50,70, 83, 91]. Proapoptotyczne
biatko AIF (m.cz. 57 kDa) o znacznej homologii do oksydoreduktaz kregowcow i
bezkregowcéw moze aktywowac prokaspaze-3. Wykazano, ze po uwolnieniu do
cytosolu czynnik ten moze ulec translokacji dojgdra komorkowego, w ktérym przyczynia
sie do aktywacji okreslonych endonukleaz, ktére dokonujg fragmentacji DNA do
odcinkéw o dtugosci 50 kpz [83]. Aktualnie przyjmuje sie, ze uwolniony do cytoplazmy
cytochrom c stanowi istotny czynnik promujacy powstanie niejednorodnego kompleksu
(m.cz. ok. 700 kDa), zwanego apoptosomem - odpowiednika kompleksu DISC w
szlaku receptorowym [14, 48, 100]. Apoptosom tworzg czasteczki cytochromu c,
cytosolowego biatka Apaf-1 (ang. apoptosis protease activating factor-1) i pro-
kaspazy-9, opisywanej symbolem Apaf-3. Utworzenie apoptosomu wymaga dATP
lub ATP. Biatko Apaf-1 zawiera na C-koncu faincucha wielokrotnie powtarzajgcg sie
sekwencje WDR, ktora taczy sie z cytochromem c oraz dATP/ATP [5]. Akceptuje sie
poglad, ze cytochrom ¢ i JATP/ATP funkcjonujajako kofaktory i stymulujgoligomeryzacije
Apaf-1 ijego zmiany konformacyjne [32]. Prokaspaza-9 wigze sie w stosunku 1.1 z
domeng werbunku CARD biatka Apaf-1, inicjujgc nagromadzanie czgsteczek tego
zymogenu i ich aktywacje. Aktywacja prokaspazy-9 w drodze ograniczonej proteolizy
moze aktywowac kaspaze-3 (lub -7), ktdra z kolei albo aktywuje kaskade kaspaz i/albo
dokonuje proteolizy biatek komérkowych [14, 36]. Kaspaza-3 moze aktywowac takze
inne istotne dla przebiegu apoptozy enzymy, m.in. endonukleaze DFF40/CAD, kalpaing
[5,19,20,49].

W przebiegu szlaku mitochondrialnego apoptozy zwraca sie uwage na obnizenie
wewnatrzkomoérkowego pH. Sugeruje sie, ze przed uwolnieniem cytochromu c do
cytosolu nastepuje wyptyw jondw K+i CI". Stwierdzono, ze prokaspaza-3 podlega
aktywacji przez kaspaze-9, aby jednak proces ten miat miejsce, pH nie moze przekracza¢
warto$ci 7,4. Powyzej tej wartosci pH aktywacja prokaspazy-3 jest hamowana [74].

3.3. Biatko Bidjako tgcznik szlaku receptorowego i mitochondrialnego

W 1998 r. wykryto, ze w niektérych typach komarek, ktére realizujg program $mierci,
moze dochodzi¢ do potaczenia szlaku receptorowego i mitochondrialnego za pos-
rednictwem biatka nalezacego do rodziny Bcl-2 (ang. B-cell leukemia/lymphoma-2) -
Bid [47], ktdre ulega proteolitycznemu cieciu przez kaspaze-8 [32,40,79, 80]. Obecnie
poznano w miare szczegdtowo ten szlak sygnalizacyjny. Transmisja sygnatu $mierci
poprzez receptory prowadzi do powstania kompleksu DISC, w ktérym dochodzi do
aktywacji kaspazy-8, a w dalszej kolejnosci do rozszczepienia biatka Bid (m.cz. 21950,
195 aminokwasow) po reszcie Asp®[72, 80]. Skrdcony polipeptyd, opisywany jako
Bid p 15 lub tBid (ang. truncated Bid), wigze sie nastepnie z biatkiem Bax (lub biatkiem
podrodziny Bax ), co prowadzi do jego zmian konformacyjnych, gtéwnie w /V-koncu
czasteczki. Przytaczenie tak zaktywowanych czasteczek Bax do powierzchni mito-
chondriéw jest odpowiedzialne za formowanie poréw w btonie, przez ktére uwalnia
sie cytochrom c, a nastepnie powstaje apoptosom. Wykrycie molekularnego tgcznika
Sciezek zewnetrznej i wewnetrznej apoptozy, jakim jest C-koncowy odcinek biatka
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Bid, zainicjowato podziat komorek apoptotycznych na dwa typy (ryc. 4) [14,73]. Do |
typu zalicza sie komérki, ktore po otrzymaniu sygnatu inicjowanego reakcja ligand-
receptor(np. FasL-Fas) generujg kompleks DISC inatychmiastowg aktywacje znacznej
liczby czasteczek prokaspazy-8, ktore prowadzg efektywng i bezposrednig aktywacje
kaspaz wykonawczych -3, -6 czy -7. Natomiast w komorkach typu Il (np. komérki
Jurkat, hepatocyty) tworzenie kompleksu DISC przebiega wolniej, co powoduje
zmniejszong i opdzniong aktywacje prokaspazy-8. Aktywny enzym dokonuje
rozszczepienia biatka Bid i wtgcza w przekaz sygnatu $mierci czynniki mitochondrialne.
Na podkreslenie zastugujg wyniki badan wskazujace, ze ufosforylowane przez kinaze
kazeinowa | i Il biatko Bid zaréwno in vitro, jak i in vivo nie ulega proteolizie przez
kaspaze-8. Wyniki badarn sugeruja, ze modyfikacja biatka Bid przez fosforylacje/
defosforylacje jest prawdopodobnie waznym czynnikiem regulujgcym apoptoze
w komorkach typu Il [15].

3.4. Rolakaspaz w apoptozie indukowanej stresem

Wsrod ostatnich doniesien dotyczacych sygnalizacji apoptotycznej komdrek
wymienia sie szlak indukowany stresem, opisany przez zesp6tJ. Yuan w 2000 r. [59].
Na podkreslenie zastuguje fakt, ze sygnat Smierci w tym szlaku jest generowany w
siateczce $rdédplazmatycznej - ER (ang. endoplasmic reticulum) jako efekt zaburzenia
homeostazy jondw Ca2+i nagromadzenia sie wjej strukturze licznych czasteczek biatek,
ktore ulegty niewtasciwym modyfikacjom potranslacyjnym i/lub btednemu pofat-
dowaniu, co utrudnia ich eksport poza ER [40, 58]. Czynniki te aktywujg czgsteczki
prokaspazy-12, enzymu inicjujgcego ten szlak, zlokalizowanego po cytosolowej stronie
ER, stymulujagc przekaz sygnatu $mierci bezposrednio lub posrednio na biatka
efektorowe i kaspazy wykonawcze [26, 40]. Nakagawa i wsp. [58] doniesli, ze w
aktywacji prokaspazy-12 moze réwniez uczestniczy¢ proteaza cysternowa- kalpaina.
Inny mechanizm aktywacji zymogenu kaspazy-12 uwzglednia mozliwos¢ tworzenia
kompleksu z kaspaza-7, ktéra pod wptywem stresu ulega przemieszczeniu z cytosolu do
siateczki Srodplazmatycznej [62]. Kaspaza-7 wigzac sie z prodomeng prokaspazy-12
powoduje jej usuniecie i powstanie aktywnej formy enzymu, ktéra moze bezposrednio
lub posrednio aktywowac kaspazy wykonawcze, chociaz ten sposdb aktywacji jest wcigz
mato poznany.

Odkrycie szlaku indukowanego czynnikami stresowymi oraz udziatu w nim kaspaz
moze dostarczy¢ wielu nowych informacji i stanowié przetom w leczeniu niektorych
schorzen, np. choroby Alzheimera, w ktorej sugeruje sie, ze wiadnie ta Sciezka jest
odpowiedzialna za apoptoze neurondw [59]. Do $mierci tych komodrek przyczynia sie
m.in. niewfasciwe proteolityczne rozszczepienie przez kaspazy (w tym kaspaze-12)
prekursorowego biatka amyloidu - APP (ang. amyloidprecursorprotein) i presenilin
[40, 59].
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4. REGULACJA AKTYWNOSCI KASPAZ

Kluczowagrole w regulacji aktywnosci kaspaz odgrywajg naturalne biatkowe inhibitory
i aktywatory, w ktére sg wyposazone komorki ulegajagce samounicestwieniu. W$rod
czynnikow, ktore wptywajg na aktywno$¢ tych proteaz cysteinowych, wymienia sie
poznane jedynie w zarysie ich modyfikacje potranslacyjne, jak rowniez lokalizacje w
komérkach.

4.1. Biatka IAP

Biatka o naturze inhibitorow apoptozy - IAP (ang. inhibitor ofapoptosis protein)
opisano po raz pierwszy u wiruséw owadzich - bakulowiruséw jako czynniki
ochraniajgce komorki gospodarza zainfekowane wirusami przed $miercia. Jedno z tych
biatek, znane jako p35, hamuje aktywnos¢ kilku kaspaz (-1,-3, -6, -7, -8, -10) [7]. Po
whniknieciu wirusa do komérek zywiciela inhibitor ten ulega rozszczepieniu przezjedng
zwymienionych kaspaz, awtedy produkty jego proteolitycznego ciecia tworzgtioestrowe
wigzania z docelowa kaspaza, powodujacjej inaktywacje [96]. Kolejny wirusowy inhibitor
apoptozy (wirusa krowianki) — crmA (ang. cytokine response modifier A) blokujacy
aktywnos$¢ kaspazy-1, -8, i -10 reprezentuje inhibitor proteaz serynowych (serpina).
Dziatajako pseudosubstrat, ktéry wigze wspomniane kaspazy [85].

Dalsze badania wykazaly powszechne wystepowanie homologéw wirusowych
inhibitoréw apoptozy zaréwno u bezkregowcéw, jak i kregowcéw [16]. Dotychczas u
ssakow zidentyfikowano szereg biatek IAP (XIAP, HIAP1, HIAP2, NAIP, surwiwina,
liwina) [33, 75]. Aktualnie panuje poglad, ze biatka IAP zaktécajg przekazywanie
sygnatu apoptotycznego (czy przezycia) przez tworzenie komplekséw miedzy nimi a
biatkami uczestniczacymi w realizacji programu apoptozy, tj. gtéwnie z kaspazami,
ale réwniez z biatkami adapterowymi, np. TRAF (ang. TNF-R1 associatedfactor),
czynnikiem transkrypcyjnym NFkB, czy biatkami blokujgcymi ich aktywnosci [28,
33, 66]. Biatka IAP sg zbudowane z fancuchdw o zréznicowanej dtugosci (150-1500
aminokwasow) [28]. Charakteryzuje je obecno$¢ dwdch motywow sekwencyjnych:
w A-koncu czasteczki domena BIR (ang. baculoviral IAP-like repeats) oraz w C-
koricu domena RING (ang. really interesting newgene) o strukturze palca cynkowego,
wykazujaca aktywnos¢ ligazy E3 ubikwityna-biatko [33, 97]. Domene BIR, ktéra w
niektérych biatkach IAP wystepuje w powtorzeniach (1-3), tworzy 65-80 reszt
aminokwasowych, wsrdd ktorych zidentyfikowano motywy sekwencji CysX2Cys i
CysX@His, sugerujace, ze biatka te mogg wigza¢ jony Zn2+ W opisanych dotad biatkach
IAP domeny BIR i RING #aczy odcinek o roznej dtugosci, zwany facznikiem.
Dotychczas najlepiej poznano strukture i sposob dziatania najefektywniejszego
inhibitora apoptozy komérek ludzkich, zwigzanego z chromosomem X - biatka XIAP
(ang. X-chromosome linked inhibitor o fapoptosis) [33,75]. Zawiera ono trzy domeny
BIR i moze hamowac niezaleznie kaspazy wykonawcze i inicjujaca kaspaze-9 (ryc.
5). Wnikliwe analizy wykazaty, ze domena BIR-2 hamuje aktywno$¢ kaspaz: -3 i -7,
ale wymaga réwniez obecnosci tacznika, poprzedzajacego te domene [84]. WyniKki
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RYCINA 5. Regulacja aktywnos$ci kaspaz: -3, -7 i -9 z udziatem biatka XIAP oraz Smac/DIABLO (wg
[33], zmodyfikowana). Biatko XIAP poprzez domene BIR2 i BIR3 moze wigza¢ sie odpowiednio
z kaspaza-3, -7 oraz kaspazg-9, co prowadzi do hamowania aktywnosci tych enzyméw. Natomiast
biatko Smac/DIABLO - inhibitor biatek IAP przez wigzanie z domeng BIR2 i BIR3 biatka XIAP
zapobiega interakcji tego inhibitora z kaspazami i promuje apoptoze komdrek

badan struktury krysztatu kaspazy-7 skompleksowanej z odcinkiem hamujacym jej
aktywnos$é w XIAP (miedzy 124. a 240. aminokwasem) sugeruja, ze fragment ten
wigze sie z katalitycznym miejscem enzymu, umieszczonym w rowku i w peini go
wypetniajgcym, co uniemozliwia wigzanie innych substratow. Podobne wyniki
otrzymano dla interakcji XIAP z kaspaza-3. Okre$lono, ze 4-aminokwasowy motyw
XIAP, tj. GlylValBVal 4-Asp¥Boddziatuje z kaspaza-7 poprzez wigzania wodorowe
czy za pomocg sit van der Waalsa, w miejscach interakcji enzymu z substratami.
Kluczowa funkcje w tych oddziatywaniach petni Asp8[33]. Domena BIR2 stabilizuje
ponadto interakcje XIAP - kaspazy wykonawcze, a takze posredniczy w od-
dziatywaniach z innymi polipeptydami, np. Smac/DIABLO [17, 91]. Z kolei domena
BIR3 wigze sie z inicjujacg kaspaza-9 i hamuje jej aktywnos¢ [82]. Na podkreslenie
zastuguje obserwacja, ze XIAP nie wchodzi w interakcje z zymogenem kaspazy-9
[78]. Aktywacja kaspazy-9 wigze sie w pierwszej kolejnosci z rozszczepieniem jej
formy nieaktywnej po Asp35i uwolnieniem podjednostki mniejszej. W tej podjednostce
motyw sekwencyjny: Ala36-Thr3i%-Pro38-Phe3Boddziatuje zdomeng BIR3 biatka XIAP.
Ten stan zaktdca potgczenie podjednostki mniejszej i wiekszej kaspazy-9 i mozliwosé
oligomeryzacji enzymu. Okazato sie, ze w komorkach apoptotycznych moze ulec
rozszczepieniu kaspaza-9 np. przez kaspaze-3 po Asp3) powodujac usuniecie
15-aminokwasowego segmentu enzymu, zawierajgcego sekwencje rozpoznawang przez
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biatko inhibitorowe i wtedy zwykle zostaje uruchomiona kaskada kaspaz [78].
Dotychczas niewiele wiadomo o funkcji domeny BIR1. Przypuszcza sig, ze moze ona
uczestniczy¢ w stabilizacji XIAP badz stanowi region oddziatywar z innymi wciaz
stabo poznanymi biatkami o powinowactwie do inhibitora, np. XAF1 (ang. XIAP
associatedfactor 1) lub z kaspazami czy innymi biatkami dotgd niezidentyfikowanymi
[33]. Okazato sie, ze XIAP wykazuje zdolnos$¢ przytaczenia sie do apoptosomu. W
takim ztozonym kompleksie biatko XIAP wigze sie zaréwno z kaspaza-9, jak i-3 i
przez to nie tylko zapobiega aktywacji tej ostatniej przez inicjujacakaspaze-9, ale tez
uniemozliwia usuniecie kaspazy-3 z apoptosomu [6].

Skomplikowany mechanizm regulacji aktywnosci kaspaz zostat w znacznej czesci
wyjasniony dzieki wykryciu w 2000 r. biatka Smac/DIABLO [17, 91]. Uwaza sig, ze
polipeptyd ten oddziatujac z biatkami IAP zapobiega ich interakcji z kaspazami i
promuje apoptoze komdrek. Wyniki doSwiadczen wskazuja, ze prekursorowa postac¢
Smac/DIABLO (239 aminokwaséw) ulega translokacji z cytosolu do mitochondriéw,
tracac A-koncowg55-aminokwasowag sekwencje lokalizacji w tych strukturach. Utrata
tego odcinka biatka udostepnia 4-aminokwasowy motyw: Ala-Val-Pro-Ile, istotny w
oddziatywaniach z biatkami IAP. Ten kroétki fragment ,,rozpoznaje” np. domene BIR3
biatka XIAP, a alanina tego motywu wigze sie z hydrofobowg kieszenig inhibitora
przez wigzania wodorowe z sasiadujgcymi aminokwasami biatka XIAP. Okazato sie
ponadto, ze Trp310i Glu3Ubiatka XIAP, aminokwasy istotne w wigzaniu i hamowaniu
kaspazy-9, posredniczg w jego oddziatywaniu z biatkiem Smac/DIABLO [50, 78].
Polipeptyd ten wchodzi w interakcje z kaspazami, dodatkowo je stabilizujac, co
powoduje, ze zainicjowany proces apoptozy jest nieodwracalny. Doswiadczenia in
vitro potwierdzity, ze Smac/DIABLO oddziatuje poza XIAP z biatkami HIAP1, HIAP2
i surwiwing. W przypadku XIAP dochodzi do interakcji przez domeny BIR2 i BIR3
(ryc. 5) [33]. Biatko Smac/DIABLO jest aktywne w formie dimeru (dtugos¢ 130 A),
w ktorym monomery t3czg sie ze sobg i przyjmujg ksztatt zwienczonej tukiem bramy
[75]. Taki dimeryczny kompleks wigze sie z biatkami 1AP, np. XIAP oraz kaspazami.

Badania apoptozy w komérkach muszki owocowej doprowadzity do identyfikacji
homolog6w biatek 1AP, tj. DIAPL i DIAP2, kt6re wigza sie z kaspazami, prowadzac
do ich inaktywacji [38,75]. Stwierdzono, ze np. biatko DIAP1 zawiera dwie domeny
BIR, jednakze tylko obecnos$é BIR2 wystarcza do blokowania apoptozy [92]. Szeroko
zakrojone analizy apoptozy tkanek Drosophila melanogaster podczas embriogenezy
umozliwity identyfikacje biatek Hid, Grim i Reaper, ktére wchodzg w interakcje z
domeng BIR2 polipeptydu DIAP1 i blokujgjego aktywnos$¢ jako inhibitora kaspaz
[92]. Analiza motywow sekwencyjnych wigzacych biatka IAP, wsrdd polipeptyddw
hamujacych ich funkcjejako inhibitoréw apoptozy, tj. Hid, Grim, Reaper u owadow i
Smac/DIABLO u ssakéw, wskazuje na pewng homologie funkcjonalng, a niewielka
homologie sekwencyjng [75].

W 2002 r. Hedge i wsp. [31] opublikowali wyniki do$wiadczeA wskazujgce na
wystepowanie w komorkach apoptotycznych (komorki ludzkie 293) kolejnego czynnika
regulujgcego aktywnos¢ kaspaz. Jest nim proteaza serynowa - Omi/HtrA2 (ang. high
temperature requirementprotein A2), ktoéra po zsyntetyzowaniu przemieszcza sie do
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mitochondriéw [53,]. Uruchomienie apoptozy na szlaku mitochondrialnym powoduje wyptyw
z przestrzeni miedzybtonowej tych struktur do cytosolu kilku biatek proapoptotycznych, w
tym biatka Omi/HtrA2. W cytosolu biatko to oddziatuje z domenaBIR-3 inhibitora aktywnosci
kaspaz - XIAP, poprzez sekwencje Ala-Val-Pro-Ser, znajdujacg sie w A-koncu fancucha,
co prowadzi do wzmozenia aktywnosci tych proteaz [31].

Jak dotad, w szerszym zakresie poznano regulacje aktywnosci kaspaz z udziatem
omowionych wyzej biatek na szlaku mitochondrialnym, a takze w komérkach typu IlI.
Przedstawiono réwniez wyniki badan wskazujace, ze enzymy te na szlaku recep-
torowym apoptozy podlegaja kontroli z udziatem biatkowych inhibitoréw pochodzenia
wirusowego i komorkowego, oznakowanych jako v- lub c-FLIP (ang. viral-; cellular
Flice inhibitory protein). Okazato sie, ze biatka v-FLIP zawierajag dwie domeny
DED, przez ktore wigzg sie z kompleksem DISC uniemozliwiajgc aktywacje
prokaspazy-8 [44]. Homologi v-FLIP w komérkach ssakéw opisywano w r6znych
laboratoriach nastepujgcymi nazwami: usurpina, FLAME 1,1-FLICE, Casper, CASH,
MRIT, CLARP [27, 93]. Okreslono lokalizacje genu c-FLIP na chromosomie 2q33-
34, w regionie obejmujacym okoto 200 kpz, wspélnie z genem kodujacym kaspaze-8 i
-10, co sugeruje, ze geny te ewoluowaty przez duplikacje [44]. Transkrypcja genu
dostarcza kilku wariantéw mRNA, z ktérych dwa kodujg tzw. dtugg (ang. long) i
krétka (ang. smali) posta¢ polipeptydu, opisywangjako FLIPj i FLIPS W strukturze
pierwszorzedowej FLIPI odnotowano znaczng homologie z prokaspaza-8, m.in.
obecno$¢ dwdch domen DED. Jednakze FLIPI nie ma centrum katalitycznego. Z
kolei biatko FLIPSzawiera dwie domeny DED, w czym przypomina v-FLIP, oraz
krotki segment C-koncowy rozniacy je od FLIPI. Aktualnie akceptuje sie poglad, ze
biatka FLIP sprawujg swoje funkcje przez bezposrednie oddziatywanie z biatkami
szlakdw apoptotycznych, np. z kaspazg-8/-10, -3, a takze z biatkami adapterowymi,
np. FADD, TRAFI i TRAF2. Jeden z mechanizméw ich dziatania zaktada interakcje
FLIPI z biatkiem FADD w kompleksie DISC, uniemozliwiajagce wigzanie z nim
prokaspazy-8 ijej nastepcza aktywacije [44, 93]. Z kolei czasteczki FLIPSwydaja sie
oddziatywac bezposrednio z prokaspaza-8, hamujac mozliwos¢ jej aktywacji.

4.2. Inne polipeptydy

WSrod polipeptydow, ktére wptywajg na aktywnos$¢ kaspaz, nalezg biatka rodziny
Bcl-2. Dotad poznano kilkunastu cztonkéw tej rodziny o odmiennych funkcjach, fj.
inhibitoréw i aktywatoréw apoptozy [9, 64]. Budowe tych biatek, a takze strukture
kodujacychje genéw, w znacznym stopniu rozszyfrowana, przedstawiono w licznych
pracach przegladowych w jezyku angielskim [1,9,42, 88] i polskim [29,40a, 56, 65,
67-69]. W niniejszym opracowaniu zostang podkreslone te aktywnosci biatek rodziny
Bcl-2, ktére okazujgwptyw na aktywnos¢ kaspaz. Ws$rod postulowanych mechanizmow
dziatania biatek Bcl-2 nalezy zwrdci¢ uwage na ich udziat w regulacji spadku potencjatu
btonowego mitochondriéw i promowaniu wyptywu z przedziatu miedzybtonowego
czynnikéw apoptotycznych (cytochromu c, AlF, prokaspaz, Smac/DIABLO, Orni/
HtrA2) [17, 20, 42, 77, 83, 89], ktdre uczestnicza w przekazie sygnatu $Smierci na
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szlaku mitochondrialnym. W antyapoptotycznym dziataniu biatek, np.Bcl-2 czy Bcl-XL
rozpatruj e sie ich bezposrednie oddziatywanie z biatkiem adaptorowym Apaf-1, kluczowym
sktadnikiem apoptosomu [34]. W przypadku biatka Bcl-XLwykazano jego wigzanie z
biatkiem CED-4 C.elegans ijego homologiem u ssakdw - Apaf-1, uniemozliwiajgce
powstanie oligomeréw kompleksu CED-4/Apaf-I-CED-3/pro-kaspaza-9. To wigzanie
zapobiega aktywacji zymogenu kaspazy-9 albo wewnatrz potréjnego kompleksu:
kaspaza-9/Apafl/Bcl-XLalbo przez rozbicie wigzania Apaf- I-kaspaza-9. W posrednim
oddziatywaniu biatek antyapoptotycznych, np. Bcl-2 lub Bcl-XL, z Apaf-1 rozwaza
sie, ze biatka te funkcjonujace w btonie zewnetrznej mito-chondriéw, zapobiegaja
wyplywowi z tych struktur cytochromu c, istotnego czynnika oligomeryzacji biatka
Apaf-1 i aktywacji zymogenu kaspazy-9, a nastepnie aktywacji kaspazy-3 [48].

