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Karolina Majewska', Patrycja Wréblewska®

Retencja mRNA na terenie jadra — nowy element
w regulacji ekspresji genow

1. Wstep

Eukariotyczna ekspresja genéw obejmuje procesy zachodzgce na terenie jadra
komodrkowego jak i cytoplazmy, ktére polaczone sg eksportem dojrzatego mRNA
poprzez pory jadrowe. Zaréwno procesy zachodzace na terenie jadra jak i te, ktore
maja miejsce w cytoplazmie sg wzajemnie powigzane i zalezne od siebie [1]. Podczas
procesu transkrypcji zachodzgcego na terenie jadra, pre-mRNA ulegajg czapeczko-
waniu na koncach 5’ zaraz po zapoczatkowaniu transkrypcji. Jednocze$nie w mome-
ncie pojawiania si¢ miejsca splicingowego nastgpuje montowanie spliceosomu i pre-
mRNA ulega ko-transkrypcyjnemu splicingowi w celu usunigcia niekodujgcych sek-
wencji (introndw) i potgczenia ze sobg wezesniej oddalonych sekwencji kodujacych
(eksonow). Podczas, gdy splicing pierwszych intronéw oddzialuje zwrotnie na
clongacje transkryptu, wydajno$¢ splicingu ostatniego intronu wplywa na cigcie
konca 3° i jego poliadenylacj¢ (CPA) [2-4]. Z drugiej za§ strony skuteczno$c
poliadenylacji wplywa na moment terminacji transkrypcji, uwolnienia dojrzalego
mRNA z chromatyny, eksport do cytoplazmy, jak réwniez warunkuje jadrowy
rozktad wadliwych transkryptéw [5-7]. Wszystkie etapy poszczeg6élnych proceséw,
ktorym ulega mRNA sa katalizowane, koordynowane oraz powigzane z biatkami
wigzacymi RNA (RBPs — RNA-binding proteins).

W celu gwarancji integralnosci ekspresji genow, komorki w toku ewolucji wyksz-
talcity mechanizmy majace na celu zapobieganie przedwczesnemu uwalnianiu
niedojrzalego mRNA do cytoplazmy. Uwolnienie takiego mRNA mogtoby skutko-
wa¢ produkcja niefunkcjonalnych i szkodliwych bialek mogacych przyczyni¢ si¢ do
powstania stresu komérkowego, $§mierci komorki, badz chordb wigcznie z chorobami
nowotworowymi [8].

Do zabezpieczen tych naleza;

e ograniczenie wystegpowania czynnikéw splicingowych do obszaru jadra oraz
brak mozliwosci przedostania si¢ ich do cytoplazmy [9];

o funkcjonowanie biatek wigzagcych RNA (RBPs) jako swoiste punkty kontrolne
stanowigce o prawidlowym przebiegu poszczegdlnych etapéw przebiegajacych
procesow. Dzigki temu komoérka rozrdznia prawidlowe produkty mRNA od
nieprawidtowych [9];
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e precyzyjne skoordynowanie splicingu z eksportem mRNA, czynniki eksport-
tujace mRNA ulegajg rekrutacji jedynie do pre-mRNA podczas splicingu lub
dopiero po jego zakonczeniu [10];

e precyzyjna kontrola mRNPs w porach jadrowych. Wadliwe transkrypty ulegaja
retencji w jadrze i ostatecznie degradacji [11-13].

W przypadku gdy jadrowa retencja zawodzi i niedojrzale mRNA przedostaje si¢
do cytoplazmy, jest ono rozpoznawane i ulega degradacji zaleznej od kodonu
nonsens (NMD) [14, 15]. Na terenie cytoplazmy moze rowniez zachodzi¢ degradacja
mRNA poprzez dziatanie krétkich niekodujagcych RNA (miRNA i siRNA) [16]. Sa to
interferencyjne RNA, ktére przylaczaja si¢ na zasadzie komplementarno$ci zasad do
docelowego mRNA i powodujg jego degradacje. Sposéb dziatania czasteczek miRNA
zalezy od tego, w jakim stopniu ich sekwencja jest komplementarna do sekwencji
mRNA. Jesli miRNA jest w pelni komplementarne do mRNA zachodzi hydroliza
mRNA przeprowadzana przez enzym Dicer. Niepelna komplementarno$s¢ powoduje
zatrzymanie translacji i przechowywanie transkryptu w ciatach P na terenie cyto-
plazmy [17, 18]. Mechanizm dziatania siRNA jest podobny do mechanizmu dziatania
miRNA [19]. Dodatkowo siRNA moze dziata¢ na struktur¢ chromatyny powodujac
jej heterochromatynizacje [16].

2. Retencyjne mRNA

Retencja moze dotyczy¢ transkryptow, w obrgbie ktorych doszio do niekomp-
letnego splicingu, jak roéwniez w pelni dojrzatego mRNA. Hiperedytowane mRNA
oraz transkrypty z wycigtymi intronami, ktore jednak nie zostaly odpowiednio
edytowane, rOwniez ulegaja zatrzymaniu na terenie jadra [20].

2.1. Kontrola jakosci mRNA

Mechanizm ten jak si¢ przypuszcza moze stuzy¢ kontroli jakosci transkryptéw na
terenie jadra. Degradacja przy udziale egzosomow moze byé poprzedzona retencija
transkryptu. Z drugiej za$§ strony wstrzymanie mRNA, ktore negatywnie przeszto
kontrolg jakos$ci moze stanowi¢ swego rodzaju szans¢ na jego naprawe, przyktadowo
w wyniku uruchomienia potranskrypcyjnego splicingu.

2.2. Funkcjonalna kontrola mRNA

Kontrola funkcjonalna mRNA odnosi si¢ do kontroli czasu i warunkéw w jakich
mRNA uwalniane jest do cytoplazmy. Zaistnienie $cisle okreSlonych warunkow,
takich jak chociazby stres czy infekcja wirusowa, moze doprowadzi¢ do wstrzymania
okreslonych transkryptow na trenie jadra.

2.2.1. Gromadzenie zapasowego mRNA w celu uruchomienia szybkiego
potranskrypcyjnego splicingu

Transkrypty zawierajace introny moga by¢ magazynowane w jagdrowych speckles
jako zapasy dla szybkiego potranskrypcyjnego splicingu, w momencie gdy warunki
komoérkowe ulegng zmianie np. po ekspozycji na specyficzny stres. Przyktadowo
szok termiczny, powoduje zwigkszenie ilosci transkryptow zawierajacych retencyjny
intron w obrgbie jagder mysich fibroblastow linii 3T3. Transkrypty ulegaja stabilnej
retencji w jadrze. W momencie, gdy komorka powraca do rownowagi po ekspozycji
na stres, zachodzi potranskrypcyjny splicing i komorka moze z powrotem osiggnaé
normalng ekspresje genow [21].
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2.2.2. Zapobieganie degradacji cytoplazmatycznej oraz toksycznego
wplywu dsRNA

Jadrowe odizolowywanie mRNA zawierajacych regiony dsRNA jest wazne dla
komorek we wzgledu na unikanie wywotywania wrodzonych odpowiedzi immuno-
logicznych w cytoplazmie, ktore mogtyby doprowadzi¢ do aktywacji PKR i global-
nego wylaczenia translacji. Na przyklad mRNA biatka LIN28A posiada dwa odwr6-
cone powtodrzenia retransopozonu Alu w obrebie jego dlugiego 3’ UTRu, ktére for-
mujg wydhuzone regiony dsRNA. To powoduje rozlegte edytowanie A-I (przez enzym
ADAR) oraz retencj¢ hiperedytowanego mRNA biatka LIN28A w obrgbie para-
speckles [22]. Przypuszczalnie w sytuacji w, ktorej nie istnialby mechanizm retencji,
powstajace wadliwe mRNA ulegatyby z catg pewno$cia degradacji jadrowej badz tez
cytoplazmatycznej. Jadrowa retencja daje zatem szans¢ na naprawe wadliwych
transkryptow, a co za tym idzie umozliwia ich eksport na teren cytoplazmy oraz
dalsza ekspresje [23].

2.2.3. Scisla regulacja czasu ekspresji transkryptéw

Przypuszcza si¢, iz wstrzymanie transkryptow na terenie jadra moze shuzy¢
oddaleniu czasu syntezy transkryptow od momentu ich translacji, ktora to moze by¢
uruchamiana dopiero po zajsciu potranskrypcyjnego splicingu. W badaniach prowa-
dzonych na mysich komoérkach linii germinalnej, wykazano obecno$¢ duzej liczby
poliadenylowanych transkryptow, ktore ulegaly retencji na terenie jagdra w obrgbie
spermatocytéw I rzedu (komorki bedace w trakcie profazy I podziatu mejotycznego
— komorki mejotyczne). Po uplywie okoto 9 dni od czasu detekcji poliadeny-
lowanych transkryptow zakotwiczonych na terenie jadra, dokonano kolejnych po-
miaréw, ktore wykazaty okoto 90% spadek ilosci retencyjnych transkryptéw na
terenie jader komorek. Nalezy jednak dodaé, ze w trakcie tychze 9 dni doszto do
zakonczenia podziatow mejotycznych, zatem obserwowane komorki byly juz post-
mejotycznymi komoérkami spermatyd. Sugeruje to zatem, iz komorki w stadium
spermatocytarnym, charakteryzujgcym si¢ wzmozong aktywnoscig metaboliczng
komorek, syntetyzuja duzg liczbe transkryptéw podlegajacych retencji na terenie jadra.
Transkrypty te zostang wykorzystane dopiero po zakonczeniu podzialéw mejo-
tycznych, czyli dopiero w obrebie spermatyd. W obrebie spermatyd dochodzi do
uruchomienia programu postranskrypcyjnej obrobki co prowadzi do wytworzenia
dojrzatych zdolnych to eksportu na teren cytoplazmy mRNA. Takie mRNA kolejno
podlega translacji majacej na celu synteze biatek niezbednych to dalszego rdzni-
cowania komorek w kierunku dojrzalych plemnikow. Widzimy zatem, ze w takim
przypadku retencja stuzyla czasowemu oddaleniu syntezy transkryptu od jego trans-
lacji [24]. Analogiczng sytuacj¢ obserwujemy podczas podzialdéw mejotycznych
mikrosporocytow modrzewia europejskiego, gdzie rowniez dochodzi do akumulacji
retencyjnych transkryptéw na terenie jadra. Watek ten zostanie rozwini¢ty w dalszej
czesci rozdziatu [25].

2.2.4. Autoregulacja poziomu bialek

Wykazano réwniez, ze retencja transkryptow moze stuzy¢ swoistej autoregulacji
poziomu bialek. Jadrowe biatka wigzace poly A (PABPNI1) negatywnie autoreguluja
swoj poziom poprzez jadrows retencje mRNA zawierajgcego intron w celu utrzy-
mania homeostazy biatka. Gdy bialko to pojawia si¢ w zbyt duzej ilosci, PABPN1
wigze si¢ do ciggu A w obrebie 3’UTRu swego wlasnego Mrna. W ten sposdb zapo-
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biega zwigzaniu czynnika splicingowego jakim jest biatko SRSF10, co skutkuje
wstrzymaniem terminalnego intronu i jadrowg retencja transkryptu. W sytuacji nis-
kiego poziomu PABPNI, ostatni intron ulega potranskrypcyjnemu splicingowi
i dojrzaly mRNA jest uwalniany do cytoplazmy w celu zsyntetyzowania biatka [26].

3. Mechanizmy retencji mRNA

Niezaleznie od splicingowego statusu retencyjnych transkryptow mechanizmy
retencji mozna podzieli¢ na dwie kategorie :

e Pierwsza kategoria dotyczy transkryptow, ktore sa wigzane przez jadrowe czyn-
niki retencji aktywnie zakotwiczajace je w jednostkach strukturalnych na terenie
jadra;

e Druga kategoria zwigzana jest z mRNP, ktorych eksport na teren cytoplazmy
jest uniemozliwiony przez aktywne blokowanie rekrutacji czynnikéw ekspor-
tujacych.

3.1. Macierz jadrowa

Transkrypty podlegajace retencji moga by¢ zlokalizowane w obrebie rozmaitych
domen jadrowych. Mechanizmy prowadzace do ich zakotwiczania na terenie tychze
domen wykazujg migdzy sobg pewne réznice. Jedng z obserwowanych do tej pory
lokalizacji retencyjnych mRNA jest nukleoplazma (macierz jadrowa). Nieefektywny
splicing terminalnych intronéw moze ostabiaé wigzane CPF (czynniki cigcia i polia-
denylacji) i powodowac retencje mRNA, ktore pozostaja zwigzane z chromatyna.
Bialka budujace wczesny spliceosom takie jak Ul 1 U2AF zwigzane z terminalnym
intronem oddzialuja na czynniki CPF uniemozliwiajac cigcie 3’UTRu oraz
rozpoznawanie sygnatu poliadenylacji. W konsekwencji polimeraza pozostaje na
matrycy, a transkrypt jest nadal zwigzany z chromatyng w miejscu transkrypcji. Tego
typu retencyjne transkrypty nie posiadaja ogona poli A i sg skazane na degradacje
poprzez jadrowe egzosomy [6].

3.2. Retencja na terenie skupisk jadrowych zwanych z ang. nuclear
speckles (NS)

Kolejng jednostka strukturalng w obrgbie, ktorej retencyjne mRNA moga ulec
zakotwiczeniu sg jadrowe speckles. Do niedawna uwazano, ze wszystko co trafia do
jadrowych speckles na zawsze zostaje w obrebie tych domen. Obecnie sugeruje sig,
ze te jadrowe domeny funkcjonujg jako centra kontroli jakosci, przez ktére prze-
chodzg wszystkie przetworzone mRNA. Kiedy pozytywnie przejda kontrole jakosci
sa natychmiastowo wydajnie eksportowane [27]. Jednym z sygnatéw skierowujgcych
do jadrowych speckles sa domeny bogate w argining (RS), ktére charakterystyczne
sg dla biatek regulatorowych, takich jak U2AF65 i U1-70K, jak rowniez bialek SR
[28]. Udowodniono, ze retencyjne poliadenylowane RNA, ktore ulegajg akumulacji
w obrebie jadrowych speckles pozostajg nadal zwigzane z unieruchomionymi
nieaktywnymi spliceosomami [29]. Domeny RS czynnikéw splicingowych, ktore nie
sa aktywnie zaangazowane w splicing posiadajg ufosforylowane reszty serynowe
[30]. Prawdopodobnie produktywne wigzanie ufosforylowanych bialek zawierajacych
domeny RS (U2AF65 1 U1-70K) do 5’ss 1 3’ss ometkowuje mRNA jako zawierajgce
niewycicty intron kierujac je do jadrowych speckles i fizycznie zakotwiczajac
poprzez interakcje z innymi ufosforylowanymi biatkami zawierajacymi domeny RS
[29, 31]. Obecnie bada si¢ w jaki sposob dojrzate mRNA ulegaja retencji w obrebie
jadrowych speckles [27].
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3.3. Retencja na terenie skupisk jadrowych zwanych z ang. paraspeckles

Mechanizm retencji prowadzacy do zatrzymania transkryptow na terenie tych
domen obejmuje potranskrypcyjng deaminacj¢ adenozyny do inozyny (edytowanie A
do I) w obrebie mRNA. Enzym ADAR (Adenosine Deaminase on RNA) wigze
regiony ds ( double-stranted) w obrebie RNA i katalizuje tg konwersj¢ [32]. Reszty
inozynowe sg kolejno rozpoznawane przez kompleks bialtkowy skladajacy sie
z PSPC1, NONO i MATR3, co skutkuje retencjg kompleksu mRNP w obrgbie nukle-
oplazmy lub w paraspeckles. Jadrowe odizolowywanie mRNA zawierajacych regiony
dsRNA jest wazne dla komérek we wzgledu na unikanie wywolywania wrodzonych
odpowiedzi immunologicznych w cytoplazmie o czym byla juz mowa [33].

3.4. Retencja w obrebie porow jadorwych — ang. nuclear basket

Nuclear basket prezentuje kolejng jednostke strukturalng w obrgbie jadra, gdzie
zwigzanie pre-mRNA z porami jagdrowymi zostaje uniemozliwione [12]. Jadrowa
retencja w obrebie porow jadorwych jest zalezna od splicingu i wymaga okoto-
jadrowych biatek TPR u ssakow [11]. Najnowsze badania wskazujg na to, ze kont-
rolna jako$ci w obrebie porow moze by¢ osiggana przez kombinacje interakcji
pomigdzy RBPs, NXF1 (czynnik eksportu) i TPR. Sugeruje si¢, ze niskie powino-
wactwo pomigdzy RBP 1 NXF1 jak réwniez silne interakcje pomiedzy pewnymi
RBP i TPR sg wystarczajagce do odroznienia mi¢dzy sktadnikami eksportu, niepra-
widtowych mRNP i ich zatrzymania w obrebie nuclear basket [34].

3.5. Inhibicja czynnikéw eksportowych rekrutujacych do mRNP

Dla efektywnego eksportu, mRNP musi rekrutowaé do NXF1, ktory przytacza si¢
przy pomocy biatkowych adapterow. Wyczerpanie tych adapteréw takich jak:
UAP56 czy ALYREF doprowadza do akumulacji poliadenylowanego mRNA na
terenie jadrowych speckles sugerujac, ze ich rekrutacja jest niezbedna do uwolnienia
dojrzatego mRNA z tych domen. Oznacza to, ze retencyjne transkrypty zlokali-
zowane w obrebie jadrowych speckles sg niezdolne do rekrutacji czynnikdéw eksport-
towych lub sg zwigzane przez czynniki retencji [7, 27, 35].

Wykazano réwniez, ze uwalnianie transkryptow zawierajacych DI jest regulowane
przez defosforylacj¢ bialek SR. Biatka SR jak juz predzej wspomniano mogg rowniez
peié rolg adapterow eksportu rekrutujgc NXF1 do mRNP, gdy sg defosforylowane
w wyniku produktywnego splicingu. Bezproduktywny spliceosom montowany na
retencyjnych intronach moze zapobiega¢ defosforylacji zwigzanych bialek SR, co
z kolei moze stang¢ na przeszkodzie NXF1(uniemozliwia jego zwigzanie) i powo-
dowac¢ retencje w obrebie jadrowych speckles [7, 36, 37].

3.6. Poszukiwany mechanizm retencji pre-mRNA/mRNA z udzialem CB
u modrzewia (nasz przyklad)

Jedne z obecnie prowadzonych badan skupiajg si¢ na analizie procesu jadrowe;j
retencji podczas rozwoju komorek generatywnych u roslin. W mikrosporocytach
modrzewia podczas profazy pierwszego podzialu mejotycznego obserwuje si¢ kilka
cykli retencji mRNA w jadrze. Transkrypty ulegaja retencji na terenie nukleoplazmy
jak rowniez ciat Cajala. Mechanizm jadrowej retencji w obrebie cial Cajala jak to tej
pory nie zostal jeszcze opisany, przypuszcza si¢ jednak, ze dotyczy on wylacznie
organizmow ro$linnych. Zagadnienie to zostanie dokladniej omowione w dalszej
czesci rozdziatu [25].
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4. Elementy odpowiedzialne za retencje mRNA

Bardzo czgsto w obrebie retencyjnego mRNA obserwuje si¢ obecno$¢ niewy-
cigtych w procesie splicingu introndw. Sugeruje si¢, ze retencyjne RNA moze
ponadto zawiera¢ inne specyficzne elementy cis, ktére sg wigzane przez czynniki
retencyjne badz tez posiadajg jakie$ inne retencyjne cechy.

4.1. Retencja spowodowana zachowaniem intronu

Obecnie wiadomo, ze znaczna cze$S¢ poliadenylowanych mRNA jest stabilnie
zatrzymywana w jadrze, a wiele z nich zawiera jeden lub dwa introny, ktére nie
zostaly usunigte w procesie splicingu. Fakt ten poczatkowo byt duzym zaskocze-
niem, poniewaz splicing wewngtrznych introndow zazwyczaj zostaje ukonczony ko-
transkrypcyjnie, czyli przed terminacjg transkrypcji i pojawianiem si¢ poliadeny-
lowanego ogona. Tymczasem regulowana retencja intronéw pojawita si¢ jako nowy
sposob regulacji ekspresji genow, ktora z jednej strony umozliwia eliminacj¢ niepra-
widltowych transkryptow, a z drugiej strony daje komorce szanse na natychmiastowsa
odpowiedz na zaistniaty stres [38, 39]. Wyrdznia si¢ dwa typy retencyjnych introndw:

o RI (ang. retained introns) — sg to introny, ktére oflankujg eksony zawierajgce
przedwczesne kodony terminacji (PTCs). Te introny sg zazwyczaj wysoko
retencyjne, jednak niektore transkrypty sg transportowane do cytoplazmy, gdzie
ulegajg degradacji na drodze NMD. Czasem zdarza si¢ jednak, ze transkrypty te
wlasnie dzigki obecno$ci tychze retencyjnych introndéw zdotaja uciec przed
degradacja na drodze NMD. Ulegajg wowczas translacji na terenie cytoplazmy
w konsekwencji czego zsyntetyzowane zostajg izoformy biatek, ktore posiadaja
odmienne funkcje (Rys.1.). Moga one stanowi¢ zatem narzedzie do zachodzenia
specyficznej ekspresji [40].

o DI (ang. detained introns) — tego typu introny sg zasocjowane z transkryptami,
ktére nie zostajg przetransportowane do cytoplazmy ale pozostaja na terenie
jadra. Z tego wzgledu sa niewrazliwe na degradacje na drodze NMD. DI sg
czgsto lokalizowane miedzy konstytutywnymi eksonami . Sg one krotsze i maja
stabsze miejsca 5° 1 3’ splicingowe w porownaniu do intronéw podlegajacych
splicingowi. Tak samo jak RI, réwniez DI negatywnie wptywaja na ekspresj¢
genow poprzez zapobieganie translacji poszczegdlnych transkryptow. Nie mniej
jednak w przypadku DIs taka inhibicja jest przejsciowa i odwracalna, poniewaz
transkrypty te nie ulegajg degradacji (Rys.1.). Rdzne bodzce takie jak chociazby
uszkodzenia DNA czy szok cieplny, moga wyzwoli¢ nagly potranskrypcyjny
splicing zatrzymanych intronéw, aby regulowaé jadrowe uwalnianie trans-
kryptow i kolejno translacje funkcjonalnie powigzanych transkryptoéw [40].
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Rys.1. Schemat przedstawiajacy losy transkryptow z zachowanymi intronami typu DI (detained introns) oraz
RI (retained introns) [zmodyfikowano — 40].

4.2. Hiperadenylacja

Jak do tej pory udato si¢ ustali¢, ze ogony poly A zbudowane sg z okoto 50-250
nt. Warunkuje to ich efektywny eksport do cytoplazmy, podczas gdy dtuzsze ogony
poly A przyczyniajg si¢ do retencji mRNA. Hiperadenylacja powyzej 250 nt komp-
letnie blokuje eksport mRNA [41]. Co interesujace dtugos¢ ogonow poli A réznych
mRNA moze ulega¢ zmianie w odpowiedzi na warunki stresowe . Jak udowodniono
wirusowe biatka mogg doprowadza¢ do translokacji cytoplazmatycznych biatek
wiazacych polyA (PABPC1) do jadra , co indukuje ich hiperadenylacje i akumulacje
transkryptéw na terenie jadra [42].

4.3. Inne elementy cis

Ostatnie badania wskazuja na to, iz retencyjne mRNA sa: przecigtnie okoto 8 razy
dluzsze, posiadajg dluzsze regiony kodujace, 3’UTRy, jak rowniez zredukowang
liczbe fragmentoéw bogatych w GC w porownaniu do transkryptow, ktore podlegaja
eksportowi na teren cytoplazmy [43, 44]. Oprocz retencyjnych intronow i wydtuzo-
nego ogona poly A zidentyfikowano réwniez kilka innych elementow cis w obrgbie
dlugich niekodujacych RNA (IncRNA), mRNA jak i reporterowych transkryptow,
ktoére przyczyniaja si¢ do ich retencji. Elementami takimi sg m.in. motyw retencyjny
5’ss (GUAUGUU) [45], pentametr AGCCC [46] i polipirymidynowy obszar wigzany
przez PTB (biatko bedace inhibitorem splicingu) [47].

5. Mechanizmy uwalniania retencyjnego mRNA

Na terenie jadra koméorkowego mogg znajdowac si¢ transkrypty, ktore sg niefunk-
cjonalne. Spowodowane to moze by¢ nieprawidtowym sktadaniem mRNP. W takim
przypadku dochodzi do degradacji mRNA przez egzosom [48]. Transkrypty, ktore
ulegly retencji w jadrze komorkowym mogg zosta¢ uwolnione do cytoplazmy pod
wplywem roznych czynnikoéw. Aby doszto do uwolnienia retencyjnego mRNA musza
zaj$¢ procesy, ktore doprowadzg do powstania transkryptu, ktory bedzie zdolny do
opuszczenia jadra. Obecnie przypuszcza si¢, ze istnieje kilka mechanizméw pozwa-
lajgcych na uwolnienie retencyjnego mRNA.
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5.1. Splicing potranskrypcyjny i rekrutacja czynnikéw eksportujacych
w celu selektywnego eksportu

Poczatkowe badania retencji mRNA wskazywaly, ze zatrzymane transkrypty
zlokalizowane sg na terenie cial jadrowych wraz z inaktywowanymi spliceosomami.
W peryferycznych obszarach ciat jadrowych moze dochodzi¢ do potranskrypcyjnego
splicingu [36]. Przypuszcza sig, ze istotng role w tym procesie odgrywa biatko SR,
ktére moze wigzac si¢ z RNA i jednocze$nie inaktywowac lub aktywowaé spliceosom.
Bialko to wigze si¢ z RNA za pomocg domeny RS (region powtdrzonego dipeptydu
arginina — seryna) [7,49]. Reszty seryny moga ulega¢ fosforylacji i w ten sposob
hamowa¢ dziatanie spliceosomu. Defosforylacja bialka SR pozwala na zajScie
splicingu i wycigcie intronu [7]. W ten sposéb moze dochodzi¢ do post-transkryp-
cyjnego wyciegcia intronu i umozliwienia przylgczenia czynnikow eksportujacych.
Do defosforylowanego biatka SR moga przylacza¢ si¢ czynniki eksportujace, np.
NXF1 (nuclear export factor 1) [49]. Uwolnienie mRNA po transkrypcji z ciat
jadrowych zalezy rowniez od adapterow eksportowych ALYREF i UAP56 [27, 50].
UAP56 wchodzi w sktad kompleksu TREX, ktory funkcjonuje w eksporcie mRNA
[27]. Uwolnienie zatrzymanych transkyptéw moze zachodzi¢ poprzez modulacje
rekrutacji ALYREF, ktora jest spowodowana post-transkrypcyjng modyfikacja biatka
lub sygnalizacjag komorkows [51]. Biatko to przylacza si¢ do mRNA w formie
ufosforylowanej i tylko w takiej formie moze spowodowaé eksport transkryptu
[52,53]. Fosforylacje bialka ALYREF przeprowadza kinaza AKT1. Innym sposobem
na ufosforylowanie biatka jest przytaczenie pochodnych fosfoinozytolu. W efekcie
fosforylacji, ALYREF przylagcza si¢ do mRNA i umozliwia transport przez pory
jadrowe.

5.2. Rekrutacja czynnikow eksportu do retencyjnych intronow

Obecnos$¢ niewycigtego intronu nie daje pewnosci, ze transkrypt z intronem reten-
cyjnym zostanie zatrzymany na terenie jadra komorkowego. W komoérkach obser-
wuje si¢ transkrypty z zachowanym intronem na terenie cytoplazmy. Zjawisko to
wskazuje na to, ze czynniki eksportu jagdrowego mogg przylaczaé si¢ réwniez do
intronow retencyjnych. Czynnikiem eksportu, ktéry przylacza si¢ do introndw jest
NXF1 [54]. Tak samo jak w przypadku przylaczania si¢ czynnikow eksportu do
mRNA z wycietymi intronami, NXF1 laczy si¢ z RNA poprzez biatko SR [55] lub
bezposrednio z sekwencjami w obrebie tych intronéw, w celu promowania ich
eksportu i translacji. Wigkszo$¢ wykrywanych introndéw w cytoplazmie zawiera
przedwczesny kodon stop, ktory powinien kierowaé transkrypty na droge degradacji
poprzez NMD. Jednak liczne transkrypty sa oporne na NMD i ulegaja translacji, co
powoduje powstawanie skroconych form biatek [56, 57].

5.3. Potranskrypcyjne rozerwanie konca 3’ i poliadenylacja (CPA)

Jednym z elementow odpowiedzialnych za retencj¢ mRNA jest hiperedytowany
i wydluzony 3°’UTR. Mechanizm pozwalajgcy na uwolnienie takiego transkryptu do
cytoplazmy polega na skroceniu ogona poly A. w procesie potranskrypcyjnego
rozerwania konca 3’ dochodzi do wybrania proksymalnych miejsc poli A i1 odcigcia
zbyt dlugiego regionu 3’UTR. Mechanizm ten zostal zasugerowany przez CTN-
RNA, ktory normalnie uzywa dystalnego miejsca poliadenylacji i wytwarza dlugi
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koniec 3’UTR [58]. W warunkach stresowych (IFNy +LPS), CTN-RNA jest post-
transkrypcyjnie odcinany, co usuwa wydluzony koniec 3’UTR i uwalnia region
kodujacy mCAT?2 do cytoplazmy, aby zapewni¢ szybka translacj¢ do biatka mCAT?2
i produkcje NO [58]. Do tej pory zidentyfikowano tylko jeden czynnik zwigzany
z CPA, ktéry zlokalizowany jest na terenie paraspeckles, jest to CFIm68. Ostatnie
badania obejmujace caly genom dowiodto, ze¢ mRNA z krotszymi 3’UTR sag
nadmierniec obecne w cytoplazmie, zaS mRNA z dluzszymi 3’UTR sa czgsto
zatrzymywane w jadrach [59].

5.4. Rozpad maskujacych IncRNAs

W komorkach eukariotycznych obecne sg dtugie niekodujace RNA (IncRNA),
ktére moga by¢ rozcinane i tworzy¢ krétkie niekodujgce RNA (np. miRNA, siRNA,
piRNA, snoRNA). Transkrypcje tych RNA przeprowadza polimeraza RNA II. Wiele
IncRNA ulega szybszej degradacji przez jadrowe RNazy niz inne transkrypty
polimerazy RNA II [60]. Przypuszcza si¢, ze zmnigjszenie transkrypcji IncRNA Iub
wzmocnienie ich rozpadu moze umozliwia¢ uwolnienie docelowego mRNA do
cytoplazm.

5.5. Jadrowy rozpad transkryptow z intronami retencyjnymi

Dotychczas uwazano, ze transkrypty, ktore sa nieefektywnie taczone i zatrzymy-
wane w migjscu transkrypcji, sg wrazliwe na rozpad zalezny od egzosomu [61].
Jednak wydaje si¢, ze mRNA z zachowanymi intronami sg odporne na rozpad przez
egzosom [14, 50, 62]. Jest to mozliwe, poniewaz sa one poliadenylowane. Zwykle
rozpadowi jadrowemu ulegajg transkrypty, ktore sa nieefektywnie poliadenylowane
i najczesciej sa zbyt krotkie [63]. Wyczerpanie podjednostek egzosomu, DIS3
1 EXOSC10, powoduje silne nagromadzenie réznych transkryptow.

6. Lokalizacja retencyjnego mRNA na terenie jadra

Retencyjne mRNA obserwowane jest na terenie nukleoplazmy i ciat jadrowych.
Wisrod ciat jadrowych w akumulacje transkryptéw zaangazowane sg jadrowe speckles,
paraspeckles i ciala Cajala. Paraspeckles i jadrowe speckles w swojej morfologii
majg duzo ziarnistoSci [64, 65]. Paraspeckles zaangazowane sg w hiperedytacje
mRNA poprzez zamiang adenozyny w inozyn¢ [64]. W ten sposob sa miejscem
retencji pre-mRNA. Jadrowe speckles biorg udziat w magazynowaniu, montazu oraz
modyfikacji czynnikow spilingowych [66, 67]. Dotychczas uwazano, ze ciata Cajala
sg zaangazowane w modyfikacje sSnRNA i snoRNA oraz w montaz snRNP i snoRNP
[64]. W ostatnich badaniach zaobserwowano w ciatach Cajala nagromadzenie
transkryptéw z zachowanym intronem, co $wiadczy o ich dotychczas niepoznanej
funkcji jaka jest udziat w retencji mRNA.

7. Obecnos¢ retencyjnych transkryptow na terenie jader w komorkach
ssaczych oraz ro$linnych

Obecnos¢ transkryptow wstrzymywanych na terenie jadra obserwowana jest
zard6wno w komorkach zwierzecych jak i roslinnych. Ponizej pokrotce przedstawiono
wyniki badan prowadzonych na mysich komorkach linii generatywnej oraz modele
ro$linne opisujgce retencje transkryptow obserwowang na terenie jader komorek
rozrodczych.
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7.1. Model ssaczy — komorki generatywne

Podczas procesu spermatogenezy u myszy dochodzi do globalnej rearanzacji
genomu w obrebie komorek linii generatywnej, co umozliwia zachodzenia czasowe]
ekspresji genow kodujacych biatka regulatorowe odgrywajace kluczowe role podczas
tego procesu. Rearanzacja ta jest konieczna w przypadku spermatocytow oraz
spermatyd w celu przejScia z podzialdw mejotycznych do mitotycznych czy tez
w celu wspomagania morfogenezy. Dochodzi wowczas do uruchomienia programu
alternatywnego splicingu, ktory ma na celu wlaczenie specyficznej ekspresji.
Dochodzi do wytworzenia alternatywnych form transkryptéw pochodzacych z tego
samego a zatem i réznorodnych form biatkowych. W przypadku analizowanych
komorek, bardzo duzy procentowy udziat zachodzgcych alternatywnych zdarzen
obejmowat retencje intronu (az 30%). Podczas, gdy komorki somatyczne chara-
kteryzuja si¢ okoto 3% udziatem tego zdarzenia. Nie da si¢ ukry¢ zatem, ze zjawisko
to jest czyms$ co zdecydowanie odréznia komorki mejotyczne od komorek, ktore nie
podlegajg tym podziatom. Poczgtkowo sugerowano, iz retencyjne introny promuja
jedynie eliminacj¢ niepozadanych transkryptow podczas zmian rozwojowych oraz
réznicowania me¢skich komorek rozrodczych. Nie mniej jednak badania wykazaty, ze
introny te mogg rowniez odgrywac pozytywng rol¢ bowiem reguluja one czas
ekspresji wybranych genow podczas trwania wysoce wyspecjalizowanych programow
rozwojowych. Retencyjne introny charakteryzowaty si¢ obecno$cig stabych miejsc
5’ss oraz 3’ss, a ich obecno$¢ bylta charakterystyczna dla genow kodujgcych biatka
istotne dla prawidlowego funkcjonowania gamet. W przypadku spermatocytow
obserwowano znacznie wigkszg ilo$¢ retencyjnych introndéw, a takze ogdlng liczbe
retencyjnych transkryptow w poréwnaniu do spermatyd. Badania te wykazaty, ze
transkrypty byly stabilne oraz charakteryzowaty si¢ dluzszym okresem poéttrwania
w poréwnaniu do mRNA, ktore podlegaly bezzwlocznemu procesowi splicingu.
Sugeruje to zatem, ze w obrebie spermatyd dochodzi do uruchomienia programu
potranskrypcyjnej obrobki co prowadzi do wytworzenia dojrzatych, zdolnych to
eksportu na teren cytoplazmy mRNA. Takie mRNA podlega translacji majacej na
celu synteze biatek niezbednych to dalszego roznicowania komoérek w kierunku
dojrzatych plemnikow [24].

7.2. Modele roslinne

Uwaza si¢, ze zjawisko retencji mRNA zachodzi znacznie czg¢$ciej u roslin niz
u zwierzat [68-70]. Dotychczas zjawisko to opisano na modelu paproci Marsilea
vestita oraz Arabidopsis thaliana [69,71]. Uwaza si¢, ze wigkszos¢ zdarzen
zachowania introndw obejmuje stabo zdefiniowane sygnaty splicingowe. Przyczynia
si¢ to do nieoptymalnej wydajnosci wycinania introndw. U Marsilea vestita dochodzi
do nagromadzenia pre-mRNA na terenie jadra komoérkowego podczas spermato-
genezy. Nagromadzone transkrypty posiadaly jeden zachowany intron, mimo ze
geny kodujace te transkrypty mialy wigcej introndw. Aby retencyjne transkrypty
zostaly uwolnione do cytoplazmy zachodzi ich splicing. Po procesie wycinania
intrond6w na terenie cytoplazmy pojawiajg si¢ dojrzate transkrypty. Natomiast po
zahamowaniu splicingu nie obserwuje si¢ transportu mRNA do cytoplazmy
i translacji. W przypadku M. vestita zahamowanie splicingu powoduje zatrzymanie
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rozwoju [71]. Splicing poszczegdlnych transkryptéw z zachowanym intronem
zachodzi w réznym czasie podczas rozwoju.

Innym modelem ro$linnym, w ktorym zaobserwowano retencj¢ mRNA jest modrzew
europejski Larix decidua. Przeprowadzane badania na mikrosporocytach tego
gatunku wskazujg retencje mRNA w jadrze komérkowym. Kumulacja transkryptow
widoczna jest na terenie catego jadra komdrkowego, a zwigkszona ilo$¢ pre-mRNA
lokalizowana jest w cialach Cajala. W przypadku modrzewia europejskiego
W rozwoju generatywnym podczas pierwszego podzialu mejotycznego dochodzi do
wydhuizonego diplotenu, ktéry trwa kilka miesiecy. W tym okresie obserwuje si¢
naprzemiennie fazy zwigkszonej aktywnoS$ci transkrypcyjnej i fazy, w ktorych
pozornie nic si¢ w komorce nie dzieje. Zsyntetyzowane transkrypty zostajg zatrzy-
mane w jadrze komérkowym i w okresie braku transkrypcji dochodzi do post-trans-
krypcyjnego splicingu. Pozwala to na produkcje biatek w Scisle okreslonym czasie.

8. Choroby zwigzane z zaburzeniami retencji mRNA u ludzi

Retencja mRNA dotyczy réwniez ludzie i jest odpowiedzialna za rézne scho-
rzenia. Wiele chordb zwigzanych jest z mutacjami w sekwencjach regulatorowych,
czynnikach eksportu, biatkach wigzacych RNA (RBP) i miejscach splicingu. Moze to
powodowaé nienormalng retencje transkryptow i powazne skutki patologiczne.
Akumulowanie transkryptow w jadrze komoérkowym jest wynikiem wadliwych
czynnikéw eksportu Iub niewycigciem intronu. Nieprawidlowe faldowanie czynnika
eksportujgcego GLE1 uniemozliwia jego polgczenie z nukleoporynami NUP155
1 CGl [72, 73]. Zaburzenia w GLE1zostaty potaczone z kilkoma chorobami mono-
neurondéw [74]. Za retencj¢ mRNA moze réwniez odpowiadaé niewycigcie intronu,
ktore jest spowodowane mutacja w miejscach splicingu [75, 76]. Do chordb
spowodowanych zachowaniem intronu nalezy wrodzona famliwos$¢ koSci, ktora jest
spowodowana niewycigciem intronu 26 z mRNA genu COL1A1 [77]. U chorych na
ta chorobe dochodzi do gromadzenie transkryptow w ciatach jadrowych [77] co
skutkuje powstawaniem mniejszej ilosci kolagenu. Zaburzenia wycinania introndw
dotycza réwniez apolipoproteiny E (APOE), ktora jest zaangazowana w transport
lipidow oraz naprawg uszkodzen synaps. APOE jest gtownym genem podatnosci na
chorobe Alzheimera i innych chordb neurodegeneracyjnych. W prawidlowych
neuronach hipokampu dochodzi do niewycigcia intronu 3 i zmniejszenia ilosci biatka
APOE [78], za$ w neuronach ulegajacych degradacji zachodzi poprawne wycinanie
intronu 1 zwigkszenie ilo§ci APOE [78]. Dalsze badania nad zjawiskiem retencji
i czynnikdw ja wywolujagcych ma na celu dokladne poznanie tego zjawiska ale
rowniez umozliwienie opracowania metod, ktére beda pomocne w terapii tych
schorzen.

9. Podsumowanie

Retencja mRNA na terenie jadra komoérkowego jest nowo poznanym post-
transkrypcyjnym mechanizmem regulacji ekspresji genow. Zwigzana jest z czasowa
regulacjg syntezy biatek. Proces zatrzymania mRNA w jadrze komérkowym dotyczy
wszystkich organizméw eukariotycznych i jest zaangazowany w przebieg wiele
procesow. Dotychczasowe badania wskazujg na udzial retencji mRNA w spermato-
genezie roslin 1 zwierzat. Niestety zatrzymanie transkryptow w jadrze komérkowym
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zwigzane jest rOwniez z chorobami czlowieka. Zrozumienie tego zjawiska pozwo-
litoby na opracowanie metod zapobiegania i leczenia chordb spowodowanym retencja
mRNA. Dlatego doktadne poznanie mechanizmow odpowiedzialnych zaré6wno za
zatrzymanie transkryptow jak i ich pozniejsze uwolnienie jest tak istotne.
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Retencja mRNA na terenie jadra — nowy element w regulacji ekspresji genéw

Streszczenie

Jadrowa retencja transkryptow jest zjawiskiem obserwowanym zaréwno w komorkach zwierzecych jak
i roslinnych. Do tej pory udato si¢ ustali¢ przypuszczalne mechanizmy prowadzace do wstrzymywania
na terenie jadra transkryptow zarowno dojrzatych jak i niedojrzatych. Drogi prowadzace do retencji
roznig si¢ miedzy soba w zaleznosci od tego w obrgbie jakich domen koncowo obserwujemy
zakotwiczanie retencyjnych mRNA. Transkrypty te moga ulega¢ degradacji, badz tez moga by¢
stabilnie zatrzymywane w obrgbie jadrowych domen po to by w Scisle okreslonym momencie ulec
potranskrypcyjnym modyfikacjom majacym na celu uwolnienie dojrzalego mRNA i jego eksport na
teren cytoplazmy. Taka jadrowa retencja moze by¢ powodowana obecnoscig specyficznych elementow
cis w obrgbie transkryptu badz tez wplywem elementéw trans wigzacych si¢ do transkryptu
i uniemozliwiajacych przylaczanie czynnikow eksportujacych. Zjawisko to wskazuje na nieznang do tej
pory role jadra komorkowego w regulacji ekspresji gendéw. Doktadniejsze poznanie mechanizmow
rzadzacych wstrzymywaniem $cisle okreslonych transkryptow na terenie jadra moze przyczynié si¢ do
opracowania efektywniejszych metod terapii schorzen, ktérych podloze dotyczy wiasnie retencji
mRNA.

Stowa kluczowe: jadrowa retencja, kontrola jakosci, post-transkrypcyjny splicing, selektywny eksport
mRNA.

mRNA retention in the nucleus — a new element in the regulation of gene
expression

Abstract

Nuclear retention of transcripts is a phenomenon observed in animal and plant cells. So far it has been
possible retention mechanism of transcripts in the nucleus. Transcripts undergoing retention are mature
or immature. Roads leading to retention differ depending on the domain within which the final retention
mRNAs are observed. These transcripts may be degraded or they may be stably retained within nuclear
domains in order to undergo specific post-transcriptional modifications to release mature mRNA and
export it to the cytoplasm. Such nuclear retention may be due to the presence of specific cis elements
within the transcript or the effect of trans elements that bind to the transcript and prevent the attachment
of export factors. This phenomenon indicates the previously unknown role of the cell nucleus in the
regulation of gene expression. A more accurate understanding of the mechanisms governing the
suspension of well-defined transcripts in the nucleus may contribute to the development of more
effective methods of therapy of diseases, the basis of which is the mRNA retention.

Keywords: nuclear retention, quality control, post-transcriptional splicing, selective mRNA transport.
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Etapy dojrzewania malych, jadrowych RNA — snRNA

1. Wstep

W komorkach w procesie transkrypcji powstaje pierwotny transkrypt pre-mRNA,
ktory zawiera sekwencje egzonowe i intronowe. Aby mogt sta¢ si¢ funkcjonalnym
mRNA musi przej$¢ migdzy innymi przez proces splicingu, polegajacy na wycigciu
introndw 1 potaczeniu egzondéw. W proces ten zaangazowane sg mate czgsteczki RNA
oraz wiele bialek, ktore tworzg strukture zwang spliceosomem. Jednymi z najwaz-
niejszych czynnikow biorgcych udzial w procesie splicingu sg UsnRNP [1, 2].

W budowie intronu wyrézniamy miejsce splicingowe 5' wyznaczone przez nukle-
otydy GU pierwszego egzonu i intronu, miejsce rozgatezienia intronu, trakt polipiry-
midynowy oraz miejsce splicingowe 3' wyznaczone przez AG intronu oraz drugiego
egzonu. Pierwszym etapem formowania spliceosomu jest przyltgczenie si¢ UlsnRNP
do migjsca splicingowego 5'. Ul snRNA posiada wysoce konserwowang sekwencje
nukleotydow, ktéra tworzy wigzanie wodorowe z miejscem splicingowym 5' [1].
Jednoczesnie do miejsca rozgaltezienia intronu przylaczaja si¢ czynniki SF1 oraz
BBP, a do traktu polipirymidynowego przylacza si¢ U2AF, ktory taczy si¢ jednocze$nie
z miejscem splicingowym 3'. Nastepnym etapem jest asocjacja U2snRNP do miejsca
rozgalezienia intronu, co wymaga hydrolizy ATP i powoduje przestrzenng zmiang
konformacji intronu (wygiecie). Daje to mozliwos¢ przyltaczenia si¢ innych biatek,
czynnikoéw. W tym momencie do spliceosomu dotgcza si¢ kompleks U4/U6-US
snRNP, co réwniez wymaga energii z ATP i nastepuje zblizenie miejsca splicingo-
wego 3' do miejsca splicingowego 5'-formowanie struktury lassa. Dalej nastepuje
oddysocjowanie Ul i U4 snRNP i tworzy si¢ aktywny spliceosom, pobudzona zostaje
aktywnos$¢ Kkatalityczna U2 1 U6 snRNP. U4 snRNP jest inhibitorem U6 snRNP.
W wyniku tego zachodzi I reakcja transestryfikacji, a mianowicie atak aktywnej
adeniny, znajdujacej si¢ w miejscu rozgalezienia intronu, na miejsce splicingowe 5',
nastgpuje rozwigzanie wigzania fosfodiestrowego nukleotydu G egzonu i U intronu
1 powstanie wigzania pierwszego nukleotydu G intronu z adening. Po tym zachodzi 11
reakcja transestryfikacji: atak wolnej ogrupy OH konca 3' pierwszego egzonu na
migjsce splicingowe 3' — pierwszy nukleotyd kolejnego egzonu, nastgpuje cigcie
i uwolnienie lassa oraz polgczenie si¢ egzonow. Po uwolnieniu intronu zachodzi
demontaz spliceosomu.

2. SnRNP - funkcja, budowa, droga dojrzewania

W procesie splicingu bierze udziat kilka rodzajow czasteczek snRNP, ktore
przylaczaja si¢ do mRNA w odpowiedniej kolejnosci wybierajgc tym samym miegjsce
cigcia i sktadania w nowo powstalym pre-mRNA [3]. Dodatkowo sg katalizatorami
reakcji splicingu [4].
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SnRNP to spliceosomalne, mate, jadrowe, rybonukleoproteinowe czasteczki,
ktére sktadajg si¢ z matych RNA (snRNA), zawierajacych 60-450nt, heptamerycz-
nego pierscienia biatek Sm lub LSm (Like-Sm), a takze od 1 do 12 biatek,
charakterystycznych dla kazdego snRNA praz prawie 200 innych biatek budujgcych
spliceosom badz biatek fakultatywnych towarzyszacych procesowi splicingu [5].
SnRNP wystepuja glownie w nukleoplazmie [6].

Jedng z czgsteczek snRNP, tworzaca spliceosom jest U2snRNP. SnRNA, two-
rzace czasteczke U2snRNP sklada si¢ z 5 struktur typu spinka do wtosow oraz
regiondow jednoniciowych (rys.1). Na koncu 5' znajduje si¢ czapeczka TMG,
w srodkowej czeSci czgsteczki, w rejonie jednoniciowym wystepuje sekwencja
AUUUUUG shuzaca do pofaczenia z pierscieniem biatek Sm, tworzac rdzen
czasteczki snRNP. Za pierwszg strukturg typu spinka do wloséw od konca 5' U2
snRNA, w rejonie jednoniciowym wystepuje sekwencja komplementarna do miejsca
rozgatezienia intronu na mRNA [7].
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Rysunek 1. Pierwszo i drugorzedowa struktura U2snRNA wystepujacego u cztowieka oraz Xenopus.
Zaznaczono tu nukleotydy ulegajace metylacji (m) oraz pseudourydylacji (¥). Szarym prostokatem
oznaczono sekwencje wiazaca biatka Sm, natomiast jasny prostokat przedstawia sekwencj¢ komplementarng
do miejsca rozgalezienia intronu. Strzatkami zaznaczono nukleotydy rézniace si¢ u Xenopus [7]

Dojrzata czasteczka U2 snRNP posiada U2 snRNA, do ktorego przylaczajg si¢
rozne biatka. W domenie rdzeniowej U2 snRNP wystepuje pier§cien biatek Sm,
w okolicy konca 3' znajduja si¢ biatka U2A i U2B", natomiast w okolicy 5' i czgsci
rdzeniowej U2 snRNP wystegpuja czynniki splicingowe SF3a i SF3b [8].

W zaleznosci od funkcji oraz lokalizacji wyrdzniamy 5 gltdéwnych-spliceoso-
mowych snRNP oraz cztery rodzaje snRNP wystepujace w komorce w mniegjszej
ilosci. Nazwa kazdej czgsteczki zalezy od rodzaju zwigzanego z nig snRNA. Do
gléwnych snRNP zaliczamy: Ul, U2, U4, U5 i U6 snRNP, a do tych, ktore
wystepujag w komoérce w mniejszej ilosci: U111, U12, Udatac, i Ubatac snRNP [9].

2.1. Biogeneza snRNP

Biogeneza snRNP to zlozony proces, ktory zazwyczaj obejmuje 4 etapy:
1. Synteza duzego pre-snRNA.

2. Procesy przycinania pre-snRNA do dlugosci dojrzatego sarna.

3. Modyfikacje poszczegdlnych nukleotydow sarna.

4. Laczenie snRNA ze specyficznymi biatkami.

Jednakze r6zne snRNP przechodzg przez rozne drogi biogenezy [6].
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2.2. Transkrypcja snRNA

Spliceosomowe snRNA (z wyjatkiem U6 snRNA) sg transkrybowane przez
Polimeraz¢g RNA II. Geny snRNA posiadajg promotory ,,TATA-less” — bez kasety
TATA, zawierajace sekwencje PSE - rekrutujacag specyficzne dla snRNA czynniki
transkrypcyjne, niezbedne do inicjacji transkrypcji oraz sekwencje¢ DSE. W odroz-
nieniu od mRNA, snRNA nie posiadajg sygnatu dla poliadenylacji, w tym miejscu
za$ wystepuje konserwowany 3'-box, umiejscowiony za regionem kodujgcym.
Element ten bierze udziat w post-transkrypcyjnych modyfikacjach pre-snRNA [10].
Jednakze, do powstatych transkryptéw pre-snRNA zostaje dotgczona czapeczka
monometyloguanozynowa (7mGpppG) [6]. Metylacja pierwszego nukleotydu
zachodzi ko-transkrypcyjnie po zsyntetyzowaniu pierwszych 20 nukleotydow, przez
kompleks enzyméw zwigzanych z ufosforylowang Seryng 5 domeny CTD Poli-
merazy RNAII [11].

Transkrypcja gendw przez Polimeraze RNA II obejmuje montaz kompleksu pre-
inicjacyjnego, inicjacj¢ transkrypcji, elongacje oraz terminacj¢ transkrypcji. Gtowna
role w tych procesach odgrywa domena C-koncowa CTD duzej podjednostki polime-
razy RNA II, ktéra stuzy do rekrutacji i interakcji z réznymi czynnikami biorgcymi
udziat w transkrypcji. Domena CTD obejmuje powtdrzenia tandemowe sekwencji
heptapeptydowej Tyr1-Ser2-Pro3-Thr4-Ser5-Pro6-Ser7. Podczas transkrypcji, rekru-
tacja czynnikow przez domeng CTD jest SciS§le zwigzana z pozycja Polimerazy
wzdluz genu snRNA i fosforylacji specyficznych reszt Seryny[10].

Fosforylacja Seryny 5 zachodzi podczas inicjacji transkrypcji przy udziale CDK7
(ssaki), bedacej sktadnikiem czynnika transkrypcyjnego TFIIH [12]. Proces ten
powoduje rekrutacje i aktywacje enzymu odpowiedzialnego za syntezg czapeczki
monometyloguanozynowej na koncu 5' nowo syntetyzowanych snRNA [13], co
chroni transkrypty przed dziataniem egzonukleaz. Seryna 2 jest fosforylowana podczas
clongacji transkrypcji oraz rekrutuje czynniki niezbgdne do kotranskrypcyjnego
przetwarzania konca 3' [14].

Fosforylacja Seryny 7 jest szczegdlnie istotna dla transkrypcji snRNA. Wyka-
zano, ze zamiana Seryny 7 na alaning w domenie CTD Polimerazy RNA II znaczaco
wplywa na poziom transkrypcji genéw Ul i1 U2 snRNA, a takze zmniejsza
efektywnos$¢ reakcji przetwarzania konca 3'. Proponuje si¢, ze fosforylacja Seryny 7
przez Cdk7 inicjuje kaskadg reakcji prowadzacg do wydajnej ekspresji genu snRNA.
Bierze ona zatem udzial w inicjacji transkrypcji sarna [15].

Terminacje¢ transkrypcji snRNA powoduje przyciecie konca 3' transkryptu.
W tym miejscu znajduje si¢ box 3', za ktorym nastepuje cig¢cie i tym samym
terminacja transkrypcji. [6] Proces ten stymulowany jest przez biatko Ars2, ktore
odpowiada takze za wigzanie PHAX do CBC, biatek biorgcych udzial w exporcie
pre-snRNA na teren cytoplazmy [11].

2.2.1. Post-transkrypcyjne etapy dojrzewania pre-snRNA

Pierwszy etap procesu dojrzewania to dalsze przycinanie konca 3', a mianowicie
cigcie w kierunku upstream od boxa 3', co pozostawia ogon zbudowany z kilku
nukleotydow. Po transkrypcji i przetworzeniu konca 3', czgsciowo zmodyfikowane
snRNA sg transportowane do cytoplazmy [5].
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Aby doszto do eksportu czasteczki do cytoplazmy poprzez kompleks porowy
NPC, musi zawigza¢ si¢ uktad zwigzkéw umozliwiajgcy eksport. Naleza do niego:
o kompleks CBC (cap-bindng complex) potaczony z czapeczka,
e PHAX — ktorego fosforylacja powoduje zawigzanie kompleksu eksportowego
i transport snRNA do cytoplazmy;
e kompleks CRM1/RanGTP [16].

Dodatkowo NONO i SFPQ (PSF) promuja potaczenie PHAX z snRNA [17].

Na terenie cytoplazmy nastepuje defosforylacja PHAX i hydroliza RanGTP, co
indukuje rozpad kompleksu stuzgcego do eksportu snRNA [16].

W cytoplazmie wokoét sekwencji AUUUUUG dla biatek Sm zostaje wmontowany
heptameryczny pierScien zbudowany z 7 bialek Sm powodujac powstanie rdzenia
snRNP. Montaz biatek Sm jest promowany i kontrolowany przez kompleksy PRMTS5
(dimetylaza biatek Sm) i1 kompleks biatkkowy SMN. [5]. Przylaczenie bialek Sm jest
warunkiem do hipermetylacji czapeczki 7mG przez metylotransferaze TGS1 do
2,2, 7-trimetyloguanozyny (TMG) oraz do przyciecia konca 3' [6]. Jednakze,
lokalizacja ostatecznego etapu cigcia nie jest ustalona.

Trimetyloguanozynowa czapeczka, razem z pierScieniem biatek Sm, stuzg jako
sygnaty dla importu do jadra [5]. Do tego procesu potrzebne sg biatka:

e Snurportin-1 (SPN1) — Igczy si¢ z trimetyloguanozynowg czapeczka;
e importyna-p potagczona z Snuportin-1;
e Sm IR — receptor wchodzgcy w interakcje z pierscieniem Sm [18].

Wiadomo rowniez, ze kompleks SMN wspoétdziata w cytoplazmie z rdzeniem
snRNP i1 importyna-f, przez co wnioskuje si¢, ze kompleks SMN jest zaangazowany
w import jadrowy pre-snRNP [19]. Po powrocie do jadra biatka importujace
oddysocjowuja, a nowe snRNP akumulujg si¢ w ciatach Cajala [20]. Po powtornym
imporcie kilka nukleotydéow snRNA ulega 2'-O-metylacji i pseudourydylacji przez
scaRNP, ktore jest zgromadzone w ciatach Cajala [21].

Oprocz biatek rdzeniowych Sm, dojrzate Ul, U2, U4 i U5 snRNP zawieraja
rowniez biatka specyficzne dla danego rodzaju RNP [6]. W dotychczasowe;j literaturze
wystgpuje mato informacji na temat ostatniego etapu biogenezy snRNP — dodania
specyficznych biatek. Jednakze, kilka badan wskazuje, ze dodanie specyficznych
biatek nastgpuje po imporcie rdzenia snRNP do jadra, poniewaz biatka specyficzne
dla snRNP koncentrujg si¢ w ciatach Cajala. Uwaza si¢ wigc, ze czasteczki te sg
zwigzane z rdzeniem snRNP wlasnie w ciatach Cajala [5].

Na koniec cyklu dojrzewania dojrzate spliccosomalne snRNP gromadzg si¢
w regionie mi¢dzychromatynowym w strukturach zwanych speckles. Zwykle struktury
te zlokalizowane sg w poblizu aktywnie transkrybowanych gendéw. Prawdopodobnie
zapewniaja miejsce przechowywania snRNP lub pelnig funkcje ich recyklingu [22].

2.3. Biogeneza U6 snRNP

Uwaza si¢, ze U6 snRNP odgrywa glowng role podczas katalitycznej reakcji
splicingu, jest najsilniej konserwowanym spliceosomalnym RNP [23]. U6 snRNP
przechodzi przez inny szlak biogenezy niz pozostate spliceosomalne snRNP. U6snRNA
jest syntetyzowane przez Polimeraz¢ RNA III i jego cykl dojrzewania oraz miejsce
pelienia funkcji zamyka si¢ w jadrze komdrkowym. [6]. Sygnatem terminacji
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transkrypcji jest pojawienie si¢ U-odcinka — bogatego w urydyne. Nowe transkrypty
U6 zawieraja wydluzony ogon urydyn, ktory jest dodatkowo syntetyzowany przez
TUTase — terminalng urydyno transferazg — TUT1 [23].

Podobnie jak inne transkrypty Polimerazy RNA III, koniec 3' U6 snRNA jest
zwigzany z biatkiem La ktore chroni RNA przed degradacja oraz ulatwia jego dalsze
dojrzewanie [24]. Koniec 5' U6 snRNA zawiera czapeczke y-monometylowa,
a koniec 3' jest zabezpieczony przez cykliczny 2'-3' fosforan ktéry jest utworzony
przez biatko USB1 [25]. Tworzenie cyklicznego fosforanu na koncu 3' destabilizuje
wigzanie La 1 ulatwia potaczenie LSm2-8 z U6 snRNA [26].

Dojrzate U6 snRNA 1aczy si¢ z pierscieniem siedmiu bialek LSM 2-8 (LSm2,
LSm3, LSm4,LSm5, LSm6, LSm7, LSmS8) [27]. Pierscien LSm2-8 jest wst¢pnie
zmontowany bez RNA w cytoplazmie [28].

Dalej U6 snRNA réwniez ulega 2'-O-metylacji oraz pseudourydylacji, jednakze
w odroznieniu od Sm-snRNA, ktére modyfikowane sg przez scaRNP w ciatach
Cajala, metylacja i pseudourydylacja U6 snRNA zachodzi przy udziale snoRNP,
ktére znajduje si¢ w jaderku [6]. To wskazuje, ze w czasie dojrzewania U6 snRNA
przechodza przez jaderko w celu modyfikacji przez snoRNP. Polaczenie biatek LSm
jest sygnatem do transportu czgsteczki do jaderka [29]. Pre-U6snRNP dalej wspot-
dziata z SART3, ktére kieruje je do cial Cajala i wraz z biatkami LSm promuje
tworzenie kompleksu U4/U6 [27].

Zakonczenie biogenezy snRNP skutkuje utworzeniem kompleksow U4/U6
1 U4/U6U5. Na poczatku U4 i U6 snRNA sg tgczone przez dziatanie SART3 i biatek
LSm 2-8. Po utworzeniu dimeru U6/U4, dodane zostajg bialka specyficzne dla
U4/U6. Nastepnie U4/U6 taczy si¢ z U5 tworzac dojrzate tri-snRNP [5].

3. ScaRNP

Z uwagi na lokalizacje¢ tych RNP w ciatach Cajala, nazywamy je scaRNP (small
CB-specific RNP) [30].

3.1. Charakterystyka scaRNP

SnRNA przechodzg potranskrypcyjne modyfikacje polegajace na 2'-O-metylacji
oraz pseudourydylacji [6]. Za przeprowadzenie tych procesow modyfikacji odpo-
wiadajg specyficzne dla cial Cajala scaRNP. W ich budowie mozna wyr6zni¢
charakterystyczne boxy: H/ACA oraz C/D [31]. ScaRNP zawierajace box H/ACA
odpowiadajg za pseudourydylacje snRNA, natomiast scaRNP, ktore posiadajg box
C/D sg odpowiedzialne za 2'-O-metylacj¢ snRNA. Wystepujg rowniez scaRNP, ktore
posiadajg zar6wno box H/ACA, jak réwniez box C/D i mogg przeprowadzaé proces
pseudourydylacji i 2'-O-metylacji jednoczes$nie [32].

3.2. Budowa czgsteczki scaRNP

ScaRNA, ktore odpowiedzialne jest za przeprowadzanie procesu pseudo-
urydylacji zbudowane jest z dwoch struktur typu ,,spinka do wtoséw”, oddzielonych
rejonem jednoniciowym i zakonczonych krétkim ogonem. Sledzac doktadng budowe
tego scaRNA mozemy zauwazy¢, ze box H wystgpuje za pierwszg strukturg ,,spinki
do wloséw” w regionie jednoniciowym, natomiast box ACA znajduje si¢ za druga
,,Spinka”, rowniez w regionie jednoniciowym (rys. 2) [33].
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Nieco odmienng budowg charakteryzuja si¢ scaRNA odpowiedzialne za proces
2'-O-metylacji. Ten rodzaj scaRNA tworzy strukturg typu lasso, czy tez ma postac
dlugiej ,,spinki do wlosow”, czgsto zwigzang przez krétki odcinek dwuniciowy,
w ktdrej umieszczone sg boxy C i D. Wewngtrzny region boxa C/D zawiera boxy C'
1 D', ktére reprezentujg bardziej lub mniej doktadne kopie boxoéw C/D (rys. 2) [33].

Box C/D-H/ACA

Rysunek 2. Schematyczny rysunek przedstawiajacy strukture H/ACA scaRNA, C/D scaRNA oraz czasteczke
zawierajacg zarowno box H/ACA, jak réwniez C/D [33]

Nalezy pamigtaé, ze aby petnic¢ funkcje katalityczng, scaRNA musi by¢ potagczone
ze specyficznymi biatkami. ScaRNA stanowi rusztowanie dla powigzanych biatek
oraz posiada sekwencje komplementarne do sekwencji na snRNA, co pozwala
umiesci¢ wybrany nukleotyd w centrum katalitycznym. Natomiast sprzezone
z scaRNA biatka zapewniajg stabilno$¢ metaboliczng kompleksu oraz katalizujg reakcje
modyfikacji [33].

Jak wcze$niej wspomniano, wyrdznia si¢ dwa typy czasteczek scaRNP rdéznigce
si¢ budowg oraz rodzajem katalizowanej reakcji. Jest to konsekwencjg wystgpowania
réznych bialek — enzymow zasocjowanych z czasteczkg. W sktad rdzenia czgsteczki
scaRNP zawierajacej box C/D wchodza biatka: SNU13, dwa silnie zwigzane biatka
NOP56 i NOP58 oraz metylotransferaza FBL (u drozdzy noszaca nazwe Noplp),
ktéra jest enzymem katalizujgcym proces 2'-O-metylacji. [34] Natomiast biatkami
wchodzgcymi w sktad rdzenia scaRNP z motywem H/ACA s3: NHP2, NOP10,
GARI1 oraz syntaza pseudourydyny DKC1 (CbfSp u drozdzy), ktéra, jak sama nazwa
wskazuje, jest enzymem Kkatalizujacym reakcje pseudourydylacji urydyny do
pseudourydyny. Montaz biatek rdzeniowych warunkuje takze lokalizacj¢ jadrowa
dojrzatych scaRNP [35].
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3.3. SnoRNP

Czasteczkami podobnymi pod wzgledem strukturalnym i funkcjonalnym do
scaRNP sg snoRNP. Nazwy tych rybonukleoprotein nawigzujg do miejsca ich wyste-
powania. SnoRNP zlokalizowane jest w jaderku. Podobnie jak scaRNP, snoRNP
zawieraja krotkie, niekodujagce RNA (snoRNA — small nucleolar RNA), w ktorych
budowie wyr6ézniamy boxy H/ACA, C/D lub jeden i drugi. W sktad tych motywow
wchodzg réwniez enzymy: metylotransferaza oraz syntaza pseudourydyny. Czasteczki
te biorg udzial w modyfikacji nukleotydow rRNA oraz takze m.in. U6snRNA, co
wigze si¢ z ich lokalizacja w jaderku. Modyfikacje te polegaja, podobnie jak w przy-
padku scaRNP, na 2'-O-metylacji oraz pseudourydylacji wybranych nukleotydow
RNA, bedacych targetem dla snoRNP. [36] Nalezy jednak pamigtaé, ze wsrod
czasteczek, bedacych targetem dla tych RNP sg takze wyjatki. U Drosophila melano-
gaster pewne scaRNP o nazwie pugU1-6 scaRNP, oprocz tego, ze przeprowadza
proces pseudourydylacji UlsnRNA, to ma takze zdolnos¢ do tej samej modyfikacji
28S rRNA. Podobnie u tego gatunku pugU2-55 scaRNP przeprowadza 2'-O-
metylacje U2 snRNA oraz 28S rRNA. Takze pugU6-40 scaRNP jest do§¢ nietypowe,
poniewaz odpowiedzialne jest za pseudourydylacje U6 snRNA w jaderku [30].

3.4. Biogeneza sca/snoRNP

Etapy dojrzewania scaRNP w duzej mierze pokrywajg si¢ z droga dojrzewania
snoRNP. Z wyjatkiem U3, U8 i Ul3 snoRNA, ktére sg transkrybowane z niezalez-
nych gendéw, wszystkie ssacze snoRNA i1 scaRNA sg kodowane w sekwencjach
intronowych innych genow [6]. Caly proces dojrzewania scaRNP odbywa si¢ na
terenie jadra komorkowego. Jednakze, droga dojrzewania scaRNP z motywem C/D
jest odmienna od tej, przez jaka przechodzg czgsteczki scaRNP z motywem H/ACA.
Procesom tym towarzyszg takze inne bialka, czynniki. Cechg wspdlng jest jednak
obecno$¢ systemu chaperonowego HSP90/R2TP [36].

3.4.1. Dojrzewanie C/D box scaRNP

Montaz C/D sca/snoRNP zazwyczaj jest zalezny od splicingu, podczas ktérego
powstaje prekursor sca/snoRNA [36]. Pre-sca/snoRNA jest nastgpnie rozwijany ze
struktury lassa do struktury liniowej oraz przetwarzany poprzez egzonukleolityczne
rozcinanie [37].

W tym czasie, przy udziale systemu chaperonwego HSP90/R2TP, powstaje
kompleks biatkowy zawierajacy biatka rdzeniowe SNU13 i NOPS8 oraz czynniki
montazowe. W sktad R2TP systemu chaperonowego wchodza: PIH1D1, RPAP3,
RUVBLI i RUVBL2. PIHIDI i RPAP3 — tworzg heterodimer, w ktorym RPAP3
— bezposrednio kontaktuje si¢ z HSP90, natomiast PIHID1 — wigze si¢ z biatkami
substratowymi. RUVBL1/2 — tworzy heteroheksamer, ktéry powoduje zalezne od
ATP reakcje z substratami, jak rowniez z heterodimerem PIH1D1:RPAP3 [36].

Wcezesny kompleks biatkowy, ktory przytaczy si¢ do sca/snoRNA sklada sig
z: dwoch biatek rdzenia C/D SNU13 i NOPSS8, czynnikoéw montazowych ZNHIT6
1 kompleksu NUFIP:ZNHIT3 [36], ktory tworzy stabilny trojsktadnikowy kompleks
z SNUI13 oraz wiaze si¢ z PIHID1 [38]. Wiadomo rowniez, ze NOP58 taczy si¢
z RUVBLI poprzez stabo scharakteryzowany tgcznik C12orf45 [39]. Zatem czynniki
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montazowe dzialajg jako lgczniki pomiedzy biatkami rdzeniowymi, a systemem
HSP90/R2TP lub tez jako regulatory jego aktywnosci.

Tak zmontowany kompleks tgczy si¢ z pre-sca/snoRNP przy czym oddysocjo-
wuje czynnik montazowy ZNHIT3 oraz jednoczes$nie przylaczaja si¢ biatka rdze-
niowe NOP56 oraz enzym FBL (metylotransferaza), odpowiedzialna za proces 2'-O-
metylacji. Po zamontowaniu rdzenia pre-snoRNP sag transportowane do CB gdzie
zachodzg ostateczne etapy dojrzewania. Nie wiadomo jednak, kiedy czynniki monta-
zowe 1 bialka opiekuncze odtgczaja si¢ od pre-snoRNP, przed, czy po transporcie do
CB. [36] Wiadomo jednak, ze interakcja NUFIP z SNU13 zapobiega przedwczes-
nemu tworzeniu aktywnych Kkatalitycznie sca/snoRNP [39] oraz to, ze¢ RUVBLI1
1 RUVBL2 oddziatujg z C/D sca/snoRNA 1 pozostaja w kompleksach z pre-
sca/snoRNP az do ostatnich etapéw dojrzewania [40]. Koncowe etapy dojrzewania
sca/snoRNP polegaja na usunigciu RUVBL1/2, ZNHIT6 i NUFIP, co prowadzi do
powstania aktywnej katalitycznie czgsteczki [36]. Dojrzale snoRNP zostajg trans-
portowane do jaderka, w czym bierze udziat biatko NOPP140, natomiast scaRNP
pozostajag w cialach Cajala. NOPP140 oddziatuje z C/D oraz H/ACA sca/snoRNA
oraz wykryto je zaréwno w jaderku, jak i ciatach Cajala, dlatego sugeruje si¢, ze
biatko to bierze udziat w transporcie pomigdzy tymi strukturami [41].

3.4.2. Dojrzewanie H/ACA box scaRNP

W odréznieniu od snoRNP z motywem C/D, montaz biatek tworzacych rdzen
sca/snoRNP zawierajagcych box H/ACA jest niezalezny od splicingu, natomiast
zwigzany jest z transkrypcjg Polimerazy RNA 11 [42].

W procesie montazu boxa H/ACA wazng role odgrywaja biatka NAF1 i SHQI,
nie s3 one jednak czeScig dojrzatej czasteczki [36]. Pierwszym etapem tworzenia
kompleksu biatek tworzgcych box H/ACA jest polaczenie si¢ czynnika montazowego
SHQ1 z DKCI1 (syntazg pseudourydyny — enzymem warunkujacym zdolnos$¢
pseudourydylacji czasteczki sca/snoRNP). Sugeruje si¢, Ze proces ten ma miejsce na
terenie cytoplazmy zaraz po translacji tego bialka, aby chroni¢ DKCI1 przed degra-
dacja i agregacja. Wiadomo, ze samotne biatko DKC1 jest niestabilne [43]. W dal-
szych etapach montazu, do kompleksu SHQ1/DKC1 przylacza si¢ kolejny czynnik
montazowy NAF1, a takze biatka rdzeniowe NOP10 i NHP2. Jednakze nie jest jasne,
czy czynnik SHQI1 odlgcza si¢ od powstatego kompleksu biatek przed lub réwno-
cze$nie z rekrutacjg biatek rdzeniowych oraz czynnika NAF1, czy ma to miejsce
dopiero po potaczeniu si¢ DKC1 z sca/snoRNA. [36] Badania pokazuja, ze odlg-
czeniec SHQ1 od DKC1 ma migjsce przy udziale systemu chaperonowego
HSP90/R2TP [44]. Czynnikiem, ktory odgrywa wazng role w montazu powstalego
kompleksu biatek rdzeniowych: DKC1, NHP2 i NOP10 do transkrybowanego
sca/snoRNA jest NAF1 [36]. Czynnik ten oddzialuje z domeng C-koncowg CTD
duzej podjednostki Polimerazy RNA II, co powoduje przylaczenie zasocjowanych
z tym czynnikiem biatek rdzeniowych do syntetyzowanego sca/snoRNA z sekwencjami
H/ACA. Powstaly kompleks jest nieaktywny katalitycznie, za przyczyng czynnika
NAF1, ktéory musi zostaé zamieniony na bialko rdzeniowe GARI1 [35]. Zatem
ostatnie etapy dojrzewania H/ACA sca/snoRNP polegaja na transporcie niecaktywne;j
czasteczki na teren cial Cajala, gdzie ma miejsce wymiana czynnika NAF1 na
GARI, tworzac aktywne katalitycznie sca/snoRNP [36].

Podobnie jak w przypadku C/D sno/scaRNP, scaRNP pozostajg w ciatach Cajala,
natomiast snoRNP, przy udziale biatka NOPP140, zostaje transportowane do jaderka
[36, 41].
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3.5. Lokalizacja scaRNP w cialach Cajala

Podczas dojrzewania zaréwno scaRNP, jak i snoRNP przechodzg przez ciata
Cajala [36]. Musi zatem istnie¢ jaki$ czynnik, ktory zatrzymywatby scaRNP w tych
strukturach. Cechg charakterystyczng tych czasteczek jest wystgpowanie sekwencji na
RNA, ktéra shuzy potaczeniu z biatkiem WDR79 (inne nazwy: WD 79, WRAPS53),
ktore odpowiedzialne jest za akumulacje scaRNP w cialach Cajala. Wcze$niejsze
badania wykazaty, ze scaRNP zawierajace motyw H/ACA zawierajg sekwencj¢ zwang
CAB-box, ktora stuzy do potaczenia z biatkiem WDR79 [45, 46]. Sekwencja ta
znajduje si¢ na petli koncowej struktury spinki w H/ACA scaRNA, a takze, w tym
samym miejscu u scaRNA, ktore oprocz motywu H/ACA, zawierajg motyw C/D [46].

Nieco mniej zrozumiate bylo, co powoduje lokalizacje C/D scaRNP w ciatach
Cajala. U Drosophila melanogaster Tycowski 1 wsp. (2009) wykryli w C/D scaRNA
sekwencj¢ przypominajagcg CAB-box u H/ACA scaRNA, ale znacznie si¢ od niego
réznigcy. Dodatkowo udowodniono, ze fragment ten laczy si¢ z homologiem
ludzkiego WDR79 i odpowiada za lokalizacje C/D-box scaRNA w ciatach Cajala
[45]. Dopiero pdzniejsze badania na komérkach HelLa pozwolily na zlokalizowanie
sekwencji na C/D scaRNA, ktora bedzie wigzala si¢ z biatkiem WDR79. Sekwencja
ta sktada si¢ z licznych powtorzen dinukleotydow GU lub UG. Nukleotydy te tworzg
petle na koncu struktury spinki C/D scaRNA. Wydaje si¢ jednak, ze same nukleotydy nie
przyczyniajg si¢ bezposrednio do lokalizacji tych scaRNP w ciatach Cajala, tylko helisa,
wystepujaca u podstawy petli, ktéra sktada si¢ gtdownie z par G-U 1 U-G. Udowodniono,
ze struktura ta ma kluczowe znaczenie dla wigzania si¢ C/D scaRNP z biatkiem WDR79
oraz tym samym dla lokalizacji tych czasteczek w ciatach Cajala [31].

3.6. Pseudourydylacja na przykladzie U93scaRNP

Aby przyjrzec si¢ blizej procesom modyfikacji katalizowanych przez scaRNP,
warto przedstawi¢ budowe dwoch czasteczek, sposrod ktorych jedna — U93scaRNP
— odpowiedzialna jest za pseudourylylacje, natomiast druga — U8S5snoRNP
— odpowiada za proces 2'-O-metylacji i pseudourydylacji [33, 47].

U93 scaRNP, wystepuje u ssakoéw 1 jest odpowiedzialne za pseudourydylacje
U2snRNA. Czasteczka ta sktada si¢ z dwoch utozonych tandemowo boxow H/ACA
(rys. 3). W budowie U93sca RNA mozna wyrdzni¢ cztery dwuniciowe struktury typu
,Spinka do wloséw” oddzielone regionami jednoniciowymi. Za pierwsza i trzecia
,,Spinkg” w rejonie jednoniciowym wystgpuja boxy H, natomiast za drugg i czwartg
,Spinkg” takze w rejonach jednoniciowych boxy ACA. Za ostatnig ,,spinkg”
wystepuje krotka sekwencja nukleotydéw — ogon [33].
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Poréwnujac budowe ludzkiego, mysiego 1 U93scaRNA u bydla obserwuje si¢
wysokie konserwowanie boxdéw H i ACA. W wigkszosci przypadkow zmienione
nukleotydy zlokalizowane w regionach dwuniciowych, ktére mogg rézni¢ si¢ u ludzi,
myszy 1 bydifa nie kolidujg z tworzeniem idealnych podwojnych helis [33]. Wskazuje
to na fakt, ze wazne jest zachowanie odpowiedniej struktury tworzacej spinki, a nie
kolejnosci nukleotydow.

Badajac sekwencje nukleotydow U93scaRNA wnioskuje si¢, ze bierze ono udziat
w pseudourydylacji U2snRNA w pozycji US4. U93scaRNA zawiera sekwencje
komplementarne do odcinka nukleotydow na U2snRNA, dzigki czemu mozliwe jest
umieszczenie wybranego nukleotydu w miejscu katalitycznym U93scaRNP zawie-
rajacym enzym — syntaze¢ pseudourydyny, ktéra katalizuje reakcje modyfikacji
urydyny do pseudourydyny [33].

Badania z uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego oraz z zastosowaniem
hybrydyzacji in situ wykazaty, ze U93scaRNP lokalizuje si¢ w cialkach Cajala [33].

3.7. Metylacja i pseudourydylacja na przykladzie U85snoRNP

Wyjatkowym sposrod snoRNP jest U8S5snoRNP, poniewaz bierze udziat
w modyfikacji spliceosomalnego RNA a mianowicie USsnRNA. W budowie tego
snoRNA wyréznia si¢ zardéwno box C/D jak i H/ACA, z czego wnioskuje si¢, ze
przeprowadza zarowno proces 2'-O-metylacji, jak i pseudourydylacji (rys. 4) [47].

U85 snoRNA czlowieka sktada si¢ z 330nt, natomiast u Drosophila melanogaster
z 316nt. Na koncu 5' U85snoRNA znajduje si¢ box C w sgsiedztwie ktorego
wystepuje box D', a na koncu 3' box D w sgsiedztwie ktdrego wystepuje box C'.
Konce 3'1 5' tworzg bardzo dhugg strukture ,,spinki do wtoséw”. W centralnej czesci
sekwencji U85snoRNA mozna zaobserwowac drugg struktur¢ podobng do spinki
przypominajacg struktur¢ RNA zawierajacego boxy H i ACA. W domenie H/ACA
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jednoniciowy fragment sekwencji posiada box H, a jednoniciowy region za spinka
domeny H/ACA zawiera box ACA. Dodatkowo w przypadku ludzkiego
U85snoRNA wewnatrz domeny H/ACA obserwujemy dodatkowsg strukture ,,spinki”
zwang IH (insert hairpin), ktérg mozna zaobserwowac u krggowcow [47].

Domeny odpowiadajace za metylacje 1 pseudourydylacje mogg przeprowadzac te
procesy u sgsiadujacych u siebie nukleotydow: metylacje wegla rybozy nalezacej do
45 nukleotydu oraz pseudourydylacje¢ urydyny na 46 nukleotydzie. US snRNA to jedyne
RNA komplementarne do sekwencji w miejscu katalitycznym U85snoRNA [47].

Co wazne, u cztowieka modyfikacji ulegajg nukleotydy: 45 — metylacja, 46 — pseudo-
urydylacja, natomiast u Drosophila: 46 — metylacja i 47 — pseudourydylacja, co
dowodzi, ze struktura i sekwencja nukleotydow tego snoRNA jest silnie konserwo-
wana w catym krélestwie zwierzat [47].
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Rysunek 4. Przypuszczalne struktury drugorzedowe U85snoRNA cziowieka i Drosophila melanogaster.
Prostokatem zaznaczono boxy C, D, C', D', H oraz ACA. Na szaro oznaczono sekwencje wystgpujace
u Drosophila melanogaster, konserwowane u cztowieka [47]
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3.8. ScaRNP w komérkach roslinnych

Badania na Arabidopsis thaliana wskazujg na istnienic 144 gendéw snoRNA.
Roslinne snoRNP s3 zdolne do modyfikacji zarowno rRNA, jak réwniez snRNA
w tym spliceosomalnych snRNA. Ponizsza tabela przedstawia odkryte przez Chen
1 Wu (2009) snoRNP, odpowiedzialne za modyfikacje spliceosomowych snRNA, ktore
ze wzgledu na target sg de facto scaRNP (Tab. 1). Charakteryzuja si¢ r6zng liczba
nukleotydow, od 105 (snoR126) do 200 (snoR125 scaRNP). SnoR127 i snoR103-2
zlokalizowane sg w intronach innych genow; snoR126 i snoR102-2 znajduja si¢
w sekwencjach UTR-6w; snoR125 miesci si¢ w sekwencji IGR (intergenic region),
natomiast snoR 143 lokalizuje si¢ w sekwencji CDS (coding region). Cztery sposrod
przytoczonych przyktadow scaRNP (snoR125, snoR126, snoR127, snoR102-2)
w swojej budowie zawiera motyw C/D i katalizujg proces 2'-O-metylacji nukleotydu/
-6w na U snRNA. Dwa z nich (snoR103-2, snoR143) odpowiadaja za procesy
pseudourydylacji na U snRNA i nalezg do rodziny H/ACA scaRNP [48].

Tabela 1. Przyktady roslinnych scaBRNA

Nazwa Liczba Lokalizacja Rodzaj Target
nukleotydow modyfikacji
snoR125 200 IGR 2'-O-metylacja U2snRNA
nukleotyd 31
snoR126 105 UTR 2'-O-metylacja U6snRNA
nukleotyd 75 i 84
snoR127 138 Intron 2'-O-metylacja U2snRNA
nukleotyd 20
snoR102-2 165 UTR 2'-O-metylacja US5snRNA
nukleotyd 41
snoR103-2 132 Intron pseudourydylacja | USsnRNA
nukleotyd 47 i 50
snoR 143 171 CDS pseudourydylacja | U2snRNA
nukleotyd 38

Zrodto: [48]

4. Podsumowanie

Badajac budowe i funkcje scaRNP w komodrkach roslinnych i zwierzecych
obserwuje si¢ bardzo duze podobienstwo tych rybonukleoprotein w obrgbie obu
krolestw. Schemat budowy scaRNP roslinnych i zwierzecych jest ten sam, co wigcej
pelnia one tg samg role¢ w koncowych modyfikacjach snRNA w ciatach Cajala.
ScaRNP sg niezbedne do powstawania UsnRNP z prawidtlowsa modyfikacja
nukleotydow, a odpowiednia sekwencja nukleotydéw komplementarnych do pre-
mRNA warunkuje prawidlowy przebieg procesu splicingu. Z uwagi na swojg wazng
funkcje, scaRNP muszg by¢ silnie konserwowane.
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Etapy dojrzewania malych, jadrowych RNA — snRNA

Streszczenie

SnRNP to kompleks rybnukleoproteinowy odgrywajacy kluczowa role w procesie splicingu. SnRNA sa
transkrybowane przez Polimeraze¢ RNA II. W kolejnych etapach zachodzi proces ich dojrzewania. Po
transkrypcji, na terenie jadra nastgpuje przetwarzania konca 3' pre-snRNA oraz metylacja pierwszego
nukleotydu. Kolejnym etapem jest montaz kompleksu eksportowego i transport wstgpnie zmo-
dyfikowanych snRNA do cytoplazmy. Tam nastepuje dimetylacja pierwszego nukleotydu oraz
przytaczenie biatek Sm. Ostatni proces dojrzewania, po powrocie pre-snRNP do jadra, to 2'-O-metylacja
i pseudourydylacja wybranych nukleotydow snRNA poprzez scaRNP w ciatach Cajala.

Stowa kluczowe: snRNP, scaRNP, snoRNP, ciata Cajala, Polimeraza RNA II.

Stages of maturation of small nuclear RNAs — snRNA

Abstract

SnRNP is a complex of ribonucleoproteins that plays an important role in the splicing process. SnNRNAs
are transcribed by RNA Polymerase II. In the subsequent stages, the process of their maturation takes
place. After transcription, in the nucleus the 3' end of pre-snRNA is processed and there is the
methylation of the first nucleotide of snRNA. The next stage is the assembly of the export complex and
transport of pre-modified snRNA to the cytoplasm. There, the first nucleotide is dimethylated and the
Sm proteins are attached. The last maturation process, after return the pre-snRNPs to the nucleus, is the
2'-O-methylation and pseudouridilation of selected nucleotides of snRNA by scaRNPs in Cajal bodies.
Keywords: snRNP, scaRNP, snoRNP, Cajal bodies, RNA Polymerase I
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Mutacje genow kodujacych hormony gonadotropowe

1. Wstep

Rodzina hormonow gonadotropowych obejmuje hormon luteinizujacy (LH),
hormon folikulotropowy (FSH) oraz ludzka gonadotroping kosméowkowa (hCG).
Wraz z hormonem tyreotropowym tworzg one rodzing hormondéw glikoproteino-
wych. Hormon luteinizujagcy oraz hormon folikulotropowy wytwarzane sg przez
komorki przedniego plata przysadki, z kolei gonadotropina kosméwkowa wydzielana
jest w okresie prenatalnym przez komoérki tozyska — syncytiotrofoblasty. LH i FSH
odgrywaja istotng rol¢ w roznicowaniu piciowym plodu, dojrzewaniu plciowym,
spermatogenezie, syntezie testosteronu i cyklu menstruacyjnym u kobiet.

Gonadotropina kosméwkowa jest niezbedna dla utrzymania rozwijajacej si¢ cigzy
1 podtrzymania produkcji progesteronu. Hormony glikoproteinowe sg heterodime-
rycznymi biatkami zbudowanymi z dwoéch podjednostek potgczonych wigzaniem
nickowalencyjnym. Podjednostka o stanowi element wspolny dla catej rodziny
hormonéw glikoproteinowych, z kolei podjednostka [ stanowi unikalny element
odpowiedzialny za swoistos¢ wigzania hormonu z receptorem [1, 2]. Mutacje
w genach kodujgcych podjednostki hormonow gonadotropowych naleza do niezwykle
rzadkich. Zrozumienie struktury oraz mechanizmu dzialania hormonow gonadotro-
powych jest konieczne dla zrozumienia wptywu mutacji na fenotyp obserwowany
u pacjentow. Nieprawidlowa struktura hormonow spowodowana obecno$cig mutacji
moze prowadzi¢ do wystgpienia objawow takich jak migdzy innymi hipogonadyzm
hipogonadotropowy, bezptodno$¢, azoospermia czy wtorny brak miesigczki [3].

2. Hormony gonadotropowe — miejsce syntezy i pelnione funkcje

Komorki przedniego plata przysadki syntetyzujg, a nast¢gpnie uwalniajg do krwio-
biegu trzy hormony glikoproteinowe. Dwa z nich stanowig hormony gonadotropowe
— hormon folikulotropowy (FSH) oraz hormon luteinizujacy (LH), odgrywajace
kluczowsg role w regulacji funkcji rozrodczych zard6wno u mezczyzn, jak i u kobiet
[4]. U mezczyzn FSH wymagane jest do inicjacji oraz utrzymania prawidtowego pod
wzgledem ilo§ciowym i jakoSciowym procesu spermatogenezy. Hormon foli kulo-
tropowy stymuluje komorki

Sertolego (komorki podporowe jader), a tym samym pobudza proces spermato-
genezy. FSH powoduje rowniez zwigkszone wytwarzanie biatka wigzgcego andro-
geny, a tym samym zwigkszone stezenie testosteronu i dihydrotestosteronu wewnatrz
kanalikéw nasiennych. Wyzsze poziomy tych hormonow stymuluja proces sperma-
togenezy w kanalikach nasiennych oraz dojrzewanie plemnikow w najgdrzach.
Niemniej jednak, badania przeprowadzone na transgenicznych myszach sugeruja, ze
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FSH nie jest konieczny dla zachowania plodno$ci osobnikow plci meskiej [5].
Natomiast u kobiet hormon folikulotropowy stymuluje dojrzewanie pecherzykow
jajnikowych oraz produkcje estrogendow przez komorki ziarniste. Ponadto, zwigksza
aktywnos$¢ aromatazy P450 odpowiedzialnej za konwersje androgendéw do estrogenow,
powodujac tym samym wzrost poziomu estrogenéw [6]. FSH prawdopodobnie
odgrywa rowniez wazng role¢ w regulowaniu funkcji osteoklastow oraz w rozwoju
oocytow [7,8]. Z kolei hormon luteinizujacy stymuluje komoérki Leydiga (komorki
srodmigzszowe jader) do produkcji testosteronu. Odgrywa roéwniez istotng role
W procesie roznicowania plciowego w okresie prenatalnym, umozliwiajgc rozwoj
wewnetrznych 1 zewngtrznych narzgdéw piciowych meskich u ptodu. U kobiet LH
wigze si¢ z receptorem LHCGR (obecnym na powierzchni komérek ziarnistych)
powodujac pegknigcie pecherzyka jajnikowego i1 uwolnienie komorki jajowej
(owulacje), luteinizacje ciatka zoltego oraz wytwarzanie progesteronu. Co wigcej,
hormon luteinizujacy stymuluje wytwarzanie androstendionu i testosteronu przez
ostonke pecherzyka [9].

Ludzka gonadotropina kosmoéwkowa, w przeciwienstwie do FSH i LH,
wytwarzana jest przez syncytiotrofoblast lozyska jedynie w okresie prenatalnym
[10]. hCG jest hormonem plejotropowym dziatajacym w sposéb endokrynny,
autokrynny 1 parakrynny. Funkcjg gonadotropiny kosmowkowej jest podtrzymy-
wanie funkcji cialka zottego oraz produkcji progesteronu przez ciatko zolte, indukcja
angiogenezy w obrebie macicy oraz stymulacja komoérek Leydiga do produkcji testo-
steronu w poczatkowym okresie cigzy (udzial w roéznicowaniu ptciowym). Dodat-
kowo hCG bierze udzial w rozwoju immunotolerancji ptodu dzigki aktywacji szla-
kéw indukeji apoptozy prowadzacych do apoptozy matczynych limfocytow T [11].

3. Struktura i molekularny mechanizm dzialania hormonéw
gonadotropowych

Hormony glikoproteinowe, (do ktorych naleza gonadotropiny) sg heterodime-
rycznymi biatkami zbudowanymi z dwoch podjednostek (o i B) polaczonych
wigzaniem niekowalencyjnym. Podjednostka o stanowi element wspolny dla wszystkich
hormondéw glikoproteinowych, a podjednostka B jest elementem specyficznym dla
hormonu (LHB, FSHB, CGB) odpowiedzialnym za swoisto$¢ wigzania tego
hormonu z odpowiednim receptorem. Lancuch polipeptydowy o sktada si¢ z 92 lub
96 aminokwasoéw 1 zawiera 10 reszt cysteiny nie ulegajacych redukcji, dlatego
w obrgbie podjednostki wspdlnej obecnych jest pie¢ mostkow dwusiarczkowych.
Pozycje reszt cysteinowych, a takze sekwencje aminokwasow sg niemal identyczne
u wszystkich krggowcow. Wysoka konserwatywno$¢ sekwencji aminokwasowej
podjednostki o umozliwia rekombinacje¢ dwdch podjednostek o i B pochodzacych
zréznych hormonéw glikoproteinowych, jak i z réznych gatunkow. Lancuch
polipeptydowy podjednostki [ jest dtuzszy od tancucha podjednostki wspolnej
— sktada si¢ z 105-150 reszt aminokwasowych. Ponadto, w podjednostce  wystepuje
nie 10, a 12 reszt cysteiny, wobec czego obecnych jest sze$¢ mostkow dwusiarczko-
wych. Sekwencja aminokwasowa podjednostki [ nie jest rowniez az tak wysoce
konserwatywna jak sekwencja aminokwasowa podjednostki wspolne;j.

Sekwencje LHB oraz CGB pochodzenia ludzkiego wykazujg ok. 70% homologii,
z kolei bydlece LHB i FSHB cechujg si¢ jedynie 34% homologig. Jedynym
wyjatkiem sg koniowate, u ktérych sekwencje aminokwasowe LHB i CGB sa
identyczne [2].
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Dla prawidtowego dzialania hormondéw gonadotropowych konieczna jest
heterodimeryzacja podjednostki o i podjednostki B. Heterodimeryzacja migdzy
podjednostkami mozliwa jest dzigki obecnosci ,,pasa bezpieczenstwa” (w strukturze
podjednostek o i B charakterystyczna jest obecno$¢ trzech petli, a koniec karbo-
ksylowy podjednostki B ,,owinigty” jest wokot podjednostki o tworzac ,,pas bezpie-
czenstwa”). Struktura ta stabilizowana jest mostkiem disulfidlowym obecnym
pomigdzy resztami cysteiny w pozycji 26 i 100 lancucha polipeptydowego podjed-
nostki specyficznej dla hormonu. Czwartorzgdowa struktura hormonéw glikopro-
teinowych wyrdznia si¢ wysoka stabilnoscig ze wzgledu na obecnosé¢ ,,paséw
bezpieczenstwa” oraz motywow weztow cystynowych w obu podjednostkach [12].

Jedng z wazniejszych modyfikacji posttranslacyjnych hormonéw glikoprote-
inowych stanowi glikozylacja. Jest ona procesem zlozonym, stanowigcym niezbedny
warunek dla prawidtowej funkcjonalno$ci hormonéw glikoproteinowych. Obecnosé¢
tancuchow weglowodanowych konieczna jest dla prawidlowego faldowania biatek,
ich dojrzewania i wydzielania, heterodimeryzacji obu podjednostek oraz transdukcji
sygnatu do wnetrza komorki. Glikozylacja wptywa réwniez na stabilnos$¢ bialka oraz
jego biologiczny okres poitrwania. Reszty oligosacharydowe poprzez zwigkszenie
masy hormondéw gonadotropowych zmniejszaja ich klirens nerkowy. Niemnigj
jednak, moga one takze powodowaé ich zwigkszone usuwanie przez watrobg [13].
Glikozylacji podlegaja obie podjednostki (o i B). Podjednostka wspolna charak-
teryzuje si¢ obecno$cig dwoch reszt cukrowych przylagczonych wigzaniem
N-glikozydowym do asparaginy. W podjednostce  hormonu luteinizujgcego obecna
jest jedna reszta cukrowa, z kolei w podjednostkach B hormonu folikulotropowego
oraz gonadotropiny kosmowkowej obecne sg dwie reszty cukrowe dodane wigza-
niem Nglikozydowym. Dodatkowo, CGB zawiera cztery blisko rozmieszczone
fancuchy oligosacharydowe przytaczone wigzaniem Oglikozydowym do seryny oraz
treoniny [14]. Proces glikozylacji zachodzi w szorstkiej siateczce endoplazmatycznej
1 aparacie Golgiego przy udziale wielu enzymoéw, takich jak glukozydazy, manno-
zydazy 1 glikozylotransferazy. Dlatego tez biosynteza glikoprotein zalezna jest od
aktywnosci wyzej wymienionych enzymow. Ich réznorodnos¢ wynika z niejednorod-
nosci przylaczonych glikanéw oraz miejsc glikozylacji, w wyniku czego powstaje
mieszanina roznych glikoprotein roznigcych si¢ budowa tancucha oligosacha-
rydowego. Zwigzane z asparaging fancuchy oligosacharydowe mozna podzieli¢ na
cztery grupy na podstawie sulfurylacji oraz sializacji. Wigkszos¢ tancuchow weglo-
wodanowych przylaczonych do hormonu folikulotropowego, hormonu luteini-
zujagcego 1 hormonu tyreotropowego to struktury sjalowane, sulfuryzowane i mieszane.
Natomiast oligosacharydy obecne w ludzkiej gonadotropinie kosmoéwkowej moga
zawiera¢ acetyloglukozaming, galaktoze, mannoze, kwas sialowy i fukoze [2].

Dziatanie hormonéw glikoproteinowych rozpoczyna si¢ od zwigzania hormonu
przez wysoce specyficzny receptor zlokalizowany w blonie komérkowej komorki
docelowej. Hormon folikulotropowy wigze si¢ z receptorem FSHR, z kolei hormon
luteinizujgcy oraz ludzka gonadotropina kosméwkowa laczg sie ze wspdlnym
receptorem LHCGR. Receptory hormondéw glikoproteinowych nalezg do rodziny
receptorow sprz¢zonych z biatkiem G (GPCR). Zbudowane sg one z pojedynczego
fancucha polipeptydowego o zmiennej dlugosci, skladajgcego si¢ z domeny
zewnatrzkomorkowej, domeny transmembranowej oraz domeny wewngtrzkomor-
kowej. W wyniku przylaczenia si¢ hormonu do receptora dochodzi do aktywacji
trimerycznego biatka G i aktywacji podjednostki as biatka G wykazujacej aktywnosé
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GTP-azy. Podjednostka as aktywuje cyklaze adenylowa, w wyniku czego dochodzi
do konwersji ATP do cAMP, bedacego wtornym przekaznikiem transdukcji sygnatu.
cAMP aktywuje w sposob bezposredni badz posredni kinazy bialkowe (PKA), a te
z kolei w wyniku fosforylacji aktywujg substraty, ktorymi sa liczne bialka cytopla-
zmatyczne i jadrowe, co ostatecznie prowadzi do szeregu odpowiedzi biologicznych
[15, 16].

4. Mutacje w genach kodujacych hormony gonadotropowe

Podjednostka alfa wspdlna dla wszystkich hormondéw glikoproteinowych kodo-
wana jest przez gen CGA zlokalizowany na ramieniu dlugim chromosomu 6q12.21.
Gen ten skfada si¢ z czterech eksonow oraz trzech intronow [1,17]. Podjednostki 3
hormonu folikulotropowego, hormonu luteinizujacego oraz ludzkiej gonadotropiny
kosmoéwkowej kodowane sg przez geny umiejscowione na réznych chromosomach.
Gen kodujacy podjednostke¢ B FSH (FSHB) umiejscowiony jest na chromosomie
11p13 i zbudowany jest z trzech eksondéw rozdzielonych dwoma intronami [18].
Z kolei podjednostka beta hormonu luteinizujacego kodowana jest przez gen LHB,
zawierajacy roOwniez trzy eksony i dwa introny. Gen LHB wchodzi w sktad klasteru
LHB/CGB zlokalizowanego na ramieniu dlugim chromosomu 19q13.32. Podjed-
nostka beta ludzkiej gonadotroppiny kosmowkowej (CGB) kodowana jest przez geny
CGB, CGBS5, CGB8 i CGB7 nalezace do klasteru LHB/CGB. Klaster ten zbudowany
jest ze wspomnianego genu LHB, czterech gendw kodujacych CGB oraz dwoch kopii
genow CGBI i CGB2, ktérych funkcja jest nieznana. Przypuszcza si¢, ze powstat on
w wyniku duplikacji genu LHB wiele milionéw lat temu. Geny CGBS5 1 CGBS sa
najaktywniej transkrybowane i stanowig od 62 do 82% catej puli transkryptow
mRNA CGB [19].

5. Podjednostka wspolna CGA

Mutacje genow kodujgcych podjednostki hormondéw gonadotropowych nalezg do
niezwykle rzadkich. W przypadku podjednostki wspolnej gonadotropin brak jest
jakichkolwiek doniesien dotyczgcych mutacji w obrebie genu CGA. Jedyna znang
mutacjg jest substytucja alaniny na glutaming w pozycji 56 lancucha polipeptyd-
dowego (GluS6Ala). Jednak zostala ona zidentyfikowana w podjednostce wytwa-
rzanej ektopowo (czyli przez komorki inne niz komorki trofoblastu), u pacjenta
z niezréznicowanym nowotworem w obregbie kosci udowej. Wydzielona podjed-
nostka odznaczala si¢ zdecydowanie wigkszym rozmiarem, a wi¢c niezdolno$cig do
kojarzenia z podjednostkg P [20]. Ponadto, Zhang i wspoOtpracownicy opisali
polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. Single Nucleotide Polimorphism, SNP)
w rejonie 3’ niepodlegajacym translacji (3°’UTR) genu kodujacego CGA, stanowigcego
miejsce wigzania miR-1302. Zmiana ta skutkowata zmniejszong zdolnoscig przyla-
czania si¢ miRNA, w wyniku czego obserwowana byla nadekspresja genu CGA
w warunkach in vitro.

Badania w kierunku SNPs zostaly przeprowadzone wsrdd mezczyzn ze
stwierdzong bezptodno$cia idiopatyczng [21].

5.1. Podjednostka B ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej CGB

W genie kodujacym podjednostke f gonadotropiny kosmowkowej dotychczas nie
zidentyfikowano zadnej mutacji. Tak jak w przypadku podjednostki wspolnej, znane
sg jedynie polimorfizmy pojedynczych nukleotydow. Nagirnaja i wspolpracownicy
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zidentyfikowali trzy SNPs o potencjalnym znaczeniu patofizjologicznym. Polimorfizm
w genie CGB5 powodujacy zamiang waliny na leucyne w pozycji 56 tancucha
polipeptydowego (rs72556325) zostal opisany u jednej heterozygotycznej pacjentki
ze zdiagnozowanymi nawrotowymi poronieniami (ang. Recurrent Miscarriage, RM).
Zmiana ta skutkowata strukturalnymi przeszkodami w tworzeniu heterodimeru hCG.
Ilo$¢ zmienionego tancucha B przytaczonego do podjednostki o wynosita jedynie
10% w poréwnaniu z typem dzikim podjednostki . Mimo to, po zwigzaniu hormonu
z receptorem obserwowana byla silniejsza odpowiedz spowodowana kompensacija
stabej dimeryzacji. Kolejny SNP (rs72556345) w genie CGBS, skutkujacy zamiang
proliny na argining w pozycji 73 tancucha polipeptydowego, zostal znaleziony
u pigciu heterozygot (trzech pacjentek z RM i dwoch o0sdb z grupy kontrolnej).