Na przebieg apoptozy istotny wptyw wykazuje wykryte w 2001 r. biatko Aven
(m.cz. 55 kDa) zdolne do interakcji z czynnikiem Apaf-1 [12]. Wyniki doswiadczen
ujawnity, ze biatko to hamuje formowanie oligomeréw Apaf-1, ostabiajac przez to
aktywacje prokaspazy-9. Badania, w ktérych uzyto ekstrakty komorek 239T,
transfekowane wektorem zawierajgcym cDNA biatka Aven (lub wektorem
kontrolnym), w obecnosci egzogennie wprowadzonego cytochromu ¢ i dATP wykazaty,
ze komérki te nie byty zdolne do aktywacji zymogendw kaspazy-9 ani kaspazy-3 w
tych prébach, w ktérych miata miejsce ekspresja Aven [12].

Wsréd rodziny biatek szoku cieplnego (ang. heat shockproteins', hsp), uchodzacych
za czynniki ochraniajgce komarki przed apoptozg [71] wykazano, ze jeden z nich -
hsp70 blokuje aktywacje zymogenu kaspazy-9 w komoérkach Jurkat, indukowanych
do apoptozy podwyzszong temperaturg (42°C, 45 min.). Biatko hsp70 wchodzi w
interakcje z czynnikiem Apaf-1, uniemozliwiajac naptyw czasteczek prokaspazy-9 do
powstajacego apoptosomu i powstanie jego czynnej postaci [3].

4.3. Lokalizacja

Badania lokalizacji nieaktywnych kaspaz wykazaly, ze sg one rozmieszczone zwykle
w pewnej odlegtosci od ich substratéw, co zapobiega przypadkowej $mierci. Aktywacja
enzymOw tej rodziny w komérkach, ktére wkroczyty na droge apoptozy najczesciej
doprowadza do ich przemieszczania sie w kierunku substratow - biatek okreslonych
struktur komorkowych [11, 99]. Prokaspaza-8, funkcjonujgca przede wszystkim na
tzw. szlaku receptorowym apoptozy, wystepuje w cytosolu, w ktérym zostaje zwigzana
w kompleks DISC, po otrzymaniu sygnatu $mierci. Prokaspaza-2 wystepuje zaréwno
w cytosolu, jak i w jadrach komérkowych. W pokonaniu bariery jadrowo-cyto-
plazmatycznej enzymu wykorzystywanajestjej A-koricowa prodomena [13]. Wiele badar
potwierdzito cytosolowe rozmieszczenie kaspazy-8 oraz lokalizacje prokaspazy-9 w
przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw, w ktdrej odnajduje sie rowniez zymogeny
kaspazy-2 i-3 [43,70,83]. Zmiany w komdrkach apoptotycznych prowadzg do otwierania
megakanatow mitochondrialnych badz rozrywania blony zewnetrznej tych struktur,
w wyniku czego nastepuje wyptyw do cytosolu prokaspaz oraz biatek proapoptotycznych
(AIF, cytochrom ¢, Smac/DIABLO). Ostatnio wykazano, ze w komérkach
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nabtonkowych myszy linii 31D i HC11 prokaspaza-9 nagromadza sie poza
mitochondriami w jadrach tych komérek [63].

W 2000 r. doniesiono, ze kaspazy mogga ,,zakt6caé” bariere jadrowo-cyto-
plazmatyczng w komorkach apoptotycznych przez wzrost dyfuzji przez pory jadrowe
[21]. Wydaje sig, ze w komorkach apoptotycznych kaspaza-9, ulegajaca wczesniej
aktywacji niz kaspaza-3, bezposrednio lub posrednio hamuje transport jadrowy,
powodujac zwiekszony wyptyw przez pory jadrowe. W takiej sytuacji moga naptywac
(badz wyptywac) do jader komorek czasteczki kaspazy-3 i innych biomolekut. Jadrowa
lokalizacja, szczeg6lnie kaspazy-3, ttumaczy jej aktywno$¢ w degradacji tych organelli
przez aktywacje m.in. endonukleazy DFF40/CAD czy w proteolizie niektérych biatek
matriks jadrowej [18,19,49]. Kaspaza-12 wystepuje w siateczce $rodplazmatycznej,
inicjujgc szlak apoptotyczny indukowany stresem [58, 59]. W komdrkach watroby
myszy prokaspaza-3 jest zlokalizowana w cytosolu i w mitochondriach, podczas gdy
prokaspaza-7 tylko w cytosolu. Po indukcji apoptozy z udzialem receptora Fas
kaspaze-3 odnajdywano gtéwnie w cytosolu, podczas gdy kaspaze-7 - we frakcji
mikrosomalnej [10,11].

4.4. Modyfikacje potranslacyjne kaspaz

Aktywno$¢ kaspaz podlega dodatkowo regulacji przez potranslacyjne modyfikacje
(fosforylacja i nitrozylacja) [11]. Okazato sie, ze fosforylacja kaspazy-9 przez kinaze
biatkowa B/Akt i kinaze p21 Ras hamuje jej proteolityczne dojrzewanie, w ktérym
uczestniczy rowniez cytochrom c [8].

0-nitrozylacja cysteiny centrum aktywnego kaspaz stanowi kolejng ich modyfikacje.
Tlenek azotu i zwigzki pokrewne zaangazowane w te modyfikacje sg znanymi
czynnikami indukujagcymi badZ hamujacymi apoptoze (zalezno$¢ od ich stezenia, typu
komérki) [11]. Antyapoptotyczne dziatanie tych zwiazkow wigze sie z ich udziatem w
nitrozylacji cysteiny centrum aktywnego kaspaz, ktéra efektywnie blokuje ich kata-
lityczng funkcje, co jak dotad wykazano w przypadku kaspazy-3 [54].

5. UWAGI KONCOWE

Od 1993 r., kiedy po raz pierwszy udowodniono udziat kaspaz w przebiegu apoptozy,
wykazujac, ze produkt biatkowy jednego z genéw C. elegans - Ced-3 cechuje znaczna
homologia sekwencyjna z proteazg cysteinowa ICE-1(3 panuje poglad, ze enzymy tej
rodziny petnig kluczowa role w procesie apoptozy [11,40, 79, 98]. Chociaz kaspazy,
obok endonukleaz [57, 64, 94, 99], wcigz uznaje sie za podstawowe ,narzedzia
wykonawcze” dokonujace degradacji gtownych sktadnikéw komérek ulegajgcych
apoptozie, to nalezy wspomnie¢ o sygnalnych doniesieniach wskazujacych na niezalezng
od kaspaz droge $mierci [4, 41] Wprowadzenie nowych syntetycznych inhibitoréw
kaspaz zwiekszyto mozliwosci szerokiej analizy procesu $mierci programowanej,
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ujawniajac m.in., ze komorki, w ktorych indukowano apoptoze (m.in. staurosporyng
czy przeciwciatami skierowanymi przeciwko receptorom powierzchniowym) z réwno-
czesnym blokowaniem aktywnos$ci kaspaz, nabywajg cech morfologicznych przy-
pominajacych nekroze (ang. necrotic-like) [20]. W komorkach tych odnotowuje sie
tylko czeSciowa kondensacje chromatyny, ktérej nie towarzyszy fragmentacja DNA;
nie powstajg rowniez ciata apoptotyczne [41]. Aktualnie lansuje sie poglad, ze kaspazy,
ktdre petnig istotng role w procesie apoptozy wiekszosci komorek, nie sa wytacznymi
enzymami dokonujacymi proteolizy gtéwnych biatek komérkowych. W apoptotycznej
degradacji sktadnikow biatkowych zapewne wazngrole moga peinic niektdre proteazy,
m.in. proteaza A24, kalpaina, katepsyny [20, 80], czy wykryte ostatnio biatko Orni
[31, 53]. Wydaje sieg, ze decyzja o ,,wejsciu” komorek na szlak apoptozy i zaangazo-
waniu w proteolize okreslonych enzymoéw zalezy od ich typu oraz rodzaju i sity bodzcow
inicjujagcych proces [4, 41].

W niniejszym opracowaniu zogniskowano uwage na przedstawieniu przegladu
danych dotyczgcych kaspaz komorek zwierzecych. Stabo poznana ,,maszyneria” Smierci
programowanej komarek roslinnych [95] wydaje sie rowniez wcigga¢ kaspazopodobne
proteazy cysteinowe w inicjowanie i przebieg procesu, lecz mechanizm ich dziatania
pozostaje w dalszym ciggu niewyjasniony.
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Streszczenie: Receptory ptytkowe dla nukleotydu ADP odgrywaja kluczowg role w formowaniu skrze-
pu i patogenezie naczyniowej. Receptory P2Y dziatajg za posrednictwem dwoch biatek G, co pocigga za
sobg aktywacje wtérnych przekaznikéw wewnatrzkomoérkowych. P2Y tzapoczatkowuje agregacje przez
mobilizacje zasoboéw wapnia, podczas gdy niedawno zidentyfikowany receptor P2Y 2hamujac cyklaze
adenylowajest niezbedny dla petnej odpowiedzi agregacyjnej. Natomiast P2XJ jest kanatem jonowym o
duzej szybkosci przekazu, ktérego udziat w pobudzaniu ptytek krwi nie jest jeszcze do korfica wyjasnio-
ny. Receptory ptytkowe dla ADP sg potencjalnymi celami lekéw przeciwzakrzepowych, takich jak
tiklopidyna i klopidogrel, aznajomo$¢ mechanizmu ich dziatania pozwala wyjasni¢ role w zapobieganiu
patologiom sercowo-naczyniowym.

Stowa kluczowe: ADP, ptytki, purynoreceptory P,, leki przeciwptytkowe.

Summary: Platelet ADP receptors play a crucial role in thrombosis and also in artheriosclerosis. The
P2Y receptors are coupled to G proteins, and it results in activation of secondary intraplatelet signal-
ling. The P2Y, receptor causes calcium ions release and this way initiates platelet aggregation, whera-
es recently identified receptor P2Yir by inhibition of adenyl cyclase, is necessary for full response.
On the other hand, the P2X: receptor is a fast ionic channel, but its role in platelet activation still
remains unclear. Platelet ADP receptors are potential targets for antiplatelet drugs. At present two
antiplatelet agents acting on ADP receptors are available, i.e. ticlopidine and cropidogrel. Knowledge
of the role of ADP receptors in platelet activation and aggregation processes makes possible preven-
tion in artheriosclerosis.

Keywords: ADP, platelets, purinoreceptors P2, antiplatelet drugs.
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WSTEP

Ptytki krwi odgrywajg kluczowg role w procesie krzepniecia krwi. Zaburzenie
hemostazy w uktadzie krzepniecia jest zwykle przyczyna patologicznych zmian
przejawiajgcych sie powstawaniem zakrzepow i wynikajgcych stad zamknie¢ naczyn,
co w efekcie prowadzi do martwicy nieukrwionej tkanki lub wylewow - okreslanych
ogolnie jako skaza krwotoczna [46]. Sygnaly aktywujace ptytki krwi generowane sg
przez eksponowane na ich powierzchni specyficzne receptory, do ktérych przytaczyty
sie czasteczki agonistow lub biatek adhezyjnych. Sygnaty te przekazywane sg do
wnetrza plytek za pomocg biatek G, biatkowych kinaz serynowo-treoninowych i
tyrozynowych, a takze biatek nadrodziny Ras [24]. Nastepuje wowczas charak-
terystyczna zmiana ksztattu ptytek z dyskoidalnego na kulisty, z wytworzeniem licznych
wypustek utatwiajgcych kontakt z biatkami adhezyjnymi i innymi ptytkami krwi. Faza
zmiany ksztattu poprzedzona jest procesem szybkich zmian biochemicznych za-
chodzacych we wnetrzu ptytki krwi. Istota tych proceséw polega na swoistym
rozpoznawaniu czasteczek i tworzeniu kompleksdw oraz kontrolowanej fosforylacji i
defosforylacji biatek.

RECEPTORY PURYNERGICZNE

1. Charakterystyka ogolna i podziat receptoréw purynergicznych Pl i P2

Na podstawie badan farmakologicznych Bumstock [4] zasugerowat w 1972 r.
istnienie specyficznych receptoréw btonowych dla ATP oraz produktujego degradacji
- adenozyny. Receptory te zostaty nazwane receptorami purynergicznymi i podzielono
je na dwie grupy: Pl i P2. Receptory Pl nazywane sg adenozynowymi, gdyz ich
naturalnym agonistg jest adenozyna. Na podstawie réznic strukturalnych i farma-
kologicznych wyrdznia sie 4 podtypy receptorow Pl: Al, A2A, A2B, A3. Kazdy z
nich zwigzany jest z biatkami G i ma 7 charakterystycznych domen transbtonowych
[42]. Za posrednictwem tych receptorow modulowana jest aktywno$¢ cyklazy
adenylowej i kinazy biatkowej C, co skutkuje opréznianiem wewngtrzkomoérkowych
magazynow wapniowych iwzrostem stezeniajonéw Ca2+w cytoplazmie.

Purynoreceptory typu P2 wigzg ATP, ADP oraz inne nukleotydy purynowe i
pirymidynowe. Abbrachio i Bumstock [1] zaproponowali w 1994 r. podziat receptorow
P2 na dwa podstawowe typy:

P2X - obejmujacy receptory o charakterze kanatéw jonowych,
P2Y - receptory dziatajagce za posrednictwem biatek G.

Wraz ze wzrastajgcg iloscig danych, uzyskanych dzieki klonowaniu genéw
kodujacych biatka receptorow P2, zwiekszat sie zasob informacji na temat ich budowy
molekularnej iliczby podtypdw. Dzi$ powszechnie uzywanajest klasyfikacja, w ktdrej
receptory P2 zostaty podzielone na 6 podtypéw: P2X, P2Y, P2Z, P2T, P2U, P2D.
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Gtéwnym kryterium podziatu byly r6znice farmakologiczne [42,16], m.in. powi-
nowactwo receptorow do naturalnych i syntetycznych ligandow, jak réwniez ich
struktura i mechanizm dziatania.

Receptory P2Z tworzaduze kanaty w btonie komérkowej mastocytow i niekt6rych
komorek uktadu odporno$ciowego. Aktywacja tego receptora zachodzi pod wptywem
milimolamej ilosci ATP i przejawia sie ona gwattownym wyrzutem endogennych
nukleotydéw iréznorodnych metabolitdw wewnatrzkomoérkowych oraz przeptywem
jonow przez btone komérkowa. Nastepuje naptyw jonéw Ca2+z zewnatrz komérki i
wzrost ich stezenia w cytoplazmie. Przedtuzona aktywacja kanatéw P2Z powoduje
utrate istotnych metabolitow i w rezultacie $mier¢ komorki.

Receptory P2T wystepujg w btonie komdrkowej ptytek krwi. Za ich posrednictwem
egzogenny ADP wyzwala proces agregacji poprzedzony zmiang ksztattu ptytek,
wzrostem stezenia jondw Ca2+ w ich wnetrzu i obnizong aktywnos$cig cyklazy
adenylowe;j.

Receptory P2U aktywowane sg przez ATP i UTP (nukleotyd pirymidynowy),
natomiast receptory P2D przez polifosforany diadenozyny - zwigzki magazynowane i
uwalniane w synapsach niektorych obszaréw mdézgu.

Najwieksze zainteresowanie, ze wzgledu na powszechnos¢ wystepowania, budzg
jednak receptory z grupy P2X i P2Y.

2. Receptory' P2X i P2Y - budowa i funkcje

a. Receptory P2X

Receptory P2X, nazywane receptorami jonotropowymi [26], sa szybkimi kanatami
jonowymi iumozliwiaja wzrost stezeniajonow Ca2+w cytoplazmie w ciggu milisekund.
Charakteryzuja sie niskga selektywnoscig dla kationéw i dziatajg nawet w warunkach
hiperpolaryzacji btony komérkowej. Ulegajg szybkiej desensytyzacji. Na podstawie
analizy cDNA stwierdzono, ze sg to wielkoczasteczkowe, oligomeryczne biatka, ktorych
podjednostki zbudowane sgz 379 do 595 reszt aminokwasowych [30]. Podjednostki te
sktadajg sie z dwoch transmembranowych domen potgczonych duzg zew-natrz-
komérkowa petla. Oba konice taricucha biatkowego: aminowy i karboksylowy znajduja
sie po stronie cytoplazmatycznej. W czesci zewnatrzkomoérkowej znajduje sie 10
konserwatywnych ewolucyjnie reszt cysteiny i 14 reszt glicyny oraz od 2-6
potencjalnych miejsc glikozylacji. C-konce biatka roznych typéw receptoréw P2X nie
wykazujg zadnej homologii w sekwencji aminokwaséw, podczas gdy sekwencja
aminokwasow fragmentu tarcucha biatkowego pomiedzy N-koricem i koficem drugiej
domeny hydrofobowej kazdego z podtypéw jest identyczna w 37°48% [7]. W$rod
receptoréw P2X udato sie do tej pory scharakteryzowac 7 ich rodzajow: P2X-P2X?
[43]. Z poréwnania mas czasteczkowych i wiasciwosci farmakologicznych zre-
kombinowanych receptorow P2XBEP2X, i P2X3z innymi receptorami P2X wynika, ze
mogg one by¢ heteromerycznymi kompleksami. Mogg sktada¢ sie z przynajmniej
trzech podjednostek lub wielokrotnosci tej liczby.
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Mechanizm przekazywania sygnatu z udziatem receptoréw P2X jest Scisle zwigzany
z faktem, ze sg one kanatamijonowymi przepuszczalnymi dlajonow Na+ K+i Ca2t W
mechanizmie tym brak jest wtérnych przekaznikéw, co powoduje, ze czas prze-
kazywania sygnatu jest bardzo krétki (10-100 ms) [40]. Efektem stymulacji receptoréw
P2X jest depolaryzacja btony komérkowej, otwarcie zaleznych od potencjatu btonowego
kanatow Ca2+i wzrost stezenia tego jonu w komarce.

b. Receptory P2Y

P2Y stanowig najwiekszg i najbardziej zréznicowang grupe receptoréw. Jest ona
sprzezona przez biatko G z uktadem efektorowym - enzymem lub kanatem jonowym.
Receptory P2Y nazwano receptorami metabotropowymi [10]. Czas przekazywania
informacji przez te receptory jest znacznie dluzszy w poréwnaniu z czasami cha-
rakteryzujgcymi receptory P2X i trwa kilka sekund. Receptory P2Y sg diugimi,
nierozgatezionymi tancuchami biatkowymi zbudowanymi z 400-600 reszt amino-
kwasowych. Pojedynczy tancuch polipeptydowy, zawierajagcy N-koniec po stronie
zewnatrzkomorkowej, a C-koniec po stronie cytoplazmatycznej, siedmiokrotnie
»przebija” podwojng warstwe lipidowa btony komérkowej, tworzac w ten sposéb siedem
helikalnych domen transbtonowych rozdzielonych petlami o naturze hydrofilowej [26].

Wiekszos$¢ receptoréw P2Y, sprzezonych z biatkami G, jest glikoproteinami i zwykle
zawiera od 1do 9 potencjalnych miejsc N-glikozylacji. Prawie wszystkie receptory
zawierajgreszty cysteinowe w pierwszej i drugiej petli zewnatrzkomaérkowej, co pozwala
na powstawanie mostkéw dwusiarczkowych stabilizujagcych aktywng strukture
receptora. Mutacje punktowe dotyczace tych reszt powodujg zmiane funkcjonalnych
wiasciwosci receptoréw. W trzeciej petli cytoplazmatycznej znajduja sie liczne miejsca
fosforylacji dostepne dla kinazy biatkowej C. Wigzanie ligandu do receptora odbywa
sie przez elektrostatyczne oddziatywanie miedzy resztami fosforanowymi ATP i
aminokwasami Ill, VI i VII domeny transmembranowej [49]. Do niedawna wyr6zniano
1 podtypow receptorow P2Y-P2Y ,, [19]. Ostatnio stwierdzono istnienie kolejnego
receptora P2Y 2 [21].

Droga przekazywania sygnatu przez rodzine wymienionych receptoréw zapo-
czatkowana jest przytagczeniem agonisty do jego specyficznego miejsca wigzacego.
Interakcja ta powoduje zmiane konformacji receptora, co pozwala na oddziatywanie z
biatkiem G po stronie wewnatrzkomoérkowej i utworzenie potréjnego kompleksu
agonista-receptor-biatko G. Za posrednictwem biatka G uruchomiona zostaje
fosfolipaza C (PLC) hydrolizujaca fosfatydyloinozytolo(4,5)bifosforan (PIP2 do
diacyloglicerolu (DAG) i inozytolo(l,4,5)trifosforanu (IP3. DAG aktywuje kinaze
biatkowg C (PKC), natomiast IP3 dziatajac na specyficzne receptory umiejscowione
w btonie siateczki $rodplazmatycznej, opréznia wewnatrzkomérkowe magazyny
wapniowe, prowadzac do wzrostu stezenia jonéw Ca2+w cytoplazmie. Procesowi
uwalnianiajonéw Ca2+z wewnatrzkomaérkowych zasob6éw do cytoplazmy towarzyszy
zwykle naptyw tych jonow ze $srodowiska zewnetrznego do wnetrza komérki [42].
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Receptory P2Y sprzezone z biatkami G kontrolujag wiec:

- aktywnos¢ cyklazy adenylowej i synteze CAMP,

- aktywno$¢ fosfolipazy C isynteze dwoch wtérnych przekaznikdw informacji:
IP3i DAG,

- aktywnos$¢ fosfolipazy A? i synteze kwasu arachidonowego oraz jego
metabolitow (eikozanoidow), 2+

- kanaty jonowe (np. kanaty Ca' i K ) [42].

RECEPTORY PURYNERGICZNE W PLYTKACH KRWI

W btonie komorkowej ptytek krwi wystepuja tylko niektore sposrod wyzej
wymienionych typéw receptorow purynergicznych. Charakterystycznymi receptorami
ptytkowymi sg receptory z grupy P2, to jest receptory typu P2X,, P2Y, oraz P2Yr
Receptory te umozliwiajg aktywacje ptytek z udziatem ADP.

Nukleotyd adenozynodwufosforanowy (ADP) odgrywa kluczowa role w aktywacji
i agregacji ptytek. Jest on magazynowany w gestych granulach ptytek, obok ATP i
serotoniny, ijest uwalniany podczas aktywacji ptytki. ADP przez wigzanie do swoich
receptoréw na powierzchni ptytek krwi moduluje system wtérnych przekaznikdw,
miedzy innymi powoduje formowanie IP3[11] i mobilizacje jonéw Ca2[31].

Przez szereg lat ADP uznawano za znaczacy mediator w hemostazie i tworzeniu
skrzepu, natomiast natura ptytkowych receptoréw dla ADP pozostawata przedmiotem
licznych dyskusji [25]. Wszystkie fizjologiczne i wewnatrzkomérkowe sygnaty
wyzwalane przez ADP w piytkach krwi przypisywano pojedynczemu, powierz-
chniowemu receptorowi. Na podstawie badan przyjeto, ze jest to biatko (100 kDa),
ktore w wyniku modyfikacji przez inne zwigzki, m.in. NBD-C1 wzmacnia odpowiedz
ptytkowg indukowang przez ADP. Ten domniemany receptor nazwano agreging [39].
Nadal jednak molekularna natura tego receptora byta nieznana, a pojedynczy ptytkowy
receptor dla ADP nazwano P2T [15]. Ostatnie lata wykazaty istnienie wiecej nizjednego
podtypu receptora dla ADP na ptytkach krwi.

1 Model dwoch typow receptorow ptytkowych

Istnienie receptora PZKj na powierzchni ptytki krwi wykazat McKenzie ze
wspotpracownikami (w 1996 r.) stosujgc technike patch clamp [34]. Kolejnym
receptorem ptytkowym, ktérego obecno$¢ zostata wykazana, byt receptor P2Y, [32].
Przez dluzszy czas funkcjonowat model dwdch receptorow ptytkowych, zaproponowany
przez Houranfego i Halla [22]. Model uwzgledniat istnienie receptora P2Y, - wigzacego
sie z biatkiem G oraz receptora P2X, - powodujacego szybki naptyw jonéw wapnia
do cytoplazmy z otoczenia ptytki krwi.
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2. Model trzech typow receptoréw ptytkowych

Obecnie postuluje sie istnienie trzech typow receptoréw. Pierwszy z nich, przez
aktywacje fosfolipazy C i formowanie IP3 przyczynia si¢ do mobilizacji jonéw wapnia
z wewnatrzkomérkowych zasobdéw i okreslany jest mianem P2Y,. Drugi, okreslany
jako P2Y|2, hamuje cyklaze adenylowa i wzmacnia agregacje ptytkowa zapo-
czatkowang przez receptor P2YJ Trzeci receptor - P2Xtma wiasciwosci jonotropowe
i pozwala na szybki naptyw jondéw wapnia z otoczenia (ryc. 1).

3. Charakterystyka ptytkowego receptora P2X,

Plytkowy receptor P2X; jest biatkiem zawierajgcym 399 aminokwaséw (m. cz.
44 980), sktadajacym sie z dwdch transmembranowych domen, potgczonych petla.
Po stronie cytoplazmatycznej znajduje sie koniec aminowy i karboksylowy tafncucha
biatkowego, aw czesci zewngtrzkomorkowej znajduje sie 10 reszt cysternowych [5].