Spowodowat on powstanie alternatywnej konformacji w okoto 50% wydzielonych
podjednostek B, jednak nie wplynat na aktywno$é biologiczng gonadotropiny
kosméwkowej. Z kolei w przypadku polimorfizmu rs72556341 w genie CGBS
skutkujgcego zamiang argininy na tryptofan w kodonie 8, stosowane metody in vitro
nie ujawnily Zzadnych zmian dotyczacych heterodimeryzacji podjednostek. Wyniki
przeprowadzonych badan potwierdzaja, ze zmiany sekwencji wplywajace na funkcje
ludzkiej gonadotropiny kosmowkowej sa niezwykle rzadkie. Przypuszcza sig, ze
mutacje badz polimorfizmy powodujgce znaczace zmiany w funkcjonalno$ci hCG
uniemozliwialtyby utrzymanie cigzy i dlatego nie sg obserwowane w populacji. Ta
hipoteza jest zgodna z postulowanym znaczeniem gonadotropiny kosmowkowej
w procesie implantacji zarodka. Polimorfizmy w genach kodujacych podjednostke
B hCG wigza si¢ ze zwigkszonym ryzykiem nawrotowych poronien [22].

5.2. Podjednostka f§ hormonu luteinizujacego LHB

Mutacje w genie kodujacym podjednostke p hormonu luteinizujgcego réwniez
nalezg do bardzo rzadkich. Dotychczas zidentyfikowano jedynie 11 mutacji w genie
podjednostki B lutropiny. Sze$¢ z nich stanowily mutacje typu nonsense lub
missense, trzy stanowily delecje, a kolejne dwie stanowily mutacje splicingowe.
Nalezy zauwazy¢, ze mutacje w genie LHB majace charakter inaktywujacy wigza si¢
z wystgpowaniem u pacjentow hipogonadyzmu hipogonadotropowego. Pierwszy
przypadek opisany w 1979 r. dotyczyt pacjenta ptci meskiej z biologicznie nieaktywna,
cho¢ aktywng immunologicznie formg hormonu luteinizujacego [23]. W wyniku
badan przeprowadzonych trzynascie lat pdzniej stwierdzono, ze przyczyna tego
zjawiska bylo zastgpienie glutaminy argining w pozycji 54 lancucha polipepty-
dowego (GIn54Arg) [24]. Hernan Valdes-Socin 1 wspotpracownicy opisali
przypadek 30-letniego me¢zczyzny, u ktorego zdiagnozowano hipogonadyzm hipo-
gonadotropowy, opdznione dojrzewanie plciowe oraz bezptodno$é, zwigzane
z nieobecnoscia krazacego hormonu luteinizujgcego. Badania molekularne wykazaty,
ze pacjent byl homozygota z mutacjg typu missense w genie kodujacym LHB.
Mutacja ta polegala na substytucji guaniny na adening w koncowej czesci eksonu
drugiego, w wyniku czego doszlo do zamiany glicyny na kwas asparaginowy
w pozycji 36 tancucha polipeptydowego podjednostki B hormonu luteinizujacego
(Gly36Asp) [25]. Natomiast Kenji Furui i wspotpracownicy przedstawili dwie nowe
mutacje begdgce substytucjami polegajgcymi na zamianie cytozyny na tyming
(c.82T>C 1 ¢.104T>C). Pierwsza z nich skutkowala substytucjg tryptofanu na
argining w pozycji 8 tancucha polipeptydowego, druga zas powodowala zamiang
izoleucyny na treoning w pozycji 15 tancucha. Kobiety, u ktérych zostalty odkryte
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mutacje byly bezptodne, a ich poziom hormonu luteinizujgcego w osoczu byt niewy-
krywalny [26]. Kolejng mutacja zmiany sensu jest substytucja guaniny na adening
(c.364G>A) powodujaca zamian¢ seryny na glicyng w pozycji 102 dojrzatego
fancucha polipeptydowego. Mutacja ta zwigzana jest z wystgpowaniem u kobiet
nieptodnosci spowodowanej endometriozg [27]. W wyniku screeningu przeprowa-
dzonego w kierunku nowych polimorfizméw w genie kodujacym podjednostke
B hormonu luteinizujgcego, Min Jiang i wspotpracownicy zidentyfikowali nowa
mutacj¢ w sekwencji sygnatowej peptydu LHB. Polegata ona na substytucji guaniny
na adening (¢.52G>A), czego nastgpstwem byla zamiana alaniny na treoning
w pozycji 3 tancucha polipeptydowego. Sekwencja sygnatowa peptydu odgrywa
istotng rolg w procesie syntezy biatka i jest wymagana do transportu biatka przez
btong retikulum endoplazmatycznego.

Mutacja opisana przez zespoét Min Jiang prawdopodobnie zaburza proces
odcinania sekwencji sygnalowej przez peptydaze sygnatowg [28]. W 2017 r. opisano
przypadek mtodego mezczyzny z opdznionym dojrzewaniem zwigzanym z selektyw-
nym niedoborem hormonu luteinizujgcego, spowodowanym homozygotyczng
mutacjg punktows. Polegata ona na delecji jednego nukleotydu — tyminy — w pozycji
215 [215delT] w eksonie trzecim, czego nastgpstwem byla zamiana leucyny na
argining w pozycji 72 tancucha polipeptydowego (p.Leu72Arg) [29]. W 2012 r.
Sabrina Basciani i wspotpracownicy opisali dwie nowe mutacje w genie kodujacym
podjednostke B lutropiny. Fenotyp pacjenta charakteryzowal si¢ azoospermig
1 opdznionym dojrzewaniem ptciowym oraz hipogonadyzmem, spowodowanym brakiem
hormonu luteinizujgcego w osoczu krwi. Wyniki sekwencjonowania wykazaty
delecje 12 par zasad w eksonie drugim oraz mutacje miejsca splicingowego 5’
IVS2+1G—T. Pierwsza mutacja skutkowala delecja czterech reszt leucyny
w hydrofobowym rdzeniu peptydu sygnatowego, natomiast druga mutacja zaburzata
splicing mRNA [30]. Kolejna delecja zostala opisana u megzczyzny oraz u jego
siostry w 2012 r. przez zespot Caroline Achard. Wyniki sekwencjonowania ujawnity
homozygotyczng delecje dziewigciu zasad w eksonie 2, skutkujacg delecja
aminokwasow od 10 do 12 (histydyna-prolina-izoleucyna) w tancuchu polipety-
dowym podjednostki B. U pacjenta stwierdzony zostal brak wirylizacji (brak
obecnosci typowych cech plciowych meskich) niewykrywalny poziom hormonu
luteinizujgcego oraz niski poziom testosteronu w surowicy. Spermatogeneza byla
obecna (z prawidlowg liczbg plemnikoéw), gdyz resztkowa aktywno$¢ hormonu
luteinizujgcego (powodujaca ekspresje enzymow steroidogennych w kilku dojrzatych
komoérkach Leydiga wytwarzajacych niewielkie iloSci testosteronu) byta wystar-
czajaca do catkowitej 1 prawidlowej spermatogenezy [31]. W 2016 r. zidentyfiko-
wano ostatnig znang delecje — c.118 120del. Skutkowata ona usunigciem lizyny
w pozycji 40 tancucha polipeptydowego (p.Lys40del). Region ten jest niezwykle
istotny dla funkcjonowania wszystkich hormonow glikoproteinowych. Delecja
okreslonych reszt w podjednostkach B gonadotropiny kosméwkowej, hormonu folikulo-
tropowego i hormonu tyreotropowego doprowadza do wewnatrzkomoérkowej retencji
hormondéw.(32) Ostatnig opisang mutacja w genie kodujacym podjednostke 3
hormonu luteinizujgcego jest mutacja miejsca splicingowego 5° IVS2 + 1G — C.
Mutacja ta zostala zidentyfikowana u trojga rodzenstwa — dwoch mezczyzn i kobiety.
Ich fenotyp obejmowat hipogonadyzm zwigzany z izolowanym niedoborem hormonu
luteinizujgcego. Ponadto, fenotyp kobiety charakteryzowal si¢ prawidlowym
rozwojem w okresie pokwitania, wtornym brakiem miesigczki i bezptodnoscia [33].
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5.3. Podjednostka f§ hormonu folikulotropowego FSHB

Do chwili obecnej opisano 7 mutacji w genie kodujagcym podjednostke B hormonu
folikulotropowego. Obejmuja one pig¢ mutacji typu missense/nonsense oraz dwie
delecje. Fenotyp pacjentéw dotknigtych mutacjami w genie FSHB charakteryzuje si¢
niedoborem hormonu folikulotropowego oraz bezptodnoscig. Pierwsza zidentyfi-
kowang mutacje stanowila delecja ¢.236 237delTG opisana przez zespol Matthews
w 1993 r. Przypadek dotyczyt 27-letniej kobiety z pierwotnym brakiem miesigczki,
nieptodnoscig, izolowanym niedoborem FSH oraz prawidlowym poziomem LH.
Analiza sekwencji genu FSHB wykazata obecnos¢ delecji w eksonie 3, skutkujagcej
przesuni¢ciem ramki odczytu, a tym samym wystgpieniem przedwczesnego kodonu
terminacyjnego. Skrocony tancuch polipeptydowy nie zawierat regiondéw waznych
dla taczenia si¢ z podjednostka o oraz dla wigzania i aktywacji receptora FSHR [34].
Szesnascie lat p6zniej Marie-

Laure Kottler i wspotpracownicy opisali drugg i jak dotad ostatnig delecj¢ w genie
FSHB. Sekwencjonowanie ujawnitlo homozygotyczng delecj¢ jednego nukleotydu
(guaniny) w kodonie 79 (¢.289delG) eksonu 3. Spowodowala ona przesunigcie ramki
odczytu w kodonie 79 (A79fs108X) i pojawienie si¢ przedwczesnego kodonu stop
w pozycji 108. Kobieta, u ktorej zidentyfikowano mutacj¢ cierpiata na pierwotny brak
miesigczki, bezplodno$¢ oraz izolowany niedobor FSH niereagujacy na stymulacje
gonadoliberyng [35, 36]. W 1997 r. zespot Lawrence C. Leyman opisal przypadek
kobiety z izolowanym niedoborem hormonu folikulotropowego i opdznionym
dojrzewaniem plciowym. Badania molekularne wykazaly obecnos¢ dwdoch mutacji
w obu allelach odziedziczonych od rodzicéw. Pierwszg mutacje (obecng w allelu
pochodzacym od matki) stanowita delecja dwoch nukleotydow — tyminy i guaniny
— w kodonie 61, zidentyfikowana wczesniej u homozygotycznej pacjentki opisanej
przez Matthews i1 wspolpracownikéw. Mimo, iz brak jest dowoddw na pokrewienstwo
obu pacjentek, przypuszcza si¢, ze mogly wywodzi¢ si¢ od wspolnego przodka.
W allelu odziedziczonym od ojca obecna byla substytucja tyminy na guaning
¢.205T>G skutkujgca zamiang cysteiny (TGT) na glicyne (GGT) w kodonie 51
(Cys51Gly). Obie mutacje uniemozliwialy prawidtowa heterodimeryzacje podjed-
nostki a 1 podjednostki B [37]. Pig¢ lat pdzniej zespdt kierowany przez Lawrence C.
Leyman’a opisat przypadek mutacji nonsensownej u homozygotycznego rodzenstwa
— kobiety z czeSciowym rozwojem gruczotu piersiowego oraz mezczyzny z prawid-
owym dojrzewaniem piciowym i azoospermig. Mutacja polegala na substytucji
cytozyny na adening ¢.282C>A w eksonie 3, czego efektem bylo wystgpienie kodonu
terminacyjnego w miejscu kodonu TAC (tyrozyna) w pozycji 76 tancucha polipem-
tydowego (Tyr76X) [38]. Natomiast pierwszy przypadek niedoboru hormonu
folikulotropowego u pacjenta pici meskiej zostalt opisany przez Goran Lindstedt
1 wspotpracownikéw w 1998 r. Dotyczyt on mezezyzny z prawidtowym dojrzewaniem
plciowym i wirylizacjg oraz prawidtowym popedem piciowym i libido. Pacjent zgtosit
si¢ po pomoc lekarskg z powodu nieptodnosci. Przeprowadzone badania wykazaty
azoospermi¢, niski poziom inhibiny B oraz niewykrywalny w surowicy poziom
hormonu folikulotropowego. Analiza eksonu 3 genu FSHB ujawnita substytucje
tyminy na cytozyne¢ c.298T>C, skutkujacg zamiang cysteiny na argining w pozycji 82
fancucha polipeptydowego (Cys82Arg). Mutacja uniemozliwiata wytworzenie
pierwszego mostka dwusiarczkowego w tancuchu B folikulotropiny, powodujac tym
samym zaburzenia w jego strukturze trzeciorzedowej, wzmozong degradacje,
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niezdolno$¢ do heterodimeryzacji i nieprawidlowg glikozylacje, uniemozliwiajgc tym
samym powstanie funkcjonalnego hormonu [39]. Kolejng mutacj¢ typu missense
stanowi substytucja tyminy na cytozyne c¢.364T>C zidentyfikowana u miodego
mezczyzny z izolowanym niedoborem FSH. Mutacja skutkowata zamiang cysteiny na
argining w pozycji 104 Cysl04Arg. Fenotyp pacjenta obejmowal niewykrywalny
poziom FSH, zmniejszong liczbe komorek Sertolego, hiperplazje komoérek Leydiga
oraz zmniejszong objetos¢ jader [40]. Ostatnig znang mutacja w genie FSHB jest
substytucja cytozyny na tyming (¢.343C> T), powodujgca zamiang argininy na kodon
terminacyjny w pozycji 97 (Argd97X), a tym samym powodujgca powstanie skroconego
fancucha polipeptydowego FSHB. Zostata ona opisana u pacjenta cierpigcego na
bezptodnosé, u ktorego dodatkowo stwierdzono wystegpowanie wnetrostwa [41].

6. Podsumowanie

Ze wzgledu na kluczowa role hormondéw gonadotropowych w rozwoju i regulacji
funkcji rozrodczych, mutacje genéw kodujacych podjednostki hormonéw gonado-
tropowych zaliczane sg do niezwykle rzadkich. Mimo, Ze nie stanowig one pow-
szechnego problemu klinicznego, ich potencjalna obecnos¢ powinna by¢ rozwazana
w trakcie diagnostyki roznicowej opoznionego dojrzewania piciowego, zaburzen
rozwoju plciowego oraz bezptodnos$ci. Wystepowanie mutacji stwierdzono zaréwno
u mezczyzn, jak 1 u kobiet. Wszystkie dotychczas opisane mutacje miaty charakter
inaktywujacy, wobec czego skutkowaly utratg funkcji biatka. Fenotyp pacjentow
dotknietych mutacjami w genie kodujagcym podjednostke p hormonu luteinizujacego
obejmuje bezptodnos¢ oraz hipogonadyzm. Z kolei pacjenci z mutacjami w genie
kodujagcym podjednostke P hormonu folikulotropowego charakteryzujg si¢ izolo-
wanym niedoborem FSH oraz bezptodnoscia.
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Mutacje genow kodujacych hormony gonadotropowe

Streszczenie

Rodzina hormonéw gonadotropowych obejmuje hormon luteinizujacy (LH) oraz hormon folikulo-
tropowy (FSH) wytwarzane przez komorki gonadotropowe przedniego ptata przysadki, a takze ludzka
gonadotroping kosméwkowa, ktora (w przeciwienstwie do LH i FSH) produkowana jest przez tozysko
w okresie prenatalnym. FSH i LH odgrywaja kluczowa rolg¢ w regulacji funkcji rozrodczych zar6wno
u mezezyzn, jak i u kobiet. Hormon folikulotropowy jest niezbedny do wytwarzania estradiolu i do
spermatogenezy. Hormon luteinizujacy jest z kolei konieczny do prawidtowego rozwoju meskich
wtornych cech ptciowych i do dojrzewania u mgzczyzn, podczas gdy u kobiet odpowiedzialny jest za
owulacje, luteinizacje i tworzenie ciatka zottego oraz za produkcje progesteronu. Ludzka gonadotropina
kosméwkowa sprzyja utrzymaniu czynnosci ciatka zottego i wytwarzaniu progesteronu podczas cigzy.
Mutacje w genach kodujacych hormony gonadotropowe (LHB, FSHB, CGB, CGA) naleza do
niezwykle rzadkich, jednak ich obecno$¢ moze wigza¢ si¢ z wystgpieniem objawow takich jak
bezplodnosé, brak miesiaczki czy hipogonadyzm hipogonadotropowy. Nastepstwa mutacji zaleza od ich
charakteru (aktywujacego i inaktywujacego) oraz od plci osoby, u ktorej dana mutacja wystepuje.
Celem niniejszej pracy jest omowienie dotychczas odkrytych mutacji w genach kodujacych hormony
gonadotropowe oraz wyjasnienie ich wplywu na fenotyp obserwowany u pacjentow.

Stowa kluczowe: gonadotropiny, LH, FSH, hCG, mutacje.

Mutations in the genes encoding gonadotropins

Abstract

The gonadotropin hormone family consists of luteinizing hormone (LH) and follicle stimulating
hormone (FSH) produced by the gonadotrophic cells of the anterior pituitary gland, as well as of human
chorionic gonadotropin which (unlike LH and FSH), is produced by the placenta during the prenatal
period. FSH and LH play a key role in the regulation of reproductive functions in both men and women.
Follicle-stimulating hormone is essential for the production of estradiol and for spermatogenesis.
Luteinizing hormone is in turn necessary for appropriate development of male secondary sexual
characteristics and for maturation in men, whereas in women it is responsible for ovulation, luteinization
and creation of the luteum and for production of progesterone. Human chorionic gonadotrophin supports
the maintenance of corpus luteum function and the production of progesterone during pregnancy.
Mutations in genes encoding gonadotropic hormones (LHB, FSHB, CGB, CGA) are extremely rare, but
their presence may be associated with the onset of symptoms such as infertility, amenorrhea and
hypogonadotropic hypogonadism. The consequences of the mutations depend on their character
(activating and inactivating) and on the sex of the person in whom the mutation occurs.

The aim of this study is to discuss the so far discovered mutations in genes encoding gonadotropic
hormones and to explain their impact on the phenotype observed in patients.

Keywords: gonadotropins, LH, FSH, hCG, mutations.
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Optymalizacja metody przedwczesnej kondensacji
chromatyny w kontekscie wplywu roznych czynnikow
na radiowrazliwos¢ pacjentow

1. Wprowadzenie

Od kilku lat w Instytucie Fizyki Jadrowej im. Henryka Niewodniczanskiego
Polskiej Akademii Nauk w Krakowie prowadzone sa badania, ktorych celem jest
zwigkszenie skutecznos$ci leczenia chordob nowotworowych przy zastosowaniu
wigzki protonow o energii 60 MeV wytwarzanych w cyklotronach AIC-144 oraz
Proteus C-235. Na potrzeby optymalizacji tego procesu analizuje si¢ skutki
wywolane przez promieniowanie zard6wno na poziomie komorkowym, jak i calego
organizmu. Nalezy takze uwzglednia¢ indywidualng radiowrazliwo$¢ pacjentéw oraz
czynniki majgce na nig wpltyw [1]. W tym celu wykorzystywane sg m. in. rézne
techniki obrazowania, metody biologiczne oraz metody z zakresu retrospektywnej
dozymetrii biologiczne;.

Uwzglednienie radiowrazliwosci pacjentdw w radioterapii  jest trudnym
zadaniem, poniewaz zaré6wno komoérki nowotworowe, jak i prawidtowe tych samych
narzgdow wsérod roéznych pacjentow wykazuja roéznice w odpowiedzi na
promieniowanie oraz moze si¢ ona zmienia¢ w toku radioterapii [2]. Aby osiggnaé
najwickszg efektywno$¢ w minimalizacji skutkow ubocznych wymagana jest
zindywidualizowana terapia [1].

Celem niniejszej pracy bylo przeprowadzenie przegladu literatury na temat
wplywu roéznych czynnikow na radiowrazliwos¢ pacjentéw, oraz opisanie metod
stosowanych w dozymetrii biologicznej, w tym szczegdlnie metody PCC
(przedwczesnej kondensacji chromatyny) ze wzgledu na to, Ze mozna jg stosowac do
oceny odpowiedzi komérek zaréwno na niskie, jak 1 wysokie dawki promieniowania.
Wsrdd czynnikow  wplywajacych na radiowrazliwo$¢ uwzgledniono czynniki
fizyczne, chemiczne i biologiczne. Autorka ma na uwadze fakt, Ze niniejsza praca
moze nie uwzglednia¢ wszystkich czynnikow, niemniej jednak starano si¢ nakresli¢
ich podstawowe grupy oraz wskaza¢ zlozono$¢ tej dziedziny. Lista czynnikoéw
wplywajgcych na radiowrazliwo$¢ wcigz pozostaje otwarta, jak rowniez mechanizmy
W nig zaangazowane [3].

! karolina.rychtyk@student.uj.edu.pl, Wydziat Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej, Uniwersytet
Jagiellonski, Zaklad Fizyki Doswiadczalnej Ukladow Zlozonych, Instytut Fizyki Jadrowej
im. H. Niewodniczanskiego PAN.
? justyna.miszczyk@ifj.edu.pl, Zaktad Fizyki Doswiadczalnej Uktadow Ztozonych, Instytut Fizyki Jadrowej
im. H. Niewodniczanskiego PAN.
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2. Ocena radiowrazliwosci pacjentow z wykorzystaniem metod z zakresu
retrospektywnej dozymetrii biologicznej

Istnieje wiele metod stuzacych do oceny wywotanych skutkéw biologicznych na
poziomie komérkowym oraz catego organizmu. Zastosowanie takich metod pozwala
réowniez na oceng radiowrazliwo$ci komorkowej i osobniczej. Wsrod takich metod
mozna wymieni¢: analize czestosci chromosomow dicentrycznych — test DC (ang.
dicentric analysis), analiza czestosci translokacji z wykorzystaniem metody FISH
(ang. fluorescent in situ hybridization), analiza czgstosci wystegpowania mikrojgder
— test MN (ang. micronucleus tesf) oraz analiza nadmiarowych fragmentow chro-
mosomow w komorkach — test PCC (ang. premature chromosome condensation) [3].

Test DC uwazany jest za tzw. ,,ztoty standard” metod biodozymetrycznych,
poniewaz jest on najbardziej specyficznym oraz wrazliwym indykatorem dawki
w przypadku napromieniowania [4]. Ze wzgledu na to, Zze chromosomy dicentryczne
znajduja si¢ we krwi przez stosunkowo dhugi czas ($rednio 3,5-5 lat) mozliwe jest
oszacowanie otrzymanej dawki nawet kilka lat po napromieniowaniu [5]. Oceng
radiowrazliwos$ci przeprowadza si¢ w oparciu o analiz¢ czestosci wystgpowania
aberracji chromosomowych, a nastepnie sporzadza si¢ krzywa dawka — efekt [6].

Fluorescencyjng hybrydyzacje in situ stosuje si¢ gltownie w celu detekcji
translokacji. W metodzie tej stosuje si¢ specyficznie wyznakowane sondy molekularne,
czyli sekwencje kwasow nukleinowych zwigzane z fluoroforami. Takie sondy stosuje
si¢ w celu zwigzania do poszukiwanego komplementarnego odcinka DNA [3].

W tescie MN analizuje si¢ czesto$¢ wystepowania mikrojader, ktoére mogag
powstawaé po ekspozycji na rdézne czynniki, m.in. promieniowanie jonizujace.
Czestos¢ wystepowania mikrojader zwigksza si¢ wraz ze wzrostem dawki promie-
niowania, dlatego ten test jest stosowany w celu badania radiowrazliwo$ci komor-
kowej [7]. W tescie CBMN (ang. cytokinesis-block micronucleus assay) uzywa si¢
substancji hamujacej cytokineze — cytochalazyng-B, w ten sposob mozliwe jest
zobrazowanie komoérek dwujadrzastych, a w nich charakterystycznych mikrojader [6].

3. Przedwczesna kondensacja chromatyny

Metoda PCC polega na pobudzeniu do kondensacji chromatyny w komoérkach
znajdujacych si¢ w roznych fazach cyklu komorkowego. Ze wzgledu na niski indeks
mitotyczny niektorych napromienionych komorek metoda PCC jest bardzo skutecz-
nym narz¢dziem uzywanym w biodozymetrii, gdyz mozemy analizowa¢ uszkodzenia
komorek znajdujacych si¢ we wszystkich fazach, oprocz fazy S [8]. Znane sg dwie
wersje tej metody: poprzez fuzje z komorkami CHO (ang. chinese hamster ovary
— linia komoérkowa uzyskana z komoérek jajnikow chomika chinskiego) oraz
chemiczna, ktore zostang scharakteryzowane ponize;.

3.1. Fuzja mitotyczna z uzyciem komérek CHO

W metodzie fuzji mitotycznej wykonuje si¢ fuzj¢ komorek, w ktorych chcemy
wywola¢ kondensacj¢ chromatyny z komorkami znajdujagcymi si¢ w fazie mitozy,
najczesciej stosuje si¢ komorki CHO. Stosuje si¢ rowniez czynnik ulatwiajacy fuzje
komorek, czyli PEG (ang. polyethylene glycol — glikol polietylenowy).
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Badania naukowe wykazaty, ze wiele zwigzkéw chemicznych ma kluczowa role
w mechanizmie PCC, jednak dokladny mechanizm tej metody nie jest znany.
Jednym z nich jest kompleks MPF (ang. mitosis/maturation promoting factor
— czynnik indukujgcy mitoze/dojrzewanie), ktory jest enzymem indukujgcym
mechanizm PCC, pelni on réwniez wazng role w regulacji cyklu komérkowego oraz
kontroluje wzrost komorki. Aktywacja kompleksu rozpoczyna si¢ na etapie mitozy,
a akumulacja powoduje przedwczesng kondensacj¢ chromatyny. Zastosowanie PEG
oraz komérek znajdujgcych si¢ w fazie mitozy powoduje to, ze jadro znajdujace si¢
w interfazie cyklu komorkowego jest narazone na dziatanie zaktywowanej formy
kompleksu MPF, co w konsekwencji doprowadza do rozpuszczenia otoczki jadrowej
1 przedwczesnej kondensacji chromatyny [9].

3.1.1. PCC indukowane chemicznie

Przedwczesna kondensacja chromatyny moze zosta¢ uzyskana przez zastoso-
wanie zwigzkéw chemicznych takich jak kalikulina-A oraz kwas okadajowy, ktore
mozna wyizolowa¢ z gabek morskich, odpowiednio Discodermia calyx oraz Hali-
chondria melanodocia [9]. Doktadny mechanizm przebiegu przedwczesnej konden-
sacji chromatyny indukowanej chemicznie nie jest znany, ale prawdopodobnie bierze
w nim udzial kompleks MPF oraz biatko kontroli cyklu komorkowego cdc25, ktore
odpowiedzialne jest za regulacje rozpoczecia mitozy. Cdc25 jest fosfatazg tyro-
zynows, ktéra aktywuje kompleks MPF poprzez fosforylacj¢ reszty tyrozynowe;.
Kwas okadajowy oraz kalikulina-A sg specyficznymi inhibitorami PP1 oraz PP2A,
czyli odpowiednio fosfatazy biatkowej 1 i 2, ktore sg wrazliwe na aktywno$¢ biatka
cdc25. Moga one mie¢ wplyw na aktywnos¢ biatka cdc25 oraz kompleksu MPF
1 ostatecznie sprzyja¢ przedwczesnemu zajsciu mitozy. Zaktywowany kompleks
MPF moze wptywaé na rozpoczgcie przedwczesnej kondensacji chromatyny [10].

4. Czynniki wplywajace na radiowrazliwos¢ pacjentow
4.1. Czynniki fizyczne

4.1.1. Liniowy transfer energii

W radioterapii stosuje si¢ r6znego typu promieniowanie, np. promieniowanie X, y
(®Co, P'Cs), lekkie czastki: np. protony oraz ciezkie czastki: np. jony wegla. Lekkie
i ciezkie czastki powodujg wigkszy efekt biologiczny niz promieniowanie X i gamma
[7]. Réznice w jonizacji czastek na jednostke przebytej drogi opisuje LET (ang.
linear energy transfer — liniowy transfer energii). Ciezkie czgstki charakteryzuja sie
wysokimi wartoSciami LET, deponowaniem energii w ,,dyskretnych paczkach”, oraz
tym ze jonizuja Srodowisko w sposob nieprzypadkowy, w odrdéznieniu od
promieniowania o niskim LET [6].

4.1.2. Moc dawki

Moc dawki definiuje si¢ jako ilo$¢ podanej dawki na jednostke czasu. Jest ona
kluczowym czynnikiem determinujgcym wywotany efekt na komoérki. Wigksza moc
dawki powoduje zwigkszenie uszkodzen komorek [11]. W przypadku mniejszej
mocy dawki gtdwnymi obserwowalnymi uszkodzeniami sg pojedyncze zerwania nici
DNA, dlatego tez istnieje wigksze prawdopodobienstwo ich naprawy. Natomiast dla
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duzych mocy dawek naprawa uszkodzen jest trudna, poniewaz jonizacja nast¢puje
czgsciej, a uszkodzenia DNA sa bardziej zlozone [11]. Badania wykazaly, ze
zastosowanie frakcjonowanej dawki powoduje to, ze wywotany efekt bedzie
zredukowany w poréwnaniu do efektu od dawki podanej w jednej frakcji [12]. Efekt
ten mozna wytlumaczy¢ tym, ze pomigdzy frakcjami uszkodzenia DNA sg naprawiane.

4.1.3. Typ stosowanego promieniowania

Indywidualna radiowrazliwo$¢ zalezy réwniez od typu stosowanego promienio-
wania. Istnieje réznica w radiowrazliwosci i odpowiedzi komédrek pochodzacych od
pacjentow naswietlanych jonami wegla C-13 oraz promieniowaniem gamma [12].
W przypadku uszkodzen wywotanych jonami wegla istnieje mniejsze prawdopodo-
bienstwo ich naprawy w poréwnaniu z uszkodzeniami utworzonymi po ekspozycji na
takg samg dawke promieniowania gamma, poniewaz wystepuja one w postaci tzw.
klastrow DSB. Z kolei badania dotyczace wplywu wigzki protonowej oraz
promieniowania rentgenowskiego na przezywalnos¢ komorek wykazaly, ze wigzka
protonowa powoduje wigksza $miertelno$¢ komorek niz promieniowanie X
w zakresie dawek 0,3-4 Gy [13].

Stosowanie wiazki protonowej w radioterapii wymaga precyzyjnego pozycjono-
wania wigzki, jak rowniez optymalizacj¢ dawki promieniowania. Maksymalna
jonizacja w miejscu znajdowania si¢ nowotworu oraz skuteczna ochrona prawid-
towych komoérek otaczajacych jest mozliwa dzigki temu, ze strata energii czgstki
poruszajacej si¢ w osrodku jest opisana krzywg Bragga, na ktdérej widoczny jest
charakterystyczny pik zwany pikiem Bragga — w tym miejscu strata energii czgstki
poruszajacej si¢ coraz wolniej jest najwigksza.

4.1.4. Temperatura

Inkubacja badanego materialu w niskich temperaturach jest powszechng
procedurg stosowang m.in. w biologii molekularnej. W niskich temperaturach zaha-
mowana jest m.in. naprawa DNA, synteza bialek oraz cykl komoérkowy [14].
W literaturze wprowadza si¢ pojecie tzw. ,,efektu temperaturowego”, ktory ochrania
komorki przed skutkami wywolanymi ekspozycja na promieniowanie. W limfo-
cytach krwi obiegowej efekt temperaturowy zostal zaobserwowany w przypadku
mikrojader, jednak nie zaobserwowano go w przypadku badania stopnia uszkodzenia
DNA innymi testami z zakresu cytogenetyki [15]. Kolejnym parametrem
wplywajgcym na radiowrazliwo$¢ jest konformacja chromatyny, ktora zalezy od
temperatury. Wykazano, ze regiony w chromosomach posiadajgce bardziej skon den-
sowang struktur¢ chromatyny sg mniej wrazliwe na promieniowanie gamma, niz regiony
charakteryzujace si¢ luzna strukturg chromatyny (wysoka ekspresja gendw) [16].

Wiele badan wykazato réwniez, ze komorki nowotworowe charakteryzujg si¢
wyzszg radiowrazliwoscig w wysokich temperaturach niz komérki prawidtowe [17].
W radioterapii stosuje si¢ hipertermi¢ komorek (zakres 39-45°C), w celu zwigkszenia
jej efektywnosci [18]. Zastosowanie wysokiej temperatury nie powoduje bezpo-
srednio powstania podwodjnych uszkodzen nici DNA, lecz zahamowanie systemu
zwigzanego z naprawg uszkodzen DNA, m.in. wywolanych promieniowaniem
jonizujacym. Badania kliniczne wykazaly réwniez to, ze hipertermia moze dziatac
jako czynnik powodujacy zwigkszenie skutecznosci radioterapii oraz chemioterapii
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[19]. Jedng z hipotez wyjasniajacych ten efekt jest taka, ze hipertermia powoduje
zwigkszony przeplyw krwi w komodrkach nowotworowych, czyli skutkiem tego jest
dotlenienie komorek, a to powoduje zwigkszenie zasiggu dzialania promieniowania
oraz chemioterapeutykow stosowanych w chemioterapii [20].

4.2. Czynniki chemiczne

4.2.1. Efekt tlenowy

Tlen jest waznym czynnikiem chemicznym, ktéry powoduje zwigkszenie wrazli-
wosci komodrek na promieniowanie, co powoduje modyfikacje odpowiedzi komorek.
Komorki, ktore zawieraja rozng ilos¢ tlenu, w warunkach zmniejszonej lub zwigk-
szonej zawarto$ci tlenu reaguja w odmienny sposob na promieniowanie. Skutkiem
tego sg réznice w powstatych uszkodzeniach materiatu genetycznego.

Efekt ten tlumaczy si¢ tak zwang ,hipotezg utrwalenia tlenowego”, dotyczaca
tego, ze tlen oraz CRP (ang. chemical radioprotectors — chemiczne zwigzki chronigce
przed promieniowaniem) — np. cysteina, konkurujg o DNAe (rodnik), ktore jest
produktem radiolizy. Jezeli tlen z powodzeniem wyprze CRP to w rezultacie
powstanie zmieniona czasteczka DNA, a uszkodzenie bedzie utrwalone [21]. Gdy
koncentracja tlenu w komorce zwigkszy sig, stanie si¢ ona bardziej radiowrazliwa.
Jest to wazny aspekt w planowaniu radioterapii, poniewaz pomig¢dzy frakcjami
dawek podczas napromieniowania mozna utlenia¢ komorki, aby staly si¢ one
bardziej radiowrazliwe [22].

4.2.2. Zwiazki modyfikujace radiowrazliwos$¢

Wyrdznia si¢ kilka grup zwigzkow, ktore powoduja zwigkszenie wrazliwosci na
promieniowanie. Jedng z takich grup sg nitroimidazole, do ktorych nalezy m.in.
2-nitroimidazol. Gléwng cechg takich zwigzkéw jest to, ze wykazuja podobne
zachowanie do tlenu. Mogg zatem dyfundowaé przez naczynia krwionos$ne, a dzigki
wystepowaniu pierscienia weglowodorowego docieraja dalej niz tlen. Powoduje to,
ze wigce] czasteczek moze znalez¢ si¢ w poblizu niedotlenionych komorek
nowotworowych [23].

Kolejng grupg zwigzkow sa zwigzki chronigce przed promieniowaniem. Stosuje
si¢ je w celu ochrony prawidtowych komorek przed uszkodzeniami radiacyjnymi. Do
takich zwigzkoéw naleza m.in. tiole, do ktérych nalezy m.in. cysteamina. Dzigki temu,
ze w strukturze tioli wystepuje wolny atom siarki to konkurujg one z tlenem
czasteczkowym o zwigzanie wolnych rodnikéw utworzonych w procesie radiolizy
wody. Jezeli tiol wyprze tlen to produktem reakcji z wolnymi rodnikami beda
nieszkodliwe zwigzki chemiczne takie jak siarka, azot i wegiel. W taki sposob nie
dojdzie do powstania bardzo reaktywnego tlenu singletowego ('O,), ktéry powoduje
powstanie duzej ilosci uszkodzen komoérek. Badania wykazaty, ze tiole wykazuja
wigkszg ochrong przed promieniowaniem o niskim LET [23].
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4.3. Czynniki biologiczne

4.3.1. Uszkodzenia i naprawa DNA

Uszkodzenia DNA mogg by¢ spowodowane przez wiele czynnikow, nie tylko
wskutek ekspozycji na promieniowanie, czy przez reaktywne formy tlenu, ale
réwniez przez zaburzenia mechanizmow shuzacych do naprawy DNA. Skuteczne
dziatanie systemow naprawczych powoduje zachowanie integralnosci genomu [24].
Wystepowanie jakichkolwiek defektow zaburzajacych dziatanie systemu moze miec
wplyw na predyspozycje komoérek do transformacji w komorki nowotworowe oraz
na radiowrazliwo$¢ komorek [25].

Wigkszo$¢ uszkodzen DNA np. uszkodzenia zasad, badz zerwanie pojedynczego
fancucha jest skutecznie naprawiane. Problemem sg zlozone uszkodzenia DNA tzw.
klastry jonizacyjne. Jezeli krotki tfancuch DNA zostanie ,,zaatakowany” przez kilka
rodnikéw to skutkiem tego moze by¢ powstanie kilku zlozonych uszkodzen DNA
— ztozone DSB (ang. double strand brake — podwojne przerwanie nici) [7]. Wsrod
mechanizméw stuzgcych do naprawy podwdjnych uszkodzen nici (DSB) mozna
wymieni¢: rekombinacj¢ homologiczng (ang. homologous recombination, HR),
nichomologiczne laczenie koncdéw (ang. non-homologous end joining, NHEJ])
i dopasowanie pojedynczych nici DNA (ang. single strand annealing, SSA) [26].
Natomiast wsrod mechanizmow stuzacych do naprawy pojedynczych pgknigé nici
(SSB) mozna wyr6zni¢ naprawe usunictej zasady (ang. base excision repair, BER),
naprawe niekomplementarnego doboru zasad (ang. mismatch repair, MMR) oraz
naprawe przez wyciecie nukleotydu (ang. nucleotide excision repair, NER).

4.3.2. Faza w cyklu komorkowym oraz rodzaj nowotworu

Radiowrazliwo$¢ komorek zalezy réwniez od fazy cyklu komérkowego. Badania
wykazaty, iz faza M 1 G2 sg najbardziej wrazliwe, natomiast faza S i wczesna faza
G1 najmniej [12]. Zwigkszona przezywalnos¢ komorek w fazie S jest zwigzana
z tym, ze w tej fazie struktura chromatyny jest rozluzniona oraz wystepuje zwiek-
szona naprawa za pomocg homologicznej rekombinacji, poniewaz jest wtedy obecna
chromatyda siostrzana. Natomiast w przypadku fazy G1 nie wystepuje chromatyda
siostrzana, dlatego naprawa DNA nast¢puje na drodze homologicznej rekombinacji
1 uszkodzenia wystepuja czesciej [22].

Radiowrazliwo$¢ zalezy réwniez od typu tkanki, dlatego komorki nowotworowe
bedg wykazywaly rozng radiowrazliwo$¢ w zaleznosci od tkanki jakg budujg.
W 1906 roku Bergonie i Tribondeau odkryli, ze wrazliwos¢ komorek na promienio-
wanie jest proporcjonalna do stopnia proliferacji oraz odwrotnie proporcjonalna do
stopnia zréznicowania komoérek. Niezroznicowane komorki posiadaja wysoka
zdolnos¢ do podzialdéw mitotycznych, dlatego sg bardziej radiowrazliwe, dlatego
tkanki bogate w aktywnie dzielgce si¢ komorki zazwyczaj wykazujg wysoka radio-
wrazliwos¢. Przyktadem tkanek i narzgdoéw charakteryzujacych si¢ wysoka radio-
wrazliwos$cig sg gruczoly piciowe, tkanka limfatyczna oraz tkanki ptodu, natomiast
malg radiowrazliwoscig — kosci, tkanka tluszczowa, tkanka mig$niowa [27].

Komorki nowotworowe charakteryzuja si¢ zaburzeniami w proliferacji i rozni-
cowaniu komorek oraz zaburzeniami organizacji chromosomow i genomu. Wszyst-
kie te czynniki wplywaja na rozw6j nowotworu oraz roézny stopien odpowiedzi na
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zastosowane leczenie w porownaniu do komoérek prawidlowych [28]. Radio-
wrazliwos¢ nowotworéw nie zalezy wylacznie od typu histopatologicznego, ale
rowniez od stopnia zawartosci tlenu w komorkach nowotworu, mechanizmow
naprawczych DNA, fazy cyklu komérkowego w jakiej znajduja si¢ komorki, a takze
od wielu innych czynnikow oraz mechanizméw nie poznanych do tej pory [27].

5. Podsumowanie

Wiele czynnikéw biologicznych, fizycznych oraz chemicznych wplywa na
zroéznicowang odpowiedz organizmow na promieniowanie jonizujace, dlatego wazne
jest stosowanie wielu metod z réznych dziedzin nauki w celu zrozumienia ztozonosci
oddzialywania promieniowania na poziomie komodrkowym, jak réwniez catego
organizmu. Jedng z takich metod jest PCC, ktéra moze by¢ pomocna do oceny
indywidualnej radiowrazliwosci komoérkowej oraz osobniczej w przypadku
zastosowania niskich, badz wysokich dawek promieniowania, jak rowniez umozliwia
skuteczne rozrdznienie struktury komorek znajdujacych si¢ w réznych fazach cyklu
komorkowego po ekspozycji na promieniowanie jonizujace [3].

Zebrane 1 podsumowane dane literaturowe bedsg wykorzystywane w procesie
opracowania i optymalizacji procedury PCC dla réznych scenariuszy zastosowan.
Ponadto niniejszy artykul pozwala na szersze podejscie do problemu radiowraz-
liwo$ci oraz opisuje najwazniejsze czynniki majace na nig wptyw. W zwiazku z tym,
ze prowadzonych jest wiele badan majacych na celu zwigkszenie skutecznosci
radioterapii oraz diagnostyki nowotwordw autorzy starali si¢ nakres§li¢ ztozonos¢
problematyki, co moze rowniez przyczyni¢ si¢ w przysztosci do skuteczniejszej
interpretacji uzyskanych wynikow. Nalezy réwniez podkresli¢, iz niniejszy artykut
oraz praca [1] sg jednymi z nielicznych, ktore zawierajg szereg istotnych informacji
na temat czynnikdw wplywajacych na radiowrazliwo$¢ pacjentdow oraz mecha-
nizmOw w nig zaangazowanych.

W przysztoSci planuje si¢, aby uzyskane dane na temat radiowrazliwosci
komoérkowej i osobniczej byly wykorzystywane w planowaniu i przeprowadzaniu
terapii protonowej w Centrum Cyklotronowym Bronowice w Krakowie.

6. Podziekowania

Praca powstata w ramach projektu: ,,Opracowanie i optymalizacja metody PCC
dla potrzeb stosowania na stanowisku radioterapii protonowej Centrum Cyklotro-
nowego Bronowice”, umowa nr UMO- 2013/09/D/NZ7/00324 do wniosku nr
2013/09/D/NZ7/00324 finansowanego ze Ssrodkéw Narodowego Centrum Nauki
(NCN), konkurs SONATA na lata 2014-2017.
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Optymalizacja metody przedwczesnej kondensacji chromatyny w konteksScie
wplywu réznych czynnikéw na radiowrazliwos$¢

Streszczenie

Radiobiologia jest interdyscyplinarng dziedzing nauki, ktora jest $cisle zwigzana z szeregiem nauk,
wtym fizyka medyczng, biologia i medycyna, oraz korzysta z wielu metod badawczych
wykorzystywanych w tych dziedzinach w celu zwigkszenia efektywnosci leczenia pacjentow z choroba
nowotworowa. Zastosowanie promieniowania jonizujacego w radioterapii pacjentow jest czgsto
stosowang i efektywna metoda stuzaca do zniszczenia komoérek nowotworowych, dlatego wazne jest
scharakteryzowanie czynnikow wplywajacych na oddzialywanie promieniowania z materialem
biologicznym. Przeprowadzenie efektywnej radioterapii wigze si¢ z analizowaniem odpowiedzi
organizmu cztowieka na zastosowang dawke, zardwno przed, jak i w trakcie radioterapii. W celu
zindywidualizowania radioterapii mozna wykorzysta¢ szereg metod, natomiast materiatem
wykorzystanym do badan moga by¢ limfocyty krwi obiegowej. Wsréd metod stuzacych do oceny
skutku biologicznego stosowanego promieniowania uznaje si¢ test DCA, FISH, CBMN oraz PCC.
Celem niniejszej pracy jest scharakteryzowanie najwazniejszych czynnikow majacych wplyw na
radiowrazliwo$¢ komoérkowa i osobnicza pacjentow. Wsrdd takich czynnikow wyrdzniono czynniki
fizyczne, chemiczne oraz biologiczne. Zebrane dane bgda wykorzystane w procesie opracowania
i optymalizacji metody PCC dla réznych scenariuszy zastosowan oraz w planowaniu i przeprowadzaniu
radioterapii protonowej Centrum Cyklotronowego Bronowice.

Stowa kluczowe: radiowrazliwos¢, radioterapia, metody cytogenetyczne, metoda PCC.

The optimalization of PCC method (premature chromosome condensation)
in context of different factors influenced radiosensitivity

Abstract

Radiobiology is an interdisciplinary field of science that is closely related to a number of sciences,
including medical physics, biology and medicine, and uses many research methods that are used in these
fields in case of increasing the effectivity of patient’s treatment with cancer. The use of ionizing
radiation in radiotherapy is the frequently used and effective method, therefore, it is important to
characterize factors affecting the interaction of radiation with biological material. Individualized
radiotherapy involves analyzing the response of the human body to the applied dose, both before and
during radiotherapy. Among the methods used to assess the biological effect of the used radiation are:
DCA, FISH, CBMN and PCC test. The aim of this study is to characterize the most important factors
affecting the cellular and individual radiosensitivity of patients. Physical, chemical and biological
factors were distinguished among such factors. The collected data will be used in the process of
developing and optimizing the PCC method for various application, as well as in planning and
performing proton radiotherapy at the Bronowice Cyclotron Center.

Keywords: radiosensitivity, radiotherapy, cytogenetic methods, PCC method.
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Proby terapii genowej
reumatoidalnego zapalenia stawow

1. Wprowadzenie

Reumatoidalne zapalenie stawow (RZS) jest to przewlekta ukladowa choroba
o podtozu autoimmunologicznym, dotykajaca ok. 1% populacji $wiatowej. Cecha
charakterystyczng tej jednostki chorobowej jest przetrwate, nieswoiste, symetryczne
zapalenie blony maziowej stawdéw oraz liczne zmiany pozastawowe, prowadzace do
niepelnosprawnosci, inwalidztwa, a nawet przedwczesnej $§mierci. W wyniku choroby
dochodzi do destrukeji stawu i ko$ci oraz wielu powiktan narzadowych. Najbardziej
typowym objawem RZS jest narastajgcy bol, sztywnos$¢ poranna oraz obrzeki matych
stawow, to wszystko wplywa na zdecydowane pogorszenie jakosci zycia chorych [1].

Niestety do dzisiaj nie poznano przyczyny reumatoidalnego zapalenia stawow.
Wobec tego, dane pi$miennictwa coraz czesciej koncentrujg si¢ na samej patogenezie
RZS. Kladzie si¢ nacisk na mechanizmy autoimmunizacyjne, gdzie gtowna rolg maja
odgrywa¢ aktywowane limfocyty T, makrofagi i komoérki dendrytyczne, stanowigce
zrodlo cytokin prozapalnych. Istotne znaczenie przypisuje si¢ tez limfocytom B jako
bezposrednio odpowiedzialnym za syntez¢ m.in. jednego z markeré6w immunolog-
gicznych RZS, czyli czynnika reumatoidalnego oraz pojawienie si¢ specyficznych
przeciwcial anty-cytrulinowych [1-5]. Niewatpliwie wazng rolg w rozwoju choroby
odgrywaja takze czynniki genetyczne, ustalono, ze ryzyko zachorowania na RZS jest
kilkukrotnie wyzsze u o0so6b z ekspresjg antygenow ukladu zgodnosci tkankowej
klasy II (zwtaszcza HLA-DR1B). Wskazuje to, ze zakazenia wirusowe i bakteryjne
moga w drodze reakcji krzyzowej uruchomi¢ proces autoimmunizacji u predyspo-
nowanych genetycznie osob [1-5].

Postepy w zrozumieniu patofizjologii RZS doprowadzity do opracowania nowych
strategii terapeutycznych, ktore jednak wcigz nie sg wystarczajaco efektywne. Mimo
stosowania agresywnego leczenia konwencjonalnego, podawania przeciwzapalnych
glikokortykosteroidow (GKS), innych lekow immunosupresyjnych, lekow modyfiku-
jacych przebieg choroby (LMPCh) w tym niebiologicznych i biologicznych nie udaje
si¢ skutecznie powstrzymac postgpujacych zmian stawowych, az do catkowitego
zniszczenia stawdw [6]. Co wigcej, standardowe podejscia terapeutyczne skutkuja
licznymi objawami ubocznymi. Chlorochina powoduje np. cigzkie zaburzenia czynnosci
watroby i1 narzadu wzroku, moze indukowaé tuszczyce lub uposledza¢ czynno$¢
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nerek [7]. Cyklosporyna prowadzi do nadci$nienia tetniczego, niewydolnosci nerek,
a jej interakcji z innymi lekami czesto nie udaje si¢ przewidzie¢ [8]. Leflunomid daje
cigzkie zaburzenia odporno$ci z infekcjami, zaburzeniami czynno$ci szpiku, czgsto
prowadzi do pojawienia si¢ lub zaostrzenia choroby $rédmigzszowej phluc [9, 10].
Podobnie dziata Metotreksat (MTX) z tym, ze zmiany w dolnych drogach
oddechowych pojawiaja si¢ bardzo czgsto. Szkoda posterydowa jest powszechnie
znana i nie wymaga dhuzszego opisu [8, 11]. Co istotne, podano tu wylacznie
wybrane przyklady, gdyz lista ubocznych dziatan tych bardzo silnie dziatajacych
lekow jest dluga i niezbedne sg prace nad nowymi terapeutykami, ktoére wreszcie
znaczaco wplyng na poprawe stanu pacjentow. Terapia genowa, wydaje si¢ byc
obiecujgca alternatywa.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie najwazniejszych przykltadow zastoso-
wania terapii genowej w przebiegu reumatoidalnego zapalenia stawdw. Obecnie
prowadzonych jest wiele obiecujacych badan, wykorzystujacych eksperymentalng
terapi¢ w leczeniu RZS, a zastosowanie celowanych technik genoterapii daje nowe
mozliwo$ci 1 szans¢ na uzyskanie dlugotrwatych, zadowalajacych efektow.

2. Metody przegladu

W niniejszej pracy, zaprezentowano wspolczesne trendy dotyczace prob ekspery-
mentalnych terapii reumatoidalnego zapalenia stawow. Najwigcej publikowanych
badan zwigzanych jest z oddzialywaniem na rownowage pomigdzy cytokinami pro-
1 przeciwzapalnymi, inne skupiajg si¢ na zapobieganiu rozrostowi tuszczki stawowe;.

Przegladu dokonano na podstawie szczegdtowej analizy publikacji z kliku
ostatnich lat, w tym artykulow eksperymentalnych, przegladowych oraz informacji
zamieszczonych na stronach internetowych dotyczacych terapii reumatoidalnego
zapalenia stawow. Materiaty zrodlowe wyszukiwano w jezyku polskim i angielskim
w bazach PubMed, NCBI, Web of Science oraz w przegladarce internetowej Google,
postugujac si¢ nastepujacymi stowami kluczowymi w obu jezykach: reumatoidalne
zapalenie stawOw, terapia genowa, cytokiny.