Ekspresje genu P2X! stwierdzono w komérkach: pecherza, trzustki, $ledziony,
prostaty, jelita cienkiego i grubego, jader, jajnikdw, watroby ptodowej oraz leukocytach
krwi obwodowej i megakariocytach. Geny kodujgce P2X, zlokalizowane sg na
chromosomie 17 [33]. Receptor P2X, ma sekwencje TMTTIGSG, ktéra wykazuje
wysokie podobienstwo do regionu tworzacego pory innych kanatéw potasowych btony
plazmatycznej [7]. Sekwencja ta nie wystepuje w pozostatych typach receptoréw P2X.

Charakterystyczna cecha receptora P2XX, jest szybka desensytyzacja, ktéra powoduje,
ze bardzo trudno jest badac jego funkcje w aktywacji ptytek in vitro. W celu unikniecia
desensytyzacji stosuje sie wysokie stezenia apyrazy [14]. Do tej pory nie udato sie

RYCINA 1 Schemat dziatania receptoréw w agregacji ptytek indukowanej przez ADP
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ostatecznie zbada¢ wptywu tego receptora na hemostaze. Wedtug koncepcji Kunapuli
[31] P2X, nie odgrywa znaczacej roli w ptytkowej agregacji indukowanej przez ADP.
Oznaczatoby to, ze szybki naptyw jondw wapnia wywotany przez pobudzenie P2Xj
nie jest potrzebny do wywotania pobudzenia i zmiany ksztattu ptytek. Istniejgjednak
dowody $wiadczace o tym, ze receptor P2X, wywotuje zmiane ksztattu ptytek [41] na
skutek istnienia jondw wapnia na zewnatrz pytki, ktore sg absolutnie niezbedne do
wywotania tego efektu spowodowanego przez oeP-MeATP.

Badania te pokazaty, ze aktywacja P2Xj moze bezposrednio stymulowa¢ funk-
cjonalng odpowiedz ptytek krwi bez udziatu wtérnych przekaznikéw. Aktywacja P2X!
moze takze wzmocni¢ dziatanie agonistéw receptorow metabotropowych, poniewaz
naptyw jonéw Ca2+nastepuje szybciej niz uwalnianie ich z wewnatrzkomérkowych
zasobéw. Szybka mobilizacjajonéw Ca2rmoze przyspiesza¢ aktywno$¢ fosfolipazy C
i uwalnianie IP3 Aktywacja receptora P2X, podczas hemostazy zalezy od ATP i
diadenozynowych polifosforanéw wydzielanych przez ptytki i inne komérki. Antagonista
receptora P2Xj jest MRS2179, natomiast farmakologiczny profil agonistéw przed-
stawiano nastepujgco: 2-metylotio-ATP>ATP>aiPMe-ATP>pYyMe-ATP>ADP
[14,50]. Do niedawna powszechnie uwazano, ze aktywacja receptora P2X, jest zalezna
takze od ADP [18], cho¢ w znacznie mniejszym stopniu. Oznaczato to, ze nawet
$ladowe ilosci nukleotydu trdjfosforanowego powodowaty aktywacje receptora P2 X|?
podczas gdy w przypadku nukleotydu dwufosforanowego niezbedne byto zastosowanie
bardzo wysokiego jego stezenia do wywotania odpowiedzi ptytkowej. Na gruntowng
zmiang pogladow wptyneta obserwacja, ze oczyszczony do homogennosci nukleotyd
ADP jest catkowicie nieaktywny w stosunku do receptora P2X, [35], a poprzednio
prezentowane poglady wynikaty ze Sladowego zanieczyszczenia komercyjnie dostepnego
nukleotydu dwufosforanowego nukleotydem trdjfosforanowym (1-2%).

4. Charakterystyka receptora P2Y1

Nukleotyd ADPjest niezbednym czynnikiem prowadzacym do zmiany ksztattu phytki iw
konsekwencji do agregacji za posrednictwem receptora P2Y,. Receptor P2Y! jest
receptorem metabotropowym, odpowiedzialnym za uwalnianie zjonizowanwgo wapnia
z wewngtrzkomdrkowych zasobow, przez co inicjowane sg procesy powodujgce
agregacje [36].

Receptor P2Y, sklonowany zostat z komérek: HeLa, MEG-01, Darni, CHRF-288 i
K562 oraz z ludzkich komadrek $rddbtonka [14,2]. Ludzki receptor P2Y, zawiera 373
aminokwasy z siedmioma regionami hydrofobowymi ijest kodowany przez pojedynczy
ekson w genie zlokalizowanym na chromosomie 3q24 [14]. Wystepuje w licznych
tkankach, m.in. w sercu, naczyniach krwionosnych, komorkach miesni gtadkich oraz
komorkach nerwowych, prostacie ijajnikach.

Zmiana ksztattu ptytki krwi jest wynikiem dziatania wielu mechanizmow,
zapoczatkowanych wigzaniem receptora P2Yj z odpowiednig rodzing biatek G.
Pokazano, ze zmiana ksztaltu moze by¢ regulowana przez dwie niezalezne drogi
transdukcji sygnatu. Pierwsza z nich polega na stymulacji receptora P2Y, z udziatem
biatka Gq, co powoduje aktywacje fosfolipazy C (PLC), ktora z kolei hydrolizuje
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fosfatydyloinozytolo(4,5)bifosforan do trifosfoinozytolu (IP3 i diacyloglicerolu (DAG).
IP3powoduje uwalnianie jondw Ca2+z wewngtrzkomorkowych zasobdw iwzrost ich
stezenia w cytoplazmie [30]. Druga droga, dotad stabo poznana, zwigzanajest z biatkiem
Gp/G|3oraz RHO (Rhio-kinaza). Receptor P2Y, wigzac sie z biatkiem G2 G Bdziata
na RHO, co rowniez prowadzi do zmiany ksztattu ptytek [12].

Zaangazowanie receptora P2Y, w inicjacje zmiany ksztattu i agregacje ptytek
wywotang przez ADP wykazano dzieki zastosowaniu antagonistow tego receptora.
Stwierdzono, ze AP (adenozyno-2-fosforan-5-fosforanowy w stezeniu 1 mM)
catkowicie hamuje zmiane ksztattu i agregacje indukowangprzez ADP [12]. Obserwacije
w mikroskopie elektronowym ptytek poddanych dziataniu tego antagonisty wykazaty
typowy obraz dyskoidalnych, nienaruszonych ptytek, z granulami sekrecyjnymi
rozproszonymi w cytozolu. Badania te potwierdzity, ze receptor P2Y]jest niezbedny
do prawidtowo przebiegajacej zmiany ksztattu ptytek i agregacji wywotanej przez ADP.

Selektywnymi antagonistami receptora P2Y, sa: A3P5P, A3P5PS, MRS2179,
MRS2279. Ponadto kompetycyjnymi antagonistami sg: ATP, ATPaS, 2-MeSATP oraz
2-CIATP [31]. Obecnie farmakologiczny profil agonistéw opisywanego receptora
przedstawia sie nastepujgco: 2MeSADP»ADP=ADPaS>ADP(3S [14]. Znaczy to,
ze zwigzek 2MeSADP jest najsilniejszym agonistg receptora P2Y p a nukleotyd ADP
dziata znacznie stabiej. Jest wiec og6lnie uznawany za stabego agoniste ptytkowego.
Jednak wykazano, ze jest niezbedny do normalnej aktywacji ptytek zapoczatkowanej
przez innych silniejszych agonistow, takich jak: trombina lub kolagen, ktére indukujg
sekrecje ADP z gestych granul.

Receptor P2Yp wigzagc ADP, posredniczy w zmianie ksztattu plytek, aktywujac
fosfolipaze C i uwalniajgc jony wapnia z wewnatrzkomdrkowych zapaséw. Prowadzi
to do odwracalnej agregacji. Obecno$¢ receptora P2Yj jest jednak niewystarczajgca
dla catkowitej ptytkowej odpowiedzi. Petna agregacjajest skutkiem dziatania dwéch
receptorow: P2Yp P2Yp [51].

5. Charakterystyka receptora P2Y 2

Wzmocnienie agregacji ptytkowej, zapoczatkowanej przez wigzanie receptora P2Y,,
moze nastgpic przy udziale kolejnego - trzeciego receptora ptytkowego, nazwanego
receptorem P2Yp [28].

Przez diugi czas prowadzono badania nad budowg i funkcjg tego receptora.
Przypuszczano, ze wykazuje on cechy zardwno receptoréw z grupy P2X -jonotropowych,
jak i P2Y - metabotropowych. Dlatego nazewnictwo jego byto bardzo réznorodne:
P2YT,P2Tac, P2Tadp, P2T, P2Y o [12,47]. Dopiero, kiedy w styczniu 2001 roku zostat
on sklonowany przez Hollopetera i innych [21], ostatecznie hazwano go P2Y Ri zaliczono
do grupy receptoréw metabotropowych, wigzacych sie z biatkami G.

Receptor P2Y p zlokalizowany jest w genie na chromosomie 325 [14]. Na tym
samym chromosomie kodowane sa: receptor P2YJ i receptor dla UDP-glukozy. Okazuje
sie, ze receptor P2Y]2jest w 19% identyczny z receptorem P2Y p aw 44% identyczny
z receptorem UDP-glukozy. Tkankowa dystrybucja opisywanego receptora ogranicza
sie do ptytek, niektérych obszaré6w mdzgu i rdzenia kregowego. Mechanizm dziatania
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polega na hamowaniu cyklazy adenylowej przez wigzanie sie z biatkiem Gi?co prowadzi
do obnizenia stezenia CAMP oraz wzrostu stezeniajonéw Ca2+we wnetrzu komorki.
Nie wptywa to bezposrednio na zmiane ksztattu plytek, lecz na samg agregacje,
wzmacniajac dziatanie receptora P2Y p Jezeli jednoczes$nie nastepuje aktywacja przez
ADP receptoréw P2Yj i P2Y)2 to dochodzi do catkowitej odpowiedzi agregacyjnej.
Natomiast gdy receptor P2Y [2jest blokowany przez selektywny inhibitor, funkcjajego
moze by¢ przywrdcona przez aktywacje innego receptora wigzacego biatko Gi
(a2-adrenergicznego)[23].

Charakterystyczng cecha receptora P2Y Rjest fakt, ze ADP jest jego naturalnym
agonista, a ATP - wspo6tzawodniczacym antagonistg [14].

Farmakologiczny profil agonistdw przedstawia sie nastepujaco: 2 MeSADP» ADP=
ADP|3S [14]. Poréwnujac moc dziatania nukleotydu ADP jako agonisty wykazano, ze
ADP jest silniejszym agonistg dla receptora P2Y, (EC3-~0,3 pM) niz dla receptora
P2Y R (ECH-2 pM). Specyficznymi inhibitorami receptora P2Y p sg leki przeciw-
ptytkowe - tiklopidyna iklopidogrel [31] i ostatnio badany zwigzek o bardzo wysokigj
potencji oznaczony symbolem CS-747 [48].

Natomiast antagonistami sg: ATPaS (adenozyno-5 -o-Itiotrifosforan), 2MeSATP
(2-Metylotioadenozyno-5'-trifosforan), 2CIATP (2-Chloroadenozyno-5'-trifosforan)
oraz AR-C66096M X (2-Propyltio-(3,y-difluoroinetyleno adenozynotrifosforan), AR-
C67085M X (2-Propyltio-(3,Y-dichlorometyleno adenozynotrifosforan) i AR-
C69931MX (N6 (2-Metyltioetyl)-2-(3,3,3-trifluoropropyltio)-P,Y-dichlorometyleno
adenozynotrifosforan) [14].

Selektywna inhibicja receptora P2Y |2 w aktywacji poprzez ADP przy udziale tych
antagonistow wykazuje redukcje i szybko odwracalngagregacje z niezauwazalnym efektem
zmiany ksztattu. Dzieki zastosowaniu agonistéw i antagonistow receptora P2Y p mozna
byto wyjasni¢ szerokie spektrum dziatania tego receptora. Wykryto miedzy innymi, ze
receptor P2Y p jest zaangazowany w tworzeniu stabilnych makroagregatow przez petng
aktywacje integryn all(33 [39]. Wzmacnia on réwniez procesy reorganizacji cytoszkieletu,
polepszajac polimeryzacje aktyny i cytoszkieletowatranslokacje matych GTPaz.

Receptor P2Y R jest nadal obiektem licznych badan i doSwiadczen. Ostatnie
doniesienia dotyczyty sklonowania receptora przypominajgcego ptytkowy receptor ADP,
ktory nazwano SP1999; chociaz receptor ten nie odpowiadat $cisle sekwencji rodziny
receptorow P2 dla zewnatrzkomorkowych nukleotydéw, tojego profil farmakologiczny
przypominat profil receptora P2Yp: 2-MeSADP->ADP-=ADP(3S>-ATPyS>-
2CIATP»a[3MeATP [40]. W rezultacie uznano, ze sklonowany receptor SP1999 to w
rzeczywistosci P2Yp. Identyfikacja tak waznego receptora pozwolita na lepsza
charakterystyke czynnikéw antyptytkowych w przypadku chor6b sercowo-naczy-
niowych.
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LEKI PRZECIWPLYTKOWE

Opisane receptory ptytkowe dla nukleotydu ADP odgrywajg kluczowg role w
formowaniu skrzepu oraz w patogenezie naczyniowej. Znajomos$¢ ich funkcji pozwala
wyjasni¢ wptyw lekéw stosowanych w celu zapobiegania powiktaniom naczyniowym
u chorych z przebytym zawatem mie$nia sercowego, udarem maézgu lub chorobag tetnic
obwodowych [6].

1 Aspiryna

Najbardziej rozpowszechnionym lekiem przeciwptytkowym byt do tej pory kwas
acetylosalicylowy (aspiryna) [37], ktory stosowano w profilaktyce oraz w celu
zmniejszaniu powiktan niedokrwiennych (zawat bez zatamka Q) zwiazanych miedzy
innymi z angioplastyka [17]. Aspiryna hamuje synteze prostacyklin i tromboksanu A2
oraz innych aktywator6w ptytek [45]. Z uwagi na rozlegte dziatania niepozadane
(indukowanie astmy, stany zapalne dolnego odcinka przewodu pokarmowego, zaparcia,
biegunki, nudnosci, zawroty gtowy, pokrzywka) stosuje siejgcoraz rzadziej. Obecnie
aspiryne stosuje sie réwniez w leczeniu skojarzonym z innymi lekami przeciw-
ptytkowymi, np. z tiklopidyng(m.in. do prewencji podostrych zakrzepoéw po zatozeniu
stentu).

2. Tiklopidyna

Tiklopidyna 5-(o-Chlorobenzylo)-4,5,6,7-tetrahydrotieno[3,2-c]-pirydynajest
pochodnatienopirydyny i podana in vivo przedtuza czas krwawienia. Jest ona pierwszym
obok klopidogrelu inhibitorem receptora P2Y p uzytym klinicznie jako lek antyptytkowy
[8,29]. Nie modyfikujagc zmiany ksztattu ptytek i przemieszczen jonow wapnia
uniemozliwia agregacje ptytek krwi.

Tiklopidyna znalazta zastosowanie w zapobieganiu powiktaniom zakrzepowo-
zatorowym w ma&zgu i sercu oraz powaznym incydentom niedokrwiennym u chorych z
przewlektym procesem zarostowo-zakrzepowym w tetnicach konczyn dolnych w fazie
chromania przestankowego. Jest réwniez stosowana profilaktycznie i leczniczo w
zaburzeniach ptytkowych spowodowanych stosowaniem krazenia pozaustrojowego w
chirurgii oraz podczas hemodializy.

3. Klopidogrel

Klopidogrel - inna pochodna tienopirydynowa - ma dziatanie podobne do
tiklopidyny. Jest ona mniej znanym lekiem i praktycznie stabo wykorzystywanym w
krajowej medycynie. W poréwnaniu z tiklopidyng charakteryzuje sie wyzszg potencja
dziatania. Jest estrem metylowym kwasu (S)-a-(2-chlorofenylo)-6,7-dihydrotieno-
[3,2-c]-pirydyno-5(4H)-octowego [38] i w tej formie nie przejawia aktywnosci
ptytkowej. Ulega aktywacji w watrobie, a nastepnie zostaje przeksztatcany do
nieczynnego metabolitu (SR 26334) [9,3,20] ijest eliminowany gtéwnie przez nerki.
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Potwierdzenia wymaga informacja, ze lek ten mégtby hamowa¢ indukowang przez
ptytki ekspresje czynnika tkankowego w $rédbtonku [44].

V.PODSUMOWANIE

W pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat receptorow dla ADP na
ptytkach krwi. Opisano budowe i funkcje trzech receptoréw ptytkowych: P2X(, P2Y,,
P2Y 12 bioracych udziat w procesach aktywacji, zmiany ksztattu i agregacji ptytek krwi.

Przekazano rowniez podstawowe informacje o lekach przeciwptytkowych stoso-
wanych powszechnie w terapii. W wyniku ich zastosowania obserwuje sie zaha-
mowanie agregacji ptytek krwi i wydtuzenie czasu krwawienia. Dzieki tym wiasci-
wosciom zmniejsza sie ryzyko choréb sercowo-naczyniowych.
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CENTROMERIC DNA AND PROTEINS

Maria Joanna OLSZEWSKA

Zaktad Cytogenetyki i Biologii Molekularnej Roslin Uniwersytetu £ 6dzkiego

Streszczenie: Wspdlng cecha dotad zbadanych DNA centromerowych jest obecno$¢ uktadéw tandemo-
wych, przy czym wchodzace w ich sktad monomery w poszczegélnych chromosomach tego samego
gatunku moga réznic¢ sie strukturg I-rzedowa. Pewne og6lne podobienstwo sekwencji centromerowego
DNA stwierdza sie w rzedzie naczelnych, a takze u spokrewnionych gatunkéw roslin wyzszych. U
traw gtéwnym sktadnikiem DNA centromerowego sa retroelementy z rodzin gypsy i copia, ktore u
roslin dwulisciennych bywaja obecne w nieznacznych iloSciach. Rozmaito$¢ sekwencji DNA centrome-
rowego, a takze obecno$¢ w funkcjonalnych neocentromerach odmiennych sekwencji DNA niz w normal-
nych centromerach tego samego gatunku budzi watpliwosci co do istoty znaczenia DNA w petnieniu przez
centromery ich roli, tj. generowania kinetochoréw. Poréwnanie biatek - CENP - obecnych w normalnych
centromerach, neocentromerach oraz w aktywnych i nieaktywnych centromerach chromosoméw dicen-
trycznych wskazuje, ze wérod poznanych dotad biatek konstytutywnych niezbedne dla funkcjonowania
centromeréw sa CENP-A i CENP-C, za$ wéréd CENP fakultatywnych - CENP-E i CENP-F.

Stowa kluczowe: centromerowy DNA, centromerowe biatka, rosliny wyzsze, ssaki.

Summary: The common feature of the centromeric DNA studied till now is the presence of long tan-
dem arrays in which the monomeres may slightly differ in their nucleotide sequences. Some general
similarities have been found among Primates, as well as among related higher plant species. In grasses
the retroelements from gypsy and copia families, whose little amount may be present in dicotyledonous
species, constitute the main components of centromeric DNA. The variety of DNA centromeric sequen-
ces and the presence in active neocentromeres of DNA sequences different from those in normal centro-
meres in the same species bring some doubts about the essential significance of DNA in centromere
function, i.e. kinetochore formation. The results of comparative studies on the presence of centromeric
proteins (CENPs) in normal centromeres, neocentromeres, active and non-active centromeres in dicentric
chromosomes indicate that among constitutive proteins CENP-A and CENP-C and among facultative
ones CENP-E and CENP-F are indispensable for centromere function.

Key words: centromeric DNA, centromeric proteins, higher plants, mammals.
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1. WSTEP

Centromer jest kompleksem nukleoproteinowym znajdujagcym sie w wyspe-
cjalizowanym regionie chromosomu, zwanym przewezeniem pierwotnym. Funkcja
centromeru polega na prawidtowym rozdzieleniu chromosoméw podczas mitozy i
mejozy. Centromer jest strukturalnym podtozem dla kinetochoru, a takze dla niektérych
biatek kohezyjnych (por. 4 i 5). Zakt6cenia w wiernym przekazywaniu gendéw
zlokalizowanych w siostrzanych chromatydach (mitoza i Il podziat mejozy) i
rozdzielenie zrekombinowanych chromosoméw homologicznych (I podziat mejozy)
powodujg wiele zaburzen rozwojowych i moga prowadzi¢ do skutkow letalnych.

Poznanie struktury molekularnej centromeréw warunkujgcej ich prawidtowe
funkcjonowanie ma podstawowe znaczenie przy konstruowaniu sztucznych chro-
mosomow (ang. artificial chromosomes), ktére bywaja stosowane jako wektory w
inzynierii genetycznej. Wielkie nadzieje w terapii genowej u czlowieka wigzg sie z
konstruowaniem sztucznych chromosomoéw - HAC {Human Artificial Chromosome)
jako nosnikow prawidtowych genow [29].

W analizie struktury molekularnej centromeréw najpierw zwrdcono uwage na DNA,
ktory jest obecny w centromerach wyzszych Eukaryota w ilosci rzedu co najmniej
kilkuset kpz (ref. [ 16]). Dotychczasowe wyniki badan upowazniajado jedynego wniosku
0go6lnego: u wszystkich dotad zbadanych gatunkéw DNA centromer jest zbudowany z
utozonych w szyku tandemowym réznej dtugosci monomerow, ktérych struktura I-rzedowa
jest rozmaita u poszczegélnych organizméw (por. nizej oraz 3.1 i 3.2). Natomiast, jak sie
obecnie wydaje, powszechnie wystepujacymi sktadnikami decydujgcymi o prawidtowym
funkcjonowaniu centromeréw sg ich biatka, zwane biatkami centromerowymi (por.
4).

Najwczesniej rozpoznano DNA centromerowy u najnizszych Eukaryota - drozdzy
oraz u cztowieka. Informacje na ten temat mozna znalez¢ w podrecznikach i
monografiach (np. [37]), wobec czego tutaj zostang ograniczone do krotkiego
przypomnienia, natomiast DNA centromerowemu u roslin poswiecona jest osobna
czesc¢ artykutu.

U drozdzy paczkujacych, Saccharomyces cerevisiae, obszar w chromosomach
zawierajacy odcinek DNA o dtugosci 125 pz spetnia funkcje centromeru i kinetochoru,
tj. stanowi miejsce przyczepu widkien wrzeciona podziatowego i przylegania
siostrzanych chromatyd. Jednak sekwencja ta nie moze by¢ uznana za specyficzng dla
centromeréw, poniewaz ich struktura u innych organizmoéw okazata sie bardziej
skomplikowana. U drozdzy rozszczepkowych, Schizosaccharomyces pombe, region
centromerowy obejmuje 50-150 kpz. Skiada sie on z DNA centralnego rdzenia o
dtugosci 4-7 kpz, zawierajacego sekwencje o niskiej liczbie kopii, otoczonego przez
kompleks tandemowych powtorzen zorganizowanych w dtugi palindrom (ref. [42]). U
innego gatunku drozdzy, Kluyveromyces lactis, DNA centromerowy jest podobny do
Schizosaccharomyces pombe, sktada sie bowiem z 3 lub 4 konserwatywnych sekwencji
DNA o dtugosci 44—100 kpz z centralnym rdzeniem o rozmiarach 4-7 kpz (ref. [21]).
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U wyzszych Eukaryota (ssaki, rosliny wyzsze) majacych wieksze chromosomy,
wprowadzenie metody FISH (Fluorescence In Situ Hybndization) znacznie utatwito
identyfikacje tych frakcji DNA, ktore sg specyficzne dla centromerdéw. Pewng trudnos¢
w badaniach wytgcznie molekularnych stanowito odr6znienie DNA samego centromeru
od przylegajacej do niego z obu stron heterochromatyny przycentromerowej. Zasto-
sowanie podwdéjnej metody FISH pozwolito na precyzyjne ustalenie sekwencji DNA
centromerowych roznigcych sie od DNA wchodzgcego w skiad heterochromatyny
przycentromerowej obecnoscig frakcji DNA o odmiennym skiadzie nukleotydowym.