3. Terapia genowa

Terapia genowa polega na wyleczeniu lub poprawie stanu pacjenta przez wprowa-
dzenie odpowiedniego materialu genetycznego do komorek docelowych. Mozna
wprowadza¢ sekwencje kodujace brakujace geny tzw. technika suplementacyjna lub
hamujace ekspresj¢ niepozadanych gendow — technika supresyjna [12-14]. W badaniach
dotyczacych RZS zastosowanie znajdujg obie techniki. Istnieje wicle sposobow
wprowadzania genéw do komorek. W skrocie, odbywa si¢ to najczesciej za pomoca
odpowiednich no$nikéw np. wektorow wirusowych, w tym retrowirusow, lenti-
wiruséw 1 adenowirusow oraz wirusoOw adenosatelitarnych (AAV). Z powodzeniem
stosowane sg tez no$niki niewirusowe np. lipidy i liposomy kationowe [12-16].
Terapi¢ genowa mozemy zastosowac in vivo lub ex vivo. Metoda in vivo zaklada
bezposrednie (np. dostawowe) wprowadzenie terapeutycznego genu do organizmu
chorego. Najczesciej wykorzystuje si¢ wektory wirusowe, czasami no$niki liposo-
mowe. Strategia ex vivo obejmuje kilka etapow takich jak: pobranie komoérek blony
maziowej ze stawu chorego, prowadzenie hodowli in vitro i transfekcja, a po selekcji
odpowiednio zmodyfikowane komorki ponownie podaje si¢ choremu [15, 16].
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Najwazniejsze dla kazdej planowanej terapii genowej jest ustalenie odpowiedniej
sekwencji terapeutycznej, wybor wektora i opracowanie najefektywniejszej techniki
wprowadzenia go do komorek docelowych.

Terapia moze by¢ prowadzona miejscowo (np. iniekcja do stawu) lub systemowo
(np. dozylnie). Systemowa terapia genowa moze tez obejmowac transfer genow do
komorek, ktére syntetyzujg produkt danego genu i wydzielajg go do krazenia. Zaleta
tego podejscia jest dziatanie ogdlnoustrojowe i mozliwos¢ uzyskania efektu leczni-
czego w wielu stawach jednocze$nie. Z kolei, wadag jest ryzyko niespecyficznego
oddzialywania produktéw terapeutycznych gendéw na niezmienione chorobowo
tkanki. Ekspozycja systemowa moze rowniez prowadzi¢ do supresji immunolo-
gicznej w niespecyficzny sposob, zwigkszajgc podatnos¢ na infekcje [12, 15].

W prébach terapii genowej reumatoidalnego zapalenia stawdéw badacze skupiaja
si¢ na dwoch podstawowych podej$ciach, ktore maja na celu utrzymanie balansu
pomigdzy cytokinami prozapalnymi i przeciwzapalnymi oraz hamowaniu przerostu
inwazyjnej tuszczki stawowe;j.

3.1. Utrzymanie rOwnowagi cytokinowe;j

Cytokiny nalezg do najistotniejszych czynnikow zapalenia w przebiegu chordb
o podtozu autoimmunologicznym. Nadprodukcja cytokin prozapalnych takich jak:
czynnik martwicy nowotworow-o (TNF-a), interleukina-6 (IL-6) czy interleukina-1
(IL-1) czy interferon-y (IFN-y), wplywa na nasilenie miejscowej odpowiedzi
immunologicznej, z kolei wytwarzanie cytokin przeciwzapalnych np. interleukina-4
(IL-4), interleukina-10 (IL-10), interferon-B (IFN-B) moze ograniczal negatywne
skutki przebiegu reakcji zapalnej i uszkodzenia stawow. Wiadomo wige, ze
niepohamowane wytwarzanie cytokin prozapalnych lub niedostateczna ilos¢ biatek
przeciwzapalnych skutkuje zaburzeniem rownowagi i prowadzi do nieprawidtowej
nadaktywnosci uktadu immunologicznego, a w konsekwencji do rozwoju przewlek-
tego zapalenia stawow ze wszystkimi tego skutkami klinicznymi [3, 17].

Liczne badania wskazujag na mozliwo$¢ zastosowania technik terapii genowej
w hamowaniu cytokin prozapalnych w przebiegu RZS. Najczesciej badacze probuja
blokowa¢ ekspresje TNF-a, produkowanego przez aktywowane monocyty/makrofagi,
synowiocyty typu A i B, neutrofile, a takze reaktywne limfocyty T i B. Dziata przez
polaczenie z receptorami typu I lub II. W RZS, TNF-a stymuluje proliferacje
limfocytow T 1 B, sekrecje cytokin typu Thl, produkcj¢ metaloproteinaz (MMP),
proteoglikanéw, zwigksza cytotoksycznos¢ komoérek NK przyczyniajac si¢ do rozwoju
zapalenia, hiperplazji synovium i degradacji chrzastki oraz pobudza neoangiogeneze.
Ponadto wykazano, ze TNF-a dziatajac synergistycznie z IL-17 indukuje nadekspresje
genu Amigo-2 — uznanego inhibitora apoptozy, promujacego przezywalnosé
synowiocytoéw [3, 17].

Mimo, ze immunoterapia blokujgca TNF-a jest powszechnie stosowana, nie jest
w pelni skuteczna (by¢é moze wzgledu na farmakokinetyke leku i skutki uboczne
dtugotrwatego przyjmowania).

Nowe rozwigzania wskazujg badacze, ktorzy na modelu zwierzecym RZS
zastosowali wektor adenosatelitarny (AAV) kodujacy rozpuszczalng forme receptora
TNF typu II (sTNFRII) oraz elektortransfer plazmidowego DNA rowniez
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kodujacego sTNFRII i wstrzykneli go bezposrednio do stawoéw myszy doswiadczal-
nych uzyskujac w kazdym nastrzyknigtym stawie redukcje objawow zapalenia [18].

Pozytywne wyniki doswiadczen przedklinicznych umozliwity podjecie prob na
ludziach i tak w badaniu klinicznym u 191 pacjentéw z RZS zastosowano in vivo
iniekcje dostawowe wektora AAV kodujacego sekwencje genu fuzyjnego receptora
TNFRII i fragmentu Fc immunoglobuliny IgG1. Dziatanie terapeutyczne tak zapro-
jektowanej terapii polegalo na utrzymaniu stabilnej ekspresji biatka fuzyjnego
w synowiocytwach i kompetycyjnym hamowaniu potgczenia TNF-a z jego powierzch-
niowymi receptorami komoérkowymi (TNFR), pozostawiajac TNF-o biologicznie
nieaktywnym. Ostatecznie uzyskano zadowalajacg poprawe stanu zdrowia u ok. 40%
badanach w poréwnaniu z chorymi otrzymujacymi placebo [19].

Podobnie do TNF-a dziata IL-1, ktéra jest uwazana obok TNF-a. 1 IL-6 za gtdéwng
prozapalng cytoking w RZS bezposrednio przyczyniajac si¢ do degradacji chrzgstki
1kosci przez stymulacje synowiocytow fibroblastopodobnych i limfocytow do
wytwarzania liganda receptora aktywujacego jadrowy czynnik NF-KB (RANKL)
oraz M-CSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor), ktore bezposrednio stymulujg
osteoklastogeneze. Badania wykazujg, ze blokowanie funkcji biologicznych IL-1 za
pomocg wektora adenowirusowego kodujacego rozpuszczalng forme receptora typu I
dla IL-1 spowalnia procesy destrukcji stawu i ogranicza nacieki leukocytarne [20, 21].

W badaniu klinicznym zastosowano terapi¢ genowg ex vivo, polegajaca na
pobraniu komoérek btony maziowej, stransformowaniu ich retrowirusem kodujgcym
anatagoniste receptora IL-1 (IL-1Ra), ktéry hamuje dzialanie IL-1 przez szybsze
zwigzanie do jej receptora. Nastgpnie, tak przygotowane komoérki z powrotem
wstrzyknigto do stawow pacjentom z RZS. Zaobserwowano, zwigkszone stezenie
IL-1Ra, obnizone poziomy metaloproteinaz i IL-1 oraz odnotowano zmniejszenie
og6Inych objawow zapalenia z stawach [22]. Taki sam zadowalajacy efekt uzyskano
stosujac terapi¢ in vivo z uzyciem wektora AAV kodujgcego IL-1Ra w szczurzym
modelu reumatoidalnego zapalenia stawow [23].

Dodatkowo, wykazano, ze zablokowanie interleukiny-17 i -18 za pomocag
wektoréOw adenowirusowych zapobiegato lub znacznie opdzniatlo wystgpienie
objawow RZS, a w mysim modelu wyeliminowato je catkowicie [24, 25].

Poza technikami wirusowymi z sukcesem przeprowadzono tez proby blokowania
cytokin prozapalnych: TNF-a, IL-1, IL-6, IL-18 na zwierzecych modelach RZS
stosujac niewirusowe techniki transferu genéw. Wykorzystano m.in. siRNA (small
interfering RNA) czyli mate ok. 23nt dsRNA, ktore sg komplementarne do mRNA
blokowanych cytokin. siRNA wykorzystuje naturalny proces interferncji RNA
w komorkach i hamuje ekspresje cytokin na etapie posttranskrypcyjnym, dzigki
aktywnosci kompleksu enzymatycznego RISC degradujacego zwigzane mRNA.
W celu dostarczenia czgsteczek siRNA do komoérek poshuzono si¢ no$nikami
w postaci lipidow kationowych. Efekty wyciszenia ekspresji prozapalnych cytokin
w RZS byly zadowalajace jedynie przy zastosowaniu razem wszystkich 4 rodzajow
siRNA, ponadto efekt terapeutyczny utrzymywat si¢ stosunkowo krotko. Generalnie
metody niewirusowe, w tym metody z wykorzystaniem siRNA, charakteryzujg si¢
stabszg wydajnoscig transfekcji i nizszg krotkotrwaly ekspresja, ale za to zwykle nie
sg obarczone powiklaniami [12, 16, 26].
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Innym podejéciem do przywrdcenia rownowagi cytokinowej sg strategie suple-
mentujace cytokiny przeciwzapalne.

Przeprowadzono wiele prob, przede wszystkim na mysich modelach RZS
uzyskujgc bardzo dobre wyniki w redukcji stanu zapalnego. Wykorzystywano m.in.
wektory adenowirusowe kodujace: IL-4, IL-10 i IL-13 w monoterapii lub skoja-
rzeniu, podawane zarowno dostawowo jak i dozylnie. Najlepsze wyniki uzyskiwano
po transfekcji kilkoma wektorami jednoczeS$nie, wskazywano na przesunigcie
balansu cytokin na korzys$¢ przeciwzapalnych, redukcje obrzgkow i erozji chrzestno-
kostnych [27-30].

Duze nadzieje wigze si¢ z najnowszym badaniem klinicznym RZS opierajgcym si¢
na suplementacji IFN-B. Dzialanie tej cytokiny jest wielowymiarowe. Po pierwsze,
hamuje produkcje cytokin prozapalnych, takich jak: IFN-y, 11-2, 1I-12, TNF-a, IL-1
(przez limfocyty pomocnicze Thl), pobudzajac jednoczesnie produkcje cytokin
dziatajacych przeciwzapalnie, np. 1l-10, 1l1-4 (przez limfocyty pomocnicze Th2). Po
drugie, zmniejsza adhezj¢ aktywowanych limfocytow T 1 ich migracje przez
srodbtonek naczyn (przez obnizenie ekspresji MMP-9) oraz stymuluje supresorowe
limfocyty CD8+, hamujac nadmierng aktywnos$¢ limfocytéw pomocniczych CD4+
oraz makrofagow [31, 32].

Rekrutacja do badania klinicznego rozpoczeta si¢ w lipcu 2017 r. Terapia polega
na dostawowej iniekcji wektora adenosatelitarnego kodujacego gen IFN-f pacjentom
z RZS. Weczesniej opublikowano bardzo obiecujagce wyniki przeprowadzonego
w Holandii badania przedkliniczneo na 24 malpach Rhesus (makak krolewski)
z zapaleniem stawow wyindukowanym kolagenem, ktérym do stawu wstrzykiwano
pojedyncza dawke wektora AAV-IFN-f lub placebo. Po 4 tygodniach dokonano
oceny histopatologicznej i odnotowano wysoka ekspresje IFN-B, stabilizacje lub
zmnigjszenie obrze¢ku, zatrzymanie destrukcji chrzestno-kostnych i obnizenie st¢zen
cytokin prozapalnych [31, 32].

3.2. Hamowanie rozrostu huszczki stawowej

W przebiegu RZS, z czasem dochodzi do postepujacego przerostu blony
maziowej 1 powstaje tzw. luszczka stawowa, czyli ziarnina sktadajaca si¢ z naciekow
komorek zapalnych i licznych nowopowstatych, drobnych naczyn [18, 33]. Utwo-
rzona tuszczka moze by¢ przyczyng destrukcji sasiadujgcych chrzastek i kosci
powodujac dalszg deformacje stawow.

Fizjologicznie warstwe powierzchniows btony maziowej stanowig tzw. synowio-
cyty o fenotypie fibroblastow i makrofagow [33]. Obecne sg one takze w zapalnej
mazidwce, ale woOwczas maja znacznie wyzszy potencjal proliferacyjny, wigksza
inwazyjnos$¢ i odpornos¢ na apoptoze [3].

Dlatego coraz czg$ciej probuje si¢ wykorzystywa¢ w leczeniu RZS zardéwno
antyangiogenng jak i proapoptotyczng terapi¢ genowa.

Podjeto proby terapii indukujacej apoptoze synowiocytow w kroliczym modelu
RZS. Krolikom (rasy nowozelandzki biaty) w celu wyindukowania reumatoidalnego
zapalenia stawow wstrzyknieto dostawowo uprzednio pobrane od nich i stransformo-
wane synowiocyty, tak ze stale wytwarzaty prozapalng IL-1p (dowiedziony czynnik
rozwoju RZS). W stawach zwierzat rozwingta si¢ silna reakcja zapalna, ktoéra
odzwierciedlata ludzki RZS wlaczajac w to hiperplazje btony maziowej i powsta-
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wanie luszczki, oraz leukocytoze w plynie stawowym. Do wyleczenia krolikow
zastosowano wektory adenowirusowe kodujgce ligandy aktywujgce receptory
smierci: TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand — zwigzany z TNF ligand
indukujacy apoptoze¢) i FasL. Podanie wektoréw bezposrednio do stawow zwierzat
wywolywato apoptoze synowiocytow, hamowato nacieki leukocytowe i stymulowato
synteze biatek chrzgstki stawowej [34, 35].

Zaréwno TRAIL jak i FasL to ligandy posiadajgce potencjalng zdolnos¢ aktywacji
apoptozy po polgczeniu z receptorem zawierajagcym tzw. domeng $mierci, nalezy
jednak zaznaczy¢, ze nie wszystkie receptory z tej grupy zawierajg domeny $mierci.
Niektére receptory dla TRAIL np. TRAIL-R3, TRAIL-R4, DcR2 (ang. decoy
receptor 2) maja tylko zewnagtrzkomérkowe domeny przytaczajace ligand, bez wewnatrz-
komérkowych domen $mierci. Sg to tzw. receptory pulapkowe. Przylaczenie
czynnika TRAIL przez te receptory nie powoduje aktywacji szlaku apoptozy komorek
tworzacych tuszczke [15].

W badaniu przeprowadzonym przez turecki zespot na liniach pierwotnych
synowiocytow pobranych od o$miu chorych z RZS wykazano bardzo wysoki poziom
ekspresji receptora putapkowego DcR2 dla TRAIL, ktéry korelowal z oporno$cig
tych komoérek na apoptoze indukowang TRAIL. W zwigzku z tym badacze stransfe-
kowali komoérki maziowki wektorem adenowirusowym kodujacym TRAIL i dodatkowo
siRNA anty-DcR2 indukujac apoptoze synowiocytow in vitro. Wyniki wskazuja, ze
taka terapia genowa moze stanowi¢ atrakcyjny, bo nieinwazyjny mechanizm ograni-
czenia rozrostu blony maziowej stawOw, a nawet wplywa¢ na wzrost potencjalu
regeneracyjnego [36].

W celu zmniejszenia rozrostu luszczki stawowej stosuje si¢ probuje si¢ przy
pomocy metod terapii genowej hamowac¢ neowaskularyzacje.

W réznych badaniach podawano wektory wirusowe zarO6wno retrowirusy,
lentiwirusy jak i AAV kodujace inhibitory angiogenezy takie jak: angiostatyna,
endostatyna (ze wzgledu na zbyt krotki czas poltrwania standardowych form tych
lekow, lepsze jest podawanie ich na no$nikach wirusowych). Angiostatyna blokuje
proliferacj¢ 1 rozprzestrzenianie si¢ synowiocytow, z kolei w wyniku dzialania
endostatyny zmniejsza si¢ naptyw synowiocytow i dochodzi do indukcji apoptozy.
Po podaniu terapetycznych wektoréw dostawowo w mysim modelu RZS uzyskano
redukcje stanu zapalnego 1 stabilizacj¢ tuszczki, wskazano tez na apoptoze
synowiocytow [37-39].

Inne doswiadczenia skupialy si¢ na zablokowaniu czynnika wzrostu $rodbtonka
naczyniowego (VEGF), ktorego ekspresja koreluje z cigezkoscia RZS. VEGF
zwigksza przepuszczalno$¢ naczyn krwiono$nych i ich destabilizacj¢ oraz stymuluje
degradacj¢ blony maziowej przez co dochodzi do inwazji, migracji i proliferacji
synowiocytow, makrofagow 1 limfocytow [40, 41]. Zastosowano wigc wektor
adenowirusowy, kodujacy receptor putapkowy VEGF (kompetycyjnie wiazacy
VEGEF 1 niedopuszczajacy do aktywacji i potgczenia z wlasciwym receptorem), ktory
dostawowo wstrzyknigto myszom z RZS uzyskujac zmniejszenie powierzchni
huszczki, obrzeku i komoérkowych parametréw zapalenia [42].

Kolejnym celem terapii stal si¢ czynnik wzrostu hepatocytéow (HGF), ktory
indukuje angiogeneze poprzez stymulacje proliferacji, migraji i adhezji komorek
srodblonka oraz pobudzanie synowiocytow, makrofagow do produkcji czynnikoéw
angiogennych. Zastosowano wigc wektor adenowirusowy kodujacy biatko NK4
— antagonist¢ HGF, ktory hamuje odpowiedZ angiogenng wywotang przez podsta-
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wowy czynnik wzrostu fibroblastow (bFGF) i VEGF. Poza tym NK4 wspotza-
wodniczy z HGF o wigzanie do jego receptora c-Met i tym samym blokuje aktywacje
i dziatanie HGF. Wykazano, ze wektor eksprymujacy Nk4, podawany dozylnie
myszom z wyindukowanym RZS, umozliwit zahamowanie erozji chrzgstki i proli-
feracji komorek maziowych oraz naciekania tkanek stawowych przez komorki
jednojadrzaste i neutrofile a takze wptynat na znaczne obnizenie ekspresji cytokin
prozapalnych [43].

4. Podsumowanie

Pomimo szybkiego rozwoju metod leczenia RZS, zwlaszcza wprowadzenia
nowych lekow biologicznych, nadal istotna grupa chorych nie odpowiada na leczenie
lub jest ono Zle tolerowane. Szansy na rozwigzanie tego problemu w niedalekiej
przyszto$ci upatruje si¢ wsrod opisanych wyzej metod terapii genowej, ktore sa
wycelowane w swoiste molekularne patomechanizmy RZS i skutecznie oddziatujg na
rozregulowany uktad immunologiczny.

Obecnie prowadzonych jest bardzo wiele badan z wykorzystaniem technik terapii
genowej w leczeniu RZS, a ich wyniki sg bardzo obiecujace.

W przewazajacej czegsci badacze wykorzystywali do transferu genow wektory
wirusowe, gldwnie adenowirusowe, w tym najczeSciej do hamowania ekspresji
cytokin prozapalnych, suplementowania cytokin przeciwzapalnych, indukowania
apoptozy agresywnych komorek blony maziowej i hamowania neoangiogenezy
w objetych zapaleniem stawach. Z uwagi na bardzo rozne cele nowatorskich podejsé
leczniczych oraz wnioski plyngce z badan mozna przypuszczac, ze terapia genowa
przyniesie poprawe stanu tych pacjentow, ktérym standardowe leczenie nie stuzy.

Co istotne, wigkszo$¢ opisywanych wyzej eksperymentalnych terapii jest
stosowana miejscowo (dostawowo), co z jednej strony zapewnia dziatanie dokltadnie
w miejscu zapalenia, a z drugiej pozwala na unikni¢cie ewentualnych skutkow
ubocznych, spowodowanych systemowym leczeniem immunosupresyjnym.

Pozytywne wyniki wigkszosci prac zachecaja do kontynuowania badan i poszuki-
wania nowych celow dla terapii genowej reumatoidalnego zapalenia stawow. Jednak,
aby takie eksperymentalne metody mogly zosta¢ na stale wprowadzone do standar-
dowego protokotu leczenia RZS nalezy zwrdci¢ szczegdlng uwage na poprawe:
bezpieczenstwa, w tym obnizenia immunogennosci wektorow wirusowych, wydaj-
nosci ekspresji transgenu oraz efektywno$ci dostarczania terapeutycznego materiatu
genetycznego do odleglych obszarow aktywnosci choroby. Ponadto, pozadane bytoby
opracowanie strategii wptywajacych jednocze$nie na rézne cele, co z pewnoscia
przyspieszyloby osiagniecie trwalej remisji choroby.

Niewatpliwie terapia genowa jest dobrze rokujgca alternatywa dla klasycznego
leczenia reumatoidalnego zapalenia stawow, a dynamiczny rozwoj nauki daje szans¢
na wyeliminowanie w krotkim czasie wszelkich niedoskonato$ci tej metody.
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Préby terapii genowej reumatoidalnego zapalenia stawéw

Streszczenie

Reumatoidalne zapalenie stawow (RZS) jest jedna z najczeSciej wystepujacych przewlektych chorob
tkanki lacznej o charakterze autoimmunologicznym. Objawia si¢ stanem zapalnym stawow i prowadzi
do trwalego uszkodzenia i utraty ich funkcjonalnosci, a w rezultacie do niepetlnosprawnosci chorego.
W pracy przedstawiono metody terapii genowej RZS, bedace w fazie badan przedklinicznych
i klinicznych. Standardowe leczenie RZS opiera si¢ gldwnie na postgpowaniu objawowym, podawaniu
biologicznych i syntetycznych lekéow modyfikujacych przebieg choroby oraz rehabilitacji
i chirurgicznym leczeniu powiklan. Pomimo tego, nie udaje si¢ uzyskaé catkowitego wyleczenia.
Niezbedne sa prace nad nowymi terapeutykami, ktore wreszcie znaczaco wplyna na poprawe stanu
pacjentow. Obecnie prowadzonych jest wiele obiecujacych badan wykorzystujacych terapie genowa
w leczeniu RZS. Cze$¢ z nich zwigzana jest z oddzialywaniem na balans pomiedzy cytokinami
prozapalnymi i przeciwzapalnymi, inne skupiajg si¢ na zapobieganiu rozrostowi tuszczki stawowej.
Istnieje nadzieja, ze opracowanie precyzyjnych i skutecznych metod terapii genowej przyniesie
pacjentom z RZS dtugotrwate i zadowalajace efekty.

Stowa kluczowe: reumatoidalne zapalenie stawow, terapia genowa, cytokiny.

Gene therapy attempts for rheumatoid arthritis

Abstract

Rheumatoid arthritis (RA) is the most common connective tissue disease of autoimmune origin. The
disease is characterized by chronic inflammation and can lead to permanent joint damage, loss of
function and physical disability of the patient. In this review, gene therapy methods for RA currently
under preclinical and clinical examination are described. Standard RA management is based on
symptomatic treatment, taking biological and synthetic disease-modifying antirheumatic drugs,
physiotherapy and surgical correction of articular complications. Despite this, it is not possible to
achieve a complete cure. It is necessary to work towards making new therapies which will significantly
improve the patients' condition.

Currently, there are several promising studies using gene therapy for RA. Some of them are related to
restoration of the balance between proinflammatory and immunosuppressant cytokines, and others are
associated with apoptosis induction and the inhibition of angiogenesis or erosive mediators preventing
aggressive pannus formation. The hope is that development of precise and effective gene therapy
approaches will bring long-term and satisfying effects to RA patients.

Keywords: rheumatoid arthritis, gene therapy, cytokines.
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Wplyw dymu tytoniowego
na symetri¢ podzialow komorkowych

1. Wstep

Procesy odpowiedzialne za sterowanie podziatami komoérek macierzystych leza
u podstaw, zaréwno histogenezy i odnowy tkanek, jak i onkogenezy. Zaburzenia
symetrii podzialu komorkowego sa powigzane z rozwojem cz¢§ci nowotworow wywo-
dzacych si¢ z komdrek prekursorowych [1] oraz z nowotworowych komorek
macierzystych [2]. Charakterystyka tego procesu wymaga analizy przemian zacho-
dzacych w pojedynczej komorce 1 jej materiale genetycznym, m.in. powstajacych de
novo mutacji przyczyniajacych sie¢ do transformacji nowotworowej, a takze sygnatow
dzialajacych na komorke z zewnatrz. Zrédlem bodzcow egzogennych moga byé
sgsiednie komorki oraz sktadniki macierzy pozakomorkowej. Odpowiednig reakcje
komorek na dziatajace z zewngtrz sygnaly, zapewnia obecnos¢ receptoréw i prawid-
towo funkcjonujgcych szlakow transdukcji sygnalowej przekazujacych informacije od
receptora do efektora. Zaburzenia w funkcjonowaniu ktoregokolwiek elementu $ciezki
sygnalizacyjnej mogg prowadzi¢ do nieprawidlowego podzialu komorkowego, tym
samym kierujac komorke na droge onkogenezy. Poznanie mechanizméw moleku-
larnych i regulacyjnych podziatu komérkowego, udziatu regulatoréw oraz czynnikow
zaburzajacych proliferacje, jest niezwykle wazne z punktu widzenia m.in. zastoso-
wania skutecznej celowanej terapii przeciwnowotworowej, a takze medycyny
regeneracyjne;.

Podstawowa Kklasyfikacja komoérek macierzystych obejmuje: komorki wyste-
pujace u dorostych (ASC; ang. Adult Stem Cells), komorki embrionalne (hESC; ang.
human Embryonic Stem Cells) oraz indukowane (iPSC; ang. Induced Pluripotent
Stem Cells).

Komoérki ASC wystepuja w wielu narzadach wsrod zréznicowanych komorek
danej tkanki. Czesto pozostajg w stanie uspienia do momentu uszkodzenia tkanki,
gdy wymagana jest jej regeneracja. Posiadajg ograniczong zdolno$¢ podziatu, cechuja
si¢ multipotencjg lub unipotencja. Ich izolacja np. ze skory, migsni szkieletowych,
kaletek maziowych jest stosunkowo prosta, jednakze populacja uzyskiwana z tych
tkanek jest mato liczna. Dobrym rezerwuarem ASC okazala si¢ tkanka tluszczowa
[3]. Zrodta te nie budza kontrowersji moralno-etycznych co sprawia, ze ASC moga
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by¢ powszechnie stosowane w laboratoriach badawczych, a docelowo takze w celach
terapeutycznych.

Embrionalne komorki macierzyste posiadajg duzo wigkszg zdolnos¢ podziatu oraz
roznicowania, cechujg si¢ najczesciej pluripotencja. Ich pozyskiwanie jest jednak
trudniejsze 1 w przeciwienstwie do poprzednich niesie ze sobg kontrowersje etyczne.
Wyeliminowanie ograniczen zwigzanych z uzyciem hESC jest mozliwe poprzez
zastosowanie komorek macierzystych izolowanych z narzadow okotoptodowych,
w tym z owodni tozyska ludzkiego (hAC; ang. human Amnion Cells). Na komorkach
owodniowych wykryto antygeny, znajdowane takze na ludzkich komérkach macie-
rzystych uzyskanych z krwi pgpowinowej oraz na powierzchni hESC. Odkrycia te
sktaniajg naukowcow do opracowania skutecznych metod izolacji, hodowli
i r6znicowania hAC do tkanek wszystkich listkow zarodkowych [4].

Indukowane komorki macierzyste to komoérki, w ktorych cechy pluripotencji sa
wywolane sztucznie, na kilka réznych sposobow, np. poprzez transfer jadra komor-
kowego do oocytu, poprzez wprowadzenie do dojrzatej komodrki somatycznej, np.
fibroblastu, genow czynnikdéw transkrypcyjnych, np. OCT4, SOX2, NANOG czy
LIN28, lub poprzez zastosowanie maltych czasteczek (ang. Small-Molecule
Compounds) takich jak: Forskolina, D4476 lub 2-metylo-5-hydroksytryptamina [5].
Niezaleznie od zastosowanej metody uzyskane komorki zyskuja zdolnos¢ do
niecograniczonych podzialow oraz roznicowania si¢ w tkanki trzech Ilistkow
zarodkowych. Ze wzgledu na potencjalng tumorogennos¢, iPSC sa wykorzystywane
gtéwnie w badaniach in vitro.

Istnieja jedynie nieliczne dowody naukowe opisujgce wplyw dymu tytoniowego
na komoérki macierzyste lub macierzyste komorki nowotworowe — CSC (ang. Cancer
stem cells). Dym tytoniowy wplywa na komorki macierzyste poprzez kilka
mechanizméw. Przede wszystkim, ogranicza ich zdolno$¢ do proliferacji oraz
roznicowania [6]. Ponadto indukuje apoptoze ludzkich komodrek embrionalnych,
poprzez aktywacje¢ kaspaz [7], dziala cytotoksycznie, uposledza synteze¢ DNA oraz
zdolnos¢ komorek do adhezji, a takze zmienia ekspresj¢ genow zwigzanych
z funkcjonowaniem $ciezek sygnalizacyjnych [8, 9].

2. Symetria podzialu komérkowego

Komérki macierzyste moga dzieli¢ si¢ na drodze podziatu symetrycznego,
w wyniku, ktorego powstajg badz dwie identyczne komoérki o zachowanym fenotypie
macierzystym, posiadajgce zdolnos¢ do dalszych podziatow, badz dwie o zdefi-
niowanym charakterze. Drugim typem podziatu jest podzial asymetryczny, w wyniku,
ktorego powstajg dwie rozne komorki: jedna o charakterze macierzystym, druga
— czgdciowo zroznicowana (Rys. 1).
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CZYNNIKI POCHODZACE Z MIKROSRODOWISKA KOMOREK
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KOMOREK PODPOROWYCH

Rysunek 1. Wptyw polozZenia ptaszczyzny podziatowej wrzeciona mitotycznego (linia przerywana) na
mozliwosci réznicowania si¢ komorek potomnych. Po lewej: Ptaszczyzna utozona réwnolegle do blony
podstawnej lub powierzchni komorki podporowej powoduje niejednakowy dostep do czynnikéw
wplywajacych na réznicowanie. Powstajaca komorka ‘gorna’ traci kontakt z blong podstawna lub komorka
podporowa, a ty samym mozliwos¢ bezposredniej komunikacji. Ponadto ogranicza ona dostep powstajacej
komorki ‘dolnej’ do czynnikéw mikrosrodowiskowych. Po prawej: Plaszczyzna utozona prostopadle
zapewnia jednakowy dostep obu komérkom potomnym do sktadnikéw mikrosrodowiska oraz jednakowy
kontakt z blong podstang. Czerwone strzatki oznaczaja kierunki rozejscia si¢ komorek potomnych
[opracowanie whasne]

Zdolnos¢ komoérek do kontrolowania symetrii podzialu umozliwia regeneracje
tkanek z zachowaniem puli komorek macierzystych. Ten proces, okreslany jako
samoodnawianie (ang. self renewal), zapewnia tkankom utrzymanie rownowagi
strukturalnej i potencjatu regeneracyjnego.

Kazda komorka realizuje okreslony w swoim kodzie genetycznym model rozwo-
jowy, ktory okre§la rodzaj, czas oraz liczbe¢ podziatow. W trakcie ksztaltowania
narzadow, np. w procesie neurogenezy, komorki stosunkowo czesto zmieniajg program
podziatowy. Mysie komoérki radialne gleju dzielg si¢ wiele razy asymetrycznie
w strefie komorowej, w celu utrzymania puli komoérek macierzystych, a jednocze$nie
dajac poczatek zewnetrznym komoérkom radialnym gleju, ktére nastepne migruja do
strefy przykomorowej, gdzie tracg zdolno$ci do podzialéw asymetrycznych [10, 11].
Zmiana typu podzialu komérkowego z symetrycznego na asymetryczny lub odwrot-
nie, moze nastgpi¢ takze w wyniku uszkodzenia mechanizmu odpowiadajgcego za
kontrolg podzialu. Zmiany te obserwowane sg czesto w komérkach nowotworowych
i prowadza do niekontrolowanych podzialéw symetrycznych odpowiedzialnych za
szybki przyrost masy komorkowej guza lub asymetrycznych prowadzacych do
roznorodnosci komoérek nowotworowych [1].

3. Rola polaczen zwierajacych w podziale komérkowym

Mikrosrodowisko tkankowe determinuje losy komoérek potomnych powstajgcych
po podziale komoérki macierzystej. Wplyw niszy na losy komorek moze by¢ dwojaki.
Moze ona zaréwno powodowaé utrzymanie charakteru macierzystego [12], jak
i promowaé roznicowanie [13]. Sygnaly z mikrosrodowiska mogg by¢ odbierane
z macierzy pozakomoérkowej m.in. poprzez receptory integrynowe. W komunikacji
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mi¢dzykomorkowej istotng role odgrywaja tez ztacza zwierajace, zamykajace oraz
metaboliczne.

W budowe polgczenia zwierajacego (ang. Adherens junction) zaangazowane sg
btony komérkowe sgsiadujacych komorek oraz biatka spajajace obie te blony. Liczac
od strony szczeliny migdzykomoérkowej, nalezy do nich kadheryna, ktora jednym ze
swoich koncow taczy si¢ z kadheryng sgsiedniej komorki, a drugim koncem przenika
przez blong cytoplazmatyczng do wnetrza komorki, gdzie taczy sie z B-katening lub
plakoglobing, lecz nigdy z obydwoma jednocze$nie. Do powstatego kompleksu
przylacza si¢ biatko a-katenina, przy pomocy, ktorej kompleks taczy si¢ z F-aktyna,
reprezentujacg cytoszkielet komoérkowy. Sklad biatkowy potaczen zwierajacych
moze si¢ nieznacznie rozni¢ w zalezno$ci od tkanki [14]. Polaczenia te nie sg jedynie
sztywnym, mechanicznym scaleniem sgsiednich komorek. Elementy je budujace
posiadajg zdolnos¢ interakcji miedzy sobg, innymi elementami komorki oraz — poprzez
czynniki transkrypcyjne — sg zdolne do wptywania na ekspresj¢ genow. Kadheryna
posiada zdolno$¢ wigzania jondéw wapniowych, dzigki czemu jest w stanie
modulowa¢ stopien napigcia wiokien aktynowych wewnatrz komorki i wplywac na
wielko$¢ szczeliny miedzykomoérkowej, co z kolei umozliwia regulacj¢ transportu
mi¢dzykomorkowego. Ponadto, niektore z biatek budujacych potgczenia zwierajace,
aktywnie uczestniczg w przekazywaniu sygnatéw do wnetrza komoérki. Zaobserwo-
wano, iz nasilenie przekazywania sygnalow poprzez polgczenia zwierajace jest
wzmozone w procesach regeneracji nabtonka drog oddechowych oraz onkogenezy.
Dochodzi wtedy do przemieszczenia B-kateniny do jadra komorkowego, gdzie taczy
si¢ ona z czynnikiem transkrypcyjnym TCF/LEF (ang. T cell factor/lymphoid
enhancer factor), co doprowadza do aktywacji Sciezki sygnalizacyjnej B-katenina/
TCF, zaangazowanej w cytotoksyczny efekt dymu tytoniowego na komorki nabtonka
pecherzykow ptucnych [15].

Najlepiej przebadanym modelem badawczym, na ktorym wykazano wplyw
polaczen zwierajgcych na symetri¢ podzialu komoérkowego, sg zarodkowe komorki
macierzyste GSC (ang. Germline Stem Cells) jadra D. melanogaster [16]. W prawid-
towych komérkach GSC, mechanizm podziatu zalezny od tych polgczen prowadzi do
podzialu symetrycznego w niszy nablonkowej oraz asymetrycznego w niszy
stromalnej. Po podziale asymetrycznym, powstala komorka potomna pozostaje
w kontakcie z blong podstawng za posrednictwem potaczen zwierajacych, co skutkuje
utrzymaniem jej niezréznicowanego charakteru. Natomiast druga komorka potomna,
ktéra traci kontakt z btong podstawng ulega rdéznicowaniu. Dzieje si¢ tak, dlatego, ze
we wczesnej interfazie pojedynczy centrosom komorki macierzystej znajduje si¢ na
biegunie sgsiadujgcym z btong podstawng lub btong cytoplazmatyczng komorki pod-
porowej. Po duplikacji, wspomniany centrosom pozostaje w tej lokalizacji. Nato-
miast centrosom potomny migruje do bieguna komorki, ktory nie posiada kontaktu
z blong podstawng lub komoérkg podporows. Za utrzymanie centrosomu matczynego
w odpowiednim potozeniu, w poblizu btony podstawnej, odpowiada biatko APC
(ang. Adenomatous Polyposis Coli). Jego rolg jest taczenie czgsci cytoplazmatycznej
kompleksu budujgcego potgczenie zwierajace z pierwotnym centrosomem. Interakcja
ta prowadzi do prostopadtego utozenia osi wrzeciona podzialowego wzgledem
plaszczyzny przylegania komorka-blona podstawna/komérka podporowa, tym
samym prowadzac do podzialu asymetrycznego [16].

Modelem, ktory obrazuje wptyw dymu tytoniowego na polgczenia zwierajace, sa
komorki nabtonka drzewa oskrzelowego — HBE (ang. Human bronchial ephitelium).
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Nabtonek ten, w zwigzku z pelniong funkcjg fizjologicznej bariery migdzy S$rodo-
wiskiem zewngtrznym 1 wewngetrznym, cechuje si¢ wyjatkowo duza spoistoscig
1 trwalos$cig dzigki obecnosci na szczycie komorek — przezbtonowych glikoprotein,
zwanych mucynami oraz dzigki obecnosci przyszczytowego kompleksu spajajacego
SIC (ang. Subapical junctional complexes), ztozonego z polaczen zwierajagcych
i zamykajacych [17]. Dodatkowa rolg komplekséw spajajacych jest wptyw na
polarno$¢ komorki. SIC dzieli komorke na dwa bieguny: szczytowy i1 przypodstawny.
Znajduja si¢ na nich charakterystyczne elementy, na biegunie szczytowym
przezbtlonowe mucyny MUCI1, a w przypodstawnym — receptory EGFR (ang.
Epithelial growth factor receptor) dla nablonkowego czynnika wzrostu [18].

Badania wykazaty, niezaleznie od stosowanej metody, iz kluczowymi zmiennymi
dzialania dymu tytoniowego wplywajacymi na potaczenia migdzykomorkowe sa:
czas ekspozycji oraz stgzenie dymu [19]. W ludzkich komoérkach nabtonka drog
oddechowych, przy uzyciu immunoblotingu i mikroskopii konfokalnej, wykazano
znaczacy spadek ilo$ci biatka E-kadheryny, skutkujgcy drastycznym, zaleznym od
stezenia dymu, spadkiem ilo$ci powstatych kompleksow kadheryna-katenina, klu-
czowych dla stabilizacji wrzeciona komérkowego i utrzymania polarnosci podziatu
komoérkowego. Dodatkowo, dym tytoniowy doprowadza do relokacji charak-
terystycznych elementéw strukturalnych okreslajagcych polaryzacje komorki. Pod
jego wptywem, mucyny MUCI znajdujace si¢ w szczytowej czgsci komorki, zostaja
wchlonigte do cytoplazmy komorkowej, gdzie kierujg si¢ do jadra komorkowego
(Rys. 2). Na przeciwleglym biegunie rowniez dochodzi do migracji biatek.
—Katenina oraz katenina-p120, tworzace kompleksy p120ctn/E-cad/B-ctn, budujace
polaczenia zwierajace, przemieszczajg si¢ w kierunku jadra komoérkowego, gdzie
tworzg kompleksy z zinternalizowang z czg¢sci szczytowe] mucyng. Powstate
kompleksy to: MUC1-CT/p120ctn oraz MUC1-CT/katenina, ktoére prawdopodobnie
majg zdolnos¢ do aktywacji $ciezek sygnalizacyjnych uczestniczacych w nowotwo-
rzeniu, takich jak szlak Wnt, poprzez zwigkszong akumulacj¢ czynnika transkryp-
cyjnego Lef-1 [20].

‘ MUCYNA MUC1

B - KATENINA

Rysunek 2. Polaczenie zinternalizowanych biatek doprowadzajace do transformacji komorki.
Zinternalizowana w szczytowej czesci komorki mucyna MUCT przemieszceza si¢ w rejony jadra
komorkowego, gdzie taczy si¢ w kompleksy z B-katening oraz katening-p120 - wchlonigtymi do cytoplazmy
w przypodstawnej czesci komorki. Powstate kompleksy zaburzajg dziatanie szlakow komorkowych,

w wyniku czego moze doj$¢ do transformacji nowotworowej [opracowanie whasne]

Nieprawidtlowa budowa Iub deficyt komplekséw e-kadheryna/B-katenina
uniemozliwia przylgczenie si¢ do nich biatka APC. Brak zwigzku miedzy tymi
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trzema biatkami hamuje przyltgczanie mikrotubul wrzeciona podziatlowego do tego
kompleksu. Skutkuje to utratg stabilizacji wrzeciona podziatlowego, doprowadzajac
do zaburzenia plaszczyzny podziatu i jego orientacji przestrzennej (Rys. 3). Do
analogicznych zaburzen dochodzi w sytuacji nieprawidlowej ekspresji biatkka APC
[21]. Te zjawiska mogg prowadzi¢ do zmiany charakterystycznego dla danej
komorki typu podziatu. O$ wrzeciona zaczyna ukladaé si¢ prostopadle, rownolegle
lub przypadkowo w stosunku do btony podstawnej, co skutkuje kolejnymi
niekontrolowanymi podziatami.
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Y% :

Biatko APC 2 \ / /
Polyczenie . f |

zwierajgce L] = /_\

[Komérka podporowa| |Komdrka podporowa
= /—H—\

\____/ =

Rysunek 3. Destabilizacja wrzeciona podziatowego prowadzi do przemieszczenia osi podziatu komorki.
Zmiana budowy elementow strukturalnych potaczenia zwierajacego uniemozliwia przytaczenie si¢ biatka
APC, co skutkuje zaburzeniem orientacji przestrzennej wrzeciona podzialowego. A — wrzeciono podzialowe
komorek niszy stromalnej ulega destabilizacji, nastgpuje zmiana symetrii podziatu z asymetrycznego na
losowy. B - wrzeciono podziatowe komorek niszy nabtonkowej traci stabilizacje, nastgpuje zmiana symetrii
podziatu z symetrycznego na losowy [opracowanie wlasne)]

4. Rola polaczen zamykajacych w podziale komérkowym

Polaczenia zamykajace (TJ; ang. Tight junctions) sg najbardziej wytrzymatym,
odpornym na dziatanie sit oraz najszczelniejszym typem zlacz migdzykomorkowych.
Wystepuja w najwiekszej ilosci migdzy komoérkami nablonkéw, w tym Srodbtonka.
Wykazano ich obecnos$¢ réwniez migdzy fibroblastami, astrocytami oraz komorkami
Schwanna [22]. W budoweg polaczen zamykajacych zaangazowane sg biatka
strukturalne oraz pomocnicze, znajdujace si¢ w szczelinie migdzykomoérkowej oraz
w cytoplazmie potgczonych komorek (Tabela 1). Rolg bialek strukturalnych jest
zapewnienie szczelnego, trwatego i wytrzymalego polgczenia miedzy sgsiednimi
komoérkami, natomiast biatka pomocnicze odpowiadajg za polaczenie elementow
mi¢dzykomorkowych z cytoszkieletem komorkowym, oddziatywanie z poltgczeniami
zwierajacymi oraz przekazywanie informacji poprzez szlaki sygnalizacyjne, zaanga-
zowane w proliferacje komoérek oraz odpowiadajgce za roznicowanie (Rys. 4).

Potaczenia zamykajace wchodzg sktad przyszczytowego kompleksu spajajacego.
Ich obecno$¢ sprawia, ze komorki, gtdéwnie nabtonkowe, zyskuja wyjatkows szczel-
nos¢. Jednakze, nablonki wystgpujace w réoznych organach cechujg si¢ rdézng prze-
puszczalno$cig w zaleznosci od petnionej funkcji. Dlatego tez nabtonek pokrywajacy
kosmki jelitowe cechuje si¢ wystgpowaniem potgczen zamykajacych niskooporo-
wych umozliwiajgcych absorpcje wody oraz skladnikoéw odzywczych, natomiast
nabtonek pecherzyka zotciowego cechujg potgczenia zamykajace wysokooporowe
uniemozliwiajgce wydostanie si¢ kwasow zotciowych [23]. Uszkodzenie polgczen
zamykajgcych moze doprowadzi¢ do rozszczelnienia komorek.
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Tabela 1. Biatka budujace potaczenia zamykajace oraz ich interakcje

Biatko Interakcje Rola
Okludyna 70-1,Z0-2, Biatko przezbtonowe, jednym z koncéw taczy sie
70-3 w przestrzeni miedzykomorkowej z okludyna
sasiedniej komorki, drugim natomiast za
posrednictwem biatek ZO (ang. Zonula Occludens
Protein) kotwiczy si¢ do cytoszkieletu aktynowego.
Woyciszenie genu okludyny nie zaburza
funkcjonowania bariery tworzonej przez potaczenia
zamykajace.
Biatka sfery ZONAB, Biatka nalezgce do rodziny kinaz guanylowych.
zamykajacej aktyna, Posrednicza w przekazywaniu sygnatow z biatek
1,2,3 (ang. cingulina, transblonowych na biatka efektorowe. Za ich
Zonula klaudyna posrednictwem sygnaty plynace z zewnatrz sg w stanie
Occludens dotrze¢ do jadra komérkowego. Ponadto biatko ZO-1
protein : oddziatuje z biatkami budujacymi potaczenia
1,2,3) zwierajace: e-kadheryng oraz katenina.
Klaudyna 70-1, ZO-1, Biatko transbtonowe uczestniczace w adhezji
70-3 komorkowej niezaleznej od jonéw wapnia. Posrednio,
dzieki biatkom ZO oddziatuje z cinguling oraz
szkieletem aktynowym. Wytwarza potaczenia z
klaudyna, zaréwno w obrebie jednego potaczenia TJ,
jak i krzyzowo z innymi.
JAM Cingulina, Nalezg do nadrodziny immunoglobulin, wystepuja na
(ang. Par3 komorkach nabtonkowych, trombocytach oraz
Junctional leukocytach. Wydaja si¢ petnié funkcje receptorow
Adhesion podobnych do integryn. Ich koniec C posiada domene,
Molecule) dzieki ktorej oddziatuja z biatkami wewnatrz
cytoplazmatycznymi, m. in. kompleksem biatkowym
Par3, odpowiadajacym za okreslenie polarnosci
komorki.
Biatko CDKA4, biatka | Partner biatka ZO-1. Jest czynnikiem transkrypcyjnym,
wigzace Ras migrujacym do jadra komorkowego, gdzie taczy sig
kwasy z promotorem receptora naskorkowego czynnika
nukleinowe wzrostu 2, regulujgc jego ekspresje. Ponadto oddziatuje
towarzyszace z kinazg zalezng od cyklin 4 (CDK4), zaangazowang
701 w wejscie w faze S cyklu komorkowego i regulujaca
(ZONAB; proliferacje. Niedawnym odkryciem jest fakt, iz
ang. ZO-1- ZONAB faczg si¢ z biatkami typu Ras
associated zaangazowanymi w kontrolg cyklu komoérkowego.
nucleic acid ZONAB odpowiada rowniez m.in. za modelowanie
binding cytoszkieletu.
proteins)
Cingulina 70-1,2,3, Biatko to jest kotwica, dzieki ktorej JAM
aktyna bezposrednio, a klaudyna i okludyna posrednio, tacza
si¢ z cytoszkieletem aktynowym.

Opracowano na podstawie [24-27]
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Rysunek 4. Porownanie budowy potaczen zwierajacych i zamykajacych. Polaczenie zamykajace mimo swojej
niezwykle sztywnej i szczelnej budowy, charakteryzuja si¢ ztozong konstrukcja. Biatka towarzyszace
polaczeniu zamykajacemu posiadajg zdolnos¢ kontroli ekspresji wybranych genéw [opracowanie wiasne]

Do dysfunkcji potaczenia zamykajacego moze dojs¢ w wyniku dziatania czynnika
wewnetrznego oraz zewngtrznego. Czynnikiem wewnetrznym sg mutacje genow
kodujacych biatka sktadowe potgczenia. Rodzinna pierwotna hipomagnezemia
z hiperkalciurig 1 nefrokalcynoza jest chorobg o potwierdzonej etiologii na tle
mutacji genow CLDNI16 lub CLDNI19 kodujacych klaudyny. W wyniku mutacji
powstajg dysfunkcyjne polaczenia miedzy komorkami nablonka kanalikow
nerkowych doprowadzajgc do zaburzen dyfuzji jonow wapnia oraz magnezu [23].

Natomiast jednym z czynnikéw zewngtrznych jest nikotyna wystepujaca wsrod
ponad 4000 zidentyfikowanych sktadnikéw dymu tytoniowego. To ona w najwigk-
szym stopniu jest odpowiedzialna za efekt cholinergiczny oraz uzalezniajacy papie-
roséw. Z kolei kotynina jest jej gtownym metabolitem. Oba zwigzki doprowadzaja
do rozszczelnienia bariery krew-moézg [28]. Bariera, w warunkach fizjologicznych,
poprzez selektywna przepuszczalnos¢, umozliwia prawidlowe funkcjonowanie
moézgu oraz chroni go przed szkodliwymi substancjami. Funkcja ta wynika, migdzy
innymi, z wystepowania miedzy komérkami $rodbtonka polgczen zamykajacych oraz
braku fenestracji. Hawkins et al. [29] wykazali, iz ciggly, podskorny wlew 4,5 mg
nikotyny u szczuréw doprowadza do rozszczelnienia bariery krew-mozg, najprawdo-
podobniej w wyniku uszkodzenia potaczen zamykajacych w kilku réznych mecha-
nizmach. Badanie ekspresji biatka metodg immunoblotingu w komédrkach budujg-
cych barier¢ krew-mozg szczurdéw, poddanych dziataniu nikotyny, nie wykazato
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obecno$ci klaudyny-1 w poréwnaniu z probg nie poddang dziataniu toksyny.
Pozostate biatka wchodzace w sklad potaczenia zamykajacego zostaty prawidtowo
rozpoznane przez przeciwciata, co $wiadczyto o tym, iz nikotyna nie wptywa na ich
ekspresje.

W celu ustalenia przyczyny zwigkszonej przepuszczalnosci bariery krew-moézg
przeprowadzono dalsze badania przy uzyciu mikroskopii wysokiej rozdzielczosci.
Wykazaty one, iz w komorkach poddanych dziataniu nikotyny nie wszystkie biatka
budujgce potgczenia zamykajace znajdujg si¢ w swojej naturalnej, przyblonowe]
lokalizacji. Pod wplywem nikotyny bialko ZO-1 uleglo przemieszczeniu i zostato
wykryte w rejonach jadra komoérkowego. Podobne zjawisko obserwowano juz w ko-
morkach poddanych dziataniu niedotlenienia, toksyn bakteryjnych, cytokin iczyn-
nikow wzrostu. Przemieszczenie to moze w znaczacy sposob utrudnia¢ tworzenie sieci
relacji migdzy biatkami strukturalnymi i pomocniczymi tworzgcymi potgczenie zamy-
kajace, doprowadzajac tym samym do zwigkszonej przepuszczalnosci substancji
hydrofilowych przez barierg krew-mozg [29].