U cztowieka stwierdzono obecno$é co najmniej kilku typdw satelitarnych DNA
(ref. [37]), wsrdéd ktoérych najlepiej poznany jest a-satelitamy DNA. U czlowieka i
innych Naczelnych a-satelitamy DNA jest zlokalizowany gtownie w centromerach.
U Naczelnych z Nowego i Starego Swiata sekwencje a-satelitame wykazujg tylko
64% homologii sekwencyjnej (ref. [21]). Uktady a-satelitame wykazujg znaczng
heterogenno$¢ struktury I-rzedowej i dtugosci powtarzalnych odcinkéw. U cztowieka
zsekwencjonowano ok. 300 kopii alfoidalnego (a-satelitamego) DNA. Centromery
kazdego chromosomu zawierajg tandemowe uktady monomerdéw diugosci 170 pz.
Poszczegdlne chromosomy zawierajg zar6wno warianty tych sekwenciji, jak i
charakterystyczne multimery wariantowych motywdw, tworzac w ten sposéb wzo6r
chromosomowo-specyficzny (ref. [17]). Te wiasciwosci zostaty wykorzystane w
cytogenetyce molekularnej cztowieka m.in. do identyfikacji metoda FISH uszkodzonych
chromosomow przy wykorzystaniu sond specyficznych dla DNA centromerdw
poszczegblnych chromosomdw. Dla wigzania specyficznych biatek centromerowych,
atym samym peinej sprawnosci funkcjonalnej centromeréw wystarczg nawet nieznaczne
ilosci a-satelitamego DNA [6]. U innych ssakéw, na przykiad u jelenia muntjak,
centromery zawierajg tandemowsy (satelitarny) DNA zbudowany z powtarzajacych sie
monomeréw diugosci 972 pz; jest on zlokalizowany, jak wykazano metoda FISH,
wytgcznie w centromerach wszystkich chromosoméw. Sekwencja 972 pz wykazuje
peing homologie do sekwencji centromerowych innych gatunkéw jeleni, ale jest
catkowicie odmienna pod wzgledem struktury I-rzedowej od ludzkiego - satelitarnego
DNA [54]. Z kolei u myszy (Mus musculus) tzw. minor satellite DNA znajduje sie w
centromerach wszystkich chromosomdw. Jest on rdwniez zbudowany z tandemowych
powtdrzen, ale o Sredniej dtugosci 300 pz, przedzielonych niekiedy innymi sekwencjami
(ref. [2]). Podobnie jak u cztowieka stwierdzono chromosomowo-specyficzne warianty
tych sekwencji (ref. [17]).

2. NEOCENTROMERY | NIEAKTYWNE CENTROMERY

Bardzo istotne dane umozliwiajace zidentyfikowanie tych sktadnikéw centromeréw,
ktére sg niezbedne do ich prawidtowego funkcjonowania, zostaty uzyskane z badan
poréwnawczych normalnych centromeréw z neocentromerami i nieaktywnymi
centromerami chromosomoéw dicentrycznych. Badania takie byty przeprowadzane
gtéwnie na materiale zwierzecym. Neocentromer jest funkcjonalng strukturg powstata
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spontanicznie lub utworzong sztucznie w nowym regionie chromosomu, pozbawionym
uprzednio centromeru. Neocentromerjest w petni funkcjonalny, jak wykazaty wyniki
licznych badan przeprowadzonych zaréwno na materiale ro$linnym, jak i zwierzecym.
Nieaktywne centromery sg przeksztatceniem normalnych, aktywnych. Powstajg
one w wyniku translokacji polegajgcych na potgczeniu dwoch ramion réznych chro-
mosoméw, z ktorych kazde zawiera wiasny centromer, w rezultacie czego powstaje
chromosom dicentryczny. Taki chromosom moze by¢ stabilny, poniewaz tylko jeden
centromerjest aktywny, tj. tylko najednym centromerze powstaje kinetochor.

U roslin neocentromery tworzg sie zwykle w regionach chromosoméw bogatych
w heterochromatyne. U kukurydzy w tzw. niezwyktym chromosomie 10, oznaczanym
jako Ab 10, neocentromery zawierajg diugie, tandemowe powtdrzenia monomeréw
zawierajacych 180 pz, miedzy ktérymi wystepuja retroelementy (ref. [42]). Wykazuja
one jednak bardzo stabe sygnaty hybrydyzacyjne w metodzie FISH z sekwencja
charakterystyczng dla normalnych centromeréw u zbéz - CCS 1, natomiast stwierdzono
brak hybrydyzacji z sekwencjg specyficzng dla centromeréw kukurydzy - MCS1 (por.
3.2) [2]. Sekwencje te sg zatem odmienne od normalnych sekwencji centromerowych.
Neocentromery powstajgce w warunkach kultur in vitro komérek cztowieka nie
zawierajg a-satelitamego DNA. W ich centralnej cze$ci znajduje sie domena z DNA
dtugosci 80 kpz [6]. Z danych tych wynika, ze tworzenie neocentromerdw i ich
funkcjonowanie nie zalezy od obecnych w nich sekwencji centromerowych DNA
wiasciwych dla gatunku. Sztuczny minichromosom u ssakow, w ktérym brak jest
ludzkiego alfoidalnego DNA oraz mysich powtdrzen satelitarnych charakterystycznych
dla DNA centromerowego, replikuje sie i ulega segregacji ze znaczng wiernoscig po
przeniesieniu do komdrek kurczecia dzieki obecnosci neocentromeréw [48]. Neo-
centromery zawierajg wszystkie biatka centromerowe zaréwno konstytutywne, jak i
fakultatywne z wyjatkiem CENP-B [por. 4). Funkcjonowanie neocentromer6w moze
by¢ regulowane przez mechanizmy epigenetyczne dzieki szczeg6lnej strukturze
drugorzedowej DNA, uwarunkowanej obecnos$cig sekwencji tandemowych [24].
Analogiczna sugestia zostata wysunieta na podstawie wynikdw badan neocentromerow
chromosomu Ab 10 u kukurydzy [19].

Nieaktywne centromery oczywiscie zawieraja DNA charakterystyczne dla cent-
romerow danego gatunku. Natomiast mimo obecnosci w nich satelitarnego DNA w
przypadku nieaktywnych centromeréw cztowieka brak jest w nich bgdz wszystkich
biatek centromerowych, badZ sg w nich tylko CENP-B, -G i -H (por. 4) [13].

3. DNACENTROMEROWY UROSLINWYZSZYCH

Badania molekularne DNA centromerowego u roslin wyzszych zostaty zapo-
czatkowane w latach 80. na modelowej roslinie dwulisciennej -Arabidopsis thaliana
- rzodkiewnik (ref. [32]), za$ u jednolisciennych - w latach 90. z wykorzystaniem
DNA trawy Brachypodium sylvaticum [2]. Dob6r obu gatunkéw nie byt przypadkowy.
Charakteryzuja sie one matym genomem, wobec czego udziat w nim sekwencji
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powtarzalnych jest stosunkowo niski (ref. [40]), co utatwia prze-szukiwanie bibliotek
genomowych, gtéwnie BAC (Bactenal Artificial Chromosome) i identyfikacje frakcji
sekwencji tandemowych przez tzw. wz6r drabinkowy w hybrydyzacji typu Southern.
U Arabidopsis thaliana (2n = 10,2C DNA = 0,4 pg) sekwencje powtarzalne stanowiag
zaledwie 25% genomu (ref. [60]). U tej rosliny sklonowano w 1986 r. sekwencje
tandemowg pALI o dtugosci monomerow 180 pz (Martinez-Zapater i wsp., ref. [18]).
Catkowita liczba kopii tej sekwencji wynosi ok. 5 x 103 co stanowi 1-1,5% genomu (ref.
[18]). Z kolei reprezentatywna sekwencja centromerowa dla roslin zbozowych- CCS1
- zostata sklonowana z dziko rosnacej trawy Brachypodium sylvaticum [2], (2n = 18,2C
rzedu 0,44-0,54 pg - w zalezno$ci od metody pomiardéw, ref. [9]).

Préby zastosowania innej metody celem uzyskania sekwencji centromerowych u
gatunku bogatego w DNA - Viciafaba (2n = 12,2C DNA = 26,7 pg) przez wycinanie
tych fragmentow izolowanego DNA, ktdre zostaty wyznakowane przeciwciatem
przeciwko CREST (autoprzeciwciato rozpoznajace kinetochory) nie dato oczekiwanych
wynikéw [21]. Warto zauwazy¢, ze Kilka lat péZniej analogiczne podejscie, ale z
zastosowaniem przeciwciata przeciwko centromerowemu biatku CENP-A doprowadzito
do uzyskania sekwencji DNA centromerowego, obecnego w centromerach jelenia
muntjaka (por. wyzej, 1) [54].

Podobna metoda zostata ostatnio uzyta w probach identyfikacji DNA centro-
merowego u jedynego badanego dotad przedstawiciela nagozalgzkowych - Pinus
densijlora. DNA izolowany z regionéw centromerowych i przylegajacych do nich
odcinkow chromosoméw mitotycznych zawierat mieszanine rozmaitych frakcji
powtarzalnych, w tym 26S rDNA. FISH z zastosowaniem jako sond réznych
sklonowanych sekwencji DNA ujawnita sygnaty w niektérych prazkach hetero-
chromatynowych; spos$réd uzytych sond z DNA centromerowym hybrydyzowata tylko
sekwencja rDNA [20]. Ten wynikjest podobny do uzyskanego drogg sekwencjonowania
chromosomu nr 3 u Arabidopsis thaliana (por. 3.1 [46]).

Wszystkie uzyskane dotad wyniki wskazujg na catkowitg rozmaitos¢ sekwencji
tandemowych wchodzacych w sktad DNA centromerowego, przy czym zaobserwowano
pewna ich homologie w grupie spokrewnionych gatunkdw oraz zréznicowanie w obrebie
poszczegblnych chromosomow tego samego gatunku.

3.1. DNA centromerowy u ro$lin dwulisciennych

Jak wspomniano wyzej, pierwszym gatunkiem, u ktérego sklonowano sekwencje
DNA centromerowego, byt Arabidopsis thaliana. U tego gatunku, po raz pierwszy na
materiale roslinnym, zostata wykazana przez Maluszynska i Heslopa-Harrisona w
1991 r. [32] metodg FISH centromerowa lokalizacja sekwencji 180 pz (klon pALI)
we wszystkich centromerach chromosomow mitotycznych. W jadrach interfazowych
autorzy ci stwierdzili obecno$¢ 10 sygnatow hybrydyzacyjnych, zas w triploidalnych
- 15. Autorzy ostroznie sformutowali stwierdzenie, ze sonda pALI daje sygnat
hybrydyzacyjny blisko centromerdw, ale jednoczesnie wykazali, ze heterochromatyna
przycentromerowa - w przeciwienstwie do samych centromerow - daje jaskrawa
fluorescencje po DAPI [32].
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Dalsze badania umozliwity pogtebienie wiedzy o strukturze molekularnej DNA
centromerowego u Arabidopsis thaliana. Metodami molekularnymi wykazano, ze
jedna z rodzin powtarzalnych sekwencji tandemowych u A. thaliana zawiera monomery
AS 1, AS2 iwspomniany dimer AL 1z monomerami 180 pz. Rodzina ta zostata nazwana
AtCon [45]. Sekwencje o wysokiej homologii do rodziny AtCon, rodzina AaKB27,
zostata wyizolowana z blisko spokrewnionego gatunku - Arabidopsis arenosa (ref.
[17]). Dtugie bloki powtdrzen 180 pz sa niekiedy przedzielone innymi powto6rzeniami.
Jednorodne uktady powtdrzen 180 pz osiggajg dtugosé ok. 0,6 Mpz [45].

Rodzina sekwencji AtCon, obecna w centromerach wszystkich 5 par chromosomoéw
uArabidopsis thaliana (ekotyp Columbia) zawiera tandemowe powtdrzenia dtugosci
178 pz [17]. Wyniki pordwnawczej analizy sekwencyjnej wielu tych kopii wykazaty
95% homologii oraz obecnos¢ dwoch motywow dtugosci 30 pz i 24 pz 0 99% homologii.
Sekwencje przy 3’ koricu w tych motywach sg podobne do sekwencji w centromerach
drozdzy i cztowieka wigzacych biatko centromerowe CENP-B (por. 4). FISH z
zastosowaniem peinej dtugosci klonu pAtMRI jako sondy, zawierajgcego cata rodzine
AtCon, wykazata silng i w przyblizeniu jednakowa hybrydyzacje do wszystkich
regionow centromerowych chromosoméw metafazowych. Do analizy lokalizacji i
zréznicowania miedzychromosomowego zostata zastosowana metoda PRINS (Primed
IN Situ), polegajaca na zastosowaniu starteréw, analogicznie jak w metodzie PCR. W
metodzie PRINS po przytaczeniu starteréw, w tych doswiadczeniach dtugosci od 12
do 27 pz, do chromosomow in situ, w obecnosci polimerazy Taq i znakowanych dNTP
nastepuje budowa sekwencji wedtug wzorca w chromosomowym DNA. Dobér 7 par
starteréw oparto na wynikach PCR. Wykazano, ze brak lub obecnos¢ sygnatéw jest
cechg poszczegolnych par chromosomdw homologicznych ijest charakterystyczny
dla zastosowanych par starterow [17].

Skonstruowanie zintegrowanej cytogenetycznej mapy krétkiego ramienia chro-
mosomu nr 4 Arabidopsis thaliana pozwolito na petne poznanie DNA centromerowego
i heterochromatyny przycentromerowej. Centralng domene w centromerze stanowig
znane juz tandemowe uktady monomeréw 180 pz, pomiedzy ktérymi znajdujg sie
powtorzone sekwencje bedace kopiami LTROw (Long Terminal Repeats - ref. [40])
retrotranspozonu Athila (z grupy Ty3-gypsy). DNA hetero-chromatyny
przycentromerowej, jaskrawo fluoryzujgcej po DAPI, jak to wykazano wczesniej [32],
sktada sie z ok. 700 kpz, zawierajgcych tandemowe powtorzenia i rozproszone elementy
sekwencji transpozonowych [10]. Obecno$é zgrupowan retro-transpozonéw przy
centromerach byta stwierdzona wczesniej metodg FISH prze-prowadzong na
zdekondensowanych witdknach chromosomowych (fiber-FISH, ref. [17]). W
heterochromatynie przycentromerowej znajduje sie rowniez sekwencja mi 167 obecna
w genomie w zaledwie 90 powtdrzeniach diugosci ok. 845 pz, zawierajagca 19
odwréconych powt6rzen do 31 pz i 16 prostych powtdrzen dtugosci do 16 pz [53].

Wyniki sekwencjonowania genomu Arabidopsis thaliana potwierdzity szczegélna
obfito$¢ ruchomych elementéw w heterochromatynie przycentromerowej; ich cytozyna
jest wysoko zmetylowana (ref. [39]). Dalsze szczeg6ty organizacji centromerow i
heterochromatyny przycentromerowej przyniosty wyniki sekwencjonowania wszystkich
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5 chromosomoéw Arabidopsis thaliana. Rozmiar regionu centromerowego w
chromosomie nr 1 zostat oceniony na 1,3 Mpz [52]. W chromosomie nr 2 w
heterochromatynie przycentromerowej nagromadzone saretroelementy z rodzin Ty3-
gypsy i Tyl-copia [31]. W chromosomie nr 3 rozmiary regionu centromerowego sg
rzedu 1,7 Mpz. W regionie tym, poza znanymi tandemowymi powtorzeniami 180 pz,
stwierdzono obecno$¢ prawie doskonatych telomerowych powtérzen ijeden zestaw
petnej jednostki rDNA (18S-5, 8S-25S) [46]. Bardziej szczegdtowe wyniki uzyskano
dla chromosomu nr 4, poniewaz metody poszerzono o FISH i barwienie DAPI na
chromosomach pachytenowych, dzigki czemu wskutek mato zaawansowanej
kondensacji chromatyny uzyskuje sie wieksza rozdzielczo$¢ niz w silnie skon-
densowanych chromosomach w metafazie mitozy. Poza powt6rzeniami tandemowymi
180 pz, w wewnetrznym odcinku obszaru centromerowego rozproszone sygnaty po
FISH wykazywaty sekwencje o niskiej powtarzalnosci. Ponadto sygnaty o niskiej
powtarzalnosci zostaty znalezione w bezposrednim sasiedztwie uktadéw tandemowych
180 pz. W regionie centromerowym FISH z sekwencjami 5S rDNA, zgodnie z wynikami
sekwencjonowania, dawata sygnaty pozytywne [33]. Podobnie w chromosomie nr 5 -
powtdrzenia 180 pz sg u niektorych ekotypow oflankowane przez zgrupowania sekwencji
5S rDNA. Przycentromerowa heterochromatyna zawiera retroelementy Athila [51].
Nalezy przypomniec, ze obecnos$¢ 5S rDNA w regionie centromerowym u Arabidopsis
thaliana zostata wczes$niej wykazana metodg FISH na chromosomach metafazowych.
U réznych ekotypow taka lokalizacja moze wystepowa¢ w chromosomie nr 3 lub nr 5
[11,35].

Przytoczone informacje wskazuja na znaczng réznorodnosé sekwencji DNA w
centromerach nawet u gatunku z tak matym genomem, jak Arabidopsis thaliana.

Diploidalne gatunki z rodzaju Brassica réwniez charakteryzujg sie matym genomem
- 2Crzedu 1,25 pg - idlatego, poza przynaleznoscig do tej samej rodziny co Arabidopsis
(Brassicaceae), mozna bylo szczegdtowo zidentyfikowac¢ u nich centromerowo-
specyficzne sekwencje DNA.

Punktem wyjscia dla klonowania sekwencji DNA centromerowych byly dwa gatunki
diploidalne: B. oleracea (n = x =9, genom CC) i B. campestris (n = x = 10, genom
AA). Wstepne wyniki wykazaty obecno$é u tych gatunkéw tandemowych sekwencji o
dtugosci monomeroéw 180 pz i 360 pz. Z sekwencji 360 pz z B. oleracea uzyskano
klon pBoKBI, za$ z B. campestris - klon pBcKB4. Po zsekwencjonowaniu okazato
sie, ze klony te r6znig sie pod wzgledem struktury I-rzedowej. Metodg FISH wykazano,
ze obie sekwencje daja sygnaty w centromerach. Jaskrawa fluorescencja po barwieniu
DAPI heterochromatyny przycentromerowej pozwolita na upewnienie sie, ze istotnie
sygnaty te pochodzg z DNA centromerowego. W warunkach wysokiej sity ptukania
(ang. high stringency) sonda z klonu pBoKBI u B. oleracea hybrydyzowata do
centromerow 7 par chromosomow homologicznych, przy czym jedna para centromerow
dawata wyraznie silniejszy sygnat. W takich samych warunkach ptukania klonpBcKB4
réwniez hybrydyzowat z centromerami 7 par chromosomow. U B. campestris klon ten
dawat sygnaty hybrydyzacyjne w 7 parach chromosoméw (w 9 - w warunkach niskiej
sity ptukania), ale tylko 4 wigksze i 2 mniejsze sygnaty z klonem pBoKBI. Zadna z
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tych sond nie dawata pozytywnych sygnatow u gatunku B. nigra, réwniez diploidalnego
(n = x = 8), ale z genomem BB. U trzech allotetraploidow, zawierajgcych rézng
kombinacje wymienionych ancestralnych gatunkéw diploidalnych (tzw. tréjkat U, ref.
[40]), FISH z obiema sondami u B. napus (n = 2x = 19, genomy AACC) dawata
pozytywne sygnaty w liczbie bliskiej liczbie chromosomow, ale byto ich mniej z sondg
pBoKB 1 U B. carinata (n = 2x = 17, genom BBCC) suma sygnatow pochodzacych z
obu klondw byta nizsza od liczby chromosoméw. U B.juncea (n = 2x = 18, genomy
AABB) dominujaca liczbe sygnatéw - w 8 parach chromosoméw homologicznych -
ujawniata sonda z B. campestris, natomiast sonda z B. oleracea dawata jeden silny
sygnat w jednej parze chromosomow i w 10 parach chromosoméw - stabe sygnaty.
Wyniki te wskazuja, ze centromerowe sekwencje DNA mogaby¢ genomowo-specyficzne
- dwa wspdlne dla gatunkéw diploidalnych B. oleracea i B. campestris - isg obecne
u gatunkow allotetraploidalnych, jezeli zawierajg one genom, z ktérego sekwencje te
zostaty sklonowane [14]. Nalezy podkresli¢, ze podobnie jak w odniesieniu do 45S
rDNA ijego ekspresji oraz 5S rDNA w tréjkacie U (ref. [40]) pod wzgledem ilosciowym
badane cechy nie sg po prostu suma cech charakteryzujgcych genomy ancestralne.
Zrdznicowane nasilenie sygnatéw hybrydyzacyjnych u gatunkéw Brassica, podobnie
jak u Arabidopsis thaliana [17] wskazuje na odmienng strukture molekularng DNA
centromerowego w poszczegblnych chromosomach tego samego gatunku, ale takg sama
w chromosomach homologicznych.

Nieco uwagi poswiecono obecnosci w regionach centromerowych sekwencji
mikrosatelitamych, ktére nalezg do grupy sekwencji tandemowych. U buraka cukrowego
wsrdd 7 zbadanych sekwencji di-, tri- i tetranukleotydowych, wybiorczg lokalizacje
metodg FISH w regionach centromerowych wykazano dla (CA)8- w 16 wséréd 18
chromosomow - i (GATA) - w centromerach i przylegajacych regionach 6 chromo-
soméw. Sekwencje (GA)Ri (TA)Dnie byty obecne w regionach centromerowych
[47]. U pomidora dtugie trakty sekwencji GATA sg, podobnie jak u buraka cukrowego,
zgromadzone w regionie centromerowym [3]. Brak jest dotad informacji dotyczgcych
ewentualnego znaczenia sekwencji mikrosatelitamych w centromerach.

3.2. DNA centromerowy uroslinjednolisciennych

Gtownym obiektem badan, zapewne ze wzgledu na znaczenie uzytkowe, byty rosliny
zbozowe itrzcina cukrowa, nalezace do rodziny Gramineae. Powszechnie obecnymi
sekwencjami DNA w centromerach u roélin zbozowych sg wykryte w 1996 r. sekwencje
CCS 1[2] oraz Sau3A9 [23]. Nastepnie okazato sie, ze sekwencja Sau3A9, jak iszereg
innych obecnych w centromerach zbéz, w tym specyficzna dla ryzu modyfikacja
sekwencji CCS 1, zawierajaretrotranspozony. Nalezy podkreslié, ze ruchome elementy
stanowig znaczna cze$¢ genomow traw. Wiekszos¢ z nich nalezy do subklasy z LTRami,
do rodzin copia igypsy. Wsrdd nich znaczna cze$¢ jest aktywna, tj. ich geny ulegaja
transkrypcji (elementy autonomiczne) lub pochodzg z elementéw pozbawionych
wszystkich lub niektérych genéw (elementy nieautonomiczne). Do autonomicznych
naleza retrotranspozony copia z grupy BARE-1 {Barley Retrotransposons) pow-
szechnej u Triticeae [56]. Retroelementy z rodziny gypsy- Ty3-gypsy moga pochodzi¢
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z elementéw autonomicznych lub nieautonomicznych. Te pierwsze zapewne
przemieszczaty sie do centromerdéw u wsp6lnego przodka Poaceae, w rezultacie czego
nastgpito ich szczeg6lne zageszczenie w przewezeniach pierwotnych [27]. Do rodziny
gypsy nalezg retroelementy cereba, wykryte w centromerach jeczmienia (por. nizej,
[22]). Nie wszyscy autorzy identyfikujgcy obecnos¢ rozmaitych retroelementow w
centromerach przypisujaje do konkretnej grupy retroelementéw. Informacje takie,
pochodzace z aktualizowanej bazy danych TREP (sierpien 2002) zostaty podane przy
tych retroelementach, co do ktorych brak jest w publikacjach odpowiednich komentarzy.

Rodzina sekwencji CCS1 (Cereal Centromeric Sequence) zostata sklonowana z
DNA Brachypodium sylvaticum (por. 3). Metoda FISH wykazano, ze sekwencja ta
jest obecna w centromerach pszenic (Triticum vulgare i Aegilops comosa), zyta,
kukurydzy i ryzu, ale nasilenie sygnatow hybrydyzacyjnych jest u tych gatunkow
rozmaite, tj. zmniejszajace sie u poszczegolnych gatunkéw w wymienionej kolejnosci.
Dzieje sie tak, poniewaz chromosomy ryzu sgok. 25 razy mniejsze od chromosomow
pszenicy, a ponadto centromerowe sekwencje ryzu - RCS1 {Rice Centromeric
Sequence) wykazujg zaledwie 51% homologii do CCS 1, za§ MCS1{Maize Centromeric
Sequence) kukurydzy - 48% homologii. U kukurydzy sygnaty hybrydyzacyjne w
centromerach tego samego gatunku wydajg sie by¢ réwnie silne z sondg CCS 1, jak iz
sondg MCS 1 (z wyjatkiem neocentromeréw - por. 2) [2].

Wyniki analizy sekwencyjnej CCS 1wykazaty obecnos¢ elementu 52-69 pz, ktéry
charakteryzuje sie 80% homologig do motywu wigzgcego biatko CENP-B w ludzkim
a-staelitamym DNA (por. 4); sekwencja 17 pz w CCS 1zawiera 8z 9 zasad niezbednych
do wigzania tego biatka [2].

Sekwencja MCS 1u kukurydzy zawiera cze$¢ LTROw podobnych do transpozonu
CentA oraz do przedstawicieli tandemowych powtérzen CentC. Miedzy sekwencjami
CentA i tandemowymi uktadami CentC znajdujg sie wcze$niej zidentyfikowane
retroelementy kukurydzy Huck i Prem2 (ten drugi jest zaliczany do elementow typu
copia wg aktualizowanej bazy danych). Wyniki FISH wykazaly, ze wystepowanie
elementéw CentA i CentC jest ograniczone we wszystkich chromosomach kukurydzy
do regionu centromerowego. Retroelementy Huck i Prem2 sg rozproszone wzdiuz
ramion chromosoma&w, przy czym elementy Huck znajdujasie w wiekszej koncentracji
w centromerach. Stwierdzono ponadto, ze chromosomowa organizacja CentA i CentC
jest odmienna w poszczegdlnych chromosomach, co zostato dowiedzione poprzez
analizy restrykcyjne irozmieszczenie wzoréw hybrydyzacyjnych po FISH [1].

Drugim rodzajem sekwencji odkrytej w 1996 r. jest wyizolowana z DNA (klonu w
BAC) sorgo {Sorghum bicolor) powtarzalna sekwencja Sau3A9 dtugosci 745 pz. Wyniki
FISH wykazaly, ze element tenjest obecny réwniez u innych zb6z, atakze w chromosomie
B zyta. Analiza intensywnosci sygnatéw po FISH z Sau3A9 jako sondg wykazatajednak
zr6znicowanie ich nasilenia, przypisywane odmiennej strukturze 1-rzedowej. Nasilenie
sygnatow przedstawia sie nastepujaco: sorgo > kukurydza > pszenica > owies > ryz.
Sekwencja Sau3A9 jest nieobecna w DNA i centromerach roslin dwulisciennych, co
zostato stwierdzone metodami hybrydyzacji Southern i FISH [23].
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Z innego klonu BAC zawierajacego DNA z Sorghum bicolor zostata sklonowana
odmienna sekwencja - Sau3Al. Uzyskany z niej subklon Sau3Al 0 o dtugosci 823 pz
sktada sie z 6 monomerdw zawierajgcych ok. 137 pz; monomery te sg zorganizowane
w 3 dimery, ktére sg wzgledem siebie homologiczne w 79-82%, a monomery w obrebie
dimeréw - w 62-72%. Fragment DNA sklonowany w plazmidzie Sau3A10 jest
oflankowany sekwencjg docelowg dla Sau3A (GATC), stad jego nazwa. Sekwencja
Sau3Al10, jak wykazaty wyniki FISH, hybrydyzujg z centromerami wszystkich
chromosomdéw Sorgho bicolor. Wyniki FISH przeprowadzonej na zdekondensowanych
fibrylach chromatynowych wskazujg, ze sekwencja ta jest zorganizowana w bloki
réznych rozmiaréw. Najdtuzszy z nich, z krotkimi rozproszonymi przerwami dtugosci
< 2 pm, osigga 27,36 pm, co po odpowiednim wykalibrowaniu odpowiada 81 kpz i
zawiera w przyblizeniu 590 monomerow z rodziny Sau3A10. Obok takich traktow
byty obecne dluzsze - 350 pm, ale z nieregularnymi przerwami rozmaitej dtugosci.
Sau3A10 hybrydyzuje z genomowym DNA innych gatunkéw Sorghum: sudanenese,
verticillijlorum, halepense, propinguum, ale nie hybrydyzuje z DNA genomowym S.
versicolor i kukurydzy. Wyniki te wskazuja, ze sekwencja Sau3A 10- w przeciwienstwie
do wczesniej opisanej Sau3 A9 - wydaje sie by¢ specyficzna dla gatunkow Sorghum z
sekcji Sorghum, a nie wystepuje u gatunku z sekcji Parasotghum [34].

W centromerach ryzu obok tandemowych powtdrzen RCS1, 168 pz, bedacych
fragmentami retrotranspozonow z grupy gypsy, znajdujg sie rodziny CCS 1i Sau3A9
(ref. [38]) oraz nalezace do tej grupy retroelementéw RIRE7 [38]. RIRE7 s rozproszone
gtéwnie w traktach dtugosci 320 pz, blisko tandemowych sekwencji RCS2. Obok
RIRE7 w centromerach ryzu znajduja sie liczne kopie innych retrotranspozonéw typu
gypsy-RIRE3 i RIRE8. Tandemowe sekwencje RCS2 w chromosomie 5 ryzu wydajg
sie by¢ zgrupowane w centralnej czesci centromeru [38]. W klonie RCS2 ziden-
tyfikowano sekwencje satelitarng CentO, zawierajgcg cztery tandemowo utozone
monomery o dtugosci 154 i 165 pz (ref. [5]). Ostatnio [5] wykazano, ze sekwencja
CentO tworzy bloki tandemowe i wykazuje znaczny stopiefi homologii do CentC
kukurydzy (por. wyzej). Wyniki FISH na chromosomach pachytenowych dowiodty, ze
sekwencja tajest obecna wytacznie w kazdym z 12 chromosomow ryzu. Z pomiardw
dokonanych po FISH na zdekondensowanych widknach chromatynowych wynika, ze
zawarto$¢ sekwencji CentO w poszczegdlnych chromosomach wynosi od 1,418 do
816,3 kpz u podgatunku japonica i od 1,898 do 599 kpz u podgatunku indica [5].
Analogiczne badania przeprowadzone na telocentrycznych chromosomach ryzu,
powstatych w wyniku pekniecia chromosoméw w regionie centromerowym wykazaty,
ze centromery w takich chromosomach zawierajg od 48 do 84% sekwencji CentO
obecnych w nonnalnych chromosomach. Ponadto stwierdzono obecno$¢ w centromerach
zyta specyficznego retrotranspozonu CRR z grupy Ty3-gypsy. CRR znajduje sie na
kraricach uktadéw tandemowych CentO. W poréwnaniu z centromerami, w $ladowych
zaledwie ilosciach CRR jest obecny w ramionach chromosomow [5].

Do specyficznych gatunkowo sekwencji DNA centromerowych nalezy element
AWRCI, wyizolowany z zyta, hybrydyzujacy tylko do centromerdw zyta, przy braku
sygnatéw w centromerach innych traw [28]. Fakt ten zostat wykorzystany w
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doSwiadczeniach dotyczacych DNA centromerdéw w translokacjach Robertsonowskich
upszenzyta. W metodzie FISH zastosowano dwie sondy: RCS1, sekwencje pochodzacg
z ryzu, ale obecna réwniez w centromerach pszenicy oraz sekwencje AWRCI,
specyficzng dla zyta. W przypadku rownego podziatu/fuzji centromeréw pochodzacych
zchromosomow kazdego gatunku, sygnat po FISH z uzyciem AWRC1jako sondy byt
zlokalizowany wytgcznie we fragmencie centromeru z chromosomu zyta; druga czesé
hybrydyzowata z sekwencjg RCS 1 Jezeli caty centromer pochodzit badz z chromosomu
zyta, badz pszenicy, sygnaly zawsze odpowiadaty sekwencji DNA centromerowego
tego gatunku, z ktérego pochodzito ramie chromosomu [59].

U trzciny cukrowej (Saccharum officinarum, trawy - Gramineae) stwierdzono
obecnos$¢ centromerowych tandemowych sekwencji o dtugosci monomeru 140 pz,
zawierajacego trzy motywy wiazace biatko CENP-B (por. 4). Wsérdd 41 monomerow
wchodzacych w skiad tych sekwencji tandemowych istniejgrdznice w strukturze I-rzedowej;
homologia wynosi od ponad 50% do blisko 100%, $rednio 75% i dlatego te grupe
powtarzalnych sekwencji nazwano ,rodzing SCEN” {Saccharum CENtromeric
sequences). Liczba kopii/genom haploidalny wynosi 2,6 x 105i odpowiednio $rednio 4,6 x
103 na chromosom. Metodg FISH z zastosowaniem jako sondy fragmentu DNA
zawierajacego 5 monomerdw wykazano, ze sekwencja tajest specyficzna dla centromerdw,
ale przy wysokiej sile ptukania sygnat byt obecny nie we wszystkich chromosomach. Po
zredukowaniu sity ptukania wyznakowanych byto 106 ze 112 chromosomoéw. Ponadto
intensywnos$¢ sygnatu byta rozmaita. Metodg hybrydyzacji Southern nie stwierdzono
obecnosci tych sekwencji u innych traw [46].

W badaniach opublikowanych w 2001 r. autorzy zajmujg sie niemal wylgcznie
lokalizacjg i charakterystyka retrotranspozondw obecnych w centromerach roslin
zbozowych, wzbogacajagc wiedze na ten temat uzyskang w poprzednich latach. U
pszenicy {Triticum aestivum) wykazano metodg FISH obecno$¢ w centromerach
sekwencji Tail, ok. 560 pz (zaliczanej do tandemowych, niesklasyfikowanych retro-
elementéw wg aktualizowanej bazy danych). Sekwencja ta zostata wczesniej wykryta
w regionach subtelomerowych uLeymus racemosus, gatunku nalezacego do Triticeae,
(ref. [40]). Obok tej sekwencji stwierdzono u pszenicy wystepowanie retroelementu
Ty3/gypsy. W centromerach poszczegdlnych chromosomoéw pszenicy znajdujg sie
odmienne ukfady obu tych sekwencji. Sekwencje Tail, w roznej liczbie kopii, najczesciej
byty rozproszonymi grupami nietworzacymi uktadéw tandemowych (w przeciwienstwie
do strefy subtelomerowej - ref. [40]). Taki uktad zostat uznany za skutek aktywnej
insercji sekwencji Ty3/gypsy do pierwotnie istniejgcych uktadéw tandemowych Tail.
W przeciwienstwie do sekwencji Tail, sekwencje Ty3/gypsy wydajq sie wystepowac
w podobnej liczbie kopii we wszystkich chromosomach, poniewaz intensywnos$¢
sygnatow po FISH jest zblizona [25]. Blizsza charakterystyka obecnych w centromerach
pszenicy elementéw podobnych do Ty3/gypsy wykazata, ze zawierajg one geny kodujace
integraze, za$ zastosowanie FISH na zdekondensowanych fibrylach chromatynowych
umozliwita stwierdzenie, ze sg one utozone tandemowo, obecne w wiecej niz 70 kopiach/
centromer, przy czym jeden element wystepuje $rednio na ok. 50-65 kpz w obrebie
wspomnianej wyzej sekwencji CCS1 [12].
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Ujeczmienia (Hordeum vulgare) w obrebie sekwencji Sau3 A sklonowano element
cereba (centromeric retroelement of barley) z rodziny gypsy. Element ten jest
autonomiczny i hybrydyzuje ze wszystkimi centromerami jeczmienia (ref. [22]). WyniKki
nastepnych badan molekularnych i z zastosowaniem metody PRINS (por. 3.1.)
wykazaty, ze retroelementy cereba wystepujg w trzech kopiach w obrebie sekwencji
23 kpz iwraz z LTRami o dtugosci ok. 1kpz i sekwencjami satelitarnymi bogatymi w
GC stanowig gtowny sktadnik centromerdw jeczmienia. [22]. Zageszczenie
retroelementéw w centromerach jeczmieniajest wiec wyzsze niz obliczone dla pszenicy
(jeden z grupy gypsy na 55 kpz [12]) lub centromerdéw sorgum (dwa takie elementy w
obrebie sekwencji dtugosci 90 kpz, ref. [22]). Ujeczmienia sekwencja mikrosatelitama
(GAA)7jest zlokalizowana wokdt centromer6w (ref. [47]).

Przedstawione wyniki badarn centromerdw u traw wskazuja, ze u zbdéz dominujacym
sktadnikiem sg retroelementy z rodzin copia igypsy. U zb6z, obok sekwencji wspélnych
lub nieznacznie réznigcych sie pod wzgledem homologii, wykryto sekwencje specyficzne
dla gatunku. W poszczeg6lnych chromosomach tego samego gatunku intensywnos$¢
sygnatéw po FISH bywa zr6znicowana, co jest spowodowane nieco odmienngstruktura
I-rzedowg ich DNA. Réznice miedzychromosomowe sg wspdlng cechg wszystkich
zbadanych pod tym wzgledem gatunkow - zaréwno w krélestwie zwierzat, jak iroslin.

4. BIALKA CENTROMEROWE

Biatka zaangazowane w funkcjonowanie centromeréw - CENP (CENtromeric
Protein) naleza do dwdch klas. Pierwsze z nich to biatka uczestniczace w strukturze
centromerdw i chromatyny centromerowej; biatka te sg odpowiedzialne za tworzenie
kinetochoréw i moga regulowaé inne funkcje regionu centromerowego, takie jak:
kondensacja chromatyny i kohezja siostrzanych chromatyd. Sato biatka konstytutywne,
poniewaz znajdujg sie w centromerach podczas catego cyklu komérkowego. Do drugiej
klasy biatek-fakultatywnych (przejsciowych) zaliczane sate biatka, ktére uczestnicza
w procesie formowania i funkcjonowania wrzeciona podziatowego oraz przemieszczania
sie siostrzanych chromatyd lub chromosomdw homologicznych do przeciwlegtych
biegunéw podczas mitozy i mejozy ([8], ref. [13]). W tej czesci artykutu bedg omawiane
tylko biatka zaliczane do pierwszej klasy, tj. CENP. Informacje na temat biatek
przynaleznych do drugiej klasy mozna znalez¢ w artykutach przeglagdowych [8, 41,
42, 58]. Niektdre biatka obu typow znajdujg sie w strukturze zwanej kompleksem
centromer-kinetochor i dlatego sg one zaliczane do CENP. CENP konstytutywnym
przypisywany jest udziat w montowaniu kinetochoru i/lub udziat wjego dojrzewaniu
(ref. [58]). Mimo pewnych réznic struktura kinetochoru u drozdzy, zwierzat i roslin
jest podobna, tj. tréjwarstwowa, a poszczegolnym warstwom przypisuje sie obecno$é
rozmaitych CENP (ref. [58]).

Do biatek konstytutywnych nalezg CENP-A, CENP-B i CENP-C, do fakultatywnych
- CENP-E, CENP-F, CENP-G i CENP-H. Obecno$¢ i lokalizacje tych biatek stwierdza
sie metodami immunocytochemicznymi z uzyciem przeciwciat przeciwko poszcze-
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g6Ilnym biatkom. Ogromna wiekszo$é uzyskanych dotad wynikéw dotyczy drozdzy i

zwierzat.

CENP-A jest podobne do histonu H3. Przypisuje sie mu kluczowa role w umiejsco-
wieniu i podtrzymaniu struktury Kinetochoru, znajduje sie ono bowiem w chroma-
tynie przylegajacej do wewnetrznej warstwy kinetochoru. Jest ono prawdopodob-
nie obecne réwniez u roslin, chociaz fakt ten nie zostat dotad potwierdzony do-
$wiadczalnie. Homologiem tego biatka u Saccharomyces cerevisiae jest Cs4, a u
Drosophila melanogaster - CID. Stwierdzono jego brak w nieaktywnych centro-
merach w dicentrycznych chromosomach, natomiast wystepuje w neocentrome-
rach u cztowieka (ref. [13, 54, 58]).

CENP-B jest biatkiem powszechnie wystepujagcym u ssakéw, ale nieobecnym w po-
zbawionym centromerowych sekwencji a-satelitamych w centromerze chromoso-
mu Y u cztowieka oraz w neocentromerach; natomiastjest obecne w nieaktywnym
centromerze w dicentrycznych chromosomach (ref. [13,44]). U wielu gatunkow
eukariotycznych w niektorych sekwencjach DNA wchodzgcych w skiad centro-
meru istnieje motyw YYYYGTTNNNAACRR (u cztowieka) lub YYYYGTRCT-
TCTAACRRRR (u Arabidopsis thaliana), gdzie Y = C lub T, N = dowolny nu-
kleotyd, R = G lub A (ref. [17, 25]). U Triticeae DNA specyficzne dla centrome-
row zawierajg motywy o znacznej homologii do tych sekwencji [2]. Obecnos¢ tego
typu sekwencji stwierdzono réwniez u Arabidopsis thaliana [17] iu trzciny cukrowej
[36]. Wystepowanie CENP-B zostato stwierdzone u fasoli (Phaseolus vulgaris, ref.
[58]). Wystepowanie tego biatka w nieaktywnych centromerach w dicentrycznych
chromosomach [13] oraz fakt, ze brak genu kodujagcego CENP-B nie zaktdca ani
powstawania kinetochoréw, ani przebiegu mitozy [4], budzi watpliwosci co do zna-
czacej jego roli w funkcjonowaniu kompleksu centromer-kinetochor.

CENP-C jestjednym z najlepiej scharakteryzowanych biatek centromerowych u wie-
lu gatunkow, w tym réwniez u roslin - u kukurydzy (z wyjatkiem neocentromerdéw
- ref. [41]), bobu ijeczmienia (ref. [58]). Obecne jest ono tylko w aktywnych
centromerach, a takze w neocentromerach iw ludzkich minichromosomach, kt4-
rych centromery sg pozbawione a-satelitarnego DNA (ref. [13, 41]). U ssakéw
CENP-C wiaze sie bezposrednio z DNA, dzieki czemujest zlokalizowane w we-
wnetrznej warstwie kinetochoru. Jest ono obecne w ciggu catego cyklu komorko-
wego. Wiele dowodéw wskazuje, ze CENP-C jest niezbedne dla funkcjonowania
kinetochoru. Homolog CENP-C u Saccharomyces cerevisiae - Mif 2p - jest
podstawowym biatkiem, ktére wspotdziata z centromerowym DNA. Uwaza sig,
ze podobnie jak CENP-C u wyzszych Eukaryota petni ono funkcje strukturalng
we wczesnym etapie montowania kinetochoréw. U kukurydzy zsekwencjonowano
cDNA dla CENP-C; poréwnanie catosci tej sekwencji z przewidziang na tej pod-
stawie sekwencjg aminokwasdw z banku genow Arabidopsis thaliana wskazuje
na podobienstwo rzedu 37%. Najwieksza homologia sekwencji kukurydzy iAra-
bidopsis thaliana oraz jedyny wyrazny region homologiczny miedzy roslinami,
zwierzetami i grzybami przypada na region zawierajgcy 23 aminokwasy, zwany
regionem | (ref. [58]).
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CENP-E uwazane jest za biatko posredniczace w przemieszczaniu sie chromoso-
mow do strefy rownikowej wrzeciona podziatowego podczas prometafazy. Biat-
ko to jest nieobecne w nieaktywnym centromerze dicentrycznego chromosomu,
natomiastjest obecne w neocentromerach (ref. [7,13]). Obecno$¢ CENP-E stwier-
dzono w centromerach bobu ijeczmienia (ref. [58]).

CENP-F znajduje sie - poza normalnymi centromerami - takze w neocentromerach,
ale nie wystepuje w nieaktywnych centromerach dicentrycznych chromosomoéw
(ref. [13]). Jego obecnos$¢ zostata stwierdzona ujeczmienia. Biatko to znajduje sie
w jadrze podczas fazy G2 i przemieszcza sie do kinetochoréw podczas profazy,
jest z nimi zwigzane podczas metafazy i wczesnej anafazy, po czym zanika. CENP-
F uczestniczy we wczesnych stadiach dojrzewania kinetochordw. Przeciwciata
przeciw ludzkiemu CENP-F silnie reagujg z ro$linnymi kinetochorami, co sugeru-
je konserwatywny charakter tego biatka (ref. [ 58]).

CENP-G zostato dotad zidentyfikowane tylko u ssakow (ref. [41]). Znajduje sie ono
réwniez w nieaktywnym centromerze w dicentrycznym chromosomie, a takze w
neocentromerach (ref. [13]). W chromosomach cztowieka jest ono potaczone z
centromerami podczas interfazy cyklu komérkowego, po czym przemieszcza sie
do wewnetrznej ptytki kinetochoru podczas mitozy (ref. [7]).

CENP-H jest ostatnio zidentyfikowanym, na razie tylko u ssakéw, biatkiem wewnetrz-
nym kinetochoréw (ref. [41,49]).

Do biatek centromerowych zaliczane jest INCENP (Inner CENtromere Protein).
Nalezy ono do biatek fakultatywnych (przejsciowych), uczestniczy w segregacji
chromosoméw i w cytokinezie u zwierzat. Jest ono zlokalizowane w regionie
centromerowym podczas metafazy ijest potaczone z kinetochorem (ref. [49]). INCENP
pojawia sie w jadrze podczas fazy G2, po czym uklada sie wzdtuz ramion kon-
densujacych chromosoméw w profazie, nastepnie gromadzi sie przy centromerach
podczas prometafazy. Wraz z zapoczatkowaniem anafazy biatko to opuszcza centromery
i przemieszcza sie do centralnej czesci wrzeciona, jednoczesnie z zanikiem kohezji
(por. 5) siostrzanych chromatyd. INCENP jest obecne takze w nieaktywnym centromerze
chromosomu dicentrycznego, chociaz - jak mozna wnosi¢ z rdéznicy w nasileniu
fluorescencji w badaniach immunocytochemicznych - wystepuje w iloSci mniejszej
niz w aktywnym centromerze [55].

Z przedstawionych danych wynika, ze z grupy CENP konstytutywnych tylko CENP-
A i CENP-C sg obecne w aktywnych centromerach i w neocentromerach, natomiast
CENP-B wydaje sie nie odgrywac istotnej roli, poniewaz jest nieobecne w aktywnym
centromerze chromosomu Y u cztowieka, ale wystepuje w nieaktywnych centromerach
dicentrycznych chromosomdw. Z grupy CENP fakultatywnych do powstania w petni
funkcjonalnego kompleksu centromer-kinetochor niezbedne sg CENP-E i CENP-F,
za$ rola CENP-G i CENP-H, obecnych takze w nieaktywnych centromerach, podobnie
jak konstytutywne CENP-B, niejest dotad dostatecznie wyjasniona.
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5. KOHEZJA CHROMATYD W REGIONIE CENTROMEROW

Niektére biatka wchodzace w sktad kompleksu kohezyny (tj. biatek uczestniczacych
w przyleganiu siostrzanych chromatyd) wigzg sie prawdopodobnie z chromosomami
za posrednictwem specyficznych sekwencji DNA bogatych w AT (ref. [15]). Biorac
pod uwage fakt, ze rozdzielenie chromatyd siostrzanych nastepuje wcze$niej niz podziat
centromerdéw (sygnalizujacy poczatek anafazy) przyjmuje sie, ze podczas mitozy u
wyzszych Eukaryota kohezja i rozdzielenie ramion siostrzanych chromatyd i cent-
romerow sgregulowane odmiennie. W$rod biatek uczestniczacych w kohezji wyréznia
sie biatka zwiazane z ramionami chromatyd oraz z centromerami (ref. [26, 43]). U
Drosophila melanogaster zidentyfikowano biatko MEI-S332, ktére gromadzi sie
wybiérczo w centromerach, jak to wykazano in situ metodg immunocytochemiczng
[30]. Biatko to pojawia sie na centromerze podczas prometafazy, zanim nastgpi
potgczenie mikrotubul z kinetochorem, po czym odtgcza sie od centromeréw w
momencie zapoczatkowania anafazy (ref. [7,15,26,43]). Natomiast u przedstawiciela
nizszych Eukaryota, Schizosaccharomycespombe, specyficzne dla mejozy biatko Rec
8 uczestniczy zarowno w kohezji chromatyd, jak i centromerow, przy czym zanika ono
najpierw z ramion chromosomdéw, a z obszaru centromerowego - dopiero w anafazie
Il podziatu mejotycznego (ref. [26]). W przeciwienstwie do rozdzielania ramion
chromatyd, do separacji centromerdw nie jest konieczna aktywno$é fosfatazy. Nastepna
roznica miedzy mechanizmem rozdziatu ramion chromatyd i ich centromerow zostata
wykazana w doswiadczeniach, w ktorych zastosowano inhibitory topoizomerazy II:
tworzenie wrzeciona i przemieszczanie sie chromosomow do ptaszczyzny réwnikowej
odbywa sie normalnie, ale w anafazie chromatydy rozdzielaja sie tylko w regionie
centromerowym, pozostajgc nadal potgczone ramionami, w wyniku czego powstaje
jadro tetraploidalne (ref. [43]).

6. WNIOSKI

Dane dotyczace DNA centromeréw wskazujg na ogromna réznorodno$¢ dotad
zidentyfikowanych sekwencji. Pewne podobienistwo sekwencji centromerowych
ogranicza sie do waskich grup, np. rzad Naczelne, lub rodzajéw, np. jelenie, Arabidopsis,
czy dwa z trzech zbadanych diploidalnych gatunkéw Brassica. W duzej grupie roslin
zbozowych gtéwnymi (jezeli nie jedynymi) sekwencjami centromerowymi sg
retroelementy, co zapewne jest zwigzane z dominujagcym ich udziatem w genomie traw.
Wsp6lng cechag centromeréw wszystkich dotad zbadanych gatunkéw sa uktady
tandemowe sekwencji DNA oraz - w obrebie tego samego gatunku - pewne rdznice w
strukturze I-rzedowej budujgcych je monomerdw w poszczego6lnych chromosomach.
Trzecia, co prawda nie u wszystkich obiektéw wykazang cechg wspélng, jest obecnos¢
zdegenerowanej sekwencji 16-18-nukleotydowej, wigzacej biatko CENP-B. Jednak
brak tego biatka w aktywnym centromerze chromosomu Y u cztowieka, atakze obecnos¢
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w nieaktywnych centromerach chromosomoéw dicentrycznych, budzi watpliwosci co
dojego roli w funkcjonowaniu centromerdw. Znaczacy udziat okreslonych sekwencji
DNA centromerowego, poza ich uktadem tandemowym, réwniez nie jest oczywisty,
poniewaz DNA w aktywnym neocentromerze rézni sie znacznie od DNA obecnego w
normalnym centromerze. Watpliwosci takie {Centromeric DNA - is the sequence
important? [7]) sa wysuwane przez wielu autoréw [7, 42, 50, 57]. Nalezy jednak
uwzgledni¢ mozliwo$é, ze jeszcze nie zostaty wykryte te sekwencje DNA, ktére mogtyby
by¢ obecne we wszystkich funkcjonalnych centromerach [57]. Wielkie nadzieje w tej
sprawie sgwigzane z konstrukcjg sztucznych chromosomow, co - jak dotad - napotyka
na znaczne trudnosci u wyzszych Eukaryota, zapewne ze wzgledu na wielkg rozmaito$¢
i obfitos¢ sekwencji centromerowych, w przeciwienstwie do drozdzy Saccharomyces
cerevisiae, u ktérych jedyna sekwencja 125 pz funkcjonuje jako kinetochor. Przy
konstruowaniu ludzkich sztucznych chromosoméw (HAC) wykorzystuje sie badz petne
centromery chromosomow X i'Y, badz probuje sie wprowadzi¢ sklonowane sekwencje
centromerow [29].