5. Kompleksy bialkowe okreslajace polarnos¢ komorki

Waznym czynnikiem determinujacym polarno$¢ komoérki sg cytoplazmatyczne
kompleksy bialkowe. W badaniach nad podziatem asymetrycznym neuroblastow D.
melanogaster wykazano istotng rol¢ szeregu biatek regulatorowych o aktywnosci
enzymatycznej oraz kinaz. Kluczowym wydaje si¢ biatko Numb, ktére posiada kilka
poznanych juz funkcji regulatorowych. Dodatkowo, podczas podziatu dochodzi do
jego nierownomiernego rozdzielania do komodrek potomnych, co przemawia za
istotng funkcjg w podziale asymetrycznym. Wraz ze swoimi biatkami adaptorowymi
PON (ang. Partner of Numb) oraz Miranda (Mira), odpowiada m.in. za hamowanie
samoodnowy komorek oraz jest istotnym inhibitorem S$ciezek sygnalizacyjnych
Notch oraz Hedgehog. Wsrdéd czynnikow rozdzielanych nierdwnomiernie nalezy
wymieni¢ réwniez biatko Prospero — odpowiedzialne za zmniejszenie ekspresji
gendw zwigzanych z macierzystym charakterem komorek 1 biatko Brat — promujace
opuszczenie cyklu komorkowego [30].

Pomimo tego, iz nie ma bezposrednich dowodow wptywu dymu tytoniowego na
biatka odpowiadajgce za polaryzacje komorki mozemy podejrzewaé, ze wywiera on
roéwniez swoje negatywne dziatanie na tym poziomie. Analiza komorek niektorych
nowotworow, w ktorych patogenezie niewatpliwie istotng role odgrywa dym
tytoniowy, wykazata mutacj¢ w genach biatek odpowiedzialnych za polarnos¢ komorki.
Znanymi mutacjami s3: PARD6 (PAR6) w raku ptuca, PARD3 (PAR3) réwniez
w raku ptuca, nowotworach glowy i szyi, przelyku, prostaty i pecherza moczowego
oraz DLG2 w raku ptuca i szyjki macicy. Nieprawidtowe funkcjonowanie chocby
jednego biatka, doprowadza do zaburzenia calej maszynerii komérkowej determi-
nujgcej bieguny komorki. Jednakze mimo tych mutacji, badania prowadzone na
genetycznie modyfikowanych myszach, wykazaly, iz istniejg potencjalne metody
naprawcze uszkodzonego DNA, ktore w przyszioSci mogg mie¢ zastosowanie
w terapii onkologicznej [31, 32].
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Tabela 2. Funkcja biatek oraz komplekséw biatkowych w determinacji polarnosci komorki

Biatko D.
melanogaster

Baz

Rola

Wigzanie i aktywacja biatka Rho z rodziny GTPaz — Cdc42,
ktore aktywuje atypowa kinaze biatkowa aPKC

Par6 Inhibicja atypowej kinazy biatkowej aPKC

Wigzanie biatka G, umozliwiajace powstanie heterotrimeréw
Inscuteable (Insc) Gai/Gfy oraz aktywacja szlakow przezbtonowych zaleznych

od biatek G
Pins Adaptor biatka Insc
Kinaza Aurora A Fosforylacja Par6, tym samym aktywacja aPKC
(AurA)
Stanowi zakonczenie powstajacych mikrotubul wrzeciona
Khe-73 .
podziatowego
Disc large (Dlg) Laczenie Pins oraz Khc-73 stabilizujac wrzeciono podziatowe
Wigzanie si¢ z centrosomem i tgczenie mikrotubuli
Mud . . .
z kompleksem szczytowym poprzez interakcje z Pins
Pins/Mud Stabilizacja wrzeciona podziatowego
Pins/Gai/Dlg/Khc-73 | Stabilizacja wrzeciona i okreslanie polarno$ci
Kinaza Polo Kontrola prawidlowego przytaczenia mikrotubuli
Baz/Par6/aPKC Sterowanie przypodstawnym rozmieszczeniem biatek Numb

oraz Miranda
Zréodto: Opracowano na podstawie [30]

Tabela 3. Mutacje genow kodujacych biatka odpowiedzialne za polarnosé¢ i ich potencjalne metody leczenia

Wystepowanie w Wyniki badan prowadzonych .
Gen Lit.
nowotworach na modyfikowanych myszach
Rak piersi, jajnika, zoladka, . .
AURAK | woreczka zolciowego, Potenc]a!na.fa}rmakoterapla 7 [33, 34]
. pomoca inhibitora.
trzustki.
Wyindukowana ekspresja
HUGL-2 | Rak jelita grubego, piersi. w raku piersi zmniejsza [35]
odsetek przerzutow.
Potencjalny marker
MSI2 CML zaawansowania CML. [36]
Rak ptuca (niedrobno
iqlrﬂgkom};)t;o{wléﬁ&za Hamowanie za pomocg
PLKI Jajnika, prostaty, pe lekéw, siRNA zwalnia [37, 38]
moczowego, NOwWotwory . .
) L podziaty komorek.
okolicy gtowy i szyi oraz
glejaki.
Rak ptuca (niedrobno o .
PRKCI komorkowy), piersi, jajnika Inhll.)lc.:]a za pomocg SIRNA [39, 40]
. zmniejsza rozrost guza.
i pgcherza moczowego.
Utrata homozygotycznosci
SCRIBI1 Glejaki predysponuje do mutacji [41]
cMyec.
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6. Integryny a symetria podzialu komorkowego

Integryny sa glikoproteinowymi receptorami btonowymi nalezagcymi do rodziny
immunoglobulin. Sg one zbudowane z czg¢sci zewnatrz-, $rod- oraz wewnatrz-
btonowej. Sktadaja si¢ z dwdch roéznych podjednostek, wigkszej — o oraz mniejszej
— B. Ich ligandami sg gtéwnie nierozpuszczalne sktadniki macierzy pozakomorkowej:
kolagen, fibronektyna oraz laminina. Odpowiadajg za przekazywanie bezposrednich
sygnatéw miedzy sgsiednimi komorkami oraz migdzy komorkg a macierzg pozako-
moérkowag (ECM; ang. Extracellular matrix) [42], dotyczacych migracji komorek
podczas embriogenezy, aktywacji i migracji limfocytow oraz krzepnigcia. Obie pod-
jednostki budujgce receptor integrynowy wystepuja w kilku izoformach, wynikiem
czego jest okoto 20 kombinacji polaczonych podjednostek, a tym samym typow
receptora. Przekazywanie sygnatow z ECM do komoérki poprzez integryny moze
mie¢ wptyw na zmiang typu podzialu z symetrycznego na asymetryczny i odwrotnie.

W nabtonku jelita Drosophila adhezja komorek do blony podstawnej z udziatem
integryn powoduje nierownomierne rozmieszczenie w nich atypowej kinazy biat-
kowej aPKC oraz jej inhibitora Par. Efektem tego jest prostopadte utozenie wrze-
ciona podziatowego wzglegdem blony podstawnej, prowadzace do podzialu
asymetrycznego [43]. Badania prowadzone na komorkach linii HeLa, wywodzacej
si¢ z komorek raka szyjki macicy, wykazaty, iz pobudzenie podjednostki B1 jest
niezb¢dne do aktywacji kinazy 3-fosfoinozytolu (PI3K). Uaktywnienie tej kinazy
odpowiada za produkcje przekaznika drugorzedowego 3,4,5-trifosforanu fosfatydylo-
inozytolu (PIP3), ktory w efekcie ulega akumulacji i najprawdopodobniej przyczynia si¢
do migracji dynaktyny do cytoszkieletu i powstania komplekséw dyneina-dynaktyna.
Kompleksy oddziatujg z mikrotubulami astralnymi wrzeciona podziatowego, zapew-
niajgc mu prawidtowe utozenie w przestrzeni [44].

Receptory integrynowe, oprocz posredniczenia w interakcji migdzy komoérkami
a ECM, posiadajg wiele dodatkowych funkcji, np. integryna o5p6 przeksztatca
nieaktywng form¢ TGF-B, w form¢ aktywna [45]. Komérki linii A549 poddane
dzialaniu ekstraktu dymu tytoniowego wykazywaly zwigkszong ekspresje obu
podjednostek tego heterodimeru, zaréwno a5 kodowanej przez gen ITGaV, jak i f6
kodowanej przez ITGB6. W hodowlach komérkowych poddanych dziataniu dymu
tytoniowego, z jednoczesnie wyciszonym genem ITGaV, nie obserwowano wzrostu
poziomu TGF-B. Na catkowity poziom TGF-B w komorce skladajg si¢ dwie formy:
utajona i aktywna. Ekstrakt dymu tytoniowego powoduje wzrost iloSci aktywnej
formy wewnatrz komorek, nie wptywajac na poziom formy utajonej. Wzrost st¢zenia
transformujacego czynnika wzrostu typu B, stymuluje proliferacj¢ fibroblastow
1 moze objawiac¢ sig¢, jako rozplem tkanki tgcznej w plucach, m. in. w idiopatycznym
wldknieniu pluc [46]. Kolejne badania komorek nabtonka pecherzykéw plucnych
linii A549, poddanych dziataniu ekstraktu dymu tytoniowego (CSE ang. Cigarette
smoke extract), przy uzyciu mikromacierzy, wykazaty, iz CSE doprowadza do
transformacji linii ludzkich komorek nabtonkowych ptuc w komérki mezenchymalne
[46]. Pod wptywem CSE w komorkach nablonka ptuc dochodzi do zwigkszenia
ekspresji genow kodujacych wimetyne, kadheryne 2, fibronektyng oraz MMP-2,
z jednoczesnym zmniejszeniem ekspresji MMP-9. Prawdopodobnym czynnikiem
odpowiedzialnym za t¢ zmian¢ fenotypu komoérek nablonka jest transformujgcy
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czynnik wzrostu — TGF-B. CSE doprowadza do zaburzenia dziatania S$ciezek
sygnalizacyjnych TGF-B oraz WNT, poprzez zwigkszong ekspresje gendw takich jak
TGFB1, TGFB2, receptora typu Il dla TGF-B, Smad2, Smad3, receptora Frizzled oraz
inhibitora aktywatora plazminogenu (PAI-1).

Wplyw dymu tytoniowego na receptory integrynowe zaznacza si¢ nie tylko
w plucach, ale i na wyzszych pigtrach drog oddechowych. Jest on silnym czynnikiem
draznigcym delikatny nabtonek jamy ustnej, w zwigzku z czym palenie tytoniu jest
uznawane za czynnik wysokiego ryzyka rozwoju chorob przyzebia. Przyczyny
rozwoju tej grup chorob upatrywane sa we wptywie nikotyny na spadek adhezji
mi¢dzykomorkowej. Podczas badan na ludzkich fibroblastach dzigstowych (HGF;
ang. Human gingival fibroblasts), byly one traktowane koncentratem nikotyny,
w stezeniu odpowiadajgcym ilo$ci nikotyny w surowicy palacza pigciu paczek papie-
roséw dziennie. Zaobserwowano spadek liczby komorek ludzkich fibroblastow
dzigstowych, tym samym zmniejszenie ilo$ci ich produktow: fibronektyny i kolagenu,
bedacych ligandami receptorow integrynowych. Pod wplywem nikotyny dochodzi
rowniez do zaklocenia przekazywania sygnaldw na poziomie receptora integry-
nowego. Juz przy stezeniu nikotyny 0,2 uM, odpowiadajacym stezeniu nikotyny
w surowicy osoby wypalajacej trzy paczki papieroséw dziennie, dochodzi do spadku
ilosci podjednostki B1 receptora na powierzchni bton HGF [47]

7. Szlaki sygnalowe odpowiedzialne za mechanizm podzialu komorki

Szlaki transdukcji sygnatowej, takie jak Hedgehog, Notch i Wnt aktywujg geny
uczestniczagce w procesach podzialu komorkowego, dzigki czemu tkanki moga
rozwija¢ si¢ prawidtowo. Szlaki te podlegaja takze negatywnemu dzialaniu substancji
egzogennych o udowodnionym dziataniu mutagennym, takich jak: benzen [48]
i nikotyna [49], czy tez na przyktad promieniowania ultrafioletowego [50].

Aktywacja szlaku Hedgehog odpowiedzialnego za rozwo¢j konczyn w zyciu
ptodowym oraz proliferacje dojrzalych komoérek macierzystych zachodzi w momencie
przylaczenia ligandu Hh do receptora btonowego sktadajgcego si¢ z biatka Patched
(Ptch) zwigzanego z nicufosforylowanym biatkiem Smoothened (Smo) [51]. Przy
braku aktywacji szlaku, Smo ulega endocytozie, a nastepnie degradacji w lizosomach.
Natomiast w przypadku aktywacji Smo zostaje ono ufosforylowane. Proces przyla-
czenia ligandu do receptora ulatwiajg biatka Cdo oraz Boc [52]. Smo reguluje
ekspresj¢ czynnikdéw transkrypeyjnych Ci/GLI. Przy jego nieobecnosci, GLI2 zostaje
catkowicie zdegradowane, natomiast GLI3 ufosforylowane i zmodyfikowane do
formy represorowej przez kinaze B-TrCP. Po pojawieniu si¢ Smo wzrasta stezenie
GLI2 i GLI3 odpowiedzialnych za indukowanie transkrypcji genow [53].

Aktywacja $ciezki Wnt odpowiedzialnej za migracje, proliferacje komorek oraz
prawidtowy rozwdj organdw, takich jak serce, zachodzi w dwdoch mechanizmach:
kanonicznym — zaleznym od B-kateniny i niekanonicznym — zaleznym od jonow
wapnia.

W mechanizmie kanonicznym, przy braku liganda receptor z rodziny Frizzled
i koreceptor LRPS5/LRP6 pozostajg nieaktywne.

B-katenina tworzy kompleks z APC (ang. adenomatous polyposis coli) oraz AXIN
nalezacy do fosfataz biatkowych, ktére najpierw ulegaja fosforylacji dzigki GSK3B
(kinaza syntezy glikogenu 3) i kinazie kazeinowej CKI. Postuluje si¢, ze CKla
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fosforyluje P-katening, a CKle — AXIN. Nastepnie zachodzi ubikwitynacja
zudzialem BTRCP1 i BTRCP2 co umozliwia degradacje PB-kateniny w proteaso-
mach umozliwiajac przylaczenie si¢ biatka Groucho do TCF hamujgc w ten sposob
transkrypcje gendw.

W przypadku obecno$ci liganda i1 aktywacji receptora proteina Dishevelled
(DVL) przylacza si¢ do Frizzled, a AXIN i GSK3B do ufosforylowanego biatka
btonowego LRP (ang. low density lipoprotein receptor-related protein). W rezultacie
B-katenina moze indukowac ekspresje gendéw tworzac kompleks z TCF oraz
z bialkami rodziny Legless (BCL9, BCLIL).

W $ciezce nickanonicznej po przylaczeniu liganda do receptora Frizzled wraz
z jego koreceptorami ROR2 oraz RYK bedgcymi receptorowymi kinazami tyrozy-
nowymi mogg zosta¢ aktywowane dwie kaskady sygnatowe. W kaskadzie DVL-
zaleznej, biatka G (RHOA, RHOU) uczestnicza w reorganizacji cytoszkieletu,
a w Ca2+-zaleznej, przekaznik IP3 (trifosforan inozytolu) uwalnia jony wapnia, co
prowadzi do reakcji, w ktorych CAMKII (kinaza biatkowa zalezna od wapnia
1 kalmoduliny) aktywuje kinaze NLK (ang. nemo-like kinase) hamujace kompleks
B-katenina/TCF.

Sciezka sygnalizacyjna Notch odpowiedzialna za neurogeneze, angiogeneze oraz
rozwoj zastawek serca jest aktywowana w momencie, kiedy na jednej komorce
receptory Notch (Notchl-4) potacza si¢ z ligandami Delta (1-4) lub Jagged (1-2)
obecnymi na drugiej. W konsekwencji metaloproteinaza ADAM 1 y-sekretaza
(zawierajgca nikastryne, preseniling APH-1 anterior-pharynx defective-1, PEN-2
presenilin enhancer 2) tng proteolitycznie receptor Notch, dzigki czemu dochodzi do
uwolnienia NICD (ang. notch intracellular domain), ktora trafia do jadra komor-
kowego, gdzie heterodimeryzuje z RBP-J/CSL (ang. recombining binding protein
suppressor of hairless) regulujac ekspresje genow, takich jak Hes odpowiedzialny za
neurogenezg, Hey regulujacy angiogeneze, czy CD25 wplywajacy na poprawne
funkcjonowanie limfocytow T [54, 55].

Badania naukowe dowodzg, ze nikotyna aktywujac $ciezki sygnalizacyjne
przyczynia si¢ posrednio do rozwoju nowotworow. W raku podstawnokomérkowym
skory powoduje wzrost ekspresji TGF-P niezbednego w proliferacji komorek guza
poprzez zwigkszanie stezenia Smo regulujgcego transkrypcje genow w $ciezce
Hedgehog, a w raku pluc — poprzez Glil oraz Gli2 — przyczynia si¢ do przejécia
nabtonkowo-mezenchymalnego (EMT) [56, 57]. Prawdopodobnie aktywacja $ciezki
Hedgehog przez nikotyn¢ indukuje patologiczne zmiany w rozwoju motoneuronow
[58]. Nikotyna zwigksza wydzielanie noradrenaliny i1 adrenaliny tym samym powo-
dujgc proliferacj¢ oraz migracje macierzystych komoérek nowotworowych trzustki
(PCSC), w ktoérych stwierdzono mutacje SHH [59].

Okazato si¢ rowniez, iz nikotyna uczestniczy w modelowaniu nablonka drog
oddechowych wplywajac na $ciezke Wnt 1 powodujgc przejScie nabtonkowo-
mezenchymalne EMT w komoérkach nabtonkowych oskrzeli, co przyczynia si¢ do
produkcji wioknika przez tkanke podnabtonkows i rozwdj przewleklej obturacyjnej
choroby phuc [60]. Nikotyna przyczynia si¢ do przeksztalcania fibroblastow lezacych
pomigdzy pecherzykami AIF (ang. Alveolar interstitial fibroblasts) w miofibroblasty
(MYF) poprzez zwigkszenie aktywnos$ci kinazy proteinowej C (PKC) i tym samym
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sciezki Wnt oraz hamuje ekspresjc PPAR (receptoréw aktywowanych przez
proliferatory peroksysomoéw) prowadzac do chordb ptuc [60].

Nikotyna, dzialajgc na receptory o7-nAChR i $ciezke sygnalizacyjng NOTCH,
wplywa na zwigkszenie populacji macierzystych komorek nowotworowych w guzie
piersi typu MCF-7 [61]. Wykazano rowniez, ze wywolujgc stres oksydacyjny
w komorkach bariery krew-mdzg zaburza ich integralno$¢ zmniejszajgc liczbe recep-
torow NOTCH4. W ten sposob ulatwia przedostanie si¢ szkodliwych czasteczek do
modzgu, co jest prawdopodobng przyczyng zespotu otgpienia w przebiegu AIDS [62].
Nikotyna zmienia ilo$¢ ligandow s$ciezki NOTCH w komorkach dendrytycznych
oraz zmienia ich funkcjonowanie. Hamuje aktywowanie przez nie komorek Thl, ale
zwigksza wptyw aktywacyjny na Th2 [63].

Oddziatujagc na receptory nAChR nikotyna indukuje rozwdj komorek raka
niedrobnokomorkowego pluc oraz angiogenezg poprzez wzrost aktywacji COX-2,
prostacyklin, VEGFR-2, MMPs, uPA i ¢-NOS. Dzialajac na a7-nAChR, zwigksza
produkcje fibronektyny uczestniczacej w migracji komorek raka okreznicy [64, 65]

8. Podsumowanie

Dym tytoniowy wywiera wicloptaszczyznowe dziatanie na komdrki budujgce
narzagdy, w tym na komodrki macierzyste. Moze on zaburza¢ funkcjonowanie
wszystkich typdéw komoérek macierzystych, w zalezno$ci od tego, kiedy pojawito si¢
narazanie na jego dziatanie — w trakcie organogenezy czy po niej. Niewatpliwie dym
papierosowy jest czynnikiem ryzyka wielu nowotwordéw, a lista ta nieustannie si¢
wydhluza, dzigki odkrywaniu nowych celow dziatania sktadnikow dymu tytoniowego.
Wsrdéd nich mozna wyrdzni¢: migdzykomorkowe polaczenia zwierajace oraz
zamykajace, receptory inegrynowe, $ciezki sygnalizacyjne Hedgehog, Notch, Wnt
oraz TGF-B, a takze dzigki posrednim dowodom — kompleksy biatkowe determi-
nujace polarnos¢. W zwiazku z powyzszym wydaje sie, iz zglebienie wiedzy dotyczacej
symetrii podzialow komorkowych oraz czynnikoéw zaburzajgcych ten proces, moze
stanowi¢ jeden z elementow ukladanki, ktéra pozwoli rozwiklaé problem onko-
genezy.
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Wplyw dymu tytoniowego na symetrie podzialu komérkowego

Streszczenie

Komorki macierzyste moga dzieli¢ si¢ na drodze podzialu symetrycznego, w wyniku, ktorego powstaja
badz dwie identyczne komorki o zachowanym fenotypie macierzystym, posiadajace zdolno$¢ do
dalszych podziatéw, badz dwie o zdefiniowanym charakterze. Drugim typem podziatu jest podziat
asymetryczny, w wyniku, ktorego powstaja dwie rézne komorki: jedna o charakterze macierzystym
idruga — czegsciowo zroznicowana. Zaburzenia symetrii podzialu komorkowego sa powigzane
z rozwojem czesci nowotworow wywodzacych si¢ z komorek prekursorowych oraz z nowotworowych
komorek macierzystych. Mechanizm tych procesow jest zalezny od wielu czynnikow m.in.
charakterystyki potaczen miedzykomorkowych, aktywnosci bialek okreslajacych polarnos¢ komorki,
receptorow integrynowych oraz wewnatrzkomorkowych szlakéw sygnatowych. Dym tytoniowy oraz
indywidualnie, niektore jego sktadniki wywieraja wielokierunkowe dziatanie na symetri¢ podziatu
komorkowego. Dlatego tez, doktadne poznanie mechanizméw molekularnych regulujacych oraz
zaburzajacych ten podzial w warunkach dzialania ksenobiotykow, jest niezwykle wazne z punktu
widzenia m.in. poznania patogenezy nowotworéw oraz zastosowania skutecznej celowanej terapii
przeciwnowotworowej. W niniejszej pracy dokonano podsumowania danych literaturowych na temat
wplywu dymu tytoniowego na symetri¢ podziatu komorkowego.

Stowa kluczowe: komorki macierzyste, symetria podzialu, dym, tyton, nikotyna.

The influence of tobacco smoke on symmetry of cell division

Abstract

Stem cells can divide by symmetrical division, resulting in either two identical cells with a preserved
stem phenotype, having the ability to divide further, or two cells with a defined character. The second
type of division is the asymmetrical division, resulting in two different cells: one with a stem character
and another one - partially differentiated. Disorders connected with cell division symmetry can result in
the development of some tumors originating from precursor cells or cancer stem cells. The mechanism
of these processes depends on many factors, including characteristics of cell-cell connections, activity of
proteins determining cell polarity, integrin receptors and intracellular signaling pathways. Tobacco
smoke and some of its components individually, exert a multidirectional effect on the symmetry of cell
division. Therefore, a thorough understanding of the molecular mechanisms regulating and disrupting
cell division under the conditions of xenobiotic action is extremely important in term of, among others,
cognition of cancer pathogenesis and the use of effective targeted anti-cancer therapy. This paper
summarizes the literature data on the impact of tobacco smoke on cell division symmetry.

Keywords: stem cells, division symmetry, smoke, tobacco, nicotine.
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Niektore aspekty stosowania komorek macierzystych
w medycynie

1. Wprowadzenie

Komorki macierzyste (ang. sterm cells, SC) sg niewyspecjalizowanymi komoérkami,
posiadajagcymi zdolno$¢ nieograniczonej proliferacji oraz réznicowania si¢ w komorki
innych typéw [1]. W ostatnich latach cieszg si¢ szczegdlnym zainteresowaniem
naukowcow, ze wzgledu na mozliwos¢ szerokiego ich uzycia w medycynie. Mozna
przyjac¢, ze komorki macierzyste historycznie po raz pierwszy uzywane byty do leczenia
chordob wigzacych si¢ z konieczno$cia re-populacji szpiku, np. biataczek, anemii czy
nowotworoéw uktadu limfatycznego.

Komorki macierzyste mogg dzieli¢ si¢ asymetrycznie lub symetrycznie. Podczas
podziatu asymetrycznego dochodzi do samo odnawiania (self-renewal) komoérek
macierzystych oraz powstania czeSciowo zréznicowanej komorki progenitorowe;.
Podczas podzialu symetrycznego powstaja dwie komoérki progenitorowe co kieruje je
na droge roéznicowania zmniejszajagc tym samym pule komoérek macierzystych [2].
W zaleznosci od pochodzenia komorek, roznig si¢ one zdolno$cig do réoznicowania.

Celem niniejszej pracy jest ukazanie niektorych mozliwosci zastosowania komorek
macierzystych w medycynie.

2. Podzial ze wzgledu na zdolno$¢ do réznicowania

Biorac pod uwage kryterium zdolnosci do proliferacji i réznicowania mozemy
wyréznic:

e Komorki totipotencjalne (totipotent cells), czyli majace zdolnos¢ do rdznico-
wania w kazdy typ komorek wystepujacych w organizmie, tacznie z tozyskiem,
owodnig czy sznurem pg¢powinowym. Pochodzg one z embrionu w ciggu
pierwszych kilku dni od zaptodnienia (stadium blastomerow);

e Komorki pluripotencjalne (pluripotent cells), czyli majace zdolnos¢ do rozni-
cowania w prawie kazdy typ komorek wystepujacych w organizmie (komorki
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wielopotencjalne). Réznicujg si¢ w liczne linie komérkowe dajace poczatek
trzem listkom zarodkowym: ektodermie, endodermie i mezodermie;

e Multipotencjalne (multipotent cells), mogace roznicowac si¢ w kilka réznych
typow komorek. Komorki multipotencjalne powstate z jednego lista zarod-
kowego mogg da¢ poczatek tylko linii komérkowej pochodzacej z tego listka
zarodkowego;

e Unipotencjalne (unipotent cells), bedace wyspecjalizowanymi komorkami,
mogace dawac poczatek komorkom tylko jednego typu [1, 3].

3. Podzial ze wzgledu na pochodzenie

Komorki macierzyste ze wzgledu na ich pochodzenie mozna podzieli¢ na
embrionalne/zarodkowe komorki macierzyste (ang. embryonic strem cells, ESCs)
oraz nieembrionalne komodrki macierzyste, do ktorych naleza okotoporodowe
komorki macierzyste (ang. foetal strem cells, FSCs) 1 komérki macierzyste dorostego
cztowieka/komoérki somatyczne (ang. adult strem cells, ASCs).

3.1. Embrionalne komérki macierzyste

Embrionalne komodrki macierzyste to komoérki pochodzace z embrionu majgce
zdolno$¢ do réznicowania si¢ w niemal kazdy typ komoérek w organizmie [2].
Najczesciej pobranie ESCs wigzalo si¢ w przesztoSci ze zniszczeniem embrionu co
wywolywato dyskusje o kwestii etyczno-moralnej takiego zabiegu. W 2008 roku
udato si¢ pobra¢ z pojedynczej komorki pochodzacej ze stadium blastomerdw
ludzkie komorki macierzyste, nie powodujac przy tym destrukcji embrionu [4].
Wadg komoérek macierzystych pochodzenia embrionalnego jest czeste tworzenie
potworniakdéw po ich przeszczepie do organizmu [5].

3.2. Nieembrionalne komérki macierzyste

3.2.1. Lozysko

Lozysko jest strukturg usuwajacg produkty przemiany materii, dostarczajgca
sktadniki odzywcze, tlen, petni tez funkcje immunomodulujacg. Chroni réwniez ptod
przed infekcjami oraz niektérymi substancjami toksycznymi.

Prawidlowy rozwdj tozyska zalezy od implantacji blastocysty i inwazji
trofoblastu w glgb endometrium. Nieprawidlowe wyksztalcenie tozyska moze pre-
dysponowa¢ do: stanu przedrzucawkowego, porodu przedwczesnego czy ograni-
czenia wzrostu ptodu [6].

Komorki macierzyste pochodzace z tozyska cechujg si¢ duzymi mozliwosciami
roznicowania [1]. Badania pokazujg, ze wraz z czasem trwania cigzy — w szczego6lnosci
w trzecim trymestrze — zwigksza si¢ liczba komoérek macierzystych w tozysku,
natomiast spada liczba tych krazgcych we krwi pegpowinowej [1].

3.2.2. Komorki macierzyste pobrane z krwi pepowinowej

Przeszczepianie komoérek macierzystych z krwi pgpowinowej wykonuje si¢ od
1988 roku na $wiecie oraz od 2000 roku w Polsce [7]. Komorki macierzyste pobrane
z krwi pgpowinowej sg alternatywg dla takich zrodet jak krew obwodowa czy szpik
kostny [8]. Z powodu niewielkiej immunogenno$ci, moga by¢é wykorzystywane
takze w przeszczepach allogenicznych [7].
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Okoto 0,02-1,42% komorek znajdujacych si¢ w krwi pepowinowej stanowig
hematopoetyczne komorki macierzyste (ang. hematopoetic stem cells, HSCs). Sg one
prekursorami wszystkich linii hematopoezy. Oznacza to, ze mogg przeksztalcaé sie
w takie komorki jak: megakariocyty, erytrocyty, limfocyty T, limfocyty B, komorki
NK (natural killer), monocyty, makrofagi, neutrofile, bazofile czy eozynofile [2].
Markery powierzchniowe: CD34, CD45, CD38 oraz c-Kit sg uzywane do ich
izolacji. Daja one nadzieje dla pacjentow chorujagcych na choroby hematologiczne,
ktorzy nie mogg znalez¢ dawcy szpiku kostnego.

W badaniu z 2012 roku u dzieci zakwalifikowanych do przeszczepienia komorek
krwiotworczych krwi pepowinowej prawdopodobienstwo przezycia 2-letniego
wynosito 0,409+0,133 [7].

Innym typem komoérek macierzystych mozliwych do uzyskania z krwi pepo-
winowej sg nichematopoetyczne mezenchymalne komoérki macierzyste (ang. mesen-
chymal stem cells — MSCs). Ulegaja one réznicowaniu w komorki pochodzenia
mezodermalnego, takie jak: osteocyty, chondrocyty, adipocyty czy komorki migs-
niowe. Badania pokazuja, Zze moga si¢ rowniez roéznicowa¢ w kierunku komorek
nerwowych [9, 10, 11] oraz kardiomiocytéw [12, 13].

3.2.3. Plyn owodniowy

Plyn owodniowy bierze udziat w utrzymaniu prawidtowej temperatury, wymianie
substancji odzywczych oraz zapewnia ochrong ptodu przed bodzcami zewngtrznymi.
Ilo$¢ ptynu owodniowego moze by¢ oszacowana za pomocg indeksu AFI (ang.
amniotic fluid index). Zarowno jego nadmiar, jak 1 niedobor, moze S$wiadczy¢
o powaznych chorobach ptodu. Wiclowodzie wystepuje na przyktad w sytuacji, gdy
ptod nie jest w stanie poltykaé ptynu owodniowego z powodu chorob uktadu pokar-
mowego lub nerwowego. Matowodzie moze by¢ natomiast spowodowane zmniej-
szong produkcjg moczu przez ptod. Ptyn owodniowy mozna pobrac¢ podczas zabiegu
amniopunkcji [14]. Pobranie komorek macierzystych pochodzacych z ptynu owod-
niowego pozwala na uzycie ich jeszcze przed porodem lub zaraz po porodzie. Na
modelu zwierzecym udato si¢ wszczepi¢c do plodu zastawki serca, ktére byly
wyhodowane z pobranych wcze$niej komorek macierzystych pochodzacych z ptynu
owodniowego [15].

3.2.4. Komorki macierzyste u oséb dorostych

Komorki macierzyste u dorostej osoby sg obecne w dos¢ matej ilosci w porow-
naniu z 0g6lng liczbg komorek w organizmie. Przykladowo mezenchymalne komorki
macierzyste znajdujg si¢ w tkance thuszczowej jedynie w ilo$ci jedna na 150 tysiecy
komorek [5]. Znajduja si¢ w tak zwanej niszy komorek macierzystych (ang. stem
cells niche) [16]. Odpowiadaja one za napraw¢ uszkodzonej tkanki i produkcje
nowych komoérek w miejsce starych, zuzytych. Somatyczne komorki macierzyste
moga da¢ poczatek tylko linii komérkowej pochodzacej z tego samego listka zarod-
kowego, badz komdrkom tylko jednego typu [5]. Cickawym jest fakt, ze w odpo-
wiednich warunkach mogg z nich powsta¢ komorki, ktére normalnie powstaja
z innego listka zarodkowego. Przyktadowo mozliwym jest wyhodowanie komorek
nerwowych z komodrek macierzystych pobranych ze szpiku kostnego [17, 18]. Moze
by¢ to wykorzystane do leczenia chorob uktadu nerwowego [19].
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4. Potencjalne wykorzystanie komorek macierzystych w medycynie

4.1. Choroby ukladu nerwowego

Autyzm jest zaburzeniem rozwoju charakteryzujacym si¢ zaktoceniem interakcji
spotecznych, zdolnosci do komunikowania uczué, trudnoscig w integracji wrazen
zmystowych wraz ze stereotypia zachowan zarowno werbalnych, jak i niewerbalnych
[20]. Naukowcy poszukujg etiologii autyzmu mig¢dzy innymi w nieprawidtowym
funkcjonowaniu uktadu immunologicznego. Badania sugerujg korelacje zaburzen ze
spektrum autyzmu (ang. autism spectrum disorders, ASD) z zapaleniem tkanki
nerwowej i podwyzszonym poziomem niektorych cytokin [21, 22].

W badaniu opublikowanym w 2013 roku naukowcy badali skuteczno$¢ przesz-
czepu komoérek macierzystych pochodzacych z krwi pgpowinowej oraz z pgpowiny
w leczeniu autyzmu. Transplantacja polegata na cotygodniowych wlewach komodrek
macierzystych, przez okres 4 tygodni. Infuzje byly wykonywane dozylnie oraz do
kanatu kregowego. W grupie, ktora otrzymywata komorki jednojgdrzaste oraz
mezenchymalne komodrki macierzyste wraz z rehabilitacjag wynik w skali CARS
(Childhood Autism Rating Scale) polepszyt si¢ z 45.11+4.31 do 28.00+6.18
w ciggu 24 tygodni. W grupie kontrolnej otrzymujacej leczenie tylko rehabilitacja
wynik w skali CARS zmniejszyt si¢ jedynie z 43.15+4.38 do 37.23 +£3.42 [23].

Porazenie mozgowe jest chorobg wynikajaca z uszkodzenia centralnego uktadu
nerwowego. Przyczyng zazwyczaj jest wewnatrzmaciczne badz okotoporodowe
uszkodzenie mozgu wynikajace na przyktad z niedotlenienia czy krwotoku. Wedlug
niedawno opublikowanego badania autologiczny przeszczep komoérek macierzystych
zkrwi pgpowinowej polepsza funkcje moézgu 1 sprawno$¢ ruchowa dzieci
z porazeniem moézgowym [24].

Komorki macierzyste sg rowniez wykorzystywane do leczenia choroby Alzheimera.
W badaniu przeprowadzonym w Korei Poludniowej przeszczep komorek macierzystych
polepszyt funkcje poznawcze oraz zahamowat apoptoze neuronow powodowang przez
B-amyloid [25]. Podobne wyniki mozna znalez¢ w innym badaniu, w ktorym komorki
macierzyste zwigkszaty oczyszczanie mozgu z -amyloidu [26].

4.2. Ortopedia

Tkanka chrzestna, sktadajaca si¢ z komoérek chrzgstnych zwanych chondrocytami
oraz macierzy zewnatrzkomorkowej bogatej w proteoglikany zapewnia plynny,
bezbolesny ruch w stawie. Niestety z wiekiem staje si¢ ona coraz ciensza (w wyniku
procesu zwanego chondromalacjg) przysparzajac pacjentom dolegliwo$ci bolowych
[27, 28].

Mozemy wyr6zni¢ trzy rodzaje tkanki chrzestnej: szklista, wioknistg oraz
sprezysta. Dominujgcg w organizmie cztowieka jest tkanka chrzestna szklista, ktéra
pokrywa powierzchnie stawowe [28]. Tkanka chrzestna bardzo stabo regeneruje si¢
[29]. Komoérki macierzyste daja wiec nowe nadzieje dla pacjentow z jej
uszkodzeniami.

Badania pokazujg, ze uzycie mezenchymalnych komorek macierzystych jest
skuteczne w odbudowie tkanki chrzestnej [30, 31]. W badaniu przeprowadzonym
przez Giannini 1 wsp. objeto 48 pacjentow ze zmianami kosci skokowej
o powierzchni ponad 1,5 cm® w wieku od 15 do 50 lat. Wykonano u nich przeszczep

89



Kamil Batabuszek, Marta Pawlicka, Anna Mroczek, Halina Piecewicz-Szczesna, Agnieszka Sikora

komérek macierzystych pochodzacych ze szpiku kostnego w miejsce zmiany.
Osiagnigte efekty mierzono za pomoca skali AOFAS (ang. American Orthopaedic
Foot and Ankle Society). Kontrola po okresie okoto 2 lat pokazala istotng poprawe
w skali AOFAS (64.4 + 14.5 przed zabiegiem do 91.4+7.7 podczas kontroli). Az
94% pacjentéw powrocito do uprawiania sportu [29].

4.3. OKkulistyka

W 2014 roku udata si¢ transplantacja siatkdwki powstalej z indukowanych
pluripotencjalnych komorek macierzystych. Zabieg trwajacy dwie godziny przeszia
siedemdziesig¢cioletnia kobieta cierpigca na zwyrodnienie plamki zoéttej zwigzane
wiekiem. Jest to dos$¢ czesta przypadtos$c, ktora moze prowadzi¢ do §lepoty. Pobrane
ze skory pacjentki dojrzate komoérki zostaly wyindukowane do komoérek pluripo-
tencjalnycha nastepnie byly roznicowane do komorek nablonka barwnikowego
siatkdwki. Podczas operacji nie wystgpily zadne komplikacje, a rok po zabiegu
przeszczepiony arkusz komoérek byl w nienaruszonym stanie, a wzrok pacjentki si¢
nie pogorszyt [32].

W 2017 roku naukowcy z Japonii dokonali pierwszej w historii transplantacji
siatkdwki oka z wykorzystaniem indukowanych pluripotencjalnych komérek macie-
rzystych zréznicowanych nastepnie do komoérek nabtonka barwnikowego siatkowki,
ktére nie pochodzity od pacjenta poddanemu zabiegowi. Byty one pobrane od anoni-
mowego dawcy ze skory [33]. Wykorzystanie komérek macierzystych w okulistyce
pozwoli zatrzymac utrat¢ wzroku u podobnych pacjentow, u ktérych normalnie
pogorszylaby si¢ rok po roku [34].

4.4. Kardiologia

Choroby sercowo-naczyniowe sg najczgstsza przyczyng zgondw na $wiecie, a ich
skutki sg bardzo powazne. Zawal mig$nia sercowego to martwica komorek migsnia
sercowego spowodowana ich niedokrwieniem [35].

W randomizowanym badaniu z podwoéjnie Slepg probg przeprowadzonym
w Stanach Zjednoczonych zbadano skuteczno$¢ niehematopoetycznych mezenchy-
malnych komoérek macierzystych (hMSCs, ang. human Mesenchymal Stem Cells)
pochodzacych ze szpiku kostnego w leczeniu skutkéw zawatu mig$nia sercowego.
Zaobserwowano, ze pacjentdow z grupy badawczej cechuje lepsza funkcja lewe]
komory serca oraz mniejsza sktonnos¢ do arytmii. Zaburzenia rytmu serca wsrod
pacjentow w grupie badawczej przyjmujacych dozylnie hMSCs wystepowaly cztero-
krotnie rzadziej (8.8%) w poréwnaniu do grupy placebo (36.8%). Frakcja wyrzutowa
lewej komory (LVEF, ang. Left Ventricular Ejection Fraction) zwigkszyla si¢
w ciggu pierwszych 3 miesieccy w grupie, ktora otrzymata hMSCs o 5.9+1.8%.
Natomiast nieco mniejszy wzrost LVEF, o 4.4 + 1.8% obserwowano w grupie
kontrolnej. Zastosowanie komoérek macierzystych wykazato rowniez korzystny
wplyw na uktad oddechowy. U pacjentdéw z grupy badawczej zaobserwowano wigkszy
przyrost natezonej objetosci wydechowej pierwszosekundowej (FEV1, ang. forced
expiratory volume in 1 second) w poroOwnaniu z grupa placebo. W badaniu nie
zanotowano roéznic w pomiarach grubo$ci $ciany serca oraz ocenie jej ruchoéw
miedzy pacjentami z grupy badawczej a kontrolnej. Dodatkowo wykazano, ze metoda
ta jest bezpieczna i skuteczna u chorych po ostrym zawale mig$nia sercowego.
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Terapia hMSCs pozbawiona jest wystgpowania znacznych skutkéw ubocznych,
a obecno$¢ dziatan niepozgdanych podczas badania obserwowano z porownywalng
czgstoscig w obu grupach. [36].

Kolejne badanie naukowe opublikowane w czasopiS$mie The American Journal of
Cardiology wykazato podobne rezultaty. U pacjentow, ktorzy po zabiegu przez-skornej
interwencji wiencowej otrzymali mezenchymalne komorki macierzyste (BMSCs, ang.
Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells) do tetnic wiencowych zanotowano znaczace
polepszenie si¢ funkcji lewej komory serca. U chorych z grupy badanej zaob-
serwowano wigkszy wzrost frakcji wyrzutowej lewej komory oraz znaczne poprawe
szybko$ci ruchow $ciany w miejscu zawalu w porownaniu z grupa placebo [37].

4.5. Hematologia

Krew pgpowinowa jest pozyskiwana po porodzie poprzez naktucie tetnicy pepo-
winowej. Moze by¢ pobierana przy kazdym porodzie bez ryzyka dla matki i dziecka,
gdyz jest to zabieg bezinwazyjny. Dlatego, ze jest mato immunogenna, jest mozliwa
jej transplantantacja nawet gdy dawca i biorca sg ze sobg nie spokrewnieni [7].

Pierwszy przeszczep krwi pegpowinowej na s$wiecie odbyl sie w 1988 roku
w Paryzu, u chtopca cierpigcego na anemi¢ typu Fanconiego. Z badania, ktore byto
opublikowane 8 lat pdzniej wynikato, ze porcja krwi pgpowinowej pobranej przy
porodzie jest w stanie odbudowaé szpik kostny, a jej wykorzystanie wigze si¢
z mniejszym ryzykiem odrzucenia przeszczepu, niz w przypadku przeszczepiania
szpiku kostnego [38].

B-talasemia jest wrodzong chorobg czerwonych krwinek. Spowodowana jest
wrodzonym defektem biosyntezy tancuchoéw globiny co skutkuje zaburzong produ-
kcja hemoglobiny. Choroba moze nie dawaé zadnych symptomdw, ale moze tez byé
bardzo grozna w skutkach. Czgsto pacjenci wymagaja do zycia regularnych
transfuzji krwi. W jej leczeniu naukowcy probujg zastosowa¢ komoérki macierzyste
pochodzace z krwi pgpowinowej [39-41].

Trwaja réwniez badania nad wykorzystaniem komorek macierzystych w leczeniu
niedoborow odpornos$ci. Zespdt Wiskotta-Aldricha (ang. Wiskott-Aldrich syndrome,
WAS) jest dziedzicznym, recesywnym zespotem chorobowym sprz¢zonym z chro-
mosomem X. Wigze si¢ z mutacjg w genic WAS, ktéry koduje biatko WASP.
Objawami choroby mogg by¢: trombocytopedia, egzema oraz niedobory odpornosci.
W leczeniu tej choroby stosuje si¢ przeszczep hematopoetycznych komoérek macie-
rzystych. Dla pacjentow, ktorzy nie mogg znalez¢ dawcy zgodnego w uktadzie HLA
(ang. Human Leucocyte Antigen system), skuteczng alternatywg jest przeszczep
komérek macierzystych pochodzacych z krwi pgpowinowej od dawcy niespokrew-
nionego [42, 43] .

Komorki macierzyste pochodzgce z krwi pgpowinowej niespokrewnionego dawcy
sg wykorzystywane réwniez w terapii nowotworéw. W 2015 roku naukowcy udo-
wodnili, ze przeszczep komodrek macierzystych pochodzacych z krwi pgpowinowej
jest tak samo skuteczny w repopulacji szpiku, co przeszczep szpiku kostnego pocho-
dzacego od rodzenstwa [44]. Daje to nowe nadzieje dla pacjentow nie majgcych
rodzenstwa i nie mogacych znalez¢ dawcy identycznego w uktadzie HLA [45].

Podobne wyniki mozna znalez¢ biorgc pod uwage biataczki u dorostych. Latwo
dostepne komorki macierzyste pochodzace z krwi pgpowinowej okazaty sie skuteczng
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metodg repopulacji szpiku w leczeniu przewleklej biataczki szpikowej u dorostych
pacjentow. Uczestnicy badania (14 me¢zczyzn oraz 12 kobiet) otrzymali trans-
plantacje jednej jednostki krwi pepowinowej. Kondycjonowanie mieloablacyjne byto
prowadzone przy uzyciu, takich lekow jak: Tiotepa, Busulfan, Cyklofosfamid,
Fludarabina czy Anti-Thymocyte Globulin. W ciggu o$mioletniej obserwacji zaden
z obserwowanych pacjentéw nie miat wznowy choroby [46].

5. Podsumowanie

Komorki macierzyste cieszg si¢ w ostatnich latach szczegdlnym zaintereso-
waniem naukowcow, ze wzgledu na to, ze maja szerokie zastosowanie w medycynie.
Mozna je wykorzystywa¢ miedzy innymi w takich dziedzinach jak ortopedia,
okulistyka, kardiologia, hematologia oraz w chorobach ukladu nerwowego. Liczne
badania dowodza, Zze sg bezpieczne w stosowaniu, zarowno u osob dorostych jak
i u dzieci. Naukowcy poktadajg w nich nadziej¢ na skuteczniejsze niz dotychczas
leczenie wielu chordb. Potrzebne sa dalsze prace nad nowymi zastosowaniami
komorek macierzystych.
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Niektore aspekty stosowania komérek macierzystych w medycynie

Streszczenie

Komorki macierzyste sg niewyspecjalizowanymi komoérkami, posiadajacymi zdolnosé proliferacji oraz
roznicowania w rozne typy dojrzatych komodrek. W zaleznosci od pochodzenia, roznia si¢ one
zdolnoscia do roznicowania. Mozemy wyr6zni¢ komorki totipotencjalne, pluripotencjalne, multipo-
tencjalne oraz unipotencjalne. Sg wykorzystywane w wielu dziedzinach medycyny w leczeniu chorob,
takich jak autyzm, porazenie moézgowe, choroba Alzheimera, choroby tkanki chrzgstnej, choroby
siatkowki oka, zawal migsnia sercowego, biataczka, anemia, B-talasemia oraz niedobor odpornosci.
Publikowane badania dowodzg ich bezpieczenstwa oraz skuteczno$ci. Komorki macierzyste daja nowe
mozliwosci lepszego niz dotychczas leczenia chordb, dlatego potrzebne sa dalsze badania nad ich
nowymi zastosowaniami.

Stowa kluczowe: komorki macierzyste, biotechnologia.

Some medical aspects of the application of stem cells

Abstract

Stem cells are non-specialised cells with the ability to proliferate and differentiate between different
types of mature cells. Depending on their origin, they vary in their ability to differentiate. We can disti-
nguish between totipotent, pluripotent, multipotent and unipotent cells. They are used in many fields of
medicine to treat diseases such as autism, cerebral palsy, Alzheimer's disease, cartilage diseases, retinal
diseases, myocardial infarction, leukaemia, anaemia, (-talasemia and immunodeficiency. Published
studies prove their safety and effectiveness. Stem cells offer new opportunities for better treatment of
diseases than before and further research is needed into their new applications.

Keywords: stem cells, biotechnology.
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Znaczenie nowotworowych komorek macierzystych
w leczeniu glejaka wielopostaciowego

1. Wstep

Glejak wielopostaciowy (GBM, ang. Glioblastoma) jest najbardziej rozpow-
szechnionym i $miertelnym, pierwotnym nowotworem moézgu [1]. Wedlug Swiato-
wej Organizacji Zdrowia ma IV, najwyzszy stopien ztosliwosci [2]. Budujace go
komorki moga w szybkim czasie szeroko rozprzestrzeni¢ si¢ w obrgbie mdzgu, nie
dajac przy tym przerzutow do innych narzadow. Charakteryzuje si¢ szczegélnie
wysoka inwazyjnoscig, czgstymi nawrotami, gwattownym rozrostem, uszkadzajgc
przylegajace tkanki. Dodatkowym problemem w przypadku leczenia tego nowotworu
jest jego umiejscowienie. Obecno$¢ bariery krew-moézg w znacznym stopniu utrudnia
dobranie odpowiedniej dawki chemioterapeutykdéw, aby zachowaly swoja skutecznosé
jednoczesnie nie powodujgc wzmozonej toksycznosci dla catego organizmu [3].
Standardowe leczenie glejaka wielopostaciowego koncentruje si¢ na uzyskaniu
maksymalnej chirurgicznej resekcji, a nastgpnie rownoczesnej radioterapii z Temo-
zolomidem (TMZ, doustnie dostepnej chemioterapii) oraz dodatkowej adiuwantowej
terapii TMZ. Nie gwarantuje ono catkowitego wyleczenia, ale poprawia jako$¢
i przedhuza czas przezycia chorego. GBM to jeden z najszerzej scharakteryzowanych
pod wzgledem genetycznym typem nowotworu, co pozwala na rozpoznawanie jego
grup zdefiniowanych profilami transkrypcyjnymi (proneuralnymi, neuralnymi, klasycz-
nymi czy mezenchymalnymi), genetycznymi (mutacje w IDHI1) czy epigene-
tycznymi (CpG [CIMP]) [4].

Glejaki wielopostaciowe stanowig 10-18% wszystkich guzow wewnatrz-
czaszkowych i1 50-60% nowotworow gleju gwiazdzistego [5, 6]. Roczna zapadalnosé
na GBM wynosi okoto 5 przypadkow na 100 tys. oséb [3]. Czgstos¢ wystepowania
u dorostych wzrasta z wiekiem, a najwyzsza zachorowalno$¢ przypada na 5. i 6.
dekade zycia [3, 7]. Jednak niezaleznie od stosowania optymalnego, dostepnego
leczenia, rokowanie w tym nowotworze nie jest dobre. Wigkszo$¢ pacjentow prze-
zywa jedynie kilkanascie miesi¢cy, mediana przezycia okreslana jest na 11-12 miesigey.
Najczesciej chorzy umierajg po okoto 15 miesigcach od ustalenia rozpoznania [3, 8].
Badania pokazuja, ze tylko 3-8% chorych zyje dluzej niz 3 lata [3, 9].

Od wielu lat prowadzone sg badania majgce na celu lepsze zrozumienie powsta-
wania glejaka wielopostaciowego, mechanizméw odpowiadajacych za regulacje
tworzgcych go komoérek oraz potencjalnych sposobdw ich eliminacji. Coraz wigksze
znaczenie w $wiecie medycyny zyskuje teoria istnienia nowotworowych komorek
macierzystych. Po raz pierwszy zostaly one zdefiniowane przez Johna Dicka w ostrej

! ewa027@op.pl, Studenckie Koto Naukowe przy Katedrze i Zaktadzie Biochemii i Biologii Molekularnej, IT
Wydziat Lekarski z Oddzialem Anglojezycznym, Uniwersytet Medyczny w Lublinie, www.umlub.pl.
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biataczce szpikowej pod koniec lat dziewigédziesiatych ubiegtego wicku. W swojej
pracy przedstawit dowody, iz komérki w ludzkiej ostrej biataczce szpikowej zorga-
nizowane sg w hierarchii i pochodzg z prymitywnej komorki krwiotworczej [10]. Co
cickawe, istnienie nowotworowych komoérek macierzystych, ktére mogtyby ttuma-
czy¢ zjawisko heterogennos$ci w obrebie nowotwordw i co za tym idzie trudno$ci
w skutecznym leczeniu, podejrzewano juz 40 lat temu. Jednak stan wiedzy oraz
ograniczone mozliwosci dostepnych metod badawczych uniemozliwialo przepro-
wadzenie bardziej szczegdétowych analiz [11].

2. Cel pracy

Celem pracy byl przeglad najnowszych doniesien naukowych dotyczacych
mozliwo$ci wykorzystania nowotworowych komoérek macierzystych do opracowania
innowacyjnych metod terapii glejaka wielopostaciowego.

3. Material i metody

Metodg badawczg stanowi analiza dostgpnej literatury naukowej z zakresu znaczenia
1 wykorzystania nowotworowych komorek macierzystych w potencjalnym leczeniu
glejaka wielopostaciowego.

4. Pochodzenie i charakterystyka nowotworowych komorek
macierzystych

4.1. Komoérki macierzyste

Komoérki macierzyste sa niewyspecjalizowanymi komoérkami posiadajgcymi
zdolno$¢ do roznicowania si¢ w wiele odmiennych typow komorek, ktore tworza
tkanki i organy. Po zaptodnieniu, juz podczas wczesnego etapu rozwoju zarodko-
wego, rozpoczyna si¢ ich proces tworzenia. W blastocyscie komorki wezta zarodko-
wego oraz pierwotnej ektodermy sg w stanie réznicowaé si¢ do kazdego typu
komorek; nazywane sg totipotencjalnymi. W kolejnych etapach rozwoju zarodka
nast¢puje podziat na lini¢ komoérek piciowych oraz somatycznych [12]. Grupa soma-
tycznych komorek macierzystych, ktére sa zdolne do samoodnawiania i nieskon-
czonej proliferacji, wystepuje we wszystkich tkankach dojrzatego organizmu petnigc
role swoistego systemu naprawczego, co umozliwia zastgpienie martwych komorek
nowymi [13, 14].

4.2. Nowotworowe komorki macierzyste

Nowotworowe komorki macierzyste (CSCs, ang. cancer stem cells lub
w przypadku glejakow GCS, ang. glioma stem cells) sa populacja niezréznicowana,
definiowang przez kryteria funkcjonalne, ktore obejmuja:

e dhugotrwaty proces samoodnowy;
e ciaglg proliferacje;
e mozliwo$¢ inicjowania guza.

Natomiast cechy powszechnie wystepujace, ale nie do konca sprecyzowane to
czgstotliwos¢é wystepowania tych komoérek w guzie, mozliwo$¢ roznicowania si¢
w wiele linii komérkowych oraz ekspresja markeréw komorek macierzystych. Jednak
do dzi$ nie udato si¢ okres§li¢ jednego markera, ktdrego obecnos$¢ jednoznacznie
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wskazywala by na CSCs. W wielu badaniach do ich identyfikacji stosowane sg
markery, takie jak: CD133, SOX2 oraz OLIG2. Niestety ich ekspresja nie daje stu
procentowej pewnosci czy dana subpopulacja komorek to nowotworowe komorki
macierzyste [15].

Mozliwe jest zastosowanie dodatkowo innych metod oznaczenia CSC wyko-
rzystujac ich zdolno$¢ do wzrostu jako neurosfery oraz zastosowanie barwnikow
fluorescencyjnych, ktore pozwalaja na identyfikacje poszukiwanych antygendw.
Wielu badaczy wykorzystuje hodowle neurosfer do selekcji komérek progenio-
rowych w prawidlowych i nowotworowych komoérkach macierzystych. Pozwala to
na wybranie niewielkiej populacji komdrek nowotworowych, ktére majg tendencje
do funkcji progenitorowej oraz ekspresje¢ receptora nabtonkowego czynnika wzrostu
(EGFR) i receptora czynnika wzrostu fibroblastow (FGFR) opartego na czynnikach
wzrostu (EGF i FGF) dodanych uprzednio do pozywki [16]. Za pomoca tej metody
wybierane sg komorki, ktére mogg rosng¢ w podltozu przeznaczonym do hodowli
komorek macierzystych; jednakze, wybor CSC w oparciu o metody hodowlane nie
rekapituluje heterogennosci pierwotnego guza in vivo, jak oceniono za pomoca
histologicznej morfologii, zroznicowanej linii komoérkowej 1 ekspresji genu [17].

Nowotworowe komorki macierzyste wykazujg w poréwnaniu z innymi komorki
nowotworowymi zwigkszong zdolno$¢ do onkogenezy oraz przerzutowania [18].
Ponadto komoérki nowotworowe posiadajg bardzo ograniczong lub nawet brak mozli-
wosci samoodnowienia, co moze wskazywac na to, ze to populacja CSC jest odpo-
wiedzialna za wzrost i rozpowszechnianie si¢ guza. Rzuca to nowe $wiatlo na
diagnoze 1 skuteczne leczenie wigkszosci chorob nowotworowych [14]. Co wigcej,
konwencjonalna chemioterapia stosowana do walki z GBM niszczy glownie
odréznicowane lub réznicujace si¢ komodrki budujgce guz, dlatego tez CSCs sa
odporniejsze na leczenie i1 nastgpnie mogg dawac kolejne wznowy [19].

Na nowotworowe komodrki macierzyste wplywa przede wszystkim sze$¢ roznych
mechanizméw, takie jak: czynniki genetyczne, epigenetyczne, metaboliczne, jak
rowniez zewnetrzne czynniki niszy, mikrosrodowisko komoérkowe oraz uklad
odporno$ciowy gospodarza [15]. To pokazuje na jak wielu ptaszczyznach mozliwe
jest potencjalne oddzialywanie na CSC oraz poszukiwanie skutecznych metod ich
eliminacji.

5. Przeglad najnowszych doniesien naukowych

5.1. MELK

MELK (ang. Maternal Embryonic Leucine Zipper Kinase) to macierzysta
zarodkowa kinaza posiadajgca motyw suwaka leucynowego. Jest ona zaangazowana
w kontrole cyklu komérkowego, proliferacji, apoptozy, migracji i odnowy komor-
kowej [20]. Badania na mysich macierzystych komorkach neuronalnych (NPC)
wykazaty zwigkszony poziom ekspresji MELK [20, 21], co sugeruje jej udzial we
wczesnych stadiach rozwoju 1 embriogenezy. Zwigkszony poziom ekspresji MELK
udokumentowano w kilku nowotworach wystepujacych u ludzi, w tym w glejaku
wielopostaciowym [22]. Przypuszczalnie moze ona odgrywa¢ kluczowa role
W przezyciu i utrzymywaniu potencjatu macierzysto$ci komérek nowotworowych [23].
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MELK jako kinaza wptywa na regulacje¢ aktywnosci innych biatek. Jednym z nich
jest czynnik transkrypcyjny FOXMI1 kodowany przez jednoimienny gen — proto-
onkogen. Co istotne ekspresj¢ tego czynnika, podobnie jak MELK, stwierdzono we
wczesnych stadiach zarodkowych (szczegoélnie w neuronalnych komoérkach progeni-
torowych), podczas gdy w dojrzatej tkance modzgowej jej poziom byt prawie
niewykrywalny. Wykazano rowniez, ze ekspresja FOXMI jest 200-krotnie wyzsza
w obszarach nowotworzenia niz w normalnej tkance mozgowej [23]. Aktywnosé
MELK reguluje fosforylacje i samo-aktywacje FOXMI1. Dzieje si¢ to poprzez
utworzenie biatkowego kompleksu w ktérym FOXMI1 jest substratem dla MELK.
Dzigki temu aktywowany czynnik transkrypcyjny oddzialuje na poziomie genomu
prowadzgc do zwigkszonej ekspresji genow mitotycznych w GSC [23].

Okazato si¢, ze FOXM1 wptywa nastepnie na VEGF, metaloproteinaze 2 (MMP-
2) i PB-katening [24-26]. FOXM1 wchodzagc w reakcje z VEGF odpowiada za
angiogenezeg, a wiec posrednio rozwoj guza i jego progresje [27], a polaczenie
FOXM1 z B-katening nasila zdolno$ci do samoodnowy CSC [25]. MELK moze
rowniez odgrywaé role w opornos$ci guza na terapie. przypadku GBM i innych
glejakach eksperymentalna radioterapia powodowata wzrost ekspresji MELK [25,
23], a blokowanie tego procesu za pomoca wyciszania za posrednictwem SiRNA
i hamowanie MELK inhibitorem kinazy C1 powodowalo zwigkszong apoptoze
komorek, podczas gdy nadekspresja MELK sprzyjala rozrostowi komoérek
nowotworowych [20, 29].

Daje to mozliwo$¢ rozwijania potencjalnych terapii ukierunkowanych na
zmnigjszanie ekspresji MELK, co moze przyczyni¢ si¢ do lepszej odpowiedzi na
leczenie, jednak wymagane sg doktadniejsze badania w tym kierunku.

5.2. STAT 3

Innym celem terapeutycznym, ktoéry jest istotny dla funkcjonowania komorek
macierzystych glejaka jest STAT 3 [30]. Jego aktywacja przez fosforylacje jest
odpowiedzialna m.in. za namnazanie komoérek i hamowanie apoptozy, progresje
nowotworu przez promowanie angiogenezy oraz utrzymywanie potencjalu nowo-
tworowych komoérek macierzystych do samoodnawiania [31-33]. Zdolno§¢ STAT 3
do ingerencji w te procesy wynika z laczenia si¢ z promotorami gendéw biorgcych
udziat w regulacji apoptozy (Bcl-2, Bcl-xL) oraz cyklu komoérkowego (p21) [30,34].

W normalnych komorkach istnieja wewngtrzne czynniki hamujace nadmierng
aktywno$¢ STAT 3. Jednakze w GSC na skutek nabycia mutacji dochodzi do jego
przetrwatej aktywacji [33], skutkujac dezintegracja przewodzenia sygnatoéw
w dalszych etapach.

Aby ustali¢ jakg role odgrywa STAT 3 w GSC pozyskano 2 linie komorek
macierzystych GBM: GS7-2 oraz GS6-22. Obie linie pochodzity z GBM pozyska-
nych od pacjentow [32]. Stosujagc metody barwienia immunohistochemicznego
okreslono, ze 98% komodrek GS6-22 i 94% komorek GS7-2 wykazywalo ekspresje
CD133. Podczas hodowania tych linii na pozywce zawierajacej sktadniki warun-
kujgce roznicowanie komoérek obie linie GSC zaczynaly wykazywaé morfologie
zgodng z morfologig astrocytow i neuronéw. W warunkach réznicowania ekspresja
markerow nerwowych komorek macierzystych CD133, Nestyny i Olig2 w komor-
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kach GS6-22 i GS7-2 zmniejszyta si¢, a wzrosta ekspresja markeréow charakterys-
tycznych dla zroznicowanych astrocytow (GFAP) oraz neuronow (BIII-tubulina) [32].

Wszczepienie juz okoto tysigca komorek linii GS7-2 myszom z zespotem
uposledzenia odpornosci implikuje powstanie guza. Wykorzystujac immunoblotting
wykazano, ze w obu liniach komérkowych STAT3 byt fosforylowany (fosforylacja
tyrozyny i seryny), a zainicjowanie roznicowania w obrebie komodrek macierzystych
prowadzito do spadku poziomu fosforylacji. Aby oceni¢ funkcje STAT3 w GSC
zastosowano dwa inhibitory wigzania Stat3 z DNA (STA-21 i S31-201). Czasteczki te
zniosly zdolno$¢ wigzania STAT3 do DNA w komoérkach GS7-2 oraz GS6-22 [32].

Wykazano roéwniez, ze stosujac inhibitory STAT 3 (STA-21, S31-201) w hodowlach
komoérkowych, zaobserwowano mniejszy potencjat do proliferacji i tworzenia neuro-
sfer. Hamowanie STAT 3 powodowato réwniez indukcje apoptozy w ,,niema-
cierzystych” komorkach glejaka (ale nie GSC). Mimo, ze GSC nie ulegaly apoptozie
to znaczaco spadla ekspresja markerow komorek macierzystych, a ekspresja BIII-
tubuliny nieznacznie wzrosta co mogtoby warunkowa¢ utrate multipotencji, jednak
mimo zaobserwowanych zmian komorki traktowane STA-21 1 S31-201 nadal przypo-
minaty komorki niezréznicowane. Pokazuje to, ze samo hamowanie STAT 3 nie jest
wystarczajace do indukowania calkowitego réznicowania komoérek macierzystych
glejaka. Niemniej jednak zahamowanie aktywacji STAT 3 moze by¢ potencjalnym
celem terapeutycznym poniewaz w badaniach na liniach komoérkowych udowodniono,
ze zastosowanie inhibitoréw STAT 3 (STA-21, S31-201) spowodowato zmniejszenie
potencjatu rozrostowego GSC oraz tworzenia sfer nowopowstalych komoérek
nowotworowych [32].

5.3. miRNA

miRNA s3 zaangazowane w negatywng regulacje ekspresji genow podczas
rozwoju. Przylaczenie si¢ miRNA do komplementarnej sekwencji nici mRNA
w czasie translacji blokuje ja (przecina mRNA na 2 cze$ci) oraz przyspiesza deade-
nylacje ogona poliA, co skutkuj¢ z kolei szybsza degradacjg czasteczki mRNA [35,
36]. miRNA wplywajg na stabilnos¢ i translacje mRNA. Majg takze duze znaczenie
w takich procesach jak rozwdj, roznicowanie czy utrzymanie potencjalu macie-
rzystosci komoérek [37] oraz kontrolujg ekspresj¢ niektorych onkogendéw oraz gendw
supresorowych [38]. To dzigki ich regulacyjnym wia$ciwosciom czasteczki te sg
przedmiotem badan m. in. w kierunku rozwoju terapii glejaka wielopostaciowego.
Istnieje wicle typow miRNA, ukierunkowanych na rézne cele. W tej czesci zostanie
opisane miR-128 gdyz jak si¢ okazalo jego poziom jest znaczgco zmniejszony
w GBM.

Do badan nad rolg miR-128 uzyto 3 linii komoérkowych glejaka: U87MG,
U251MG 1 U373MG oraz komorek OHGO2 pochodzacych ze Swiezo wycietych
probek glejaka ludzkiego, ktdre pozniej poddano transfekcji miR-128 [39].

Wykazano znaczny spadek ekspresji miR-128 w komorkach GBM, a takze ich
korelacj¢ z gorszym rokowaniem i progresja choroby. Po poréwnaniu profili ekspres;ji
miRNA w glejaku z sgsiadujgcg normalng ludzkg tkanka mézgowa, stwierdzono, ze
poziom miR-128 byt nadzwyczaj obnizony w glejakach [39].

Zbadano réwniez, czy nadekspresja miR-128 bedzie miala wpltyw na fenotyp
hodowanych komoérek glejaka. Stabilna transdukcja z wektorem lentiwirusowym
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zawierajacym gltowny transkrypt miR-128 (pri-miR-128-1) wytworzyta wysokie
poziomy dojrzalego miR-128 w komorkach glejaka U87 1 U251. Transdukowane
komorki miR-128 wykazywaly zmniejszong proliferacje w poréwnaniu z komérkami
kontrolnymi. Wzrost krotnosci ekspresji miR-128 w eksperymentach transfekcji byt
podobny do réznicy w ekspresji obserwowanej pomiedzy probkami guza pacjenta
a otaczajgcym normalnym moézgiem, co wskazuje, ze efekty majg znaczenie fizjolo-
giczne. Wykazano takze znaczacy spadek odsetka komorek glejaka w fazie S po
transfekcji miR-128, bez znaczacych zmian w populacji apoptotycznej sub-GO. Po
wszczepieniu komorek do myszy pozbawionych grasicy, wzrost komorek U87 z pri-
miR-128-1 byl znaczaco zmniejszony. Guzy wykazujace ekspresje miR-128 byly
0 50% mniejsze niz kontrole. Tak wigc miR-128 znaczaco hamowalo proliferacje
komorek glejaka zarowno w hodowli, jak i in vivo [39].

Dowiedziono, ze miejscem docelowym dziatania miRNA-128 jest onkogen Bmi-1,
ktory odgrywa role m. in. w regulacji odnowy komorek macierzystych [39-42].
Wykazano, ze w glejaku obserwuje si¢ zwigkszenie regulacji Bmi-1 (rownocze$nie
ze znacznie zmnigjszonym poziomem miR-128) w przeciwienstwie do normalnego
modzgu, co wspiera model regulacji Bmi-1 przez miR-128. Réwnoczes$nie ze zwigk-
szeniem ekspresji miRNA-128 w hodowli komoérek OHGO02 poziom ekspresji Bmi-1
ulegal zmniejszeniu. Ponadto zaobserwowano rdéwniez znaczacy spadek liczby
1 objetosci tworzonych przez te komorki neurosfer, czyli nowych kolonii komorek
nowotworowych [39].

Badania te wskazuja, ze mozna dazy¢ do sposobow leczenia z wykorzystaniem
dostarczania genu miR-128 Iub kwasow nukleinowych podobnych do miR-128
w celu ukierunkowania na samoodnawiajgca si¢ populacje komoérek glejaka [39].

5.4. IFN

Kolejnym krokiem w poszukiwaniu nowych $rodkoéw terapeutycznych skiero-
wanych przeciw GSCs sg badania nad wplywem interferonu. Pierwotng funkcja
interferonow jest modulacja odpowiedzi immunologicznej w odpowiedzi na zaka-
zenie wirusowe, aczkolwiek ostatnio poddaje si¢ takze analizom ich wilasciwosci
przeciwnowotworowe. Ich mechanizm dziatania obejmuje hamowanie proliferacji
komorek [43, 44] 1 regulacje odpowiedzi komdérkowych na czynniki proapoptotyczne
[43, 45].

Interferony wiazg si¢ z receptorami na powierzchni komoérek i wywotuja efekty
biologiczne przez zmiang ekspresji gendw (szlak JAK-STAT). Konkretnie interferon
typu I oddziatuje poprzez STAT 1 i 2. STAT nastgpnie wigze si¢ z promotorami
genow stymulowanych przez IFN (ISG) indukujgc ich transkrypcj¢ [46-48]. W bada-
niach przedklinicznych stwierdzono, ze ISG regulujg oporno$¢ na chemioterapie
1 promieniowanie [49, 50].

W badaniu nad wptywem IFN typu I na proliferacjc GSC uzyto 2 linii
komorkowych (GBM6 oraz JX12) pozyskanych od pacjentow z glejakiem. Komorki te
zostaly potraktowane roznymi stezeniami rekombinowanego ludzkiego IFNa. Okazato
si¢, ze hamowat on proliferacje GSC zaréwno z GBM6 jak i z JX12 w sposob zalezny
od dawki. GSC JX12 byly jednak bardziej wrazliwe na antyproliferacyjne dzialanie
IFN (z efektem obserwowalnym przy 10-krotnie nizszym st¢zeniu niz w przypadku
GSC GBM6). Moze by¢ to zwigzane z tym, ze IFN indukowal takze ekspresje genu
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ISG15 (przy czym wyzsze poziomy ekspresji ISG15 zauwazono w GSC JX12
w porownaniu do GBMS6), zgodnie z wyzszg czutoScig JX12 GSC do antypro-
liferacyjnego dziatania IFN. Ponadto komorki traktowane IFN tworzyly mniejsze
imniej liczne kolonie. Wyniki te wskazuja, ze IFN moze hamowaé zardéwno
proliferacje GSC, jak i zdoIlno$¢ utrzymania potencjatu macierzystosci [43].

Podsumowujac, wyniki te sugeruja, ze IFN moze by¢ skuteczny w zwalczaniu
GSCs, ktore sg odpowiedzialne za oporno$¢ na terapie i nawr6t choroby [43].

5.5. BRM270

Potencjalnym zrédlem substancji przeciwnowotworowych mogag by¢ réwniez
naturalne ekstrakty z ro$lin. Obecnie leki przeciwnowotworowe nie sg selektywne co
do komoérek guza lecz wptywajg takze na prawidtowe komorki proliferujace, co
prowadzi do dziatan niepozgdanych. Naturalne zwigzki roslinne mogg stac si¢ dobra
alternatywa w terapii nowotworow a ich dziatanie przeciwnowotworowe zaobser-
wowano m. in. w raku sutka [51], oraz w raku jelita grubego [52].

Ekstrakty roslinne hamuja kilka szlakow sygnatowych, ktére sg charakterys-
tyczne dla komorek macierzystych, takich jak STAT 3, czynnik jadrowy — kappa B
(NF-jB), c-MYC i szlaki Wnt [53-56].

BRM270 jest zwigzkiem pochodzacym z naturalnych ekstraktow roslinnych,
wykazujacym dzialanie przeciwnowotworowe na komorki kostniakomigsaka
1 gruczolakoraka ptuca [47, 48].

Do oceny wplywu tej substancji na zywotnos¢ komorek w glejaku przepro-
wadzono badanie in vitro na komérkach MD13 GSCs oraz ludzkich astrocytach
(ASCR) po potraktowaniu ich BRM270. Wyniki wykazaty, ze¢ BRM270 hamowat
zywotno$¢ MD13 bardziej niz kontrolne ASCR w sposob zalezny od dawki. GSC
MD13 traktowane BRM270 tworzyty ponadto mniejsze guzy nowotworowe niz
GSCs MD13 w probie kontrolnej (bez BRM270). Nie stwierdzono natomiast roznic
w liczbie i morfologii ASCR hodowanych w obecno$ci czy tez nieobecnosci
BRM270. Wyniki te sugeruja, ze BRM270 silniej hamuje zywotno$¢ i wzrost GSC
niz prawidtowych komoérek. W badaniu tym wykazano roéwniez, ze BRM270
promuje apoptoze¢ GSC i tlumi markery komoérek macierzystych oraz zdolnosé
tworzenia guza przez GSC [59].

Co wazne, po wszczepieniu GSC MD13 myszom i leczeniu ich samym BRM270
(1g/kg masy ciala) nie zaobserwowano efektow uzyskanych in vitro tj. nie bylo
znaczacej roznicy w przezyciu miedzy myszami traktowanymi zwyklym PBS
a myszami leczonymi samym BRM270. Dla poréwnania efektéw terapii obserwowano
jeszcze grupe mysz leczonych tylko radiochemioterapig (CCRT), oraz polaczeniem
CCRT z BRM270 [59].

Badania te wykazaly, ze przezycie mysz bylo istotnie zwigkszone w grupie
otrzymujacej skojarzone leczenie BRM270 i CCRT w poréwnaniu z innymi grupami
(tylko BRM, tylko CCRT Iub PBS). Ponadto wszystkie myszy leczone samym
CCRT doswiadczyly nawrotu nowotworu, podczas gdy wigkszo$¢ osobnikow
leczonych rownoczesnie BRM270, jak i CCRT wykazywato calkowite zahamowanie
wzrostu nowotworu. Wysunieto wiec wniosek, ze CCRT sprzyja zatrzymaniu cyklu
komdrkowego 1 apoptozie namnazajgcych si¢ komérek nowotworowych, ale nie jest
ukierunkowany na GSC, podczas gdy BRM270 thumi utrzymywanie potencjalu
macierzystosci 1 nasila apoptoz¢ w GSC. Dlatego jest prawdopodobne, ze
kombinacja leczenia BRM270 z CCRT wykazuje efekty synergistyczne w zakresie
eliminowania GSC [59].
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5.6. SAHA

Deacetylazy histondow (HDAC) ulegaja nadmiernej ekspresji w wielu roéznych
nowotworach [60], a ostatnie badania wykazaty, ze aktywnos¢ HDAC jest potrzebna
do utrzymania CSC w raku piersi oraz guzach glowy i szyi [40,41]. Dlatego
postuluje si¢ wykorzystanie inhibitorow HDAC jako potencjalnego $rodka przeciw-
NOWOtworowego.

Udowodniono, ze jeden z kwaséw hydroksamowych (Suberoylanilide hydroxamic
acid — SAHA), wykazuje cytotoksycznos¢ w réznych typach komoérek nowotwo-
rowych, takich jak chioniak z komorek T [63], rak sutka [64], rak prostaty [65]
1 komérki glejaka [63].

Naukowcy postanowili jednak sprawdzi¢ czy efekty te sg obserwowane
w przypadku rzadkiej populacji komorek jakg sg GSC w glejaku. W badaniu nad
wpltywem SAHA na komoérki macierzyste glejaka uzyto dwoch linii komorkowych
GBM: U87MG oraz U373MG. Okazalo si¢, ze dodanie do podloza hodowlanego
SAHA powodowato tlumienie proliferacji i zywotnoSci zarowno w zakresie
,.komorek macierzystych” GBM jak zwyklych komoérek nowotworowych (non-
GSC). Mechanizm, dzigki ktéremu leczenie SAHA ostabia wzrost 1 zywotno$¢ GSC,
zwigzany jest z indukcjg programowanej S$mierci komoérki (SAHA powodowat
gromadzenie aktywowanych kaspaz) [66].

Mimo, iz w kilku badaniach wykazano, ze apoptoza zalezna od kaspaz jest
skuteczng strategia leczenia GBM, udowodniono, ze zlo§liwe glejaki rozwijaja
mechanizmy przeciwdzialajgce apoptozie, aby unikngé $mierci komérek nowotwo-
rowych [67,68]. Niemniej jednak w innym badaniu wykazano, ze SAHA nie tylko
indukowat apoptotyczng $mier¢ komorek przy wyzszych dawkach, ale takze
indukowat starzenie si¢ w GSC w niskich stezeniach (przy niskiej dawce prowadzi
do zatrzymania cyklu komoérkowego w GSC poprzez regulacje w gore p2l
1 indukowato przedwczesne starzenie si¢ poprzez aktywacje szlaku p38/p53) [66].

Samoodnawianie w CSC stymuluje wzrost guza i zapewnia utrzymanie potencjatu
macierzystosci [66, 69]. Jesli leczenie terapeutyczne eliminuje tylko komorki
nicodtwarzajgce si¢ samodzielnie, a nie oddziatuje CSC to w takim przypadku
doprowadza to do zmniejszenia guza, lecz pozostate CSC dajg nawrot choroby, gdy
terapia zostanie zatrzymana. Dlatego tez zapobieganie opornosci na leki i samo-
odnawianie si¢ w GSC jest wazne, aby unikng¢ wznowy GBM. Nowotworowe
komorki macierzyste byly hamowane po leczeniu SAHA, co sugeruje, ze SAHA
moze przezwyciezy¢ opor terapeutyczny w GBM przez celowanie w GSC. Ponad to
marker Bmil jest waznym czynnikiem dla samoodnowienia i utrzymania potencjatu
macierzystosci CSC [70]. Sugeruje to, ze celowanie w Bmil moze by¢ skutecznym
sposobem zapobiegania nawrotom raka (marker Bmil byt podwyzszony w nowotwo-
rach opornych na TMZ w modelach heteroprzeszczepu). SAHA znaczgco thumito
ekspresj¢ Bmil w sposob zalezny od dawki, co oznacza, ze SAHA hamuje GSC
poprzez blokowanie mechanizmu samoodnawiania [66].

Wyniki te daja perspektywe celowania w GSC za pomocg SAHA i sugeruja, ze
SAHA moze by¢ uzyty jako Srodek do pokonania opornosci na leki u pacjentow
z GBM.
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5.7. ALECSAT

Inng metodg walki z GBM jest immunoterapia, ktora obejmuje rézne sposoby
indukowania, wzmacniania czy przywracania uktadu odpornosciowego pacjenta.
Obecnie przeprowadzanych jest kilka badan klinicznych z wykorzystaniem tej
metody terapeutycznej [71]. Uzasadnieniem zastosowania tej terapii jest zwigzek
pomigdzy podwyzszong liczbg naciekajgcych komoérek T w nowotworach GBM
a lepszym rokowaniem [72]. Ponadto infuzja limfocytow T cytotoksycznych CD8+
(CTL) i komoérek pomocniczych T CD4+ (T h) myszom z guzami moézgu przedtuzyta
znacznie ich przezycie [73]. Badania in vitro wykazaly, ze aktywowane komorek
NK, ktére w przeciwienstwie do CTL nie sg specyficzne wzglgdem antygenu, sa
wysoce skuteczne przeciwko CSC otrzymywanym z GBM [74] oraz iz komorki NK
preferencyjnie atakujag CSC [75].

Skuteczno$¢ 1 bezpieczenstwo leczenia immunologicznego zwanego ALECSAT
(ang. Autologous Lymphoid Effector Cells Specific Against Tumor Cells) badane jest
jako dodatkowa terapia obok radioterapii i temozolomidu w nowo zdiagnozowanym
GBM w trwajgcym klinicznie randomizowanym II etapie wieloosrodkowego badania
w Szwecji (NCT-02799238). ALECSAT jest oparty na typie immunoterapii znanym
jako adoptywny transfer komorek, w tym przypadku autologiczne cytotoksyczne
komodrki NK i CTL sg amplifikowane i aktywowane ex vivo z probki krwi przed
wstrzyknigciem. W przeprowadzonym badaniu przedklinicznym skuteczno$¢ tej
terapii badana byla na hodowlach komérkowych z guzow pobranych od pacjentow.
Dla potwierdzenia obecno$ci nowotworowych komoérek macierzystych wykorzystano
immunocytochemi¢ stosujac markery komorek macierzystych Nestyny i SOX2 oraz
neuralny marker progenitorowy Wimentyne. Pacjenci otrzymywali radioterapie
1 TZM zgodnie ze standardowym leczeniem oraz kilka dawek ALECSAT jako
terapi¢ dodatkowa [76].

Wykazano wyrazng zalezno$¢ dawka-odpowiedz ALECSAT od ilosci CSC, co
sugeruje, ze liczba podawanych komoérek ma znaczenie. Ponadto dzialanie ALECSAT
in vitro na CSC korelowato istotnie z liczbg limfocytow T (Th) u pacjenta, co wskazuje
na potencjalng korzy$¢ ze zbierania komoérek do wytwarzania ALECSAT na jeszcze
wezesniejszym etapie, gdy pacjenci maja na og6l lepsze parametry krwi. Te wyniki
pokazuja, ze ALECSAT ma silny i szeroki efekt cytotoksyczny skierowany na CSC
otrzymane z GBM i1 w przyszlosci moze stac si¢ standardowg metodg wspomagajaca
konwencjonalng terapi¢ tego nowotworu [76].

6. Podsumowanie

Obecnie prowadzonych jest wiele badan opartych na celowaniu w CSC w terapii
glejaka wielopostaciowego. Przytoczone zostaly tylko niektore z nich. Wszystkie
z opisanych prac przeprowadzone byly na liniach komoérkowych badZz na myszach.
Potrzebne sg dalsze analizy i badania w kierunku skutecznos$ci tych potencjalnych
srodkow terapeutycznych. Konieczne jest ustalenie czy efekty uzyskane in vitro majg
takze znaczenie in vivo. Niemniej trudno oceniaé¢ szanse na skutecznos¢ tych terapii
bez przeprowadzenia randomizowanych préob klinicznych.

BRM270 wydaje si¢ by¢ srodkiem majagcym szanse na powodzenie, chociazby
z powodu braku toksyczno$ci. Nie nalezy jednak zapominaé, ze wszystkie z tych
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badan to proby przedkliniczne. Nie wiadomo, jak zareagowalby na leczenie czlowiek.
Problem stanowi takze ustalanie dawek terapeutycznych i drogi podania leku. Nie
oceniono tez, czy blokada jednego szlaku nie uruchomi innych zastepczych drog
sygnalizacji. Wszystkie te watpliwoSci muszg zosta¢ rozwiane nim dojdzie do
jakichkolwiek badan klinicznych. Obecnie pozostaje nam czeka¢ na nowe donie-
sienia z tego zakresu.
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Znaczenie nowotworowych komorek macierzystych w leczeniu glejaka
wielopostaciowego

Streszczenie

Glejak wielopostaciowy (ang. Glioblastoma, GBM) to najczestszy i1 najbardziej ztosliwy nowotwor
mozgu, wykazujacy oporno$¢ na standardowe metody leczenia. Charakteryzuje si¢ rozlegla
inwazyjnoscia, wysokim unaczynieniem i nawrotami miejscowymi. Obecnie rekomendowang strategia
postepowania w glejaku wielopostaciowym jest resekcja chirurgiczna oraz jednoczesne zastosowanie
radiochemioterapii z nastepowa chemioterapia uzupelniajacg. Mimo poczatkowej odpowiedzi na
leczenie, $rednie przezycie pacjentow wynosi okoto 15 miesigcy. Istotng role w opornosci GBM na
terapi¢ odgrywaja nowotworowe komorki macierzyste, tzw. CSC (ang. cancer stem cells). Jest to
populacja niezréznicowanych, samoodnawiajacych si¢ komorek odpowiadajaca za progresje i wznowe
nowotworu. Podejmowane sa proby opracowania terapii celowanej skierowanej przeciw CSC m.in.
poprzez ingerencj¢ w szlaki przekazywania sygnalow (MELK, Stat3) czy zastosowanie matych,
niekodujacych RNA (miRNA). Ich celem jest doprowadzenie do zahamowania proliferacji i indukcji
apoptozy komorek macierzystych glejaka, z uwzglednieniem koncepcji medycyny personalizowane;.
Celem pracy byl przeglad najnowszych doniesien naukowych dotyczacych mozliwo$ci wykorzystania
nowotworowych komorek macierzystych do opracowywania innowacyjnych metod terapii glejaka
wielopostaciowego.

Stowa klucze: glejak wielopostaciowy, GBM, nowotworowe komoérki macierzyste, CSC.

The role of cancer stem cells in the treatment of glioblastoma

Abstract

Glioblastoma (GBM) is the most prevalent and malignant primary brain tumor, displaying resistance to
standard treatment methods. It is characterized by extensive invasiveness, high vascularity and local
recurrences. Currently, the recommended strategy for the management of glioblastoma is surgical
resection and concomitant use of chemoradiation followed by complementary chemotherapy. Despite
the initial response to treatment, the average survival of patients is about 15 months. An important role
in the resistance of GBM to therapy is played by cancer stem cells, called CSC (cancer stem cells). It is
a population of undifferentiated, self-renewing cells responsible for the progression and recurrence of
cancer. Attempts are being made to develop targeted therapy against CSC, including by interfering with
the signaling pathways (MELK, Stat3) or the use of small, non-coding RNAs (miRNAs). Their goal is
to inhibit the proliferation and induction of glioblastoma stem cell apoptosis, including the concept of
personalized medicine. The aim of that manuscript was to review the latest scientific reports on the
possibility of using cancer stem cells to develop innovative methods of glioblastoma therapy.

Keywords: glioblastoma, GBM, cancer stem cells, CSC.
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CRISPRi jej potencjalne zastosowania w biomedycynie

1. Wprowadzenie

CRISPR (ang. Clustered Regularly-Interspaced Short Palindromic Repeats-
CRISPR and associated proteins;, pol. Zgrupowane, regularnie poprzedzielane,
krotkie palindromiczne sekwencje powtdrzone oraz powigzane z nimi biatka) jest
prokariotycznym adaptacyjnym systemem odpornosci uzywanym przez wigkszo$¢
bakterii oraz archeony [1-4]. Zapewnia on ochrong przed obcymi elementami mate-
rialu genetycznego (np. wirusy, plazmidy) [1-4]. Macierze CRISPR przechowuja
w genomie fragmenty egzogennego DNA, pozyskiwanego np. w trakcie infekcji
wirusowej. W przypadku wykrycia w przyszlosci takiej sekwencji przez system
CRISPR-Cas, nastepuje zdegradowanie egzogennego materiatu genetycznego za pomocg
enzymdw tnacych ni¢ DNA. CRISPR po raz pierwszy zostat opisany w 1987 r. przez
Yoshizumi Ishino z Uniwersytetu Osakijskiego i wsp. [5]. PoZniejsze badania nad
CRISPR i genami cas, oraz coraz wigkszy poziom wiedzy na temat mechanizmu ich
dzialania, umozliwity w 2014 roku pierwszg edycje genomu z wykorzystaniem
CRISPR-Cas. Hsu i wsp. dokonali wtedy manipulacji genetycznej bakterii Strepto-
coccus salivarius ssp. Thermophilus, poprzez modyfikacj¢ przechowujgcych
informacje genetyczng separatorow w materiale genetycznym macierzy CRISPR,
ktorych sekwencja byla komplementarna do sekwencji kodowanych w materiale
genetycznym faga. W ten sposob mozliwym byto uzyskanie odpornosci badz
podatnosci na zakazenie fagiem [6]. Badanie to potwierdzito, ze system CRISPR-Cas
umozliwia programowalne przecinanie nici DNA, co stanowi gldéwny potencjat tego
systemu dla prob manipulacji genetycznej w kontekscie np. terapii genowej. Niestety
mimo ze sama technika CRISPR-Cas wydawata si¢ obiecujgca, wykonane rok
p6zniej pierwsze proby kontrolowanej zmiany materiatu genetycznego w embrionach
ludzkich dowiodly, ze istnieje bardzo daleka droga do jakiegokolwiek zastosowania
klinicznego [7]. Niemniej jednak poroéwnujagc CRISPR-Cas z innymi nukleazami
stosowanymi podczas prob edytowania genow wykazuje wyzsza skutecznosc.
System CRISPR-Cas z powodzeniem moze umozliwi¢ bardzo szybkg i prostg
korekcje uszkodzen w materiale genetycznym, wiaczaé i wylgczaé ekspresje genow
zardbwno w komorkach jak i catych organizmach. Moze réwniez przyczyni¢ si¢ do
szybkiego 1 prostego tworzenia zwierzecych modeli chordb genetycznych i umoz-
liwi¢ doglebne poznanie funkcjonowania wybranych genow.

' arkadiusz_goede@wp.pl; Zaktad Genoterapii, Wydziat Lekarski, Uniwersytet Mikotaja Kopernika,
Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, http://www.cm.umk.pl.
Zewelina.wedrowska@gmail.com; Zaktad Genoterapii, Wydzial Lekarski, Uniwersytet Mikotaja Kopernika,
Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, http://www.cm.umk.pl.
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2. Mechanizm dzialania

System CRISPR-Cas w naturalnym $rodowisku jest systemem obronnym bakterii
przed wirusami a jego dziatanie mozna podzieli¢ na trzy etapy. Pierwszy etap polega
na uzyskaniu nowych separatoréw. Kiedy obcy DNA dostaje si¢ do bakterii, biatka
Cas (gltownie Casl i Cas2) wigzg si¢ z obcym materiatem genetycznym i przecinajg
go tworzgc krotkie fragmenty o dlugosci 17-84 pz. Pierwsze powtorzenie rozdzielane
jest na dwie osobne nici. Pomi¢dzy powstale w ten sposob jednoniciowe odcinki
materialu genetycznego wprowadzany zostaje odcinek obcego DNA. Nastepnie
uzupetniane sg brakujace drugie nici. W ten sposob w macierzy CRISPR przecho-
wywana jest informacja genetyczna o obcym DNA. Drugi etap to ekspresja
i przetwarzanie crRNA (CRISPR RNA). Koniec sekwencji wiodgcej moze zawierac
promotor transkrypcji CRISPR. Sekwencja macierzy CRISPR zostaje transkry-
bowana na prekursorowy crRNA (pre-crRNA). Nastepnie pre-crRNA zostaje pocigty
na pojedyncze crRNA, ktore po zwigzaniu z bialkami efektorowymi systemu tworza
crRNP (rybonukleoproteina crRNA-Cas). Trzeci etap to proces wykonawczy
CRISPR-Cas, w ktérym kompleks efektorowy wyszukuje sekwencji komplemen-
tarnych do tej kodowanej poprzez crRNA. W przypadku pozytywnego rozpoznania
DNA jest degradowane [8, 9]. Wyszczegdlniono roézne klasy i typy systemu CRISPR-
Cas. Sposrod wszystkich typow typ II moze wywiera¢ swojg aktywno$¢ katalityczng
wylgcznie przez biatko Cas9 z obecno$ciag RNazy III. Dwuniciowy RNA, ztozony
z pre-ctRNA i tracrRNA (trans-komplementarny aktywator crRNA), jest substratem
dla RNazy III. Hydroliza wigzan w obregbiec obu nici RNA nastepuje tylko
w obecnosci Cas9. Dojrzate czgsteczki crRNA pozostajac zwigzane z tractRNA wraz
z nukleazg Cas9 tworzg kompleks uczestniczacy w rozpoznawaniu i1 degradacji przez
Cas9 obcych DNA. Hydroliza DNA przez Cas9 wymaga obecnosci motywu PAM
ulokowanego bezposrednio za targetowang sekwencja (sekwencja targetowang
okreslamy ni¢ DNA identyczng z sgRNA). Sekwencje PAM pelnig niezwykle istotng
funkcje dla bakterii w naturalnym $rodowisku, gdyz pozwalaja na rozpoznanie
wlasnego lub obcego materialu genetycznego, zapobiegaja tym samym samoistnemu
zniszczeniu sekwencji stanowigcych pamie¢ mechanizmu CRISPR-Cas.

3. Cas9

Migjsce docelowego dziatania Cas9 wybierane jest na podstawie komplemen-
tarno$ci zasad (RNA-DNA) do dwudziestu nukleotydow konca 5' gRNA. Miejsce
przeznaczone do rozszczepienia musi leze¢ natychmiast po 5' sekwencji PAM, co
zapewnia najlepszg wydajno$s¢ [10-12]. Aktywnos$¢ nukleazowa biatka Cas9
zapewniaja mu 2 domeny: RuvC tngca pierwsza oraz HNH tngca druga nié.
Normalne dziatanie bialka Cas9 powoduje powstanie podwojnych peknie¢ w nici
DNA. Indukowane przez dziatanie Cas9 dwuniciowe peknigcia DNA (DSB) sa
naprawiane poprzez scalanie niechomologicznych koncow DNA — NHEJ (Non
Homologous End Joining), lub homologiczng rekombinacje — HDR (Homologous
Directed Repair), w ktorej dostarczony jednoniciowy oligonukleotyd stanowi
matryce do naprawy. NHEJ jest czgéciej wykorzystywanym mechanizmem naprawy
w komorkach ssakdw. Naprawa endogennego DNA poprzez NHEJ moze powo-
dowa¢ mutacje (niewielkie delecje lub insercje) w miejscach naprawy podwojnych
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peknig¢ nici DNA. W takim wypadku czgsto dochodzi do przesunigcia ramki
odczytu w obrebie regionu kodujgcego gen, przedwczesne powstanie kodonu stop
iw konsekwencji catkowite wylgczenie genu. Alternatywnie, gdy dostarczany jest
szablon naprawy w postaci jednoniciowego oligodeoksynukleotydu (ssODN), jak
w przypadku HDR, zapewniona jest bardzo wysoka doktadno$¢ i precyzyjna edycja
materiatu genetycznego na podstawie dostarczonej matrycy [13-16].

Wprowadzenie mutacji w RuvC lub HNH hamuje wybrang aktywnos¢ nuklea-
zowsg, co w konsekwencji objawia si¢ przecigciem tylko jednej wybranej nici DNA.
Tak zmodyfikowany enzym (ang. Nickase), daje kontrole nad wyborem trawionej
nici 1 moze by¢ wysoce uzyteczny podczas napraw poprzez homologiczng rekom-
binacj¢ oraz prob edycji genomu [17]. Inaktywacja obu domen nukleazowych
prowadzi do powstania nicaktywnej formy dCas9, ktora moze zosta¢ wykorzystana
jako transportujgca do danego locus domena specyficznie wigzaca DNA [18].
Modyfikacje biatka Cas umozliwiajg wykorzystanie systemu CRISPR-Cas do
licznych zastosowan praktycznych.

4. Zastosowanie CRISPR-Cas

4.1. Wyciszanie Genow

Specjalnie zmodyfikowane biatko Cas9 bez aktywno$ci nukleazy w potaczeniu
z sgRNA moze stanowi¢ dobre narzedzie dla prob wyciszania ekspresji genow.
Potwierdza to badanie z zastosowaniem komorek ludzkich w ktorych obnizono
ekspresjc EGFP o 46%. Antysensowe RNA, siRNA 1 wyciszanie genow za
posrednictwem Cas9-sgRNA moga rozni¢ si¢ wydajnoscig 1 swoisto$cia, ale sa
uzytecznymi narzedziami do badan genetycznych [18, 19].

4.2. Zwalczanie infekcji wirusowych

CRISPR-Cas9 pochodzi z adaptacyjnej odporno$ci bakteryjnej, wiec moze by¢
stosowany w celu wylgczania genomow patogenow podczas leczenia chordb
zakaznych.

W 2013 r. po raz pierwszy eksperymentalnie zbadano potencjal terapii genowej
systemu CRISPR-Cas9. Dokonano modyfikacji sekwencji dtugich koncowych pow-
torzen (LTR) wirusa HIV-1 in vitro, czego wynikiem bylo usuniecie zintegrowanego
prowirusowego DNA z cz¢éci komodrek gospodarza i znaczny spadek ekspresji wirusa
[27]. Niedawno w innym niezaleznym badaniu wykorzystano CRISPR-Cas9 do
mutowania regionu LTR U3 HIV-1 i uzyskano podobne wyniki [28].

Przewlekte wirusowe zapalenie watroby typu B jest jedng z najczestszych chordb
zakaznych na calym S$wiecie, ktéra moze prowadzi¢ do marskoSci watroby
i nowotworzenia [29]. Utrzymywanie si¢ zakazenia wirusem zapalenia watroby typu
B (HBV) wynika z obecnosci trudnych do usunigcia, wewngtrzwatrobowych,
kowalencyjnie zamknigtych kolistych DNA (cccDNA), ktoére stuza jako rezerwuar
reaktywacyjny wirusa. Badanie przeprowadzone przez Seeger’a i Sohn’a wykazato,
ze w komoérkach HepG2 eksprymujacych HBV, wprowadzenie systemu CRISPR-
Cas9 nakierowanego na cccDNA spowodowato zaréwno zmniejszenie ekspresji
wirusowych gendw, jak i zmutowanych cccDNA [29].
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4.3. Korygowanie zaburzen monogenowych

Choroby monogenowe sg wynikiem defektow pojedynczego genu. W poréwnaniu
z chorobami poligenicznymi, takimi jak nowotwory, zaburzenia monogenowe sg
bardziej podatne na terapie genowe. Obecnie korekcja zaburzen monogenowych jest
najprostsza dziedzing terapii genowej, gdzie mozna z powodzeniem zastosowaé
system CRISPR-Cas9.

Dystrofia migsniowa Duchenne'a (DMD) jest monogenowa chorobg sprzezong
z chromosomem X. Prowadzgc badania nad korekcja genetyczng mysiego modelu tej
jednostki chorobowej 1 wprowadzajac zmiang genetyczna za posrednictwem
CRISPR-Cas9 w linii piciowej, uzyskano mozaike genetyczna z 2-100% komorek
somatycznych z poprawng forma genu [30].

Inny przyktad moze stanowi¢ badanie Wu i wsp. nad zaéma. Delecja eksonu 3
genu Crygc (krystalina gamma C) u myszy powoduje mutacj¢ przesuni¢cia ramki
odczytu i1 fenotyp zaémy. Dzicki zastosowaniu systemu CRISPR-Cas dokonano
manipulacji w linii ptciowej i skorygowano zmutowany gen. Z 22 zywych potomkow
10 przeszto modyfikacje genu powodujgcego chorobe (wydajnos¢ edycji wynosita
45,45%) przez HDR (n=4) albo przez NHEJ (n=6). Korekcja genetyczna na
podstawie dostarczonej matrycy podczas HDR odtworzyla prawidlowe ramki
odczytu u wszystkich 4 osobnikow. Modyfikacja genetyczna poprzez NHEJ
spowodowata odnowe ramek odczytu jedynie u dwoch z szesciu potomstwa dzigki
indukowanym mutacjom indel. Te wyniki podkreslajg znaczenie HDR w korekcji
genetycznej [31, 32].

Technologia CRISPR-Cas9 moze rowniez poSredniczy¢ w somatycznych
korektach genow u dorostych zwierzat, omijajac manipulacje zarodkéw. Yin i wsp.
dostarczyli czynniki CRISPR-Cas9 i homologiczng matryce dawcy (w celu zwigk-
szenia poziomu HDR) dorostym myszom z dziedziczng tyrozynemia powodujgc
korekcje genetyczna w 33,5% komorek watroby [33].

4.4. Korekcja genow w ludzkich komérkach macierzystych
oraz indukowanych pluripotencjalnych komérkach macierzystych

CRISPR-Cas9 moze wywiera¢ dziatanie terapeutyczne w ludzkich komorkach
macierzystych oraz indukowanych pluripotencjalnych komoérkach macierzystych
(iPSC). W ludzkich jelitowych komoérkach macierzystych pobranych od pacjentow
z mukowiscydozg, naprawiono gen CFTR poprzez rekombinacj¢ homologiczng
podczas edycji z wykorzystaniem systemu CRISPR-Cas9. iPSC stanowi idealne
narzedzie komérkowe dla terapii genowej, poniewaz pochodzace od pacjenta iPSC
moga by¢ modyfikowane genetycznie in vitro, a nastgpnie roéznicowane w celu
pézniejszego terapeutycznego autologicznego przeszczepienia [34, 35]. Dzigki
CRISPR-Cas9, z powodzeniem przeprowadzono korekty genéw w iPSC pocho-
dzacych od pacjentow z B-talasemig i DMD [36, 37]. Wymienione wyzej zaburzenia
monogenowe s3 spowodowane mutacjami powodujacymi utrate funkcji genow.
W monogenowych zaburzeniach, ktore wynikajg z duplikacji genow (np. Ataksja
Friedreicha) lub w autosomalnych zaburzeniach dominujgcych, CRISPR-Cas9 ma
takze potencjal terapeutyczny, biorgc pod uwage jego zdolnos¢ do powodowania
delecji genéw i ich inaktywacji [38-40].

114



CRISPR i jej potencjalne zastosowania w biomedycynie

4.5. Indukcja mutacji terapeutycznych i ochronnych

CRISPR-Cas9 moze by¢ wykorzystany w leczeniu chorob niegenetycznych lub
polietiologicznych poprzez indukowanie terapeutycznych lub ochronnych mutacji
w tkankach somatycznych. Stosujac technologie CRISPR-Cas9 wprowadzono
mutacje w genie CCR5 (gen receptora chemokiny 5) w komorkach iPSC powodujac
tym samym ich odporno$¢ na zakazenie wirusem HIV-1 [41, 42].

Spontaniczne mutacje genu PCSK9 powodujgce utrate jego funkcji majg zwigzek
z nizszym stezeniem lipoprotein o matej gestosci (LDL). Dowiedziono ze za pomoca
CRISPR-Cas9 mozliwym jest wprowadzenie mutacji dezaktywujacej gen PCSK9,
w wyniku czego dochodzi do obnizenia poziomu cholesterolu w osoczu, co stwarza
mozliwo$¢ potencjalnego zastosowania w przypadku prob leczenia hipercho-
lesterolemii [43, 44].

4.6. Terapia genowa nowotworow

Bardzo czesto karcynogeneza jest wynikiem wcze§niejszych zakazen wirusowych.
Wirusy takie jak HBV czy wirus zapalenia watroby typu C mogg prowadzi¢ do raka
watroby, wirus Epsteina-Barra (EBV) do raka nosogardzieli a wirus brodawczaka
ludzkiego (HPV) moze mie¢ swdj udziat w indukcji raka szyjki macicy. Inaktywacja
tych onkogennych wirusOw moze przerwa¢, a nawet odwrdci¢ proces nowotwo-
rzenia. System edycji CRISPR-Cas9 wywodzi si¢ z naturalnego systemu odpor-
nosciowego bakterii 1 dlatego moze by¢ niezwykle pomocny podczas usuwaniu
infekcji wirusowych. Za posrednictwem CRISPR-Cas9 uzyskano dziatanie antywiru-
sowe 1 antyproliferacyjne w linii komorkowej raka szyjki macicy HPV-dodatniej [45]
i linii komorkowej chtoniaka Burkitta z dodatnim wynikiem EBV [46]. Zhen 1 wsp.
doniesli, ze transfekcja Cas9 i sgRNA skierowanych przeciwko HPV16 E6 lub E7 do
linii komoérkowej raka szyjki macicy HPV-16-dodatniej powodowaly hamowanie
proliferacji komoérek rakowych zarowno in vitro jak i w modelu mysim [45].
Podobnie, w linii komoérkowej chtoniaka Burkitta z utajonym zakazeniem EBV,
leczenie CRISPR-Cas9 hamowato proliferacje komoérek [46]. Zatem, inaktywacja za
posrednictwem CRISPR-Cas9 Iub usuwanie onkogennego wirusa stanowi obiecujaca
i optacalng opcje¢ zapobiegania i leczenia nowotworow zwigzanych z wirusami.