Wielu autoréw jest zdania, ze wobec braku sekwencji konserwatywnych w
poznanych dotad centromerowych DNA, te rozpoznane dostarczajg tylko cze$é
informacji koniecznych dla uruchomienia funkcji centromerdw, a pozostata kontrola
ma charakter epigenetyczny [19,24,42], przy czym strukturalng podstawg sa uktady
tandemowe DNA [19,42]. Na przyktadzie neocentromeréw w chromosomie Ab 10 u
kukurydzy (por. 2) sugeruje sie, ze znajdujgce sie w nich uktady tandemowe moga
dziata¢ w uktadzie trans [19, 42]. Epigenetyczne mechanizmy przypisywane sg
powstawaniu funkcjonalnych neocentromerdw u wielu innych organizméw (ref. [24,
42, 571). Do tych mechanizméw moze by¢ zaliczony odpowiedni poziom acetylacji:
wzmozony poziom acetylacji histonéw powoduje zaktdcenia w funkcjonowaniu
kinetochordw u Schizosaccharomycespombe [57]. Termin ,kontrola epigenetyczna”
jest uzywany przez wielu autoréw, ale jego trafno$¢ w odniesieniu do funkcjonowania
centromerdw nie jest poparta dowodami doswiadczalnymi.

Biatko CENP-A obecne we wszystkich aktywnych centromerach (por. 4), bedace
wariantem histonu H3, moze by¢ uznane za kluczowy element determinujacy
wyznaczenie lokalizacji kinetochoréw, co jest gtéwng funkcjg centromerow [41, 49,
50, 57]. U Drosophila jego analog CID warunkuje obecno$¢ w centromerach biatka
kohezyjnego (por. 5) MEI-S332 [49]. U Caenorhabditis elegans brak CENP-A
uniemozliwia wigzanie biatka CENP-E, istotnego dla przemieszczania sie chro-
mosomow podczas prometafazy (ref. [49]). W publikacji z 2002 r. [49] biatko CENP-
A zostato uznane za dominujace w hierarchii czynnikéw regulujacych istotng role
centromerdw i tworzenie kinetochoru. Identyfikacja biatek wspétdziatajgcych w obrebie
chromatyny centromerowej z CENP-A i stwierdzenie, w jaki sposéb biatka CENP-A
wspotdziatajg z roznymi centromerowymi DNA, powinny by¢ przedmiotem przysztych
badan, ktérych wyniki utatwig dalsze préby konstruowania sztucznych chromosomow,
majacych znaczenie w procedurach biomedycznych iw biotechnologii [49].
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Streszczenie. Nalezace do uktadu rozproszonych neuroektodermalnych komérek dokrewnych APUD
komarki przypecherzykowe C odgrywaja istotng i nie do konca jeszcze wyjasniong role w utrzymaniu
homeostazy catego organizmu. Kazdy rok przynosi coraz to nowsze doniesienia ukazujace ztozonos¢
ich struktury oraz funkcji. Komérki C majg receptory dla wielu hormonéw i sg zrédtem licznych
peptydéw regulacyjnych o dziataniu auto-, para- i endokrynnym. Niektére z nich, m.in. kalcytonina
oraz somatostatyna maja istotne znaczenie praktyczne i znalazty zastosowanie w leczneniu wielu scho-
rzen. Wielonarzadowa lokalizacja receptoréw dla wspomnianych peptydéw regulacyjnych wskazuje
namozliwos$¢ ich ogélnoustrojowego, wielokierunkowego oddziatywania. Maja one zasadnicze znacze-
nie w regulacji metabolizmu wewnatrzkomdérkowego, procesu wzrostu i réznicowania komérek, gospo-
darki wapniowo-fosforanowej, jak rowniez wptywaja na synteze i uwalnianie innych hormonéw. Zagad-
kowos$¢ oraz wielorakos$¢ funkcji komdérek C stanowito podstawe do podjecia proby krétkiego przedsta-
wienia aktualnego stanu wiedzy na ich temat.

Stowa kluczowe: Komorki C, peptydy regulacyjne, kalcytonina, receptor kalcytoninowy.

Summary: Parafollicular cells (C ), belonging to dispersed neuroectodermal endocrine cells system
(APUD), play important and not clearly explained part in homeostasis of all the organism. Every year
brings newer and newer discoveries showing their structure and function complexity. C cells have recep-
tors for various hormones and are the source of numerous regulating peptides of auto-, para- and
endocrine activity. Some ofthem, among other calcitonin and somatostatin, have a practical meaning and
are used in the treatment of many diseases. Multiorgan receptors localization for mentioned peptides
suggests the possibility of systemic multidirectional reaction. They are of principal significance in
intracellular metabolism regulation, cells growth and differentiation, calcium and phosphorus metabo-
lism, and influence other hormones synthesis and release. The puzzle and multiple functions of C cells
was the ground on which we have tried to present the current state of knowledge.

Key words: C cells, regulatory peptides, calcitonin, calcitonin receptor.
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Komorki przypecherzykowe, czyli komorki C gruczotu tarczycowego, ze wzgledu
na ich niezaprzeczalng role w utrzymaniu homeostazy catego organizmu pozostajg
nadal w kregu zainteresowan wielu badaczy. Ich czynnosciowa odrebnos¢ w tarczycy
opisywali wczes$niej niektorzy autorzy, jednak dopiero Pearse, w 1966 roku wskazat
na grzebienie nerwowe, jako na pierwotne zrédto prekursoréw komérek C, wiaczajac
je tym samym do uktadu rozproszonych neuroektodermalnych komérek dokrewnych
[61,62]. Ze wzgledu na posiadang przez wszystkie te komérki zdolnos¢ gromadzenia
prekursoréw amin biogennych iich dekarboksylacji, Pearse zaproponowat zaliczy¢ je
do uktadu ,,APUD” (amine precursor uptake and decarboxylation) [61]. Zdaniem
wielu autoréw za ektodermalnym pochodzeniem komoérek C maja przemawiac
wykrywane w nich substancje typowe dla komérek nerwowych, cechy morfologiczne
i mechanizm APUD [8,14,40,59].

W badaniach przy uzyciu technik radioimmunologicznych (RIA) wykazano, ze
komérki produkujace kalcytonine pojawiajg sie w tarczycy u ludzijuz okoto czternastego
tygodnia zycia ptodowego, tj. przed rozwojem struktur pecherzykowych i ich ilos¢
stopniowo wzrasta. Ponadto zaobserwowano brak réznic w lokalizacji oraz w liczbie
komoérek C miedzy ptodami rozwinietymi prawidtowo i aencefalicznymi [45].
Obserwacje te mogag wskazywaé, ze czynniki oSrodkowe nie sg konieczne do
prawidtowego rozwoju i dojrzewania komorek C. Fizjologiczne znaczenie tak
wczesnego pojawienia sie komorek C nie jest do korica wyjasnione. Prawdopodobnie
obecna w wieku ptodowym kalcytonina moze odgrywac istotng role w procesie
osteogenezy, chociaz obecnos¢ ognisk kostnienia stwierdza siejuz w 6smym tygodniu
zycia ptodowego, a wiec wczesniej niz komdrek uwalniajacych kalcytonine. Ponadto
w pierwszym trymestrze cigzy stezenie wapnia w osoczu ptodu jest obnizone, co moze
sugerowaé, ze wapn nie jest jedynym czynnikiem wptywajacym na uwalnianie
kalcytoniny [45]. Dodatkowo czynniki odpowiedzialne za powstanie wola nawrotowego
réwniez pozostajg bez wptywu na komoérki C [67].

Ultrastruktura komaérek C jest bardzo podobna u wszystkich badanych gatunkéw
ssakdw i wyraznie rézni sie od ultrastruktury komaérek pecherzykowych (F) tarczycy.
Istotng jej cecha sg liczne, okragte, geste elektronowo, otoczone pojedyncza btong
ziarnawydzielnicze [43,70]. Zabel iwsp., wykrywajac kalcytonine (CT) i somatostatyne
(ST) w skrawkach tarczycy szczura stwierdzili, ze komérki C wytwarzajace jed-
nocze$nie CT i ST magazynuja te peptydy #acznie w tych samych ziarnach
cytoplazmatycznych [3,97]. Komorki C przylegaja $cisle do podstawy komoérek F, nie
wystepujajednak miedzy nimi desmosomy lub inne typowe dla nabtonkdéw potaczenia.
Btona podstawna jest wspolna dla pecherzyka i przylegtych do niego komérek C.
Niektorzy badacze wyrdzniajg specjalne czynnosciowe zespoty strukturalne tarczycy
w postaci gron pecherzykdw (epiteliomerow), lezacych w odpowiednio rozgatezionej
przestrzeni otoczonej wspdlng btong podstawng [88].

Komdrki C majg liczne receptory btonowe i cytoplazmatyczne. Ostatnio coraz
czesciej zwraca sie uwage na znaczenie ekspresji btonowych receptorow wapniowych
oraz somatostatynowych w prawidtowych i zmienionych nowotworowo komérkach
przypecherzykowych. Sytwierdzono, ze za posrednictwem receptoréw wapniowych i
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kinazy biatkowej C (PKC) wzrost stezenia wapnia zjonizowanego w przedziale
pozakomdrkowym jest czynnikiem stymulujacym do uwalniania zaréwno kalcytoniny,
jak iserotoniny (5-HT) [24, 33,44,46,73,96]. Nadmiar jonéw wapniowych zwieksza
sekrecje kalcytoniny, nie wptywajac przy tym bezposrednio na ekspresje genu CT/
CGRP (CGRP - peptyd pochodny genu CT). Hyperkalcemia tylko na poczatku
prowadzi do wzrostu stezenia kalcytoniny w osoczu, jezeli utrzymuje sie przez dtuzszy
czas, pozostaje bez wplywu. Zastosowanie jonoforéw Ca+' lub aktywatorow kanatu
wapniowego zwieksza wychwytjonow wapniowych przez komoérki C oraz powoduje
wzmozong sekrecje kalcytoniny, a blokery kanatu wapniowego hamujac wychwyt tych
jonoéw redukuja zaréwno podstawowe, jak i stymulowane przez jony wapniowe
uwalnianie kalcytoniny [63]. Celem wyjasnienia mechanizmu uwalniania kalcytoniny
postuzono sie fenytoingi lignokaing, zwigzkami wplywajgcymi na stabilizacje btony
komorkowej. Okazalo sie, ze miejscowe zastosowanie tych zwigzkow nie powodowato
zmiany podstawowego stezenia kalcytoniny, natomiast hamowato stymulowane przez
jony wapniowe, glukagon i pentagastryne uwalnianie kalcytoniny zaréwno w warunkach
in vitro, jak i in vivo [16,41,63,74].

Receptory somatostatyny sg obecne w prawidtowej oraz zmienionej chorobowo
tkance tarczycowej, aczkolwiek ich udziat w regulacji proceséw wzrostowych niejest
do konca wyjasniony [23,49,98]. Ze znanych pieciu podtypéw receptoréw somato-
statynowych, podtyp drugi i piaty (STR2 i STR5) majg podstawowe znaczenie w
procesach proliferacyjnych. Zastosowanie selektywnego agonisty STR2 powoduje
zahamowanie wychwytu znakowanej tymidyny oraz hamuje proliferacje komorek C.
Przeciwnie, selektywny agonista STR5 zwieksza wychwyt tymidyny oraz synteze DNA,
nie wptywajac przy tym na proliferacje komdrek C. Efekt zalezny od pobudzenia obu
receptorow wskazuje na mozliwos¢ interakcji miedzy nimi, tym bardziej ze agonista
STR5 znosi skutki zalezne od pobudzenia STR2 i odwrotnie [23,98]. Obecnos¢
receptoréw somatostatynowych w komérkach C, a takze w innych komorkach
neuroendokrynnych umozliwia zastosowanie analogéw somatostatyny (octreotyd,
lanreotyd) zaréwno w terapii, jak iw diagnostyce klinicznej, szczegdlnie w przypadku
wykrywania nowotworowych zmian przerzutowych z zastosowaniem scyntygrafii
[5,42,84,90].

W zwierzecym modelu do$wiadczalnym hiperprolaktynemii zaobserwowano
podwyzszone stezenie kalcytoniny w osoczu, zalezne od zwiekszonego uwalniania
hormonu przez gruczot tarczowy za posrednictwem cAMP, aczkolwiek inkubacja
gruczotu tarczowego w obecnosci prolaktyny (PRL) nie wptywa na czyno$¢ komorek
okotopecherzykowych. Na podstawie tych badan wysunieto wniosek, ze PRL w sposéb
bezposredni nie oddziatuje na komérki C, lecz prawdopodobnie wptywa na wydzielanie
nieznanego jeszcze czynnika stymulujgcego uwalnianie kalcytoniny [47].

Poza receptorami btonowymi komorki C majg receptory wewnatrzkomorkowe. |
tak np. Naveh-Many i wsp. wykazali obecno$¢ wewngtrzkomorkowych receptoréw
dla estrogendw, a zdolno$¢ komoérek C do syntezy mRNA dla receptora estrogenowego
zostata potwierdzona przy uzyciu PCR {polimerase chain reaction) [84]. Stwierdzono,
ze u szczurow po usunieciu jajnikéw ulega obnizeniu ilos¢ CT-mRNA w komorkach
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przypecherzykowych, natomiast podanie egzogennych estrogendw zwieksza zawartos¢
zaréwno CT,jak i CT-mRNA [84]. Udokomuntowano takze, ze podawanie estradiolu
szczurom we wczesnym okresie zycia prowadzi do hyperplazji i degranulacji komdrek
C [78]. Sekuli¢ i wsp. na podstawie wiasnych badan stwierdzili, ze przewlekle
podawanie estradiolu 14-miesiecznym szczurom powoduje obnizenie ilosci oraz
wielkosci komérek C, co znajduje odbicie w postaci zmniejszonego stezenia CT w
osoczu [78].

Na ekspresje genu CT/CGRP wptywa réwniez aktywny metabolit witaminy D3 -
kalcytriol (1,25dihydroksycholekalcyferol), hamujgcy transkrypcje genu CT [22,58].
Natomiast kalcytonina zwieksza synteze kalcytriolu w kanalikach proksymalnych
nefronow [53,81,93]. W ten sposob realizowany jest jeden z mechanizméw za-
bezpieczajgcych przed nadmiernym wydzielaniem CT.

Wyniki badan z ostatnich dwéch dziesiecioleci dowodza, ze poza podstawowym
stymulujagcym dziataniem przysadkowego TSH na komorki F tarczycy, istniejg takze
lokalne mechanizmy regulacyjne wynikajace z oddziatywan parakrynnych i auto-
krynnych miedzy komaérkami dokrewnymi tego gruczotu. Kluczowa role w tych
mechanizmach regulacyjnych odgrywajg komérki C. W literaturze coraz czesciej jest
podkreslana mozliwo$é wspétpracy pomiedzy komorkami F i komorkami C gruczotu
tarczowego, poprzez ich bezposredni kontakt oraz za posrednictwem uwalnianych
hormondéw, m.in. peptydowych, zwanych inaczej peptydami regulacyjnymi (PR)
[72,94,95]. Komérki C sg zrodiem licznych peptydoéw regulacyjnych, ktére moga
oddziatywaé w drodze auto-, para- i endokrynnej [7,15,18,92]. Podanie doktadnej
listy peptyd6w regulacyjnychjest dos¢ trudne, ze wzgledu na to, ze jest ona zmienna i
zalezna od wieku, ptci oraz kondycji zdrowotnej [9,30,31,48,89]. Ponadto w zyciu
osobniczym zmienia sie zardwno liczebno$¢ komorek C tarczycy, jak tez profil
syntetyzowanych przez nie hormonéw. W badaniach doswiadczalnych udowodniono,
ze u ptodéw i noworodkéw szczura wiekszo$¢ komorek przypecherzykowych
syntetyzuje somatostatyne wraz z kalcytonina, a tylko niektére z nich sama kalcytonine.
Z odwrotng sytuacja mamy do czynienia u dojrzatych szczuréw, u ktdrych wiekszos¢
komorek syntetyzuje kalcytoning, a tylko niektore réwniez ST [72].

Ustalono réwniez, ze poza ST i CT komérki C moga takze syntetyzowad
i wydziela¢ inne peptydy regulacyjne, m.in. katakalcyny: I (CCP-1) i 1l (CCP-II),
peptyd uwalniajacy gastryne (GRP), tyreoliberyne, greling oraz helodermine,
awyrazne zmiany zestawu wydzielanych PR sg obserwowane w stanach patologicznych,
szczegdlnie przy rozrostach nowotworowych [27,32,38,71,77]. Produktem komérek
C sa ponadto PR charakterystyczne dla uktadu nerwowego, takie jak np. CGRP,
fragment N-koncowy - pochodzacy z produktu ekspresji genu CT/CGRP, neuromedina,
cholecystokinina (CCK), peptyd wydzielniczy | (SP-1, chromogranina A),
naczynioruchowy peptyd jelitowy (VIP), neuropeptyd Y oraz peptyd histydylo-
metionylowy (PHM) [29,71,72]. Za synteze niektérych z powyzszych peptydéw
regulacyjnych odpowiada ekspresja gendw CT/CGRP, SP-I oraz PHM/VIP i TRH. W
komérkach C z genu PHM/VIP powstaje wazoaktywny peptyd jelitowy, natomiast z
genu SP-l jest wytwarzana duza czasteczka (pro-SP-1), ktéra w komorkach
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dokrewnych jest enzymatycznie cieta na mniejsze peptydy regulacyjne. Miedzy innymi
powstaje peptyd majacy zdolno$¢ hamowania uwalniania kalcytoniny, ztozony z
aminokwaséw lezacych w pozycji 1-40 pro-SP-1 [72].

Ze ztozonego z szesciu eksonéw genu CT/CGRP, w wyniku transkrypcji powstaje
pierwotny transkrypt, czyli pre-mRNA (hn RNA), z ktérego formowane sg dwa rodzaje
mRNA: CT-mRNA | oraz CGRP-mRNA. Pierwsze trzy eksony sg wspélne, czwarty
jest charakterystyczny dla CT-mRNA, a piaty i szosty sg charakterysyczne dla CGRP-
mRNA. Ekspresje tego genu, poza gruczotem tarczycowym, stwierdzono rowniez w
osrodkowym uktadzie nerwowym oraz w komérkach dokrewnych uktadu pokarmowego
i oddechowego [20]. CT-mRNA powstaje gtéwnie w gruczole tarczycowym, natomiast
CGRP-mRNA dominuje w pozostatych tkankach. Wykazano takze produkcje
kalcytoniny w komorkach kiebuszkdéw szyjnych u cztowieka i malpy oraz w neuro-
endokrynnych komdrkach ptuc szczura. Do$wiadczenie wykonane in vitro w obecnosci
fibroblastéw, komorek C oraz komorek F i C stworzyto podstawe wyjasniajaca roznice
w ekspresji genu CT/CGRP w komorkach znajdujacych sie w réznych tkankach.
Okazato sie, ze fibroblasty promujg powstawanie gtownie CGRP, podczas gdy komorki
pecherzykowe wpltywajg na powstawanie CT. Stad wniosek, ze nie tylko czynniki
humoralne, ale i bezposredni kontakt komdrkowy ma wptyw na ekspresje genu CT/
CGRP [94,95].

W gruczole tarczycowym dochodzi réwniez do wytwarzania z genu CT/CGRP,
w niewielkich ilosciach, CT-mRNA Il, z ktérego w wyniku translacji powstaje Il
prekursor kalcytoniny, réznigcy sie od pierwszego sekwencjg oSmiu koricowych
aminokwaséw. Po jego enzymatycznym rozbiciu powstaje katakalcyna Il (CCP 1),
natomiast z CT-mRNA 1, poza kalcytonina, katakalcyna | (CCP I). Z CGRP-mRNA
powstaje prekursor CGRP, z ktérego w wyniku dziatania enzyméw proteolitycznych
powstaje CGRP. Poza tym oba wyzej wymienione prekursory kalcytoniny, jak rowniez
prekursor CGRP sg Zrédtem peptydu N- koncowego [26,72].

W zmienionych nowotworowo komérkach C tarczycy stwierdzono ekspresje genu
TRH, a nieco pozniej okazalo sie, ze produkt tego genu (255-aminokwasowy prepro
TRH, zawierajacy pie¢ kopii TRH oraz siedem kopii peptydéw niebedacych TRH)
wystepuje réwniez w komdrkach zdrowych. Fakt ten sugeruje mozliwos¢ parakrynnej
regulacji produktu genu TRH w obrebie tarczycy, aczkolwiek ekspresja tego genu
charakterystycznajest dla komorek podwzgérza [27,72].

Funkcja peptydow regulacyjnych wytwarzanych w tarczycy nie jest do konca
wyjasniona, tym bardziej ze czesto sg one wydzielane tgcznie. Obserwowano, ze CGRP
dziatajac autokrynnie stymuluje uwalnianie CT. Ponadto zauwazono, ze CGRP, CT i
katakalcyna, podane myszom oddzielnie, nie wptywaja na sekrecje hormonow tarczycy,
natomiast podane tacznie dziatajg hamujgco na ich sekrecje, réwniez po stymulacji
przez TSH. Stymulowang przez TSH sekrecje hormonow hamuje takze uwalniana z
komérek C w drodze parakrynnej somatostatyna, natomiast VIP uwalniany z komorek
C, atakze na zakoniczeniach wewnatrztarczycowych widkien nerwowych oddziatuje
silnie stymulujgco. Ten stymulujacy efekt znosi wydzielany przez tyreocyty peptyd
natiuretyczny w drodze autokrynnej [70,72].
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Trudno ustali¢, kiedy wystepuje bezposrednie dziatanie danego peptydu regula-
cyjnego na komorki dokrewne tarczycy, a kiedy jest to wptyw posredni. | tak np.
CGRP moze dziataé przez rozszerzenie naczyh ijednoczes$nie przez wystepujace w
komorkach F i C swoiste dla niego receptory [60,72]. Poza tym CGRP pochodzacy z
peptydergicznych zakoniczen nerwowych jest wydzielany tgcznie z innymi PR. Dlatego
tez nie obserwuje sie jego samodzielnego dziatania na terenie tarczycy, a proby Scistego
okreslenia tujego funkcji dajarézne wyniki w réznych modelach doswiadczalnych. W
jednych eksperymentach obserwowano np. stymulujgcy wptyw CGRP na wydzielanie
CT i w pewnych warunkach takze na wydzielanie T4 i T3, a w innych przypadkach
stwierdzano, ze CGRP, CT i katakalcyna nie wptywajg na sekrecje hormonéw
tarczycowych, natomiast podane tagcznie wywieraja efekt hamowania stymulowanej
przez TSH sekrecji tych hormonéw. Wykazano ponadto, ze CGRP i CT dziatajac
tacznie hamujg procesy wzrostowe w tarczycy [70,72].

Funkcja somatostatyny (ST) w tarczycy zostata dobrze poznana. Wplywa ona
bezposrednio hamujaco na stymulowang przez TSH sekrecje hormonéw w komorkach
F [70,72]. ST hamuje takze silnie procesy wzrostowe w tarczycy oraz obniza wydzie-
lanie CT [72,99]. Bardzo podobne, lecz nieco stabsze dziatanie w tarczycy wykazuje
neuropeptyd Y (NPY) [70,72]. Modulujacy wptyw na sekrecje CT wywierajg rowniez
aminy biogenne i ich prekursory. I tak dihydroxy-1-fenyloalanina oraz serotonina, w
warunkach in vivo, zwiekszajg wydzielanie CT, natomiast tryptofan i dopamina -
hamuja [96].

VIP jest najsilniejszym stymulatorem sekrecji hormondw tarczycowych. Dziata on
posrednio, przez silne rozszerzanie naczyn wtosowatych, jak tez bezposrednio wigzac
sie z receptorami komérek F. W warunkach naturalnych VIP dziata jednak zawsze
facznie z innymi PR. PHI ma podobne, ale o wiele stabsze od VIP dziatanie. Podobne
spostrzezenia odnoszg sie rowniez do heloderminy, GRP oraz SP [70,72].