Nowotwory mozna postrzega¢ jako choroby genetyczne powstale z powodu
nagromadzenia mutacji. CRISPR-Cas9 jest wszechstronnym narzedziem do edycji
genomu, wigc za jego pomocg mozna korygowaé genomowe aberracje onkogenne.
CRISPR-Cas9 moze korygowa¢ mutacje genetyczne, jak wykazano w chorobach
monogenicznych [32, 33, 37] oraz modulowaé zmiany epigenetyczne zaangazowane
w inicjacje i progresje nowotworzenia [17, 47-50]. Inaktywowana dCas9 moze
wigzaé si¢ z elementami DNA i thumi¢ ich aktywnos$¢ transkrypcyjnag w procesie
zwanym CRISPRi [47, 48]. Ponadto dCas9 moze by¢ wykorzystywany jako
specyficzna lokalnie domena wigzaca DNA i potagczona z modyfikatorami epigenez-
tycznymi [17, 47-50]. Dzigki sgRNA, dCas9 z modyfikatorami epigenetycznymi
moze dotrze¢ do miejsc docelowych i wprowadzi¢ niezbedne regulacje epice-
netyczne. Taka strategia zostala juz zastosowana w szeroko zakrojonym badaniu
przesiewowym w ktorym poszukiwano mutacji odpowiedzialnych za lekoopornosé
czerniaka [50].
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Cas9 i sgRNA wykorzystano rowniez podczas prob leczenia raka pecherza
moczowego. W komoérkach nowotworowych Cas9 i sgRNA ulegaty ekspresji, gdzie
doprowadzaty do mutacji genu Lacl. W ten sposoéb mozliwym bylo zniesienie wywo-
tywanej przez nowotwor supresji na genie efektorowym. W tym badaniu genami
efektorowymi byty p21, E-kadheryna i Bax, odpowiedzialne za hamowanie wzrostu,
thumienie migracji i apoptoze¢ komorek nowotworowych. Teoretycznie efektor moze
by¢ dowolnym supresorem lub genem samobdjczym, ktéry powoduje zahamowanie
lub zniszczenie guza [51].

Z zastosowaniem CRISPR-Cas9 w leczeniu nowotworoOw wigza si¢ pewne
ograniczenia i niedogodnosci. Nowotwory sa chorobami poligenowymi i heterogen-
nymi. Profile aberracji genomowej sg rézne u poszczegdlnych pacjentdow i w posz-
czegolnych nowotworach, zalezg rowniez od stadidw nowotworu jak i umiejgco-
wienia w ciele pacjenta. O ile w przypadku choréb monogenowych nawet niewielka
skuteczno$¢ korekcji genéw daje obiecujgce rezultaty o tyle w przypadku nowo-
tworow manipulacja genomu powinna cechowac si¢ wysoka skuteczno$cig edycyjna.
Nieedytowane komorki zachowuja nieredukowalng zto§liwosé, szybko proliferuja,
co znaczgco obniza skuteczno$¢ terapii genowej. Niestety wysoka efektywno$¢
edycji genowej w przypadku choréob nowotworowych jest wcigz poza zasiggiem
obecnej technologii CRISPR-Cas9 [32, 33].

Onkologiczna wirusoterapia jest jedng z najbardziej obiecujgcych dziedzin terapii
genowej nowotworow. Niektdére wirusy mozna modyfikowa¢ genetycznie, aby
w sposéb wybiorczy infekowaly i replikowaly si¢ w komorkach nowotworowych,
zabijajac je poprzez cytotoksycznos¢ lub poprzez wzmocniong przeciwnowotworowa
odpowiedZz immunologiczng. CRISPR-Cas9 moze odgrywaé rolg w onkolitycznej
wirusoterapii na kilka sposobow: moze w prosty sposéb umozliwi¢ dodanie promo-
tora specyficznego dla danego nowotworu do gendéw niezbednych do replikacji
wirusa, lub indukowa¢ mutacje w genomie wirusowym, ktorego defekty moga by¢
uzupetnione przez metabolity specyficzne dla raka [52, 53].

Obecnie duze nadzieje wigze si¢ z modyfikacjami komoérek gospodarza ktore
zwigkszatyby poziom przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej, lub
wzbudzaty odporno$¢ na chemio- i radiotoksyczno$¢. Terapia adoptywna limfocytow
T, polega na zastosowaniu genetycznie zmodyfikowanych limfocytow T, ktére po
modyfikacji ponownie podaje si¢ pacjentom. W badaniach klinicznych wykazano
zwigkszong przezywalnos$¢ pacjentdOw po zastosowaniu tego typu terapii. Komorki T
modyfikowano poprzez zastosowanie CRISPR-Cas9 wiec nie ulega watpliwosci ze
system ten moze odgrywac znaczgcg role w modulacji immunologicznej oraz terapii
immunologicznej nowotworow [54-56].

5. CRISPR-Cas — wyzwania

Gtowng wada systemu CRISPR-Cas jest nizsza specyficzno$¢ niz ta osiggana
podczas stosowania ZFN oraz TALEN. Obnizona specyficzno$¢ jest wynikiem
sprawdzania komplementarno$ci jedynie niewielkiego regionu przed cigciem enzy-
matycznym za pomocg Cas9. Dodatkowo w komorkach ludzkich system CRISPR-
Cas moze przecinaé miejsce, w ktorym wystepuja niewielkie nieScistosci
w komplementarno$ci par zasad. Dodatkowo Cas9 moze w niektorych przypadkach
wigza¢ si¢ z DNA cze$ciowo komplementarnym do gRNA ale go nie przecinac,
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wywierajac tym samym szereg nieprzewidywalnych skutkow epigenetycznych [47,
48, 57].

Ograniczenie wynikajace z obecnosci sekwencji PAM stanowi gldowny problem
dla edycji niektérych gendw, dlatego tez system CRISPR-Cas nie jest uniwersalny
1istnieja geny, ktdrych nie mozna edytowac za jego pomocg [58-60].

6. CRISPR-Cas w odniesieniu do ZFN i TALEN

CRISPR-Cas moze stanowi¢ lepsza alternatywe dla innych nukleaz stosowanych
podczas prob edycji genow. Porownujac skuteczno$¢ CRISPR (51-79%) i TALEN
(0-34%) [20, 21], w tym samym loci 1 w tej samej linii komérkowej mozna dostrzec
znaczng przewage CRISPR. Niektore z przeprowadzonych badan sugeruja, iz
wydajno$¢ Cas9/sgRNA jest pigciokrotnie wyzsza od ZFN i 130 krotnie wyzsza od
TALEN. Nalezy jednak zauwazy¢, ze te zestawienia liczbowe pochodza z bardzo
ograniczonych obserwacji wstepnych, a poréwnanie wydajnosci dwoch endonukleaz
jest trudne 1 wymaga duzej liczby powtorzonych doswiadczen. Wiadomo juz jednak,
ze dla okreslonego celu takie same rodzaje nukleaz mogg wykazywac rozne wydaj-
nosci [20, 21].

W przypadku stosowania CRISPR-Cas9, wymagane jest jedynie opracowanie
komplementarnego do miejsca cigcia SgRNA (nukleaza Cas9 pozostaje taka sama we
wszystkich przypadkach), co jest znacznie prostsze niz synteza de novo duzego
sktadnika biatkowego, jak w ZFN lub TALEN [22].

Podczas konstruowania modeli zwierzgeych z zaburzeniami poligenicznymi bardzo
wazne jest jednoczesne wyeliminowanie wielu loci docelowych genow. CRISPR-Cas
jest latwiejszy w obstudze, bardziej elastyczny podczas jednoczesnego badania wielu
loci w poréwnaniu do ZFN i TALEN [14, 16]. Ta zaleta jest niezwykle wazna
w badaniach, ktére wymagaja edycji wigcej niz jednego miejsca w genomie w tym
samym czasie. Gtowng wada wprowadzenia kilku nokautéw genetycznych jest
wigksze ryzyko powstania niepozadanych efektow.

CRISPR-Cas zmniejsza trudno$¢ w manipulowaniu genetycznym i rozszerza
zakres ewentualnych zastosowan. ZFN i TALEN mozna rowniez stosowac podczas
tworzenia zwierzat modelowych, ale jest to zwigzane ze sporymi trudno$ciami
szczegolnie w przypadku prob konstrukeji modeli z zaburzeniami poligenicznymi
gdzie wymagany jest jednoczesny nokaut wielu gendw.

Zaréwno CRISPR-Cas jak i TALEN umozliwiajg modyfikacje genomu w krotkim
czasie (kilka tygodni) oszczedzajac tym samym koszt. CRISPR-Cas TALEN i ZFN
umozliwiaja manipulacje genetyczng bez wzgledu na gatunek, jednakze cele
CRISPR-Cas sg ograniczone ze wzglgdu na wymagana obecno$¢ sekwencji PAM
oraz konkretnego nukleotydu jakim jest guanina na koncu 5°. Jezeli chodzi o TALEN
to jedynym ograniczeniem jest wymagana obecno$¢ tyminy na koncu 5°, co oznacza,
ze TALEN moze celowa¢ w wigcej miejsc w genomie niz CRISPR-Cas9 [23].
Czesciowo dzigki heterodimerycznej konstrukeji nukleazy Fokl, TALEN powoduje
rowniez mniej efektow niepozadanych w stosunku do CRISPR-Cas9 [24, 25]. Co
wiecej, TALEN moze zosta¢ poddany modyfikacji w celu namierzenia i rozszcze-
pienia zmutowanego mitochondrialnego DNA w komorkach pochodzacych od
pacjenta, co pozostaje obszarem niezbadanym pod wzgledem wykorzystania w tym
celu systemu CRISPR-Cas [23, 25, 26].
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7. CRISPR-Cas — poprawa specyficznosci

Opracowano kilka rozwigzan aby ograniczy¢ niespecyficzne dziatanie CRISPR-
Cas. Struktura jak i sktad gRNA majg wptyw na specyficzno$¢ systemu [61]. Wybor
miejsca docelowego, ktore nie ma sekwencji homologicznej w calym genomie, jest
praktycznym sposobem ograniczenia mozliwosci niespecyficznego potaczenia si¢
gRNA. Dodatkowo zastosowanie zmutowanych wersji Cas9, z nieaktywnymi
domenami RuvC lub HNH w celu zainicjowania cigcia obu nici w zgdanym miejscu
ogranicza mozliwo$¢ wystgpienia niepozadanych efektow, gdyz przypadkowe
niecelowe pojedyncze cigcia DNA s3 wiernie naprawione [62]. Szacuje sig¢, ze
strategia wykorzystujgca Cas9 z nieaktywnymi domenami RuvC lub HNH moze
zwigkszy¢ specyficzno$¢ wzgledem miejsca docelowego o okoto 1500 razy [16].
Kroétsza sekwencja sgRNA ma zmniejszong tolerancje na niedopasowanie dlatego tez
skraca si¢ sgRNA o 2-3 nt [63]. Dodatkowo mozliwe jest polaczenie CRISPR-Cas9
z inng nukleazg. Tsai i wsp. doniesli, ze tgczenie nukleazy Fokl z dCas9 wytwarza
dimeryczng nukleaz¢ Fokl kierowang przez RNA, ktéra cechuje si¢ wicksza
specyficznoscig w poréwnaniu z uktadem CRISPR-Cas typu dzikiego [64].

8. CRISPR-Cas — transfer do komérek

Wydajno$¢ transdukcji oraz transfekcji jak i efektywno$¢ edycji genetycznej jest
niezwykle istotna dla terapii genowej, szczegolnie w przypadku prob leczenia
nowotorow. Terapia genowa nowotworow wymaga wysokiej wydajnosci edycji, ktéra
jest nadal poza zasiggiem obecnych technologii CRISPR-Cas9 [65, 66, 67]. Rozwig-
zaniem tego problemu moze by¢ opracowanie wydajniejszych wektorow transpor-
tujgcych, bardziej stabilnego sgRNA, ktory bardziej specyficznie rozpoznawalby
miejsce cigcia DNA oraz skuteczniejszego enzymu Cas9. Wektory zwigzane
z adenowirusami (AAV) sg powszechnie uzywanymi narzedziami w celu dostar-
czania genow ze wzgledu na ich skutecznos$¢ i bezpieczenstwo stosowania [68].
Niestety powszechnie stosowany gen Cas9 pochodzacy ze Streptococcus pyogenes
jest zbyt duzy, by mégl by¢ przenoszony przez AAV typu dzikiego, ze wzglgdu na
ograniczong pojemnos¢ tego wektora. Zastosowanie mniejszych homologdéw Cas9
pochodzacych z innych drobnoustrojéw lub zastosowanie zmodyfikowanych AAV
w celu zwigkszenia ich pojemnosci moze realnie zwigckszy¢ wydajno$¢ dostarczania
[68, 69]. Dostarczenie do komoérek ludzkich (in vitro) oczyszczonego rekombino-
wanego biatka Cas9 zamiast genu Cas9, umozliwia osiggniecie wydajnosci edycji
siegajacej 79% [70]. Niestety najwyzsza optymalna wydajnos$¢ edycji jaka udato si¢
uzyska¢ dostarczajagc CRISPR-Cas9 stosujac peptydy penetrujace komorki (CPP)
plasowata si¢ na poziomie ponizej 20% [69, 70]. Co ciekawe aby zwickszy¢
efektywno$¢ dostarczania do komdrek opracowano nowy nosnik w postaci nanonici
powleczonych dodatnio natadowanym materiatem, takim jak lipidy lub polimery,
ktéry moze rozerwa¢ membran¢ endosomalng [71]. W tym przypadku proces
wprowadzania do komorki polega na wchtonigciu nanonici do komorki drogg
endocytozy. Nast¢pnie kompleksy CRISPR-Cas9 oddzielajg si¢ od struktury no$nika
i docierajg do jadra gdzie rozpoczynajg edycje genow [72].
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9. CRISPR-Cas - HDR i NHEJ

Podwojne pekniecia DNA bedace wynikiem dziatania systemu CRISPR-Cas9 sg
p6zniej naprawiane przez NHEJ lub HDR. HDR najcze¢sciej powoduje wylacznie
pozadane modyfikacje genetyczne, podczas gdy NHEJ bardzo czgsto doprowadza do
niepozadanych zmian w materiale genetycznym. Badania przeprowadzone przez Wu
1 wsp. wsréd myszy genetycznie zmodyfikowanych poprzez zastosowanie systemu
CRISPR-Cas9 wykazuja, iz wszystkie edycje z udziatem HDR korygowaly defekt
genetyczny podczas gdy tylko niewielka cze$¢ edycji za posrednictwem NHEJ byta
udana. W zwigzku z powyzszym w celu poprawienia wydajnosci oraz niezawodnosci
terapii genowej, z wykorzystaniem CRISPR-Cas9, nalezy dazy¢ do zwigkszenia
poziomu napraw DNA za posrednictwem HDR [32]. Wybdr pomigdzy naprawg
NHEJ a HDR zalezy od kilku czynnikéw. HDR zachodzi gtéwnie w fazach S i G2
cyklu komoérkowego ze wzgledu na dostepno$¢ chromatyd siostrzanych jako
szablonéw do naprawy [73]. Poziom HDR mozna zwigkszy¢ poprzez odpowiednie
zsynchronizowanie z cyklem komérkowym. Lin i wspolpracownicy dostarczajgc
biatka Cas9 i kompleksy sgRNA do ludzkich komoérek i uzyskali wspotczynnik HDR
do 38%. Autorzy wykazali rowniez, ze dluzsze rami¢ homologiczne i jednoniciowa
matryca oligonukleotydow DNA (w porownaniu z matrycami DNA o podwojnej
nici) moga zwigksza¢ wspdtczynnik HDR [74]. Zastosowany wektor jest kolejnym
czynnikiem wplywajacym na wspoOlczynnik HDR. W badaniu Holkers i wsp.
dostarczyli CRISPR-Cas9 i donor DNA przez wektor adenowirusowy co dawato
wyzszy poziom HDR w pordéwnaniu do wektora lentiwirusowego oraz wektorow
niewirusowych [75].

Bakteria Deinococcus radiodurans moze naprawi¢ swoj genom z setek krotkich
fragmentow DNA powstatych w wyniku egzogenicznych uszkodzen. Postuluje si¢
konieczno$¢ dokladnego zbadania tego wysoce wydajnego systemu naprawy DNA
jaki wystepuje w mikrobach. Umozliwitoby to jego pdzniejsze wykorzystanie
w przysztosci w celu zwigkszenia poziomu HDR w komoérkach eukariotycznych [76].

10. Podsumowanie

CRISPR-Cas9 jako narzedzie stuzace do edycji genomu ma wicle zalet
w porownaniu do TALEN 1 ZFN. Wykazano potencjat terapeutyczny tego systemu
dla choréb zakaznych, monogenowych, czy nowotorow, zardéwno w przypadku linii
komérkowych jak 1 modeli zwierzecych. Niemniej jednak zanim CRISPR-Cas trafi
do zastosowan klinicznych musi przezwycigzy¢ kilka wyzwan. Wysoka specyficz-
no$¢ docelowych loci 1 mala czesto$¢ niespecyficznych produktow sg podstawowymi
wymaganiami dotyczacymi terapii genowej. W przypadku klinicznego zastosowania
terapii genowej CRISPR-Cas zwickszone musza zostaé specyficznos¢ oraz udziat
HDR w naprawie przecinanego DNA. Dzigki szybkiemu postgpowi w technologii
CRISPR-Cas9 mozna nadal przewidywaé, ze w przysztosci ta metoda wprowadzania
zmian w materiale genetycznym moze zrewolucjonizowa¢ badania nad terapia
genowa 1 staé si¢ wygodnym i1 wszechstronnym narz¢dziem w praktyce terapii
genowej cztowieka.
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CRISPR i jej potencjalne zastosowania w biomedycynie

Streszczenie

CRISPR-Cas jest naturalnym systemem obronnym bakterii oraz archeondéw, ktory rozpoznaje
sekwencje obcego materialu genetycznego, przechowuje o nim informacje oraz niszczy go. Dzigki
swoim zdolno$ciom wprowadzania podwojnych peknig¢ DNA w miejscu rozpoznawanej sekwencji
komplementarnej system CRISPR-Cas9 zostal zaadaptowany w celu selektywnego nokautowania
genow oraz edycji genomu w komorkach eukariotycznych. W odniesieniu do ZFN i TALEN techno-
logia CRISPR-Cas wykazuje wyzsza skutecznosc, jest prostsza, szybsza, bardziej elastyczna, pozwala
na edycje wiecej niz jednego miejsca w genomie. System CRISR-Cas pokazal swoj potencjat
i mozliwo$¢ zastosowania w przypadku wyciszania gendéw, zwalczania infekcji wirusowych (HIV,
HBV, HPV, EBV), korekcji zaburzen monogenowych (DMD, Mukowiscydoza), terapii genowej nowo-
twordw. Ograniczenie nadal stanowi sekwencja PAM, trudno$¢ z wyborem nosnika transportujacego do
komorek, oraz specyficzno$é, ktéra powinna zostaé poprawiona aby moc wykorzystywaé system
CRISPR-Cas na potrzeby prob klinicznych.

Stowa kluczowe: CRISPR, Cas9, DNA, mutacja, gRNA.

CRISPR and its potential applications in biomedicine

Abstract

CRISPR-Cas is a natural defensive system of bacteria and archaea that recognizes sequences of foreign
genetic material, stores information about it and destroys it. Due to its ability to introduce double DNA
breaks at the site of the recognized complementary sequence, the CRISPR-Cas9 system has been
adapted to selectively knock out genes and to edit the genome in eukaryotic cells. With regard to ZFN
and TALEN, CRISPR-Cas has a higher efficiency, is simpler, faster, more flexible, and allows editing
more than one place in the genome. The CRISPR-Cas system showed its potential and applicability in
the case of gene silencing, combating viral infections (HIV, HBV, HPV, EBV), correction of
monogenic disorders (DMD, Cystic Fibrosis), gene therapy of tumors. The system limitation is still the
PAM sequence, the difficulty with the choice of transporting vector to the cells, and the specificity that
should be improved in order to be able to use the CRISPR-Cas system for clinical trials.

Keywords: CRISPR, Cas9, DNA, mutation, gRNA.
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Rola bialek szoku termicznego
w patogenezie i terapii przeciwnowotworowej

1. Wstep

Bialka szoku termicznego, zwane rowniez biatkami szoku cieplnego (ang. HSP
— Heat Shock Proteins), czy bialkami opiekunczymi (ang. molecular chaperones),
znane sg przede wszystkim ze swojej silnie konserwatywnej ewolucyjnie struktury
aminokwasowej, wspoltworzac jeden z najstarszych ochronnych mechanizmow
komorki [1]. Odkryte przypadkowo w 1962 roku przez wtoskiego genetyka Ferruccio
Ritoss¢ u muszki owocowej Drosophila sp. jako wynik dziatania podwyzszonej
temperatury w inkubatorze, w ktorym byly hodowane. Analizowane przez Ritossa
komorki gruczotdéw slinowych owadow poddanych dzialaniu podwyzszonej tempe-
ratury czy 2,4-dinitrofenolu (2,4-DNP) pozwolily na zaobserwowanie tworzacych si¢
,,pufow” — zgrubien w chromosomach politenicznych [2]. Dwanascie lat pozniej
w wyniku badan prowadzonych przez Tissieresa i wsp., wykazano, ze tworzace si¢
zgrubienia pod wplywem stresu, sa wynikiem nasilenia si¢ procesOw transkrypcji
kilku genow, ktére pozniej zidentyfikowano jako loci genow szoku cieplnego [3].

Obecnos¢ bialek HSP wykazano we wszystkich zyjacych organizmach, zarowno
w organizmach prokariotycznych (archeonow i bakterii) jak réwniez eukario-
tycznych (zwierzat i roslin). Gléwna rolg biatek HSP jest utrzymanie prawidtowej
homeostazy komorek poddanych dziataniu réznym szkodliwym czynnikom. Biorg
udzial w wielu procesach w komoérce, w tym wspomagajg proces samodzielnego
zwijania si¢ nowopowstatych tancuchéw polipeptydowych, zapobiegaja przypad-
kowej ich agregacji, kieruja do odpowiedniego organellum komorkowego, wptywaja
na renaturacj¢ do wiasciwej konformacji uszkodzonym polipeptydom. Dodatkowo,
tworzgc kompleksy z nicodwracalnie uszkodzonymi biatkami, kierujg je na droge
degradacji proteasomalnej, badz degradacji z udzialem lizosoméw [4-6]. Biatka HSP
moga wplywaé na regulacj¢ aktywnosci czynnikow transkrypcyjnych i kinaz biatko-
wych. Uczestniczg takze w stymulacji odpowiedzi immunologicznej oraz wptywaja
na reakcje zapalng. W warunkach prawidtowych, biatka HSP ulegaja w komorce
niezaleznej od temperatury konstytutywnej ekspresji (na poziomie 5-10% wszystkich
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biatek) [4]. Na wzrost ekspresji HSP w komorce, wplywa wiele szkodliwych czyn-
nikow zaréwno egzo- jak i endogennych. Do wspomnianych czynnikdéw zalicza si¢
m.in. promieniowanie, w tym UV oraz magnetyczne, zmiany temperatury, trucizny
metaboliczne, niedobdr substancji odzywczych, wolne rodniki, metale cigzkie,
alkohole, niedotlenienie, infekcje bakteryjne, czy wirusowe. Nadekspresja HSP obser-
wowana jest rowniez w przypadku wielu nowotworow, chordb neurodegeneracyjnych,
chorob serca oraz nerek. Ze wzgledu na funkcje jakie w komorce petnig HSP, uwaza
si¢, ze sg aktywnie zaangazowane zarowno w proliferacje, inwazje, roznicowanie oraz
apoptoze¢ komorek nowotworowych [4-7].

2. Klasyfikacja, budowa, rola w karcenogenezie

Bialka HSP klasyfikowane sg gtownie na podstawie swojej masy czgsteczkowej,
przy czym wigkszo$¢ z nich nalezy do podrodzin: HSP27, HSP40, HSP60, HSP70,
HSP90, i duzych HSP (HSP110, GRP170- glucose — regulated protein 170) [8].

Lokalizacja HSP uwarunkowana jest przez funkcje jakie pelniag odpowiednie
biatka w komorce oraz od powinowactwa do danej struktury komérkowej. Obser-
wuje si¢ ich obecnos¢ w cytoplazmie, jadrze komorkowym, mitochondriach oraz
w miejscu ich syntezy, siateczce $rodplazmatycznej. Dodatkowo, oprocz lokalizacji
wewnatrzkomérkowej, gromadzg si¢ na powierzchni btony komorkowej oraz
w przestrzeni miedzykomoérkowej [9].

Pod wptywem dzialania czynnika stresogennego dochodzi do aktywacji czynnika
transkrypcyjnego HSF1 (ang. Heat Shock Factor 1), ktory przyczynia si¢ do indukcji
ekspresji biatek HSP. W warunkach prawidlowych, HSF1 zlokalizowany jest
w cytoplazmie w postaci nieaktywnej jako monomer, gdzie tworzy kompleksy
z biatkami HSP90 1 HSP70. Kompleksy biatek HSP z HSF1 blokujg jego fosforylacje
oraz trimeryzacj¢ do postaci aktywnej, uniemozliwiajac jego translokacje do jadra
komorkowego i wigzanie si¢ z DNA. HSF1 wigzac si¢ ze specyficzng sekwencjg DNA,
wystgpujaca w obszarze promotorow genow HSP, zwang rowniez elementem szoku
cieplnego (ang. HSE — Heat Shock Element), przyczynia si¢ do aktywacji transkrypcji
genow kodujacych HSP. Do zahamowania aktywnosci HSF1 przyczynia si¢ zar6wno
wysoki poziom HSP, poprzez wigzanie si¢ do jego monomerdow lub trimeréw oraz
ustanie dziatania czynnika stresogennego [6, 9-11].

2.1. HSP 27

HSP27 nalezy do rodziny biatek szoku cieplnego o matej masie czgsteczkowej
tzw. small HSP-sHSP (12-43 kDA). Charakterystyczna budowa HSP27 oraz bialek nale-
zgcy do sHPS, umozliwia im petienie wielu funkcji w komorkach, co zawdzigcza
si¢ mozliwosci ich oligomeryzacji. W budowie domenowej HSP27, wyrozniamy
region C-koncowy, domen¢ o-krystalinowa oraz zmienng N-koncowg. Region
C-koncowy jest odpowiedzialny za rozdysocjowanie oligomerow, dimeryzacje oraz
peienie funkcji opiekunczych. Na wielko$¢ tworzonych oligomeréw HSP27 wptywa
konserwatywna domena o-krystalinowa, zbudowana z okoto 90 aminokwasow,
identyczna z a-krystaling obecng w soczewce oka ssakdéw. N-koncowy region
zawiera region WDPF, ktéry wymagany jest do oligomeryzacji HSP27. Ze wzgledu
na wystgpowanie w tym regionie 3 miejsc fosforylacji (Ser-15, Ser-78, Ser-82),
mozliwa jest aktywnos¢ HSP27. Pod wptywem dziatania czynnikow stresogennych,
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dochodzi do fosforylacji reszt seryny przez kinazy bialkowe aktywowane kinaza
biatkowg aktywowang mitogenem (ang. MAPKAPK — MAP kinase-activated protein
kinase) 2 1 3, ktora regulowana jest przez bezposrednig fosforylacje przez kinazg p38
MAP. Fosforylacja HSP27 przyczynia si¢ do rozdysocjowania biatka na mniejsze
oligomery, czgsto na dimery czy tetrametry, umozliwiajac oddziatywanie z innymi
biatkami [12, 13].

Gltowng funkcja opiekunczg z jakiej znane sg HSP27, jest ich zdolno§¢ w warun-
kach stresowych do ochrony biatek przed agregacja, nieodwracalng denaturacja oraz
ulatwienie procesu prawidtowego faldowania uszkodzonych biatek. Posrednicza
w kierowaniu uszkodzonych bialek na droge naprawy przy udziale innych komp-
lekséw HSP, ze wzgledu na brak domeny ATP-azowej w HSP27. Wykazuja takze
silng aktywno$¢ antyoksydacyjng oraz antyapoptotyczng. Odpowiedzialne sg rowniez
za stabilizacje¢ bialek cytoszkieletu, wzrost, réznicowanie komoérek oraz progresje
nowotworu. Bialka HSP27 przyczyniaja si¢ do spadku poziomu reaktywnych form
tlenu, powstatych pod wplywem dziatania stresu oksydacyjnego, poprzez rosngce
stezenie wewnatrzkomérkowego glutationu oraz obniZzenie st¢zenia wewnagtrzko-
moérkowego zelaza. HSP27 posiada wlasciwosci przeciapoptotyczne, wptywa zarow-
no na zewnetrzy jak i wewngtrzy szlak apoptozy. HSP27 wigzac si¢ z Daxx, niemo-
zliwia jego translokacj¢ do btony komoérkowej, a nastepnie aktywowanie apoptozy za
posrednictwem receptora Fas (ang. Fas-mediated apoptosis). Zapobiega, takze
pézniejszemu wigzaniu Askl przez DAXX. HSP27 wspoétdziata z BAX i cytochro-
mem ¢, zapobiegajgc w ten sposob apoptozie na szlaku wewnatrzpochodnym. HSP27
zaangazowane jest rOwniez w hamowanie apoptozy zaleznej od kaspaz — kaspazy 3,
9 [12-16].

Ze wzgledu na ilos¢ kluczowych procesOw w komorce, za ktore odpowiada
HSP27, zaréwno w warunkach fizjologicznych jak i pod wptywem dzialania czyn-
nikow stresogennych, przypisuje si¢ mu znaczgcag rolg w procesie karcenogenezy.
Wplywa m.in., na rozwoj, progresj¢ czy przerzutowanie nowotworu ale, takze na
programowang $mier¢ komorki czy opornos¢ danego nowotworu na dostgpne
leczenie. HSP27 przyczynia si¢ do adaptacji komérek nowotworowych do panujacych
warunkow stresowych — komodrki nowotworowe stale poddawane sg warunkom
stresogennym, w tym niedotlenieniu, niskiemu pH mikro$rodowiska, ekspozycji na
srodki cytotoksyczne, promieniowanie, czy niestabilnos¢ genomu. Wedtug ostatnich
doniesien, zwigkszony poziom HSP27 obserwuje si¢ w wielu typach nowotwordw
m.in. jajnikow, piersi, prostaty, zotadka, watroby. Nadekspresja HSP27 odgrywa
istotng rol¢ w postepie choroby, jest negatywnym czynnikiem prognostycznym
izwykle wigze si¢ z gorszym rokowaniem. Dodatkowo, odpowiedzialna jest za
opornos¢ na chemioterapi¢ np. w raku sutka na doksorubicyne oraz jest zwigzana
z nabywaniem fenotypow lekoopornych [12, 17, 18].

2.2. HSP40

Rodzina biatek HSP40, znana jest takze pod nazwg DNAIJ. Jest najliczniejsza
grupa biatek HSP, ktéra obecnie liczy ponad 45 bialek [8]. Odpowiedzialne sa
w komorce za wiele funkcji zyciowych. Ze wzgledu na swoja liczebno$¢ mogg by¢
zlokalizowane w roznych organellach komorkowych, wliczajagc w to jadro komor-
kowe, mitochondrium, cytoplazmg, retikulum endoplazmatyczne oraz rybosomy
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i endosomy [5, 19, 20]. Za aktywno$¢ bialek HSP40 odpowiada ich charakte-
rystyczna budowa, w ktérej mozemy wyrdézni¢ m.in. domeng J. Domena ta pozwala
na wigzanie si¢ z biatkami HSP70, determinujac ich aktywno$¢ w komorce oraz
stabilizujgc wigzanie z biatkami substratowymi. Dlatego tez HSP40 okreslane sg jako
chaperony bialek HSP70. W jej budowie mozemy wyrdzni¢ konserwatywne reszty
histydyny, proliny i kwasu asparaginowego. Poprzez regulacje¢ aktywnosci ATP-
azowej w HSP70, wplywajg na szereg procesow, w tym: translacji, translokacji,
zwijaniu, rozwijaniu oraz agregacji 1 degradacji bialek. Ze wzgledu na rdznice
w budowie strukturalnej biatek HSP40, mozna je podzieli¢c na trzy podrodziny:
DNAJA, DNAJB, DNAJC. W przypadku DNAJB, oprocz domeny J obserwujemy
rowniez region bogaty w glicyne¢/fenyloalaning. W DNAJA oprécz wspomnianych
domen, wyrozniamy takze motyw palca cynkowego. Zas w podrodzinie DNAJC
domena J, moze by¢ zlokalizowana w dowolnym miejscu w obrgbie biatka,
w przeciwienstwie do innych podrodzin HSP40 [13, 20].

Pomimo liczebnosci oraz réznorodnosci HSP40, niewiele wiadomo na temat ich
roli w karcenogenezie. Do najbardziej poznanych oraz przypuszczalnie mogacych
modulowaé rozwoj nowotworu zaliczamy biatka: DNAJA3 (Tidl), DNAJB4 (HLJ1),
DNAJB6 (MRJ), DNAJBI, DNAJC6. Biatko DNAIJB1 poprzez ubikwitynacje,
a nastepnie degradacje biatka PDCDS5, hamuje apoptoze zalezng od biatka p53
w wielu typach nowotworow. DNAJC6 wplywa na indukcje tranzycji epitelialno-
mezenchymalnej przyczyniajac si¢ do progresji nowotworu m.in. raka watrobowo-
komoérkowego. Biatka DNAJA3, DNAJB4 oraz DNAJB6 sa przyktadem bialek
HSP40, ktore petnig funkcje supresorowe w stosunku do nowotworu. W badaniach in
vitro ekspresja DNAJB4, odwrotnie koreluje ze zdolno$cig do inwazji i proliferacji
komérek nowotworowych, co zarazem koreluje z ekspresja e-kadheryn. Hamuje cykl
komérkowy niezaleznie do p53 oraz interferonu poprzez szlak STAT1/ P21 (WAF1),
ktoremu dodatkowo towarzyszy spadek ekspresji cykliny DI1. Nadekspresja
DNAJA3 w nowotworach glowy 1 szyi, odpowiada za hamowanie wzrostu guza.
W badaniach in vitro hamuje réwniez proliferacj¢ i inwazje komorek nowotworo-
wych oraz prowadzi do indukcji apoptozy (czerniak, kostniakomigsak i nowotwory
glowy 1 szyi). Reguluje aktywno$¢ NF-kB. W raku szyjki macicy zmniejsza aktyw-
nos¢ HER2/ERBB2. Nadekspresja DNAJB6 w raku piersi zarowno w badaniach in
vivo 1 in vitro poprzez czgsciowe odwrocenie fenotypu mezenchymalnego komorek,
zmniejsza ztosliwos$¢ nowotworu. DNAJB6 jest zdolne do supresji przejscia epiteliano-
mezenchymalnego oraz przerzutowania nowotworu, dzigki mozliwosci hamowania
szlaku sygnalowego Wnt/B-katenina [13, 20-23].

2.3. HSP60

HSP60 zlokalizowane sg gtownie w mitochondrium, gdzie oddziatujgc z HSP10,
badz HSP70 (mortalina) tworzg mitochondrialne kompleksy opiekuncze. Odgrywaja
kluczowg rolg w prawidlowym faldowaniu biatek mitochondrialnych oraz ich naprawie
i degradacji. Dodatkowo, odpowiedzialne sg za transport bialek z cytoplazmy do
mitochondrium. W budowie HSP60 wyrdzniamy trzy domeny: podréwnikowa, $rod-
kowag oraz wierzchotkowg. Domena Srodkowa posiada aktywno$¢ ATP-azowa. Za
konformacyjne zmiany HSP60 w trakcie faldowania polipeptydéw odpowiedzialna
jest domena srodkowa. Zas domena wierzchotkowa zawiera miejsca wigzgce kofak-
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tor oraz tancuch polipeptydowy. Obecnos¢ HSP60 wykazano rowniez w cytoplazmie,
na powierzchni komérek (prawidtowych i nowotworowych), przestrzeni pozako-
moérkowej oraz krwi obwodowej, co w przyszto$ci moze stanowié istotny czynnik
w diagnostyce choréb nowotworowych [4, 9, 13].

Jako jedyne bialka z podrodzin HSP wykazujg zarowno wlasciwosci pro-
1 antyapoptotyczne. HSP60 zlokalizowane w cytoplazmie, zapobiega translokacji
proapoptotycznego biatka BAX do mitochondriéw hamujac apoptoze. Podczas gdy
wewnatrzkomérkowe HSP60 odgrywaja kluczowa role w utrzymaniu homeostazy
biatek. Wykazano, ze HSP60 zwigzane z blong komorkowsg oraz zewnatrz-
komérkowe dziatajg jako silne stymulatory odpowiedzi immunologicznej. Pelnig role
antygenu dla limfocytow T 1 B oraz wiazg si¢ z kilkoma receptorami na powierzchni
komorki, w tym CD14, CD40 i receptorami Toll-podobnymi (TLR), takimi jak TLR-
2 1 TLR-4. HSP60 oddziatuje z wieloma czynnikami zaangazowanymi w zaprogra-
mowang $mier¢ komorki i regulacje cyklu komérkowego. Ich nadekspresj¢ obserwuje
si¢ w licznych nowotworach m.in. prostaty, szyjki macicy, piersi, jelita grubego,
pecherza moczowego. Dodatkowo, nadekspresja HSP60 wplywa na przetrwanie
bodzcoéw apoptotycznych oraz proliferacje. HSP60 poprzez interakcje z [-katening
w komorkach nowotworowych wplywa na przerzutowanie nowotworu. Wysoki
poziom HSP60 koreluje z progresja nowotworu i wskaznikiem zlego rokowania
w przypadku nowotworow zotadka, okreznicy, ptuc, glowy i szyi, raku ptuc, prostaty
ijelita grubego [13, 22, 24, 25].

2.4. HSP70

Obecnie podrodzina HSP70 liczy 13 biatek. Posiadajg one wysoce konserwa-
tywng sekwencje aminokwasowa [8, 9]. W budowie tancucha polipeptydowego
mozemy wyrdzni¢: N- koncowg domeng wigzacg nukleotydy (ang. NBD/ABD-
nucleotide binding domain/ATPase binding domain), elastyczny $rodkowy region
laczacy, wrazliwy na dzialanie proteaz, domeng¢ wigzacg substrat (ang. PBD/SBD-
peptide binding domain/substarate binding domain) oraz domeng C-koncows.
Domena NBD charakteryzuje si¢ zdolno$cig do hydrolizy ATP. Region PBD bogaty
jest w glicyne/proling, dzigki czemu mozliwe sg oddzialywania hydrofobowe migdzy
fancuchami polipeptydowymi. W C-koncowej domenie, cztery ostatnie aminokwasy
tworzg sekwencje EEVD (oznaczenia aminokwaséw) — motyw wigzania biatek
wspotopiekunczych, zdolnych do interakcji z m.in. HSP90, HSP40, BAG-1 (ang.
BAG family molecular chaperone regulator-1, Bcl-2-associated athanogene 1) oraz
biatkiem HOP i CHIP. W warunkach fizjologicznych dzigki aktywno$ci ATP-
azowej, funkcjonuja one jako molekularne chaperony. Aktywnos¢ ATP-azowa HSP70
stymulowana jest przez biatka podrodziny HSP40. Funkcje, w jakich posrednicza
HSP70, zalezg od ich lokalizacji zardbwno w komorce, jak i poza nig. Wewnatrz-
komérkowe HSP70 wykazuja dziatanie cytoprotekcyjne, chronigc komorki przed
uszkodzeniami wywotanymi stresem, wspieraja faldowanie, transport nowo syntety-
zowanych tancuchow polipeptydowych, przywracanie natywnej konformacji biatek
nieprawidtowych. Dodatkowo, umozliwiajg tworzenie kompleksow wielobiatkowych.
Zewnatrzkomorkowe HSP70 posiadajg wlasciwosci immunomodulujgce. Aktywuja
wrodzong (nieswoista) 1 nabyta (swoista) odpowiedz immunologiczng oraz
uczestniczg w prezentacji antygenow i produkcji przeciwciat [4, 9, 13, 18, 26, 27].
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Obecnie najlepiej poznanym pigciu biatkom HSP70 przypisuje si¢ bezposredni
wplyw na proces karcenogenezy. Zaliczamy do nich HSP71 (HSPA1), HSP70B’
(HSPAG6), HSC70 (HSPAS), mortalina (HSPA9, GRP75), HSPAS (GRP75). Pierwsze
dwa HSP70, zlokalizowane sg gtownie w cytoplazmie, a ich ekspresja indukowana
jest stresem. HSC70, mortalina, HSPAS konstytutywnie eksprymowane w komorce
oraz zlokalizowane sg kolejno w: cytoplazmie, mitochondrium, siateczce $rod-
plazmatycznej. Dodatkowo, cze$¢ przedstawicieli tej podrodziny moze ulegaé
ekspresji w sposob zréznicowany komoérkowo oraz tkankowo. HSP70 wplywa na
wiele szlakow majacych wplyw na proces nowotworzenia. Zdolne sg do supresji
apoptozy zaréwno na drodze wewnatrz- jak i zewnatrzpochodnej. Odpowiedzialne sg
za wigzanie BAX, hamujac jego translokacj¢ do mitochondrium oraz APAF-1
i prokaspazy-9 uniemozliwiajac utworzenie apoptosmu. Dodatkowo wplywaja na
apoptoz¢, hamujac aktywno$¢ kinaz zaangazowanych w przekazywanie sygnatow
stresowych (np. ASK1, JNK, p38 MAPK) oraz czynnika indukujgcego apoptoze
(ang. AIF — Apoptosis Inducing Factor). HSP70 hamuje zarowno zalezne (PI3K)
i niezalezne od p53 (ras/ERK) drogi starzenia si¢ komorek. Lokalizujac si¢ na btonie
lizosomow, stabilizuja ja, promujgc autofagie. Poprzez wspotprace z HSP90 reguluja
aktywnos$¢ HER2, AKT oraz CRAF [9, 13, 18, 22, 27-29]

Nadekspresje HSP70 obserwuje si¢ w wielu nowotworach m.in. raku jelita
grubego, endometrium, piersi, zotgdka, czerniaku i ostrej biataczki szpikowej, gdzie
stanowi marker zaawansowania choroby, ale réwniez negatywnie wplywa na
rokowanie jak i czas przezycia pacjenta. Dodatkowo, moze wigzaé si¢ z opornoscia
na chemio- i radioterapi¢. Umozliwia identyfikacje pacjenta we wczesnym stadium
choroby, w przypadku raka prostaty oraz raka watrobowokomorkowego. Wykazano,
takze dodatnig korelacj¢ pomiedzy dodatnim wynikiem Ki-67, a nadekspresja HSP70
w raku ptuca oraz zwigkszong proliferacjg, jak i wielkoScig guza w raku szyjki
macicy [13, 18, 28, 30].

2.5. HSP90

Biatka HSP90 sg obecnie szczegdétowo poznang podrodzing HSP. Przypisuje si¢
im najwicksza rolg w procesie karcenogenezy. Stanowig okoto 2% wszystkich biatek
zawartych w komorce w warunkach fizjologicznych i sg grupa najbardziej eksprymo-
wanych bialek sposrod wszystkich HSP. Obecnie zidentyfikowano pie¢ ludzkich
izoform HSP90, ktére roznig si¢ m.in. lokalizacja w komorce, specyficzno$cig
substratowg oraz strukturg domenowg. Dwie z nich HSP90a, i HSP90p zlokalizowane
sg w cytoplazmie, HSP90B1 (GRP94 — Glucose Regulated Protein 94) w retikulum
endoplazmatycznym, HSP75/TRAP (TNF Receptor-Associated Protein) w matrix
mitochondrialnym oraz HSP9ON, niedawno zidentyfikowany wariant cytozolowy,
zwigzany z blong komoérkowa. Dodatkowo, niewielka czg§¢ HSP90 obecna jest
rowniez w jadrze komorkowym. W budowie strukturalnej tych bialek mozemy
wyrdzni¢ trzy charakterystyczne domeny. N-koncowy region odpowiedzialny jest za
wigzanie i hydroliz¢ ATP. Domena $rodkowa (middle domain — MD) stuzy jako
miejsce wigzania z resztg fosforanowg w pozycji v czasteczki ATP, co wplywa na
aktywnos$¢ ATP-azowg oraz mozliwo$¢ przylaczenia si¢ biatek tzw. ,klientow”
HSP90. C-koncowy region umozliwia dimeryzacje HSP90. Kazda z domen posiada
mozliwo$¢ wigzania si¢ z innymi biatkami wspotopiekunczymi. Zaréwno region N-
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i1 C-koncowy jest miejscem do ktorego przytaczaja si¢ mate czgsteczki, zwane inhi-
bitorami HSP90 np. geldanamycyna, 17-AAG, nowobiocyna, cisplatyna, wptywajac
na aktywno$¢ HSP90. Dimeryzacja jest niezbedna dla prawidtowej funkcjonalnosci
biatek [4, 9, 13, 18, 30-32].

Gloéwna role jakg przypisuje si¢ HSP90 jest udziat w prawidtowym fatdowaniu,
dojrzewaniu, degradacji oraz transporcie biatek. Reaguja z wieloma czasteczkami
sygnatowymi, ktore odgrywaja istotng rol¢ w wielu procesach komoérkowych, m.in.
w kontroli i regulacji cyklu komérkowego. W komdrkach nowotworowych wzmagaja
proliferacj¢ oraz hamujg apoptoz¢ indukowang stresem, w tym przed lekami
cytostatycznymi i radioterapig. HSP90 oddziatujg i stabilizujg, wiele kluczowych
czynnikéw transformacji nowotworowej, w tym receptorow kinaz tyrozynowych
(m.in. EGFR, HER2, ¢-KIT, MEK, VEGFR, FLT3, IGFR1), biatek transdukcyjnych
sygnatu (m.in. BCR-ABL, ALK, BRAF, AKT), czynniki transkrypcyjne (m.in.
receptory estrogenowe i1 androgenowe, HIFla, p53), bialka regulatorowe cyklu
komérkowego (m.in. CDK4, RB, cyklina D), biatka antyapoptotyczne (m.in. BCL2,
APAF-1) oraz telomeraza, FAK1, MMP2. Z tego wzgledu HSP90 odgrywaja wazna
role w rozwoju nowotworu, regulujac jego wzrost, starzenie si¢ komorek, adhezje,
przerzutowanie, apoptozeg, czy angiogenezg. Nadekspresje biatek HSP90 obserwuje
si¢ w szerokim zakresie nowotworow. W przypadku raka watrobowokomoérkowego
oraz pecherza, nadekspresja HSP90 wigze si¢ z zaawansowanym stadium nowo-
tworu, stanowigc czynnik prognostyczny. W raku piersi wspomniana nadekspresja,
powiazana jest z ekspresjg receptora estrogenu i HER2/ERBB2, co skutkuje ztym
rokowaniem i1 zmniejszong przezywalnoscig pacjentek. Podobnie w nowotworach
glowy 1 szyi, wysoki poziom GRP94 w tkankach nowotworowych, znaczaco korelowat
z zaawansowanymi stadiami nowotworu i stabym przezyciem [6, 9, 13, 18, 30-35].

2.6. Duze HSP

Do podrodziny duzych HSP zalicza si¢ m. in. HSP110 (HSP105) oraz GRP170,
ktore indukowane sg kolejno przez stres i niedobdr glukozy. Uczestnicza w wielu
procesach w komorce, poprzez tworzenie komplekséw z innymi biatkami HSP jak,
HSP27,HSP70 i HSP90 wptywajac na ich funkcje. Struktura oraz rola jakg pelnig
HSP110 oraz GRP170 sg podobne. W budowie tych biatek mozemy wyroznic trzy
gtowne domeny: N-koncowg ATP-azowa, PBP domene¢ oraz C-koncowsa. W C-kon-
cowym regionie dodatkowo zlokalizowana jest domena helikalna. Gtéwng funkcja
HSP110 jest ochrona innych bialek przed denaturacjg i agregacja. Wplywaja na
proces karcenogenezy regulujac szlaki apoptozy komorek nowotworowych.
W odniesieniu do nowotwordéw, oba te biatka wykazuja skuteczne wlasciwosci
immunostymulujace, ktore prowadza do wzmocnienia immunogenno$ci okre§lonych
antygenoéw. Z tego wzgledu HSP110 i GRP170, wykorzystuje si¢ do tworzenia
nowych lekow przeciwnowotworowych. Nadekspresj¢ duzych HSP obserwuje si¢
w wielu chorobach nowotworowych, gdzie stanowi niekorzystny czynnik progno-
styczny dla pacjenta [4, 8, 9, 13].
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3. Rola HSP w terapii przeciwnowotworowej

Biatkom HSP przypisuje si¢ kluczowa role¢ w procesie karcenogenezy. Reguluja
one wiele waznych szlakow sygnalowych w komoérce majacych wplyw m.in. na
proliferacje, apoptozg, inwazj¢ 1 przerzutowanie komoérek nowotworowych [9, 13].
Odpowiedzialne sg réwniez za ich oporno$¢ na konwencjonalng chemio- badz
radioterapi¢ [30, 36]. Z tego wzgledu modulacja funkcji HSP, staje si¢ idealnym
celem dla nowych, bardziej selektywnych terapii przeciwnowotworowych. Obecnie
opracowano wiele czgsteczek majgcych takg zdolno$¢, tzw. inhibitorow HSP. Jednak
na dzien dzisiejszy jedynie inhibitory HSP90 okazujg si¢ by¢ obiecujace zaréwno
w badaniach przedklinicznych, jak i klinicznych, w stosunku do wielu typow
nowotwordéw [30, 36].

Do pierwszych inhibitoréw HSP90 zalicza si¢ geldanamycyne (GA) — benzochi-
nonowy antybiotyk ansamycynowy oraz radicicol (RD) — antybiotyk makrolidowy.
Oba naturalne zwigzki wykazuja wlasciwosci antyproliferacyjne oraz zdolnos¢ do
wigzania si¢ z N-koncowa domeng HSP90, hamujgc tym samym aktywno$¢
ATP-azowa oraz funkcje bialka opiekunczego. Zablokowanie tej aktywnoSci
przyczynia si¢ do kierowania ,,klientdéw” HSP90 na droge degradacji z wykorzystanie
szlaku ubikwityna/proteasom. Pierwszy z nich, GA, nie zostat dopuszczony do badan
klinicznych w zwigzku z wysoka hepatotoksycznoscig oraz stabg rozpuszczalnoscia.
Za$s RD pomimo obiecujgcej aktywnosci in vitro, ze wzgledu na niestabilnosé
w surowicy, jest nieaktywny in vivo. Ze wzgledu na duza cytotoksycznos¢ GA,
konieczne stato si¢ poszukiwanie jej analogdéw o mniejszej hepatotoksycznosci,
lepszym profilu bezpieczenstwa. Trzema najbardziej znanymi analogami GA, ktore
badano sg 17-AAG (tanespimycin), 17-DMAG (alvespimycin) oraz IPI-504
(retaspimycin). Uwaza si¢ je za inhibitory HSP90 pierwszej generacji. 17-AAG byt
pierwszym inhibitorem HSP90 dopuszczonym do badan klinicznych. Jednak ze
wzgledu na stabg rozpuszczalnos$¢, biodostepno$¢ oraz hepatotoksycznos¢, badania te
przerwano. Pomimo lepszej rozpuszczalno$ci dwoch kolejnych analogdéw, nadal
obserwuje si¢ efekty uboczne ograniczajgce stosowang dawke [9, 13, 30, 37].