Kalcytonina jest 32-aminokwasowym hormonem uwalnianianym przez komarki
przypecherzykowe o ztozonej, chociaz nie do korcajeszcze poznanej funkcji auto-,
para- i endokrynnej. Gtdwna jej rola polega na obnizaniu stezenia wapnia zjoni-
zowanego przez hamowanie aktywnosci resorbcyjnej osteoklastéw oraz przez wzrost
wydalania Ca+2 przez nerki [10,36,50,64,86]. W badaniach do$wiadczalnych za-
uwazono, ze u homozygotycznej myszy, pozbawionej genu kodujgcego kalcytonine,
rozwija sie osteopenia, podkreslano jednoczesnie role tego hormonu w homeostazie
tkanki kostnej in vivo [34]. Ze wzgledu na zdolno$¢ obnizania stezenia wapnia
zjonizowanego oraz wptyw na tkanke kostng kalcytonina znalazta zastosowanie miedzy
innymi w leczeniu stanéw przebiegajacych z hiperkalcemia, w chorobie Pageta i
osteoporozie [6,75].

Zaréwno endo-, jak i egzogenna kalcytonina wywiera swoj efekt za poSrednictwem
receptorow btonowych, zwigzanych z heterotrimerycznym biatkiem G (Gi,Gs,Gq),
ktdre zidentyfikowano w wielu tkankach [12,28,55,56,79]. Receptor kalcytoninowy
(CTR- calcitonin receptor), nalezacy do rodziny receptoréw serpentynowych, tworza
trzy zasadnicze fragmenty: zewnatrzkomoérkowy, $rédbtonowy oraz wewnatrz-
komérkowy [54]. Jego podstawowe izoformy C1a i C 1b, r6znigce sie obecnos$cig lub
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brakiem dodatkowego fragmentu aminokwasowego, sg wynikiem alternatywnego
sktadania ekson6éw (splicing) [28,35]. U cztowieka wieksza izoforma Cta zawiera
dodatkowy 16-aminokwasowy odcinek w pierwszej, wewnatrzkomérkowej domenie,
natomiast u szczura dodatkowy fragment obecny jest w drugiej domenie zewnatrz-
komaérkowej i obejmuje odcinek 37-aminokwasowy [2,35]. Izoformy Cta i Clb po
potaczeniu z ligandem majg zdolno$¢ aktywacji cyklazy adenylanowej za pos-
rednictwem zwigzanego z receptorem biatka regulatorowego G [4,11,52]. Efektem
tego jest powstanie wtornego przekaznika w postaci cCAMP, ktéry z kolei aktywuje
kinaze biatkowg A (PKA), odpowiedzialng za fosforylacje biatek [4,11,35,52,69].
Jedynie po potgczeniu Uganda z izoforma receptora Cla zostaje aktywowana
fosfolipaza C (PLC), ktéra katalizuje rozktad 4,4 difosforanu fosfatydyloinozytolu
(PIP2) i powstanie diacyloglicerolu (DAG) oraz 1,4,5-trifosforanu inozytolu (IP3).
W nastepstwie tego procesu wzrasta stezenie wapnia zjonizowanego w cytoplazmie,
ktéry po potgczeniu z cytoplazmatycznym biatkiem receptorowym - kalmoduling
aktywuje szereg kinaz biatkowych, odpowiedzialnych za efekty zalezne od pobudzenia
receptora. Diacyloglicerol aktywuje kinaze biatkowg C (PKC), co powoduje
fosforylacje biatek enzymatycznych, a w dalszej kolejnosci zmiany czynnosci komorki
[11,35,52,69].

Kolejnym sposobem przekazywania sygnatu wewnatrzkomérkowego za posred-
nictwem mniejszej izoformy CTR jest aktywacja fosfolipazy D (PLD), obserwowana
in vitro w $winskich komdrkach nabtonka kanalika nerkowego. Kalcytonina stymuluje
powstanie kwasu fosfatydylowego, produktu hydrolizy fosfatydylocholiny, ktéry ulega
konwersji do DAG przy udziale specyficznej fosfatazy. Zwiekszone stezenie DAG w
cytozolu komérki jest wynikiem aktywacji zaréwno fosfolipazy D, jak i fosfolipazy
C, jakkolwiek PLD odpowiada za przedtuzenie powyzszego efektu [57].

W ostatnim czasie prowadzono badania na ludzkich ptodowych komorkach nerko-
wych (HEK293 - human embryonic kidney cells) transfekowanych wektorem
kroliczych receptoréw Cla lub CTRAeI3 [69]. Okazato sig, ze kalcytonina, zaleznie
od jej stezenia, znacznie zwieksza wyptyw jonow H+z komorki. Reakcja dotyczy
jedynie komorek z ekspresjg receptora Cla ijest dwufazowa: pierwsza pojawiajgca
sie w ciggu kilku minut i réwnie krotko trwajaca, druga, trwajgca znacznie dtuzej.
Zastosowanie selektywnego inhibitora izoformy NHE-1 (wymieniacz sodowo-
protonowy - izoforma 1) - kariporidu potwierdza znaczenie wspolnego transportera
jonéw: sodu i protonu, jako jednego z mechanizméw, za ktérego posrednictwem
kalcytonina reguluje pH cytoplazmy i bierze udziat w transporcie przezbtonowym
jondw. Kariporid hamuje wyptyw jonéw H+w czasie pierwszej fazy, podkreslajac
znaczenie wymiennika NaVH+jako jednego z mechanizmdw regulujagcych wyplyw
jondw H+poza komdrke. Aktywacja przez kalcytonine powyzszego mechanizmu
moze odgrywac role w regulacji resorbcji Na+i sekrecji H+w kanalikach nerkowych
[69,83]. W osteoklastach aktywacja Na+#H+ moze obniza¢ dostepnos¢ protonéw dla
wakuolamej pompy protonowej (H-ATP-azy), co wptywa na obnizenie aktywnosci
resorbcyjnej komorek [69]. Druga faza wyptywu protonéw zaleznajest od zwiekszonego
pod wptywem kalcytoniny metabolizmu glukozy i powstawania kwasu mlekowego.
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Sama kalcytonina nie zwieksza wychwytu glukozy przez komérke [69]. Zaréwno wzrost
stezenia CAMP jako wyraz pobudzenia receptorow (Cl a, Ael3), jak i wzrost stezenia
jonéw wapniowych w cytoplazmie komorki, obserwowany po pobudzeniu receptora
Cla nie wptywa na wyptyw jonéw H+ a nawet w przypadku Ca obniza ich stezenie
ponizej warto$ci zanotowanych w grupie kontrolnej. Zastosowanie aktywatoréw PKC,
w odniesieniu do komdérek wyposazonych w receptor C la lub Ae 13, nasladuje drugg
faze odpowiedzi zaleznej od kalcytoniny. Jednoczesne umieszczenie komérek w $ro-
dowisku pozbawionym glukozy lub wczesniejsze podanie inhibitora kinazy biatkowej
C znacznie ogranicza ten efekt [69].

Ro6znice w lokalizacji obu izoform receptora kalcytoniny oraz w sposobie prze-
kazywania sygnatu moga by¢ odpowiedzialne za efekty zalezne od jego pobudzenia.
Podsumowujgc nalezy podkresli¢, ze aktywacja receptorow zwigzanych z biatkiem G
bierze udziat w regulacji wielu proceséw, miedzy innymi: wzrostu i réznicowania
komérek, transportu jonéw i metabolizmu komérki. Transportjondw odgrywa istotna
role w procesach zaleznych od kalcytoniny, miedzy innymi w przebudowie tkanki kost-
nej, homeostazie wapniowej, réwnowadze kwasowo-zasadowej oraz w transepi-
telialnym przemieszczaniu jonéw w kanalikach nerkowych, jednakze wiedza na ten
tematjestjeszcze niepetna. Jeden z dwoch mechanizmdw sekrecji protonéw do Swiatta
kanalika nerkowego (Na/H, HT-ATP-aza) moze by¢ réwniez regulowany przez kal-
cytonine [69,83].

Kalcytonina hamuje proliferacje oraz procesy wzrostowe komorek ludzkich in vitro.
Potaczenie ligandu z receptorem zmniejsza aktywnos$¢ kinazy cyklinozaleznej (Cdc 2)
poprzez ekspresje jej inhibitora - biatka p21 Wynikiem tego jest zatrzymanie komorki
w fazie G [21]. Powyzszy mechanizm zalezny jest od aktywacji szlaku Erki/2 MAPK,
za posrednictwem biatka regulatorowego zaréwno Ggjak i Gj, co zostato potwierdzone
po zastosowaniu inhibitora biatka G, - toksyny krztuscowej oraz inhibitora PKC.
Aktywacja szlaku Erki/2 MAPK oraz wptyw na transkrypcje za posrednictwem biatka
G. zachodzi przy udziale biatka adaptorowego ras i raf oraz w wyniku znoszenia
hamujacego wptywu biatka Rapl na szlak Erkl/2 MAPK [13,65].

Lokalizacja CTR w o$rodkowym uktadzie nerwowym zostata potwierdzona silng
ekspresja CT-mRNA w okre$lonych neuronach serotoninergicznych, ktére odgrywaja
zasadniczg role w mechanizmie regulacji reakcji bolowej. Wskazuje to na mozliwy
udziat transmisji serotoninergicznej w analgetycznym dziataniu kalcytoniny [55].
Wykazano réwniez, ze kalcytonina wywotuje szereg innych efektow, miedzy innymi
hamuje faknienie i pragnienie, obniza aktywno$¢ motoryczng indukowang amfetaming
oraz zmniejsza wydzielanie kwasu zotgdkowego [56].

Stwierdzono ponadto, ze tkanka gruczotu piersiowego, szczegblnie w okresie cigzy,
jest zdolna do syntezy kalcytoniny ijej receptora, co zostato potwierdzone przy uzyciu
metody radioimmunologicznej (RIA) oraz PCR [87]. Zar6wno u ludzi, jak i u szczura
odnotowano wyzsze stezenie kalcytoniny w osoczu oraz w gruczole piersiowym w
okresie cigzy, ktére ulega dos¢ gwattownemu obnizeniu tuz po porodzie, co jest
prawdopodobnie wynikiem wptywu progesteronu na sekrecje kalcytoniny. Obecno$é
niewielkich ilosci CT oraz CT-mRNA stwierdzono rowniez w gruczole piersiowym
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nieciezamych samic. Ekspresje receptora kalcytoninowego udokumentowano ponadto
w nowotworowo zmienionych komoérkach gruczotu piersiowego [65,87]. W hodowlach
tych komorek CT wywotuje zmiany proliferacyjne. Koekspresja kalcytoniny oraz jej
receptora w gruczole piersiowym podczas cigzy sugeruje, ze CT odgrywa role
parakrynng, podobnie jak w innych tkankach [87]. W endometrium synteza kalcytoniny
zwigksza sie w okresie przedimplantacyjnym zarodka, osiggajac szczyt w momencie
zagniezdzenia, a nastepnie stopniowo ulega obnizeniu [17,19]. Poza endometrium CT
syntetyzowanajest rowniez w nabtonku gruczotowym prostaty, w trzustce, w nabtonku
gruczotowym jelit i w tkance ptucnej [25,39,51,76,80]. Obecnos¢ receptorow CT
stwierdzono takze w podwzgorzu oraz na komorkach laktotropowych przedniego ptata
przysadki [81]. Kalcytonina wywiera hamujacy wplyw na podstawowe oraz stymu-
lowane przez TRH uwalnianie prolaktyny, potwierdzajac swoje znaczenie jako jednego
z wielu czynnikéw hamujacych laktacje [55 ].

Przewlekta ekspozycja receptoréw na kalcytonine jest przyczyna utraty jej wptywu
na osteoklasty [37]. Desensytyzacja homologiczna jest nastepstwem zarowno
internalizacji kompleksu hormon - receptor, jak i zahamomania syntezy receptora de
novo. Udowodniono na przyktadzie mysich, osteoklastopodobnych komérek podda-
wanych dlugotrwatemu dziataniu kalcytoniny, ze glikokortykosteroidy zwiekszaja
synteze CTR-mRNA, przyczyniajac sie do wzrostu obnizonej wczesniej reaktywnosci
komérek. Badania doswiadczalne dowiodty potencjalny wptyw glikokortykosteroidéw
na dziatanie kalcytoniny, co rowniez znalazto odbicie kliniczne [91].

W pracy podjeto prébe zebrania zbiorczych informacji na temat aktualnego stanu
wiedzy odnosnie komoérek okotopecherzykowych C, istotnej, poza komérkami
pecherzykowymi, i nie do konca jeszcze poznanej strukturalnej sktadowej gruczotu
tarczycowego. Wykazano ztozono$¢ proceséw wewnatrz- i pozakomoérkowych zwig-
zanych z komorkami C, majacych wptyw na czynnos¢ tarczycy oraz na zachowanie
homeostazy catego organizmu w stanach fizjologicznych i patologicznych. Podkreslono
istotng role narzagdowa komorek C, wskazujac na ich funkcje auto-, para- i endokrynna,
zwracajac szczeg6lng uwage na postreceptorowa transmisje sygnatu indukowanego
przez kalcytonine. Przedstawiono réwniez szereg nowych doniesien na temat kooperacji
wewnatrztarczycowej miedzy komaérkami C i F oraz zwigzanych z ekspresja receptorow
btonowych i cytoplazmatycznych komérek C. Dodatkowo wskazano na implikacje
kliniczne i mozliwosci praktycznego zastosowania kalcytoniny w rdznych stanach
patologicznych.
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BIALKA TRF1/TRF2 ORAZ TANK1/TANK2 I ICH
UDZIAEL W REGULACJI DLUGOSCI TELOMEROW

THE TRF1/TRF2 AND THE TANK1/TANK2 PROTEINS
AND THEIR ROLE IN THE TELOMERES LENGTH REGULATION

Katarzyna SKORZYNSKA, Joanna KOLANO,Janusz KOCKI,
Jacek WOJCIEROWSKI

Zaktad Genetyki Medycznej Akademii Medycznej w Lublinie

Streszczenie: Telomery sg koicowymi fragmentami chromosomoéw, m.in. chronigcymi je przed niewta-
Sciwymi mechanizmami naprawy DNA. Dtugos$¢ telomerdéw jest regulowana przez dziatanie wielu
réznych biatek: TRF1, TRF2, TIN2, TANKI, TANK2. Biatka TRF1 i TRF2 sg zaangazowane w two-
rzenie szczegdlnych struktur, zwanych petlami t, ktére chronig telomery przed fuzjami , koniec do
konca”. TANKI i TANK2 naleza do klasy biatek PARP. Biatka te reguluja funkcje telomeréw przez poli-
ADP-rybozylacje. Z powodu systematycznej utraty powtdérzen telomerowych podczas podziatow
komorek, telomeraza i towarzyszace biatka sa niezbgedne do utrzymania stabilnosci genomu. Interakcje
pomiedzy wszystkimi tymi czynnikami sg bardzo ztozone i wcigz niedostatecznie poznane.

Stowa kluczowe: telomery, telomeraza, TRF1, TRF2, TIN2, PARP, TANKI, TANK2.

Summary: Telomeres are the end fragments of the chromosomes, protecting them from inappropriate
DNA repair mechanisms. The length of telomeres is regulated by interactions of a number of different
proteins: TRF1, TRF2, TIN2, TANKI, TANK2. TRF1 and TRF2 proteins are involved in forming
specific structures called t-loops, which protect telomeres from end-to-end fusions. TANKI and TANK2,
belonging to a class of proteins called PARPs, regulate telomere function by poly(ADP-ribosyl)ation.
Because of systematic loss of telomeric repeats during cell divisions, telomerase and associated pro-
teins are necessary to maintain genomic stability. Interactions between all this factors are very complex
and still poorly known.

Key words: telomeres, telomerase, TRF1, TRF2, TIN2, PARPs, TANKI, TANK2.

Wykaz stosowanych skrotéw, kpz - tysiecy par zasad; hTR (human Telomerase RNA Component) -
podjednostka RNA ludzkiej telomerazy; hTERT (human Telomerase Reverse Transcriptase) - pod-
jednostka katalityczna o aktywnos$ci odwrotnej transkryptazy ludzkiej telomerazy; hTEPI {human
Telomerase Associated Protein 1) - biatko stowarzyszone z ludzkg telomeraza; TRF1, TRF2 (TTAGGG
Repeat Binding Factor | and 2) - czynniki wigzace sekwencje TTAGGG; TRFH1, TRFH2 {TRF
Homology) - domeny homologii TRF; TIN2 (TRF1 Interacting Nuclear Protein) - jadrowe biatko
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oddziatujgce z TRF1; PARP (Poly ADP-Ribose Polymerase) - polimeraza poli-ADP rybozylowa; TANKI,
TANK2 (TRF1 Associated Poly ADP-Ribose Polymerase 1 and 2) - polimerazy poli-ADP rybozylowe
stowarzyszone z TRF1.

TELOMERYI TELOMERAZA

Telomery, bedace koncowymi fragmentami chromosoméw, sg strukturami
niezbednymi do utrzymania integralnosci genomu Eukariota. Redukcja ich dtugosci,
do ktdrej dochodzi podczas podziatow w wiekszosci komarek, jest okreslana mianem
»Zegara proliferacji” [49]. Od r6znorodnych mechanizmoéw regulacji dtugosci telomeréw
zalezg dalsze losy komarki: starzenie sie, Smier¢ lub nieSmiertelnosé.

Do niedawna sgdzono, ze genom Prokariota zawsze zbudowany jest z kolistej
czasteczki dwuniciowego DNA. Obecnie wiadomo, ze cze$¢ Prokariota (np. Borrelia
burgdorferi, Streptomyces sp.) ma podobnie jak wszystkie Eukariota liniowe
chromosomy [54]. Organizmy o takiej strukturze genomu potrzebujg ochrony koricéw
chromosomoéw przed mechanizmami naprawczymi, ktore mogtyby mylnie uznac je za
ztamania DNA. Struktura telomerow petni wiec funkcje ,,maskujaca” chronigca przed
nukleazami. Stanowig one takze ,strefe buforowg” w czasie replikacji, ktéra jest
niekompletna z uwagi na niemozno$¢ dotgczenia koricowego startera do nici opéznionej,
wskutek czego komorka traci fragment sekwencji powtarzalnej. Geny znajdujace sie
w sgsiedztwie telomerdw sg czesto upakowane w trudno dostepne struktury, co jest
przyczyng epigenetycznego hamowania ich transkrypcji, okreslanego jako efekt
wyciszania telomerowego (tzw. pozycyjny efekt telomerowy) [15]. Telomery biorg
rowniez udziat w terminacji replikacji chromosomowego DNA. W czasie podziatow
komadrkowych biorg udziat w rozpoznawaniu chromosoméw homologicznych [35].
Defekty telomerow lub biatek z nimi zwigzanych moga zaburzyé segregacje
chromosomoéw podczas mitozy [9, 19].

Budowa telomerdw rézni sie nieznacznie u poszczegolnych gatunkow. U strunowcow
zbudowane sg one z powtdrzen sekwencji 5-TTAGGG-3’ [4, 28]. Prawie na calej
swej dtugosci majg strukture dwuniciowa, ale mozna zauwazy¢, ze ni¢ 3’ (bogata w
guanine) jest dtuzsza od nici 5’ (bogatej w cytozyne) o 150 nukleotydow itworzy tzw.
protruzje, czyli wystawanie nici 3' (ang. ,,5 'protrusion 7, ,,G overhang”) [28, 30, 52].
Taka budowa umozliwia oddziatywanie z rdznymi czynnikami regulatorowymi, w tym
ztelomeraza przytgczajaca sie wytgcznie do wolnej nici 3’. Protruzja nici Gjest cechg
wszystkich eukariotycznych telomerdw [48].

llos¢ powtorzen sekwencji TTAGGG jest charakterystyczna dla gatunku. U
cztowieka waha sie od 2-30 tys. par zasad [14, 18]: komorki mtodsze maja dtuzsze, a
starsze krétsze telomery (odpowiednio 15-30 tys. par zasad i 2-10 tys. par zasad).
Przy kazdym podziale komorki tracg $rednio po 50-200 par zasad, ale wielko$é tych
strat jest uzalezniona od wieku komorki - w pierwszych latach zycia obserwuje sie
skrdcenie telomeréw o 30% [20,36], w kolejnych latach proces ten ulega spowolnieniu.
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Przyjmuje sieg, ze state skracanie sekwencji telomerowych determinuje dtugos¢ zycia
komorki. W przypadku komdrek unieSmiertelnionych (w tym komdrek nowotworowych)
o0 losach komérki decyduje nie tyle dtugos¢ telomerdw, co jej stabilizacja (dynamika
utraty sekwencji telomerowych ulega zaktdceniu). 110$¢ powtorzen TTAGGG jest wtedy
charakterystyczna dla danej linii komdrkowe;j.

Utrata funkcji telomerdéw w ludzkich komorkach prowadzi do tworzenia chro-
mosomO&w dicentrycznych i innych nieprawidtowosci wynikajacych z taczenia sie
koncdw chromosomoéw [11,19]. W czasie podziatow prawidtowych komérek telomery
ulegajg skracaniu wskutek braku aktywnosci telomerazy, ktorajest odpowiedzialna za
odbudowe koncow chromosomdw. Mechanizm dziatania telomerazy, biatka o aktyw-
nosci odwrotnej transkryptazy, wykorzystujacej fragment zawartego w niej RNA jako
matryce do syntezy powtdrzen telomerowych rozwigzuje problem replikacji koncéw
chromosomow.

U cztowieka aktywna telomeraza zbudowanajest z co najmniej trzech podjednostek:
podjednostki RNA (hTR), podjednostki katalitycznej (WnTERT) oraz biatka zwigzanego
z telomeraza (hTEPI) [33, 46].

Podjednostka RNA, stanowigca wiasng matryce RNA do wydtuzania konca 3’
jednoniciowego fragmentu telomerujest transkryptem Il polimerazy RNA. Gen kodujacy
podjednostkehTR znajduje sie w dtuzszym ramieniu chromosomu 3. Dtugo$¢ dojrzatego
transkryptu hTR wynosi okoto 450 nukleotydéw, natomiast obszar matrycowy o
sekwencji 5’-CUAACCCUAAC-3’ obejmuje 11 nukleotyddw [6].

Podjednostka katalityczna tworzy nowa klase odwrotnych transkryptaz o odmiennej
strukturze i pochodzeniu retrowirusowym. Gen kodujacy podjednostke hTERT znajduje
sie w krdétszym ramieniu chromosomu 5. Sklada sie z 16 eksonéw i 15 introndw o
facznej dtugosci okoto 35 tys. par zasad. Podjednostka katalityczna zbudowanajest z
tzw. domeny T i siedmiu sekwencji konserwatywnych do innych odwrotnych trans-
kryptaz [33].

Biatko hTEP 1, identyczne z podjednostka o masie 240 tysiecy daltondw, nalezacg
do duzego kompleksu rybonukleoproteinowego o nieznanej funkcji, jest homologiem
biatka 0 masie 80 tysiecy daltonéw, wystepujacego u orzeskdw [33].

Aktywnos$¢ telomerazy stwierdza sie w warunkach prawidtowych w komorkach
zarodkowych oraz niektérych somatycznych o duzym potencjale proliferacyjnym
(komorki macierzyste szpiku, obwodowe komorki macierzyste, komorki warstwy
rozrodczej nabtonka kryptjelitowych, komoérki warstwy podstawnej skory, keratynocyty,
limfocyty). W czasie wzrostu aktywnosci limfocytow T i B in vitro oraz podczas
réznicowania prekursoréw limfocytéw B w limfocyty B centréw rozrodczych aktywnos¢
telomerazy wzrasta nawet tysiac razy [31]. Stwierdzono, ze aktywnos¢ telomerazy w
komdrkach hematopoetycznych obniza tempo skracania telomerdw w czasie proliferacji,
ale nie zapobiega catkowicie ich utracie [12].

Aktywnos¢ telomerazy wykrywa sie w komorkach nieSmiertelnych [21] oraz w 85%
nowotworow ztosliwych [38], w przeciwienstwie do nowotwor6wtagodnych nie wykazujacych
tej aktywnosci [32]. Telomerazajest czynnaw czasie catego cyklu komérkowego, nie stwierdza
sie natomiastjej aktywnosci w komoérkach, ktore wyszty z cyklu [21].
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Mechanizmy regulujgce aktywnos¢ telomerazy nie zostaty dotychczas dostatecznie
wyjasnione. Do substancji zwiekszajacych jej aktywnos¢ nalezgm.in. kinaza biatkowa
C, antygeny aktywujace limfocyty T, estrogeny, zwiekszona ekspresja genu c-myc,
czynnik wzrostu naskorka, promieniowanie y, chemiczne karcynogeny oraz mutacje w
obrebie genu kodujgcego telomeraze. W regulacji ekspresji genu dla podjednostki
katalitycznej telomerazy biorg udziat: tlenek azotu, fosforylacja oraz skiadanie
alternatywne pierwotnego transkryptu. Regulatorami pozytywnymi ekspresji genu dla
podjednostki hTERT sg biatko c-myc oraz estrogeny, natomiast negatywnymi -
metylacja promotora oraz wzrost stezenia wapnia w komarce [33].

Duze znaczenie w regulacji aktywnosci podjednostki katalitycznej telomerazy ma
katalizowana przez rodzine biatek PARP poli-ADP-rybozylacja, ktéra gra rowniez
role w regulacji aktywnosci biatka TRF 1- negatywnego regulatora dtugosci telomerdw.

BIALKA TRF11TRF2

Telomery in vivo nie tworzg Scisle liniowej struktury, bytyby bowiem narazone na
dziatanie mechanizméw naprawczych DNA.

U nizszych organizmow, takich jak orzeski, telomery o dtugosci mniejszej niz 50 bp
sg pokryte biatkami ostaniajgcymi ich koniec 3 [22].

W ochronie przed endonukleazami organizméw, majacych dtuzsze telomery, biorg
udziat inne czynniki. Do niedawna uwazano, ze to wasnie specyficzna sekwencja
TTAGGG oraz kwartety G petnig role ochronng [50]. Obecnie przyjmuje sie, ze
kluczowa role w utrzymaniu stabilnosci telomerdw petnigbiatka TRF (TTAGGG - ang.
Repeat Binding Factors) [10, 5]. Oba biatka TRF na koncu karboksylowym maja
domene helisa-skret-helisa, podobng do biatka Myb (Myb-like domain) i centralngdomeng
konserwatywng, zawierajacg sekwencje umozliwiajgce tworzenie homodimeréw [43].

Domena C-konicowa biatka Myb determinuje specyfike tgczenia sie z telomerowym
DNA. Podobna struktura wystepuje u drozdzy, gdzie DNA telomerowy jest zwigzany
z biatkiem scRaplp, zaliczanym do | klasy biatek Myb, majagcym dwie centralne,
dodatnio natadowane domeny Myb. Moga one faczy¢ sie z DNA ujemnie natadowanym.
U cztowieka homologiem biatka scRaplp jest biatko hRapl z jedng domeng Myb.
Czynnik ten nie majednak zdolnosci bezposredniego wigzania sie z DNA, konieczny
jest tu udziat biatka TRF2. Domena Myb biatka hRapl zbudowana jest z trzech helis
oraz hydrofobowego rdzenia. Pozbawiona jest wyraZnie dodatniego potencjatu
elektrostatycznego powierzchni ito wtasnie uniemozliwia bezposrednie taczenie sie z
DNA. Biatko hRapl zaliczane jest wiec do klasy Il biatek Myb (razem z c-MybRI,
ADAZ2 oraz Adfl). Domeny Myb obu klas biatek sg do siebie strukturalnie bardzo
podobne, ale funkcja kazdej z nich zalezy jednak od skfadu aminokwasowego na jej
powierzchni [17].

W dimeryzacji TRF1 i TRF2 bierze udziat domena homologii TRF, ktéra réwniez
odgrywa role w interakcjach z innymi biatkami telomerowymi. Obie domeny TRFH1
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RYCINA 1 Budowa biatek TRF1/TRF2

i TRFH2 majg takg sama alfa helikalng strukture, przypominajgca skrecong podkowe.
Zapobiega to heterodimeryzacji. Domeny TRFH biorg udziat w homodimeryzacji,
wigzaniu DNA i lokalizacji telomeréw (rye. 1) [13].

Biatka TRF1 i TRF2 r6znig sie od siebie sekwencjgN-koincowg, ktdrawTRFI ma
charakter kwasny, aw TRF2 - zasadowy [7]. Oba biatka TRF majg zdolnos¢ wigzania
in vitro DNA telomerowego [43]. W komérkach ludzkich TRF1 i TRF2 sg zloka-
lizowane w poblizu koncéw chromosoméw, gdzie ochraniajg DNA telomerowy.
Wiekszos¢ ludzkich chromosomOw jest potaczona przez caty cykl komdérkowy z tymi
dwoma czynnikami jednoczes$nie [10,8,42], przy czym aktywnos$¢ biatek TRF wzrasta
w telomerach bogatszych w powt6rzenia TTAGGG. Biatka TRF1 i TRF2 nie wptywajg
na aktywnos$¢ telomerazy [43].

Nadmierna ekspresja TRF1 (opisana w linii komérkowej ludzkiego witdknia-
komiesaka HTC75 wrazliwej na tetracykling) spowodowata stopniowe skracanie
telomerow z predkoscig ok. 10 bp w czasie kazdego podziatu [44]. Przy zahamowaniu
ekspresji TRF1 dochodzito do wydtuzenia telomeréw [43]. Na podstawie tych
doswiadczen opisano TRF 1jako negatywny regulator dtugosci telomeréw. Nie moze
on jednak sam regulowac dtugosci telomerdw u cztowieka, koniecznym mediatorem
jest TIN2 (ang. TRF1 Interacting Nuclear Protein). Biatko to oddziatuje z TRF1 w
komorkach oraz in vitro. Mutant TIN2, ktory nie zawiera sekwencji N-kofAcowych,
wydtuza ludzkie telomery w sposob zalezny od telomerazy [25].

W przypadku TRF2 nadmierna ekspresja w komdérkowej linii HTC75 powodowata
poczatkowo spadek, a potem powrét do wyjsciowej dtugosci telomerow [43].
Zahamowanie aktywnos$ci TRF2 prowadzi do pojawienia sie fuzji chromosomalnych
typu koniec do konca, zawierajagcych DNA telomerowy. Wynika z tego, ze sama
obecnos¢ powtorzeh TTAGGG nie gwarantuje stabilnosci chromosoméw, konieczna
jest tu obecno$¢ TRF2 [44]. Stabilizujgca funkcja TRF2 ujawnia sie po replikacji i
dotyczy tylko potowy telomeréw zsyntetyzowanych de novo, tzn. tych, ktére powstaty
w procesie syntezy nici wiodacej [3]. Czynnik ten petni réwniez role ochronng wobec
protruzji G. Zahamowanie funkcji TRF2 prowadzi do utraty czesci tej nici [44], co z
kolei wywotuje odpowiedz identyczng z odpowiedzig na uszkodzenie DNA: uru-
chomienie proceséw zaleznych od genéw ATM ip53, zatrzymanie cyklu komérkowego
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RYCINA 2. Powstawanie petli t

i Smier¢ komorki w drodze apoptozy [16]. Transfekcja powtérzen TTAGGG do ludzkich
komérek prowadzi do utworzenia petnowartosciowych telomeréw de novo [14].
Poczatkowo sadzono, ze w procesie naprawy telomeréw podstawowarole odgrywa TRF1
[18], obecnie te funkcje przypisuje sie raczej TRF2 [44].

Griffith i wsp. zaproponowali mechanizm, wjaki biatka TRF1 i TRF2 oddziatujg z
telomerowym DNA. Dimer TRF1 po pofaczeniu sie z dwuniciowym DNA powoduje
zagiecie czasteczki wokot wiasnej osi. Umozliwia to dziatanie TRF2, ktéry doprowadza
do inwazji nici 3’. Laczy sie ona z nicig 5’ fragmentu dwuniciowego potozonego
proksymalnie (wczesniej komplementarna ni¢ tego fragmentu zostaje ,,odsunieta”, a
zastepuje ja witasnie fragment protruzji G). W ten sposéb, wspdtdziatajac ze soba,
biatka TRF 1i TRF2 przyczyniajg sie do powstania petli t (ang. t-loop), ktéra z jednej
strony blokuje dostep dla telomerazy (protruzja G jest ukryta w petli), z drugiej nie
pozwala na wigczenie nieprawidtowych mechanizméw naprawczych DNA, gdyz
koncowy fragment chromosomu nie jest juz strukturg liniowg (ryc. 2) [16]. Petle t
zawierajg niemal caty telomerowy DNA, ich rozmiary sgwiec r6zne w réznych liniach
komdrkowych, tak jak zmiennajest w nich ilos¢ powtorzen TTAGGG. Przypuszczalnie
wiasnie to krytyczne skrocenie telomeroéw do dtugosci uniemozliwiajgcej wytworzenie
petli t powoduje niestabilno$¢ genomu [26].

Mechanizmy naprawcze ignorujg strukture petli t - by¢ moze dzieki temu, ze
przypomina ona widetki replikacyjne. Ni¢ 3’ dokonujaca inwazji mogtaby byc¢ tu
uznawana za ekwiwalent koicowego fragmentu syntetyzowanej nici wiodacej, zas ni¢
5’ za odpowiednik nici opdZnionej. Petla t moze by¢ rowniez otwierana jak widetki
replikacyjne, zezwalajgc na czasowy dostep telomerazy [16].

RODZINA BIALEK PARP

Odrebnym zagadnieniem, rzucajacym Swiatto na regulacje dtugosci telomerdw i
interakcje biatek w niej uczestniczacych, jest mechanizm poli-ADP-rybozylaciji.
Sugeruje sie, ze poli-ADP-rybozylacja odgrywa role nie tylko w zachowaniu dtugosci
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i funkcji telomerdw, ale takze przez oddziatywanie z wieloma biatkami kontrolujagcymi
integralno$¢ genomu ma wptyw na wspétdziatanie miedzy replikacja i naprawa DNA,
telomerami a chromatyna.

Zapoli-ADP-rybozylacje sg odpowiedzialne biatka PARP, kt6re katalizujg wigczanie
wielu reszt ADP-rybozy i tworzenie tancuchéw ADP-rybozy (niekiedy rozgatezionych)
na specyficznych biatkach. tancuchy, ktérych dtugosé wynosi od kilkunastu do
kilkudziesieciu reszt, sg odporne na dziatanie wiekszosci znanych nukleaz, depo-
limeryzowane natomiast przez pewne fosfodiesterazy i glikohydrolazy. Dawca reszt
ADP-rybozylowych jest NAD. Akceptorem pierwszej grupy ADP-rybozylowej jest
atom tlenu w y-karboksylowej grupie kwasu glutaminowego lub Op-fosfoseryny
modyfikowanych biatek [51].

Biatka PARP oddziatujg niekowalencyjnie z wieloma biatkami kontrolujgcymi
integralno$¢ genomu. Pleschke iwsp. wykazali istnienie sekwencji wigzacej tafncuchy
poli-ADP-rybozy m.in. w biatku p53, p21dPL, MSHGE ligazie DNA Ill, DNA-PKCS
Ku 70, NF-kB oraz w podjednostce katalitycznej telomerazy. Wigzaca sekwencja
20-aminokwasowa zbudowana jest z dwoch regionéw o wysokiej homologii miedzy-
gatunkowej - regionu bogatego w aminokwasy zasadowe oraz regionu hydro-
fobowego, zawierajgcego rowniez niewielka ilos¢ aminokwaséw zasadowych.
Stwierdzono, ze sekwencja wigzaca reszty ADP-rybozylowe naktada sie zwaznymi
domenami odpowiadajacymi za interakcje: biatko-biatko, wigzanie DNA, kierowanie
biatek oraz ich degradacje [34].

Biatka PARP wigzg DNA, ochraniajg wolne korice DNA, modyfikuja chromatyne
przez ADP-rybozylacje biatek nukleosomow (przede wszystkim histonu H,). Substraty
PARP obejmujam. in. polimerazy DNA, topoizomerazy, ligazy, czynniki transkrypcyjne
(np. FOS), biatko p53, XRCC,, antygeny jadrowe komorek proliferujagcych oraz
katalityczngpodjednostke zaleznej od DNA kinazy biatkowej (por. wyzej) [23]. Biatka
PARP grajag wazna role w supresji rekombinacji na koricach DNA oraz biorg udziat w
kotwiczeniu chromatyny w macierzy jadrowej.

Biatka te majg réwniez znaczenie dla podtrzymywania dtugosci telomerow i(lub)
przekazywania sygnatow wysytanych przez uszkodzone telomery. Wykazano, ze myszy,
pozbawione PARP (kodowanego przez gen ADPRT1 [45]), miaty o okoto 30% krétsze
telomery niz telomery prawidtowych osobnikow. Zainteresowanie budzito jednak
spostrzezenie, ze lizaty komoérkowe myszy pozbawionych PARP wykazywaty
szczatkowg aktywno$¢ PARP, ktorg przypisano tankyrazie - nalezacej do tzw.
nieklasycznych PARP [23].

W badaniach Samper i wsp. u myszy niewykazujagcych aktywnosci PARP nie
stwierdzono znaczacych réznic w dtugosci telomeréw. Myszy tejednak byty nadwrazliwe
na czynniki uszkadzajagce DNA (stwierdzono brak aktywnosci DNaz) [37].

Embrionalne fibroblasty myszy pozbawione PARP wykazywaly powazna
niestabilno$¢ genomu przejawiajgcg sie w postaci wzrastajacej czestosci fuzji
chromosomoéw oraz aneuploidii. Brak PARP nie wptywal jednak na dtugosc
jednotancuchowej protruzji konica DNA (G overhang) [1].
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Klasycznymi polimerazami poli-ADP-rybozylowymi sg biatka PARP1, PARP2 i
PARP3, z ktérych najlepiej poznanym jest PARP1. Jest to biatko o masie 113 tysiecy
daltondw, o wysokiej homologii miedzygatunkowej, silnie aktywowane przez DNA
wykazujacy uszkodzenia jednej nici. Podobnie jak biatko p53 lub DNA-PK, biatko
PARP1 ma zdolno$¢ wigzania sie z DNA i oddziatywania z innymi biatkami
kontrolujgcymi integralno$¢ genomu (zwihaszcza z biatkami uczestniczacymi w reperacji
jednotanncuchowych uszkodzen DNA przez wycinanie). Dodatkowo biatko PARP1 ma
zdolno$¢ automodyfikacji przez ADP-rybozylacje, co wptywa m.in. na interakcje z
DNA. Drugim produktem genu PARP1 jest biatko SPARPI, domena katalityczna o
masie 55,3 tysiecy daltonow, ktére nie jest aktywowane przez uszkodzony DNA. Inne
biatka z rodziny PARP nie zostaty jeszcze opisane [34].

Klasyczne biatka PARP sg aktywowane w odpowiedzi na uszkodzenia pojedynczego
lub podwojnego taricucha DNA i ADP-rybozylujg liczne biatka (m.in. kluczowe
regulatory transkrypcji, cyklu komdrkowego i naprawy DNA). Aktywacja PARP
wyzwala szybki sygnat potranslacyjny, kt6ry jest w stanie zatrzyma¢ mechanizmy
transkrypcji i(lub) replikacji i uaktywni¢ mechanizmy naprawcze. Prawdopodobnie
PARP dziata jako ,,przetgcznik” miedzy procesami transkrypcji i naprawy DNA -
poli-ADP-rybozylacja stymuluje procesy naprawy DNA wyciszajac jednoczesnie
transkrypcje [53]. ADP-rybozylacja nie jest trwala, a efektem reakcji moze by¢ zaréwno
aktywacja, jak i hamowanie biatek.

Aktywno$¢ PARP prowadzi do znacznego obnizenia wewnatrzkomérkowego
stezenia NAD+, a w rezultacie ATP, co jest przyczyng $mierci komérki w drodze
martwicy. Co wiecej, wysoka aktywno$¢ PARP moze spowodowac, ze komorka,
ktéra wchodzi w apoptoze, jest zmuszona do ,,przetgczenia sie” na droge martwicy.
Inhibitory PARP wykazujg dziatanie odwrotne - komérka ,,przetacza sie” pod ich
wplywem z martwicy na apoptoze [47]. Obok PARP 1stosunkowo dobrze poznane sg
tankyrazy - TANKI i TANK2, nalezgce do tzw. nieklasycznych biatek PARP.

Biatko TANKI kodowane przez gen TNKS, majacy locus w chromosomie 8 [23],
zostato zidentyfikowane w 1998 roku i zlokalizowane na telomerach chromosomow
metafazowych, gdzie oddziatuje z TRF1- negatywnym regulatorem dtugosci telomeréw
i prawdopodobnie wchodzi w sktad kompleksu biatkowego telomerdw [39].

TANKI wykazuje duzghomologie do ankyryn (biatek strukturalnych, ktére wigza
integralne biatka btonowe z lezacym pod nimi cytoszkieletem) oraz domeny katalitycznej
PARP. Podobnie jak ankyryny ma 24 powtorzenia ankyrynowe- sekwencje zbudowane
z 33 aminokwas6w. Sekwencja ta odpowiada za oddziatywanie z domeng kwasowag
TRF1 (68 aminokwasow N-konca) [39].

Region C-koncowy wykazuje aktywnos$¢ PARP, katalizujgc tworzenie fancuchow
poli-ADP-rybozylowych na specyficznych biatkach. Katalityczna domena PARP
wykazuje charakterystyczna strukture 1l-rzedowg (liczne taficuchy 3ijedna a-helisa),
formujac rowek znany jako fatd wigzacy NAD [39].

Pomiedzy domeng PARP a powtdrzeniami ankyrynowymi znajduje sie motyw SAM
(ang. sterile alpha module), ktéry prawdopodobnie bierze udziat w oddziatywaniu z
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RYCINA 3. Budowa biatlek TANK1/TANK2: PARP - katalityczna domena PARP, SAM - domena
homologiczna z motywem alfa, HPS - domena zawierajaca homopolimeryczne powtérzenia histydyna-
prolina-seryna w N-korficu, NTD - domena N-konhcowa

biatkami (TRF1). Region NH, koricowy TANKI zawiera ciggi homopolimeryczne
histydyny, seryny iproliny (ryc. 3).

Stwierdzono powszechne wystepowanie mRNA tankyrazy w ludzkich tkankach, ze
szczegOlnie wysokimi wartosciami wykrywanymi wjadrach. Wyniki analizy biatka TANKI
(o masie 142 tysiecy daltonéw) pokrywaty sie z wynikiem badania mRNA [39].

Proces ADP-rybozylacji TRF1 in vitro przez TANKI powoduje odtgczenie TRF1
od telomerowego DNA. Sugeruje sie, ze ADP-rybozylacja biatka TRF1 umozliwia
»otwarcie” kompleksu telomerowego, umozliwiajgc dostep telomerazie [41]. Gdy TRF1
ulega nadmiernej ekspresji, znacznie wzrastajg wartosci wykrywanej tankyrazy [29].
In vitro wykazano, ze nawet przy duzych stezeniach tankyrazy jedynie mata frakcja
TRF1 jest modyfikowana [39]. Gdy TANKI ulega nadmiernej ekspresji, wzrasta
dtugos¢ telomerdw [23, 41]. Poniewaz ADP-rybozylacja obniza zdolno$¢ TRF1 do
wigzania telomerowego DNA, prawdopodobne jest, ze funkcja telomeréw w ludzkich
komorkach jest regulowana przez ADP-rybozylacje. Biatko TANKI moze rowniez
przyczyniac sie do chronienia telomerow przed niewtasciwymi procesami naprawczymi.
Biatko TRF2 niejest substratem dla TANK 1z powodu innej budowy korica NH2(bogatego
w aminokwasy zasadowe), co uniemozliwia interakcje TRF2 - TANKI [23]. TANKI
wykazuje rowniez zdolno$¢ do autoregulacji przez wtasng ADP-rybozylacje. Tworzenie
ADP-rybozylowanej tankyrazy zalezy proporcjonalnie od stezenia tankyrazy [39].

Prawdopodobnie substratami dla TANKI sg réwniez inne czynniki zwigzane z
telomerami, wigczajgc telomeraze. Problem zwigkszania lub hamowania aktywnosci
biatek kompleksu telomerowego przez dziatanie TANKI wymaga rozstrzygniecia.

Innym zagadnieniem wymagajacym wyjasnienia jest fakt, ze TANKI znajduje sie
na koncach telomeréw tylko w komérkach, ktére wykazujgnadmierngekspresje TRF 1,
natomiast w przewazajgcej wiekszosci TANKI zlokalizowany jest w porach btony
jadrowej, w cytoplazmie wokét jadra komdérkowego oraz w pecherzykach Golgiego
[23]. Wewnatrzkomoérkowa lokalizacja TANKI zalezy od fazy cyklu komérkowego.
Tankyraza w czasie interfazy jest zlokalizowana razem z TRF1 na telomerach oraz
wchodzi w sktad komplekséw biatkowych poréw btony jadrowej, natomiast podczas
mitozy, gdy dochodzi do zaniku otoczki jagdrowej, stwierdzano obecnos¢ tankyrazy w
macierzy okotocentriolowej centrosomoéw. Sugeruje sie, ze lokalizacja tankyrazy na
telomerach moze by¢ regulowana przez TRF1 lub cykl komérkowy [40].
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Biatko TANK2 jest kodowane przez gen TNKS2 o dtugosci 66 kpz, majacy locus w
chromosomie 10. Gen ztozonyjest z 28 eksondw. Transkrypt ma dtugos¢ 6,7 kpz. Produktem
genu jest 1166-aminokwasowe biatko. Biatko TANK2 (znane réwniez jako TNKL)
zidentyfikowano po raz pierwszy jako biatko zwigzane z aparatem Golgiego [24].

Biatko TANK2 wykazuje 85% identycznych aminokwaséw w obrebie sekwencji
PARP, SAM i powt6rzen ankyrynowych oraz podobny wzor dystrybucji wewnatrz-
komorkowej jak biatko TANKI, ale zawiera unikalng sekwencje NH2koricowa o
wysokiej homologii miedzygatunkowej. Podobnie jak biatko TANKI ulega powszechnej
ekspresji w ludzkich tkankach. Biatko TANK2 oddziatuje z 52-aminokwasows,
NH2koncowa sekwencjg TRF1. Jest to rdwniez miejsce interakcji biatek TANK1-
TRF1, dlatego tez obie tankyrazy prawdopodobnie wspo6tzawodnicza o substrat.

Podobnie jak klasyczne biatka PARP, nieklasyczne PARP (tankyrazy) moga
przekazywaé sygnaty z uszkodzonych telomerdéw iprzez to odgrywac role w kontroli
stabilno$ci genomu iregulacji senescencji komorki.

Nadmierna ekspresja biatka TANK2 indukuje gwattowng $mieré komorki w wyniku
martwicy wskutek nagtej utraty potencjatu btonowego mitochondriéw. Inhibitor PARP,
3-aminobenzamid, miat zapobiegaé $mierci komdrki. Okazato sie jednak, ze jego
zdolnosé do ochrony komdérki nie jest wystarczajgca i trwata. Komorki wykazujgce
nadmierng ekspresje biatka TANK2 w obecnosci 3-aminobenzamidu takze umieraty,
jakkolwiek Smier¢ byta opdzniona o kilka dni [23].

Skutek nadmiernej ekspresji obu tankyraz jest zasadniczo odmienny. Fakt ten
tlumaczony jest r6zng wewnetrzng aktywnoscig PARP, jej regulacjg lub istnieniem
specyficznych, réznych substratow. Wymaga to jednak dalszych badan.

Biatko TANK2 w prawidtowych komorkach wykazuje lokalizacje rozproszong wokaét
jadra, natomiast w komdrkach widkniakomiesaka-bardziej zintegrowana [23]. Gtéwna
lokalizacja biatka TANK2 to cytoplazma. Lyons iwsp. wykazali, ze TANK?2 oddziatuje
z biatkiem Grbl4, ktore znajduje sie w pecherzykach Golgiego, regulujacjego funkcje
[27]. Nai-Wen Chi i Lodish stwierdzili, ze TANK2 ma zdolnos$¢ oddziatywania z IRAP
(aminopeptydazg insulinozalezna), znajdujaca sie w pecherzykach GLUT4, co ma
prawdopodobnie znaczenie w regulacji ich metabolizmu [2].

PODSUMOWANIE

Mnogos¢ doniesien naukowych na temat telomer6w i telomerazy pojawiajacych sie
w ostatnich latach na catym S$wiecie $wiadczy nie tylko o niezwykiej ztozonosci
mechanizmdw regulacji dtugosci telomeréw, ale takze o duzej roli, jakg zrozumienie
tych proces6w moze odegrac¢ zaréwno w diagnostyce i leczeniu nowotworéw, jak i w
opanowaniu procesOw starzenia. Mimo postepu wiedzy na temat struktury telomerazy
oraz opracowania metod ocenyjej aktywnosci enzymatycznej wiele zagadnien pozostaje
niewyjasnionych. Identyfikacja biatek zwigzanych z telomerazg (TRF 1i TRF2) oraz
czesSciowe poznanie ich funkcji otwiera mozliwosci odkrycia kolejnych czynnikow
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wptywajacych na regulacje dtugosci telomer6éw i utrzymanie ich integralnosci. Coraz
doktadniej badany jest wptyw poli-ADP-rybozylacji (TANKI i TANK2) natelomeraze
i biatek z nig zwigzanych. Szczegétowe poznanie tych proceséw umozliwi zrozumienie
zaleznosci miedzy mechanizmami syntezy i naprawy DNA a strukturg i regulacja
dtugosci telomeréw. Prawdopodobnie utatwi to w przysztosci skuteczng kontrole nad
procesami nowotworzenia, unie$Smiertelniania i starzenia sie komorek.
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