Skuteczne okazaty si¢ terapie skojarzone z innymi lekami chemioterapeutycz-
nymi i radioterapig, o czym $wiadczg liczne badania kliniczne. Ogodlnie, stosowanie
inhibitorow HSP90 uwrazliwia komoérki nowotworowe na toksyczne dziatanie
zaré6wno chemioterapii, jak i radioterapii. Z tego powodu, pochodne GA stosowano
w polaczeniu m.in. z bortezomibem, doksorubicyng, transtuzumabem, docetakselem
oraz inhibitorami kinaz tyrozynowych. Wykazano skuteczno$¢ takiego lgczenia
w wielu nowotworach zar6wno w szpiczaku mnogim, raku piersi HER2-dodatnim,
podscieliska przewodu pokarmowego (GIST), migsakach tkanek migkkich oraz
niedrobnokomorkowym raku pluc. Obecnie powstaje coraz to wigcej inhibitorow
HSP90, np. pochodne RD, STA-9090 (Ganatespib), AT13387 (Onalespib), AUY922
(Luminespib) oraz analogi puryn PU-H71, PU-DZ8 i CNF2024 (BIIB021). Wiele
znich weszto do réznych faz badan klinicznych w stosunku do réznych typow
chordb nowotworowych. Jednak, pomimo licznych prob, zaden inhibitor HSP nie
zostal dopuszczony przez FDA (ang. Food and Drug Administration) do terapii
przeciwnowotworowej. Problem na jaki si¢ napotyka stosujgc inhibitory HSP90,
zwigzany jest z kompensacyjnym mechanizmem innych biatek HSP (HSP27 i HSP70)
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w komoérkach nowotworowych, brakiem odpowiedniej skutecznosci przeciwno-
wotworowej oraz czesto obserwowanej u pacjentow hepatotoksycznosci. Patrzac na
duzg liczbe badan klinicznych, w ktérych stosuje si¢ inhibitory HSP90 w mono-
terapii, badz terapii skojarzonej, mozna $miato stwierdzi¢, ze jest to obiecujgca grupa
zwigzkow mogacych mie¢ w przysztosci kluczowe znaczenie w terapii przeciw-
nowotworowej [9, 13, 30, 35-40].

4. Podsumowanie

Biatka HSP sg wyjatkowo liczng grupa biatek opiekunczych. Od lat 60 ubiegtego
wieku stanowig centrum zainteresowania dla wielu naukowcow. Odpowiedzialne sg
za wiele waznych funkcji w komoérce zarowno w warunkach fizjologicznych oraz
w czasie zaistnialych warunkéw stresowych. Przypisuje si¢ im szczegdlng role
w procesie nowotworzenia. Obserwowana nadekspresja HSP w wielu nowotworach
moze stuzy¢ zaréwno jako marker diagnostyczny, czynnik prognostyczny oraz
predykcyjny. Dodatkowo, ich nadekspresja zostala powigzana z oporno$cig pewnych
nowotworéw na leczenie. Wraz z rozwojem wiedzy na temat HSP oraz mecha-
nizmoéw lezgcych u podtoza procesu karcenogenezy, stale poszukiwane sg zwigzki
mogace modulowac aktywno$¢ tych biatek, przyczyniajac si¢ tym samym do
powstania nowej grupy lekow przeciwnowotworowych.
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Streszczenie

Biatka szoku termicznego (ang. Heat Shock Proteins — HSP), znane rowniez jako biatka opiekuncze,
petnia wazng rolg w utrzymania prawidtowej homeostazy komorki we wszystkich zywych organizmach.
Mozna je sklasyfikowaé pod wzgledem masy czasteczkowej na sze$¢ gtdwnych rodzin: HSP27, HSP40,
HSP60, HSP70, HSP90 i duze HSP (HSP110). Biatka HSP produkowane sa w komorce konstytutywnie,
jednak po zadziataniu czynnika stresogennego, np. podwyzszonej temperatury, promieniowania UV,
czy toksyn, ich ekspresja gwaltownie wzrasta. Nadekspresja HSP wystepuje takze w wielu nowotworach
wplywajac na proliferacje komorek, ich réznicowanie, apoptoze i odpowiedz immunologiczng. Wg
ostatnich doniesien, nadekspresja biatlek HSP jest negatywnym czynnikiem prognostycznym, jak
rowniez predykcyjnym. Biatka HSP biorg udziat w faldowaniu i stabilizacji wielu biatek, w tym takze
bialek, ktére przyczyniaja si¢ do rozwoju nowotworu, co czyni je nowym celem terapii przeciwno-
wotworowej. W zwigzku z tym, opracowano nowe czasteczki majace zdolno$¢ do modulowania
ekspresji 1 / lub aktywnos$ci bialek HSP. Inhibitory te okazuja si¢ by¢ obiecujace zar6wno badaniach
przedklinicznych, jak i klinicznych.

Celem pracy jest przyblizenie roli bialek szoku termicznego w patogenezie rozwoju choréb nowotwo-
rowych oraz ich potencjatu w terapii przeciwnowotworowe;j.

Stowa kluczowe: Biatka Szoku Cieplnego, Biatka Szoku Termicznego, HSP, Patogeneza, Karcenogeneza.

The role of heat shock proteins in pathogenesis and anticancer therapy

Abstract

Heat Shock Proteins (HSPs), also known as molecular chaperones, play an important role in maintaining
the cell homeostasis in all living organisms. They are distinguished based on its molecular size into six
families: HSP27, HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 and large HSP (HSP110). HSP proteins are
constitutively expressed in cells. However, their expression significantly increases after exposition on
the stressful factor, e.g. elevated temperature, UV radiation or toxins. HSP overexpression also occurs in
many cancers affecting on the cell proliferation, differentiation, apoptosis and immune response.
According to recent reports, the overexpression of HSP proteins is a negative prognostic and predictive
factor. HSP proteins are involved in folding and stabilization of many proteins, including proteins that
contribute to the development of cancer, which makes HSP a new target for anticancer therapy.
Therefore, new molecules having an ability to modulate the expression and/or activity of HSP proteins
have been developed. These inhibitors turned out to be promising for both preclinical and clinical trials.
The aim of our work is to approximate the role of heat shock proteins in pathogenesis of cancer diseases
and their potential in anticancer therapy.

Keywords: Heat Shock Proteins, Thermal Shock Protein, HSP, Pathogenesis, Carcinogenesis.
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Mniej znane inhibitory proteasomu
w terapii przeciwnowotworowej

1. Wstep

Kluczowa role w utrzymaniu prawidtowego funkcjonowania oraz homeostazy
komorki eukariotycznej pelni zlozona 1 $ciSle regulowana degradacja biatek
komorkowych [1]. Szacuje si¢, ze okoto 80% bialek komoérkowych jest degrado-
wanych poprzez szlak ubikwityna-proteasom (UPS). Uklad ten okazat si¢ gldwna
drogg wewnatrzkomorkowej degradacji protein. Rozkladowi ulegaja w nim biatka
pehigce wazng rolg w regulacji wielu kluczowych procesow takich jak: cykl komor-
kowy, apoptoza, transkrypcja, naprawa DNA oraz inne [2]. Pierwsze doniesienia
o proteasomie powstaly na poczatku lat 70. XX wieku kiedy zostat on opisany przez
Harris’a [3]. Dopiero w pdzniejszym okresie odkryto, iz funkcjg proteasomu jest
zalezna od ATP degradacja biatek wewnatrz komoérkowych znakowanych ubikwityna.
Za to odkrycie Ciechanover, Hersho i Rose otrzymali nagrod¢ Nobla w dziedzinie
chemii w 2004 roku [1, 4]. Ponadto poprzez UPS rozkladane sg takze biatka
o nieprawidtowe;j strukturze oraz biatka wirusowe. Zapobiega on zatem gromadzeniu
si¢ wewnatrz komorki biatek obarczonych réznymi defektami. W komorkach nowo-
tworowych dochodzi do znacznej nadprodukcji nieprawidlowych biatek, co jest
wynikiem ich niestabilnosci genetycznej. Zablokowanie proteasomu przez zwigzki
nazywane inhibitorami proteasomu w takiej sytuacji doprowadzi do nagromadzenia
si¢ nieprawidtowych bialek w komorce oraz w efekcie roznych procesow do jej
$mierci. W ten sposob zaczg¢to wykorzystywac inhibitory proteasomow w leczeniu
chorob nowotworowych [5]. Celem ponizszej pracy przegladowej jest przedsta-
wienie oraz przyblizenie tematyki zwigzanej z grupg inhibitorow proteasomu drugiej
generacji, ich mechanizmoéw dzialania oraz aktualnie prowadzonych badan
przedklinicznych oraz klinicznych.
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2. System ubikwityna-proteasom (UPS)

2.1. Proteasom 26S

Proteasomy w komodrkach eukariotycznych wystepuja w dwodch postaciach:
proteasomu 20S oraz proteasomu 26S. Proteasom 20S nie posiada aktywnosci ATP-
azowej oraz nie uczestniczy w rozkladaniu biatek znakowanych ubikwityng. Do
degradacji tak oznaczonych biatek sg zdolne jedynie proteasomy 26S, ktore
posiadajg mas¢ okoto 1500-2000 kDa [6].

Proteasom 268 sklada si¢ z rdzeniowego kompleksu katalitycznego 20S o masie
okoto 700 kDA oraz dwoch czastek regulatorowych o statych sedymentacji 198,
potozonych na dwodch koncach rdzenia. Katalityczny rdzen 20S ma postaé¢ tuby
zbudowanej z 4 pierScieni ulozonych jeden na drugim. PierScienie liczg po 7
podjednostek. Pierscienie wewngtrzne tworzg rdzne podjednostki P, natomiast
zewnetrzne rozne podjednostki a. Aktywne enzymatycznie sg jedynie podjednostki
B1, B2 oraz B35, ktére posiadaja odpowiednio aktywnosci: kaspazopodobna, trypsyno-
podobng i chymotrypsynopodobng. Pozostate podjednostki [ oraz wszystkie o sa
niecaktywne. Katalityczny rdzen 20S, dzigki posiadaniu kilku rodzajow aktywnosci
peptydazowych wewnatrz jednej komory proteolitycznej, posiada zdolnos¢ do degra-
dacji wigkszo$ci wigzan w tancuchu peptydowym, czym wyroznia si¢ od typowych
proteaz. Proteasom 26S pelni swojg funkcje takze, dzigki posiadaniu kompleksow
regulatorowych 19S. Czastka regulatorowa 19S rozpoznaje ubikwitynowane biatka
oraz otwiera kanat do katalitycznego rdzenia 20S [5-8].

2.2. Ubikwitynacja

Jest to kilkuetapowy proces, zaliczany do potranslacyjnych modyfikacji biatek,
polegajacy na przylaczeniu ubikwityny do bialka przeznaczonego do degradacji
w proteasomie. Ubikwityna (Ub) to niewielkie biatko zlozone z 76 aminokwasow
o masie okoto 8,5 kDa. Ubikwitynacja wymaga uzycia energii pochodzacej z ATP
oraz aktywnosci wielu enzyméw. Glownymi enzymami biorgcymi udziat w tym
procesie sg enzymy: E1 (aktywujacy Ub), E2 (przyciagajacy Ub) oraz E3 (wigzacy
Ub) [9, 10].

Proces rozpoczyna si¢ przy udziale enzymu E1, gdzie zachodzi reakcja
transestryfikacji zaleznej od ATP. Dochodzi do aktywacji ubikwityny i powstania
wigzania pomigdzy glicyng na C-koncu Ub, a grupa -SH reszty cysteinowej enzymu
El. W kolejnym etapie Ub zostaje przeniesiona na enzym koniugujacy E2. W ostat-
nim kroku, dzigki enzymowi E2 dzialajgcemu samodzielnie lub poprzez enzym E3,
reszta Ub trafia na substrat. Powstaje wigzanie pomigdzy aktywowanym wcze$niej
C-koncem Ub, a e-NH2, jednej z reszt lizynowych w biatku. Aby biatko zostato
rozpoznane przez proteasom, musi dojs¢ do utworzenia tancucha poliubikwi-
tynowego, wigc proces powtarza si¢. Dla enzymu E3 substratem staje si¢ czasteczka
Ub przylaczona do biatka. Lancuch ten musi sktadaé si¢ z co najmniej 4 reszt Ub
[11,12].

2.3. Znaczenie systemu ubikwityna-proteasom

Szlak ubikwityna proteasom (UPS) pelni w komorce eukariotycznej niezwykle
wazng funkcje, zapewniajac jej odpowiednie funkcjonowanie oraz homeostaze. Pozwala
on zachowa¢ rownowage w komorce, poprzez kontrole poziomu réznych biatek
regulatorowych. Proteiny te biorg udzial m.in. w transkrypcji, rozwoju, wzroscie,
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progresji cyklu komérkowego, ontogenezie, czy szlakach metabolicznych. Ponadto
UPS odpowiada takze za degradacj¢ inhibitora czynnika jagdrowego NF-xB, dzigki
czemu kontroluje jego aktywacje. Proteasom bierze tez udzial w prezentacji antygenu.
Zaklocenie rownowagi migdzy biatkami regulatorowymi, wynikajace z uszkodzenia
lub zaburzenia funkcji UPS, moze powodowa¢ zahamowanie cyklu komoérkowego
w roéznych jego fazach oraz programowang $mieré komoérki (apoptoza). UPS bierze
takze udzial w degradacji supresorow nowotworowych [7, 10, 13]. Zaburzenia
uktadu UPS moga by¢ przyczyng réznego rodzaju schorzen. Nalezy jednak pamigtac,
iz deregulacja proteasomu moze obejmowac zaréwno wzrost, jak 1 zmniejszenie jego
aktywnosci. Utrata prawidtowego funkcjonowania proteasomu jest zwigzana z roz-
wojem réznych chorob zarowno dziedzicznych, jak i nabytych. Zwigkszenie aktyw-
nosci proteasomu wystepuje gldwnie w chorobach nowotworowych. Wymienia si¢
wsérod nich raka okreznicy, jajnika, nerki, biataczke mieloblastyczng. Obnizenie
aktywnosci proteasomow wystepuje w chorobach neurodegeneracyjnych tj. choroba
Alzheimera, Huntingtona, Parkinsona oraz ataksjach rdzeniowo-moézdzkowych.
Ostabienie UPS obecne jest takze w chorobie Wilsona, anemii Fanconiego oraz
zakazeniach wirusami HIV 1 HBV [14, 20].

3. Pierwszy inhibitor proteasomu — bortezomib

Poczatkowo inhibitory proteasoméw opracowywano z myslg, by zwigzki te
zapobiegaly rozwojowi kacheksji, ktora dotyka pacjentéw z chorobami nowotwo-
rowymi. Zwigzane byto to z rolg UPS w obrocie bialek w komdrkach. Wiele badan
przedklinicznych pokazato, Zze inhibitory proteasomu mogg indukowaé apoptoze
w nowotworowych liniach komorkowych oraz modelach mysich. W ten sposdb
zapoczatkowano badania nad inhibitorami proteasomu jako nowg grupa lekow
przeciwnowotworowych [15]. Ponadto, badania wykazaly iz wysoka aktywno$¢ oraz
proliferacja komérek nowotworow zto§liwych powoduje ich wigkszg podatno$¢ na
inhibicj¢ proteasomu, niz komorek prawidtowych. Prowadzono szereg badan, ktére
potwierdzily iz proteasom stanowi wazny cel leczenia przeciwnowotworowego.
Niestety dostegpnym w tym czasie inhibitorom proteasomu brakowalo swoistosci [9].
Adams i1 wsp. zsyntetyzowali kilka pochodnych kwasu boronowego, ktére w bardzo
swoisty sposob powoduja inhibicje proteasomu. Przebadano je w obrebie panelu 60
nowotworowych linii komérkowych obecnych w Narodowym Instytucie Nowotwo-
row (NCI). Wigkszos¢ ze stworzonych zwigzkow wykazato aktywno$¢ przeciw-
nowotworowa, jednak ze wzgledu na swoisto$¢ dziatania oraz efekt cytotoksyczny
do dalszych badan klinicznych wybrano tylko bortezomib [16].

Bortezomib jest pierwszym inhibitorem proteasomu, ktéry zostal wprowadzony
do leczenia pacjentéw z chorobg nowotworowg. Jest to pochodna kwasu boronowego,
posiadajaca zdolno$¢ do szybkiego i odwracalnego wigzania si¢ z proteasomem 26S,
umozliwiajac gtownie zahamowanie jego aktywnosci chymotrypsynopodobnej,
a w mniejszym stopniu aktywnosci kaspazo- oraz trypsynopodobnej. Aktualnie
bortezomib jest dopuszczony do leczenia chorych z nawrotowym i/lub opornym
szpiczakiem mnogim oraz od niedawna u pacjentdw w nowo rozpoznang choroba.
Bortezomib jest tez stosowany w leczeniu pacjentow z chloniakiem z komorek
plaszcza. Imponujgca aktywno$¢ przeciwnowotworowa, jakg wykazal bortezomib
ponad dziesi¢¢ lat temu w leczeniu nawrotowego i/lub opornego szpiczaka mnogiego,
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spowodowata, ze lek z ta substancjg czynng zostal szybko zarejestrowany w 2003
roku. Ponadto bortezomib stosowany jest takze w terapii skojarzonej z talidomidem
oraz deksametazonem oraz cyklofosfamidem i1 deksametazonem. Bortezomib
wykazuje rowniez aktywno$¢ przeciwnowotworowg w wielu typach nowotworow
indukujac apoptoze¢ w komorkach raka trzustki, stercza, jajnika oraz nowotworow
gltowy 1 szyi [5, 17-19].

Apoptoza indukowana przez bortezomib w komoérkach nowotworowych jest
zwigzana z hamowaniem czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Zwigkszona aktywnos¢
tego czynnika powoduje opornos¢ komorek szpiczaka mnogiego na chemioterapig.
NF-xB obecny jest w cytoplazmie niemal wszystkich komorek. Reguluje on wzrost
i apoptoze, ekspresje roéznego rodzaju cytokin, czgsteczek adhezyjnych oraz ich
receptorow. NF-kB potaczony jest z inhibitorem I-«kB. Po stymulacji komoérek, akty-
wowane sg kaskady sygnatow, ktore prowadzg do ubikwitynacji I-kB oraz degradacji
w proteasomie 26S. Wolny od inhibitora i aktywny NF-kB wedruje do jadra, gdzie
stymuluje transkrypcje odpowiednich gendéw. Bortezomib blokujac proteasom 26S
powoduje hamowanie NF-kB. Odbywa si¢ to poprzez zahamowanie degradacji I-xB,
co skutkuje zmniejszeniem ekspresji wiclu czynnikow i czgsteczek, ktore sprzyjaja
wzrostowi 1 przezyciu komoérek nowotworowych. Dochodzi do wzrostu aktywnosci
szlakow apoptotycznych oraz aktywacji kaspazy-9. Inhibicja NF-xB w komoérkach
szpiczaka mnogiego powoduje m. in. obnizenie ekspresji bialek adhezyjnych ICAM-
1 oraz VCAM-1 w komorkach plazmatycznych szpiczaka oraz hamowanie wydzielanie
IL-6. Ponadto bortezomib zmniejsza ekspresje insulinopodobnego czynnika wzrostu
1 oraz jego receptora. Aktywuje on takze N-koncowa kinaze c-Jun, co
w ostateczno$ci prowadzi do aktywacji kaspazy-8 oraz kaspazy-3 [1, 21, 22].

Niestety, bortezomib posiada tez szereg dzialan niepozadanych, ktére ograniczajg
jego skuteczno$¢ i mozliwos¢ podania. Najgrozniejszymi z nich sg neuropatia obwo-
dowa oraz trombocytopenia. Ponadto, bortezomib stosowany w monoterapii skutkuje
rozwinigciem si¢ opornosci na tg substancje czynng w komorkach nowotworowych [5].

4. Inhibitory proteasomu drugiej generacji

Bortezomib odniést ogromny sukces w praktyce klinicznej w leczeniu pacjentow
z szpiczakiem mnogim. Spowodowalto to zwigkszone zainteresowanie grupg inhibi-
torow proteasomu. Optymalizacja dawek bortezomibu oraz jego skojarzenie z innymi
lekami przeciwnowotworowymi zmniejszyly wywolywane przez niego dziatania
niepozadane oraz cze¢sciowo sttumity rozwijajaca si¢ opornosé. Zaczeto poszukiwac
nowych zwigzkow o podobnym mechanizmie dziatania jak bortezomib, ale mniejszej
toksycznosci w stosunku do komoérek prawidlowych. Tak powstata grupa tzw.
inhibitoréw proteasomu drugiej generacji. Budzg one duza nadziej¢ ze wzgledu na
korzy$ci zwigzane ze zwigkszeniem ogodlnej skutecznosci leczenia, zredukowanie
efektow ubocznych oraz przywrdcenie wrazliwosci na bortezomib, co zwigzane jest
ze zroznicowang strukturg chemiczng, wlasciwoSciami biologicznymi, mechanizmem
dzialania oraz mozliwo$ciami odwracalnego, badz nieodwracalnego hamowania
proteasomu [1, 23].
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4.1. Pochodne kwasu boronowego

Do grupy pochodnych kwasu boronowego nalezgcych do inhibitoréw proteasomu
drugiej generacji naleza iksazomib oraz delanzomib. Zwiagzki te hamujg gtownie
aktywnos$¢ chymotrypsynopodobng proteasomu, czyli podjednostke 5. W pordw-
naniu z bortezomibem, czas tej inhibicji w tkance nowotworowej wydaje si¢ by¢
dhuzszy. Hamuja one aktywacje czynnika transkrypcyjnego NF-«kB, osteoklastogeneze
oraz angiogeneze. Wykazuja one aktywno$¢ przeciwnowotworowa w stosunku do
komorek szpiczaka mnogiego, ale takze innych nowotworow, ktoére wywodzg si¢
z ukladu krwiotwoérczego. Dodatkowa ich cechg jest mozliwos¢ podawania
doustnego [5].

4.1.1. Iksazomib

Iksazomib zostal wybrany z duzej grupy inhibitoréw proteasomu zawierajacych
w swojej strukturze atom boru na podstawie odmiennego od bortezomib profilu
fizykochemicznego. Zwiagzek ten jest selektywnym, silnym oraz odwracalnym
inhibitorem chymotrypsynopodobnej aktywnosci podjednostki B5 katalitycznego
rdzenia 20S [24, 25]. Przy zastosowaniu wyzszych st¢zen, iksazomib hamuje takze
aktywnos¢ trypsynopodobng oraz kaspazopodobng. W komoérkach nowotworowych
szpiczaka mnogiego iksazomib hamuje aktywnos$¢ proteasomu przy ICso = 5nM [24,
26]. W 2015 roku zostal on zatwierdzony w USA jako pierwszy doustny inhibitor
proteasomu stosowany w polgczeniu z lenalidomidem oraz deksametazonem
w leczeniu dorostych pacjentéw ze szpiczakiem mnogim, ktorzy otrzymali wczeSniej
przynajmniej jeden schemat terapii [27, 28]. Aktualnie jest on tez stosowany
w Europie oraz Japonii [29, 30].

Iksazomib jest doustnym, biodostgpnym, drobnoczgsteczkowym inhibitorem
proteasomu. Jest podawany w postaci proleku, cytrynianu iksazomibu, ktory jest
stabilnym estrem. W warunkach fizjologicznych ester ten ulega szybkiej hydrolizie
do biologicznie aktywnej postaci iksazomibu [26].

Iksazomib posiada krotszy okres pottrwania niz bortezomib, oraz lepszy profil
farmakodynamiczny oraz farmakokinetyczny. Sita i selektywno$¢ iksazomibu sa
podobne do dziatania bortezomibu, a okres jego pottrwania w proteasomie jest okoto
szesciokrotnie krotszy niz bortezomibu, co poprawia dystrybucje substancji czynnej
do tkanek [31].

Inhibicja proteasomu przez iksazomib powoduje akumulacje ubikwitynowanych
biatek. Jest ona zalezna od czasu oraz od podawanego stezenia zwigzku. W indukcji
apoptozy wywolanej przez iksazomib bierze udzial wiele szlakow sygnatowych.
Dochodzi do aktywacji kaspaz-8, -9 oraz -3, podwyzszajg si¢ poziomy bialek p53,
p21, NOXA, PUMA oraz E2F, a takze hamowany jest czynnik transkrypcyjny NF-
kB. W wywolaniu apoptozy bierze takze udzial odpowiedz na stres retikulum
endoplazmatycznego oraz odpowiedZ na nierozwinigte biatka [26, 32].

W badaniach in vitro iksazomib wywotywat apoptoze w kilku ludzkich liniach
szpiczaka mnogiego. Ponadto, wykazano zalezng od dawki cytotoksyczno$¢ wobec
komodrek nowotworowych szpiczaka mnogiego od pacjentéw, ktorzy mieli nawrdt
choroby po wczesniejszych terapiach np. bortezomibem, lenalidomidem i deksameta-
zonem. W badaniach in vitro zaobserwowano takze synergistyczny efekt kombinacji
iksazomibu z deksametazonem, lenalidomidem oraz worinostatem, b¢dacym inhibi-
torem deacetylazy histonowej. Wyniki otrzymane w badaniach in vitro zostaly
potwierdzone w badaniach in vivo, w ktorych iksazomib wykazal aktywno$¢
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przeciwnowotworowg w kierunku szeregu modeli szpiczaka mnogiego oraz
chioniaka [26, 33-35]. W badaniach przedklinicznych obejmujacych ksenografty,
iksazomib wykazal aktywno$¢ przeciwnowotworowg w stosunku do guzéw litych
jak 1 nowotworow hematologicznych [31]. Ponadto iksazomib hamuje osteoklast-
togeneze oraz resorpcje osteoklastow in vitro oraz zapobiega, zwigzanej ze
szpiczakiem mnogim, utracie tkanki kostnej w modelach mysich [36].

Bardzo duza przewagg iksazomibu nad bortezomibem jest mozliwo$¢ jego
podawania doustnego. Iksazomib po podaniu doustnym jest szybko wchlaniany,
amediana czasu w jakim osigga maksymalne stezenie w osoczu wynosi 1h.
Catkowita biodostgpnos¢ dawki podawanej doustnie szacuje si¢ na okoto 58%.
Doustnie iksazomib nalezy przyjmowac na czczo, poniewaz przyjmowanie go po
wysokotluszczowym positku powoduje obnizenie calkowitej ekspozycji organizmu
na lek. Inhibitor ten silnie (99%) wigze si¢ z biatkami osocza [26]. Uwaza sie, ze
liczne enzymy cytochromu P450, w tym CYP3A4 i CYP1A2 oraz inne enzymy nie
nalezace do grupy CYP przyczyniajg si¢ do metabolizmu iksazomibu. Natomiast
eliminacja odbywa si¢ glownie poprzez wydalanie z moczem (okoto 62%) oraz
katem (22%) [37].

Jak wcze$niej wspomniano, iksazomib w polaczeniu z deksametazonem oraz
lenalidomidem zostat wprowadzony przez FDA (Food and Drug Administration) do
leczenia dorostych pacjentéw ze szpiczakiem plazmocytowym, ktorzy wczesniej
otrzymali co najmniej jeden schemat leczenia w listopadzie 2015 roku. W Polsce
oraz w catej Unii Europejskiej iksazomib zostat zarejestrowany w ramach procedury
centralnej w listopadzie 2016 roku. W badaniach klinicznych 11l fazy TOURMALINE-
MM1, w ktérym wzigto udziat 722 pacjentow z nawrotowym lub opornym na leczenie
szpiczakiem mnogim wykazano wydluzenie przezycia wolnego od progresji
u pacjentow przyjmujacych iksazomib razem z deksametazonem oraz lenalidomidem
w poréwnaniu do pacjentow leczonych samym deksametazonem oraz lenalidomidem [38].

Aktualnie trwajg tez badania III fazy (TOURMALINE-MM?2) iksazomibu
w polaczeniu z deksametazonem oraz lenalidomidem u dorostych pacjentow
z nowozdiagnozowanym szpiczakiem plazmocytowym [39]. Wykonywane sg takze
badania III fazy z uzyciem samego iksazomibu w leczeniu podtrzymujacym
u pacjentdw z nowo rozpoznanym szpiczakiem mnogim nie kwalifikujgcych si¢ do
zabiegu autologicznego przeszczepienia komoérek macierzystych (TOURMALINE-
MM4) oraz w leczeniu podtrzymujacym w grupie chorych z nowo rozpoznanym
szpiczakiem mnogim po terapii indukcyjnej oraz autologicznym przeszczepieniu
komorek macierzystych (TOURMALINE-MM3) [38].

Potaczenie iksazomibu z deksametazonem jest oceniane w badaniach III fazy
(TOURMALINE-ALT1) u pacjentdéw z uktadowa amyloidoza tancuchow lekkich [38].

Obecnie przeprowadzany jest tez szereg badan 1 i II fazy oceniajacy dziatanie
iksazomibu m. in. w chorobie przeszczep przeciw gospodarzowi oraz w potaczeniu
z deksametazonem oraz rituximabem w makroglobulinemii Waldenstroma [40, 41].

Niestety, iksazomib, jak kazdy lek, posiada skutki uboczne do ktérych mozemy
zaliczy¢ biegunki, zaparcia, trombocytopenie, neuropatie obwodows, nudnosci,
wymioty, a takze bol plecow [26].
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4.1.2. Delanzomib

Delanzomib to syntetyczna pochodna kwasu boronowego, wcze$niej znana pod
nazwg CEP-18770. Jest to odwracalny inhibitor podjednostki 20S nalezgcej do
proteasomu 26S. Sita hamowania proteasomu 20S przez delanzomib, jest porow-
nywalna do bortezomibu. Jego inhibicja jest najsilniejsza w stosunku do aktywnosci
chymotrypsynopodobnej zwigzanej z podjednostka 5, w mniejszym stopniu hamuje
aktywnos$¢ kaspazopodobng podjednostki 1. Badania in vitro wykazaly, ze
delanzomib skutecznie zmniejsza aktywno$¢ czynnika transkrypcyjnego NF-kB,
posiada silng aktywno$¢ antyangiogenng oraz hamuje osteoklastogeneze [1].
Delanzomib, w przeciwienstwie do bortezomibu, charakteryzuje si¢ aktywnoscia
przy podaniu doustnym, co bardzo utatwia jego dozowanie pacjentom [42]. Ponadto,
w badaniach na nienowotworowych komoérkach krwi oraz szpiku kostnego udowo-
dniono, Zze delanzomib posiada mniejsza cytotoksycznos¢, niz bortezomib. Dodatkowo,
delanzomib w I fazie badan klinicznych charakteryzowat si¢ brakiem neurotoksyn-
cznosci oraz korzystnym profilem bezpieczenstwa. Posiada on takze liniowa
farmakokinetyke w osoczu [43].

W przeprowadzonych badaniach in vitro na liniach nowotworowych szpiczaka
plazmocytowego poréwnano skuteczno$¢ delanzomibu z bortezomibem. Obydwa
inhibitory proteasomu wykazaly podobne dzialanie hamujgce proteasom w liniach
komoérkowych. Natomiast badanie przedkliniczne ex vivo na mysim modelu
ludzkiego szpiczaka mnogiego wykazato, ze delanzomib wywotal lepszg odpowiedz
w guzach szpiczaka mnogiego. Ponadto, wykazat aktywno$¢ przeciwko komdrkom
opornym na bortezomib [1]. Delanzomib w dalszych badaniach na komoérkach
nowotworowych szpiczaka mnogiego wykazatl synergistyczne dziatanie w kombinacji
z bortezomibem lub melfalanem. Kombinacje tych zwigzkow wykazuja takze duza
skuteczno$¢ w modelach mysich ksenograftow [43].

Ostatnie badania dowiodly, Zze delanzomib w kombinacji z deksametazonem
i lenalidomidem hamuje wzrost oraz redukuje liczb¢ komoérek nowotworowych
szpiczaka mnogiego [44]. Rozpoczete zostaly badania kliniczne 1 i II fazy
obejmujace leczenie nawrotowego lub opornego szpiczaka mnogiego delanzomibem
w polaczeniu z deksametazonem oraz lenalidomidem, zostaly one jednak przerwane
[45]. Przeprowadzono tez badania kliniczne I fazy oceniajace dziatanie delanzomibu
u pacjentéw z guzami litymi oraz chloniakiem nieziarniczym, jednak ich wyniki nie
zostaty dotad opublikowane [46].

4.2. Epoksyketony peptydowe

Do klasy epoksyketonéw peptydowych nalezg karfilzomib oraz oprozomib. Ta
grupa inhibitoréw proteasomu zostata odkryta w latach 90. XX wieku. Naturalne
o’,p’-epoksyketony peptydowe zostaty wyizolowane z dwéch gatunkow promie-
niowcow. Nalezg do nich epoksomycyna i eponemycyna. a,p-epoksyketony dzialaja
poprzez wytworzenie morfolinowego adduktu z resztg treoniny w miejscu aktywnym
proteasomu. Zwigzki nalezgce do tej grupy niecodwracalnie hamujg aktywno$¢
proteasomu 26S, co powoduje, ze przywrocenie jego aktywnos$ci mozliwe jest tylko
poprzez synteze nowych podjednostek. Sg takze wysoce specyficznymi inhibitorami
proteasomu, ktore hamujg gtownie aktywnos¢ chymotrypsynopodobng. W badaniach
przedklinicznych wykazano anaboliczne oraz antyresorpcyjne dziatanie karfilzomibu
i oprozomibu, powigzane z mineralizacja kosci oraz ich wytwarzaniem przez
osteoblasty [6, 43, 47].
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4.2.1. Karfilzomib

Karfilzomib, znany takze pod nazwami PR-171 oraz nazwa handlowa Kyprolis®,
jest syntetycznym tetrapeptydowym epoksyketonem bedgcym analogiem epokso-
mycyny. W 2012 roku zostal pierwszym inhibitorem proteasomu drugiej generacji
dopuszczonym przez FDA do leczenia pacjentéw ze szczpiaczkiem mnogim. Jest
selektywnym i nieodwracalnym inhibitorem katalitycznego rdzenia 20S proteasomu
26S. Nicodwracalne wigzanie si¢ z proteasomem powoduje, iz odzyskanie jego
funkcji jest mozliwe tylko poprzez synteze nowych podjednostek de novo. Karfi-
1zomib silnie hamuje aktywno$¢ chymotrypsynopodobng podjednostki B5 proteasomu
[5, 48]. Przy stezeniu 10nM inhibicja sigga ponad 80% [43]. W wyzszych stezeniach
hamuje takze aktywnos$¢ trypsyno- oraz kaspazopodobng [49]. W pordéwnaniu
z bortezomibem, karfilzomib wykazuje wyzszg specyficznos¢ wzglgdem proteasomu,
dzigki czemu poza dziataniem na proteasom, posiada tylko niewielka aktywnoS$¢.
Z tego powodu karfilzomib nie hamuje proteaz serynowych, ktore majg dzialanie
neuroprotekcyjne i1 nie powoduje polineuropatii obwodowej [5, 50].

W  komorkach szpiczaka mnogiego poddawanego dziataniu Kkarfilzomibu
zaobserwowano fragmentacje DNA, zwigkszong aktywnos$¢ zardéwno wewngetrznego,
jak 1 zewnetrznego szlaku indukujacego apoptozg¢ ze znacznym wzrostem stezenia
kaspazy 3, 7, 8, 1 9. Programowana $mier¢ komoérki wigzata si¢ takze z aktywacja
JNK (c-Jun N-terminal kinases), spadkiem potencjalu btony mitochondrialnej oraz
uwalnianiem cytochromu c. Ponadto zaobserwowano poczatkowy spadek fosfory-
lowanego elF2 (eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 2) w zwigzku z obecno$cig
stresu retikulum endoplazmatycznego, ktory jest indukowany poprzez akumulacje
nieprawidtowych biatek oraz zwigkszony poziom proapoptotycznego biatka NOXA
nalezacego do rodziny biatek Bcl-2. Karfilzomib jest czynnikiem proapoptotycznym
silniejszym od bortezomibu [1, 43]. In vitro karfilzomib moze bezposrednio
hamowa¢ tworzenie osteoklastow i resorpcje kosci oraz pobudza formowanie si¢
kosci beleczkowatych [51].

W badaniach in vitro wykazano, ze karfilzomib indukuje apoptozg w szeregu linii
nowotworowych szpiczaka mnogiego m. in. KAS-6/1, RPMI 8226, U266, ANBL-6,
ale takze w komorkach szpiczaka mnogiego opornego na bortezomib oraz inne
standardowe terapie pobranych od pacjentow. Ponadto hamuje on proliferacje
pierwotnej ostrej biataczki szpikowej. W badaniach in vivo w modelach hetero-
przeszczepdw nowotworowych szpiczaka mnogiego, karfilzomib byt dobrze tolero-
wany 1 wykazat silng aktywno$¢ przeciwnowotworowg. Wyniki tych oraz szeregu
innych badan przedklinicznych sktonily do dalszego badania tego inhibitora prote-
asomu w badaniach klinicznych u pacjentéw z nowotworami hematologicznymi [43, 50].

Sukcesy szeregu przeprowadzonych badan klinicznych doprowadzily w lipcu
2012 roku do wprowadzenia przez FDA Kkarfilzomibu w monoterapii do leczenia
pacjentow z nawrotowymi/ lub opornym szpiczakiem mnogim. Pacjenci ci otrzymali
wczesniej co najmniej dwa schematy leczenia w tym leczenie bortezomibem oraz
terapig lekami immunomodulujacymi [52]. Na podstawie wynikéw z badan
klinicznych III fazy ASPIRE karfilzomib w 2015 oraz 2016 roku FDA zaaprobowata
karfilzomib w potgczeniu z deksametazonem lub deksametazonem oraz lenalido-
midem do leczenia pacjentdéw z opornym i /lub nawrotowym szpiczakiem mnogim,
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ktorzy otrzymali jedng do trzech wczeSniejszych schematow terapii. Ponadto, w 2016
roku FDA rozszerzyta mozliwo$¢ monoterapii karflizomibem o pacjentow ktorzy
otrzymali jeden lub wigcej schematow leczenia [53, 54]. W Europie karfilzomib
zostal zarejestrowany przez EMA (European Medicines Agency) w 2015 roku
w polaczeniu z deksametazonem oraz lenalidomidem lub samym deksamteazonem
u dorostych pacjentéw z szpiczakiem mnogim, ktorzy otrzymali co najmniej schemat
terapii [55].

W badaniach przedklinicznych na modelach zwierzgcych wykazano, ze karfil-
zomib transportowany jest szybko i do wszystkich narzadow, z wyjatkiem moézgu.
Inhibitor ten nie przekracza bariery krew-mozg oraz silnie hamuje aktywnosé
proteasomu po podaniu dozylnym. Jego okres poitrwania w surowicy wynosi od 15
do 30 minut. U badanych szczuréw karfilzomib jest metabolizowany gldwnie poza
watrobg, a usuwany jest poprzez wydalanie z z6lcig oraz nerki. Podczas metabolizmu
karfilzomibu powstaje okoto 21 metabolitow, ktére nie sg aktywne jako inhibitory
proteasomu. Mniej niz 1% karfilzomibu wydalane jest w stanie nienaruszonym.
W szybkiej eliminacji metabolizm przebiega poprzez trawienie peptydaza oraz
hydrolize epoksydow. In vitro, karfilzomib hamuje CYP3A w mikrosomach ludzkiej
watroby w sposéb bezposredni i zalezny od czasu. Zmniejsza takze ekspresje genu
CYP341 142 [51].

Aktualnie przeprowadzany jest szereg badan klinicznych z uzyciem karfilzomibu.
W trakcie II fazy badan klinicznych badane jest potaczenie karfilzomibu, cyklo-
fosfamidu oraz deksametazonu a takze karfilzomibu, deksametazonu i lenalidomidu
u pacjentdw z nowo zdiagnozowanym szpiczakiem mnogim [56, 57]. Ponadto,
badana jest tez jego skuteczno$¢ oraz bezpieczenstwo w leczeniu pacjentow
z zaawansowanymi guzami neuroendokrynnymi [58]. Trwa takze II faza badan
klinicznych skuteczno$ci dziatania oraz bezpieczenstwa stosowania karfilzomibu
w opornym raku nerki, a takze w leczeniu pacjentow z przewlekla chorobg
przeszczep przeciwko gospodarzowi [59, 60]. W trakcie jest takze okoto 20 rdéznych
badan I fazy [61].

4.2.2. Oprozomib

Oprozomib (ONX0912, Onyx Pharmaceuticals) jest kolejnym inhibitorem
proteasomu 26S nalezacym do grupy epoksyketonow o dziataniu przeciwnowotwo-
rowym. Jest to strukturalny tripeptydowy analog karfilzomibu. Oprozomib to wysoce
selektywny, silny i nieodwracalny inhibitor aktywnosci chymotrypsynopodobne;j
podjednostki B5 rdzenia katalitycznego 20S. Duzg przewaga tego epoksyketonu jest
mozliwo$¢ jego podawania pacjentom doustnie. Podanie doustne wymaga jednak
wyzszego stezenia, aby osiggna¢ taka samg skuteczno$¢ hamowania proteasomu, jak
karfilzomib podawany dozylnie. Ma on takze mozliwos¢ aktywowania JNK oraz
hamowania szlakow zwigzanych z czynnikiem transkrypcyjnym NF-kB [62].

Badania in vitro nad dzialaniem przeciwnowotworowym oprozomibu na liniach
komérkowych szpiczaka mnogiego wykazaly, ze inhibitor ten hamuje wzrost oraz
migracje komorek szpiczaka, a takze indukuje ich apoptozeg. Jego aktywno$¢ zwig-
zana jest z aktywacjg kaspazy 8, 9 oraz 3, a takze polimerazy poli-ADP-rybozy
(PARP). Podobnie jak karfilzomib, w badaniach in vitro oprozomib bezposrednio
hamuje roznicowanie i funkcje osteoklastow. Co wazne, nie wykazal on cytotok-
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syczno$ci w stosunku do prawidtowych komérek hematopoetycznych. Hamowanie
wzrostu nowotworu przez podawanego doustnie oprozomibu jest réwnie efektywne,
jak karfilzomibu. Oprozomib posiada takze aktywno$¢ przeciwnowotworowa
w stosunku do linii komérkowych nowotworow gltowy 1 szyi indukujac w nich
apoptoz¢. Ponadto, zwigksza ekspresje bialek proapoptotycznych Bik [1, 42, 62].
Badania in vitro zostaly potwierdzone w badaniach in vivo na myszach
z ksenograftami szpiczaka mnogiego oraz chtoniaka. Powodowat on wydluzenie
zycia myszy [42].

W badaniach in vitro na liniach komoérkowych szpiczaka mnogiego oprozomib
wykazuje synergizm z deksametazonem, lenalidomidem, bortezomibem oraz inhi-
bitorem deacetylazy histondw (MS-275) [43]. Oprozomib testowany jest w szeregu
badan klinicznych 1 fazy. Badane sg jego kombinacje z réznymi chemiotera-
peutykami, miedzy innymi w nawrotowym i/lub opornym szpiczaku mnogim, nowo
zdiagnozowanym szpiczaku mnogim oraz raku watrobowokomérkowym [63].

4.3. p-laktony

4.3.1. Marizomib

Marizomib (NPI-0052, salinosporamid A) jest to inhibitor proteasomu naturalnego
pochodzenia, strukturalnie bedacy B-laktonem. Jego odkrycie zostalo ogloszone
w 2003 roku, a jest on otrzymywany ze szczepu morskiego promieniowca Salinospora
tropica. Marizomib zostal wlgczony do badan klinicznych jako pierwszy naturalny
inhibitor proteasomu. Chemicznie jest to B-lakton-y-laktam. W przeciwienstwie do
wszystkich innych inhibitor6w proteasomu, nie zawiera on w swojej strukturze
fancucha peptydowego, dlatego jest strukturalnie odmienny zar6wno od bortezomibu
jak 1 karfilzomibu. W badaniach przedklinicznych na liniach komérkowych szpiczaka
mnogiego wykazuje duzg aktywno$¢ przeciwnowotworowg [1, 42, 64].

Marizomib jest silnym, aktywnym po podaniu doustnym, oraz nieodwracalnym
inhibitorem wszystkich trzech aktywnos$ci: chymotrypsynopodobnej, trypsynopodobne;j
oraz kaspazopodobnej Kkatalitycznego rdzenia 20S proteasomu. Tak szerokie
hamowanie aktywno$ci proteasomu jest mozliwe dzigki obecnosci pierScienia [-
laktonowego. Ponadto, posiada grupe¢ chloroetylowa, ktoéra wptywa na site dziatania
oraz selektywno$¢ marizomibu [42, 65, 66]. Marizomib hamuje szlaki powigzane
z czynnikiem transkrypcyjnym NF-«B, a w odrdznieniu od bortezomibu efekt
apoptotyczny jest gtownie zwigzany z aktywacja szlaku zaleznego od kaspazy-8,
a w mniejszym stopniu kaspazy-9. Poniewaz mechanizm aktywacji kaspaz przez
marizomib jest inny niz w przypadku bortezomibu i opiera si¢ gldwnie na aktywacji
kaspazy-8, pozwala to przezwycigzy¢ opornos¢ komodrek szpiczaka mnogiego na
apoptozg, rowniez w komorkach posiadajacych mutacj¢ w genie Bcl-2, ktéra prowadzi
do jego nadmiernej ekspresji. Wykazano, ze nadekspresja Bcl-2 w komorkach
szpiczaka mnogiego nadaje mu oporno$¢ na lek oraz czg¢$ciowo chroni komorki
szpiczakowe przed dzialaniem bortezomibu [1, 66].

W badaniach przedklinicznych in vitro posiada aktywno$¢ przeciwnowotworowg
w stosunku do komoérek szpiczaka mnogiego, ale takze innych nowotwordw
hematologicznych takich jak: makroglobulinemia Waldenstroma, ostra biataczka
szpikowa 1 limfatyczna, przewlekta biataczka limfatyczna, chloniak Hodgkina,
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chioniak z komoérek plaszcza oraz innych linii chtoniakéw nieziarniczych. Aktyw-
nos$¢ wykazuje takze w nowotworach trzustki i jelita grubego [67]. In vivo marizomib
wplynat na przedtuzenie przezycia w modelach zwierzecych szpiczaka mnogiego,
a takze wykazat aktywno$¢ w mysim modelu biataczki. Marizomib wykazuje silne
dzialanie synergistyczne z bortezomibem oraz lenalidomidem w stosunku do komorek
szpiczka mnogiego, co w przysztosci moze by¢ wykorzystane w jego terapii [68, 69].
Aktualnie zakonczona zostata II faza badan klinicznych obejmujacych leczenie
pacjentow z nawrotowym i/lub opornym szpiczakiem mnogim, ktorzy we wczes-
niejszym schemacie terapii otrzymali karfilzomib, a nastgpnie wystapita u nich
progresja choroby [70].

5. Podsumowanie

Choroby nowotworowe stanowig wazny problem cywilizacyjny XXI wieku.
Dlatego caty czas poszukuje si¢ nowych lekdéw, ktore posiadajg duza skutecznosé
przeciwnowotworows. Wiedza obejmujgca mechanizm dziatania oraz role proteasomu
w komorkach ugruntowata koncepcje inhibicji proteasomu jako podej$cia terapeu-
tycznego w nowotworach. Wynalezienie grupy inhibitoro6w proteasomu, jej pierwszego
przedstawiciela bortezomibu oraz sukces terapeutyczny jaki osiggnal w praktyce
klinicznej, byto impulsem do dalszego badania oraz poszukiwania kolejnych zwigz-
kéw o podobnym mechanizmie dziatania. Efektem tych poszukiwan bylo powstanie
grupy inhibitorow drugiej generacji. Liczne badania nad lekami nalezacymi do tej
grupy wykazaty, iz w poréwnaniu z bortezomibem sg bezpieczniejsze dla prawid-
towych komorek, pokonuja oporno$¢ na tradycyjng chemioterapie¢, ale takze sa
cytotoksyczne dla komorek nowotworowych opornych na bortezomib. Ponadto,
niektore z opisanych wyzej zwigzkow posiadajg mozliwo$¢ podawania doustnego, co
bardzo ulatwia ich dozowanie. Dwa z wymienionych wyzej inhibitorow proteasomu
drugiej generacji, iksazomib oraz karfilzomib, dzigki satysfakcjonujagcym wynikom
uzyskanym w badaniach klinicznych =zostaly juz zarejestrowane przez FDA
w leczeniu pacjentéw ze szpiczakiem mnogim. Zarowno badania przedkliniczne, jak
1 szereg prowadzonych badan klinicznych oceniajgcych dziatanie tych inhibitoréw
proteasomu, sg bardzo obiecujgce. Dodatkowo, mozliwe jest skojarzenie inhibitorow
proteasomu drugiej generacji z innymi chemioterapeutykami, co moze znacznie
poprawi¢ efekt terapeutyczny. Grupa inhibitorow proteasomu drugiej generacji
stanowi duza szans¢ dla pacjentdéw chorych na szpiczaka mnogiego, ale takze inne
nowotwory.
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Mniej znane inhibitory proteasomu w terapii przeciwnowotworowej

Streszczenie

Inhibitory proteasomu to stosunkowo nowa grupa lekow przeciwnowotworowych, ktora zyskata rozgtos
w 2003 roku dzigki wprowadzeniu bortezomibu do leczenia szpiczaka plazmocytowego opornego na
terapi¢. Aktualnie bortezomib uzywany jest rowniez w terapii pacjentOow z nowo rozpoznanym
szpiczakiem. Dzieki sukcesowi, jaki osiagnal w praktyce klinicznej zaczeto poszukiwaé nowych
zwigzkoéw posiadajacych podobny mechanizm dziatania, jednak o mozliwie mniej nasilonych skutkach
ubocznych. Badania te doprowadzilty do utworzenia i opracowania nowej grupy zwiazkow tzw.
inhibitorow proteasomu drugiej generacji.

Celem pracy jest przedstawienie oraz przyblizenie tematyki zwigzanej z grupa inhibitoréw proteasomu
drugiej generacji, ich mechanizméw dziatania oraz aktualnie prowadzonych badan przedklinicznych
oraz klinicznych.

Do grupy inhibitoréw proteasomu drugiej generacji nalezg m.in. ixazomib i delanzomib, ktore tak jak
bortezomib sg pochodnymi kwasu boronowego, epoksyketony karfilzomib i oprozomib oraz p-lakton
marizomib. Ixazomib oraz karfilzomib sa jedynymi inhibitorami drugiej generacji zatwierdzonymi
przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekow w leczeniu pacjentéw. Pozostale inhibitory sa
w roznych fazach badan przedklinicznych lub klinicznych.

Aktualnie wiadomo, iz aktywno$¢ proteasomow w chorobach nowotworowych jest zwigkszona, dlatego
tez tak waznym stalo si¢ odnalezienie zwiazkow, ktorych mechanizmem bedzie hamowanie tych
struktur. Nowe inhibitory proteasomu stanowia obiecujacy temat, gdyz w badaniach wykazuja m.in.
mniejszg cytotoksyczno$¢ niz bortezomib oraz pozwalaja na doustne podawanie leku. Dzigki temu
moga by¢ szansg dla pacjentdw chorych na nowotwory.

Stowa kluczowe: proteasom, inhibitory proteasomu drugiej generacji, iksazomib, karfilzomib, marizomib.
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Less known proteasome inhibitors in anticancer therapy

Abstract

Proteasome inhibitors are a relatively new group of anticancer drugs that became more known after
bortezomib approval for the treatment of patients with refractory multiple myeloma in 2003. Currently,
bortezomib is also used in the treatment of patients with newly diagnosed myeloma. Based on success
that bortezomib achieved in clinical practice, new compounds with a similar mechanism of action have
been sought, but with possibly less serious side effects. These studies led to the creation and
development of a new group of second-generation proteasome inhibitors.

The aim of the work is to present the group of second-generation proteasome inhibitors, their
mechanisms of action and currently conducted preclinical and clinical trials.

The group of second-generation proteasome inhibitors include ixazomib and delanzomib, which, like
bortezomib, are derivatives of boronic acid, epoxyketones carfilzomib and oprozomib and f-lactone
marizomib. Ixazomib and carfilzomib are the only second-generation proteasome inhibitors approved by
the U.S. Food and Drug Administration in patients treatment. The other second-generation proteasome
inhibitors are in different phases of preclinical or clinical trials.

Currently, it is known that the activity of proteasomes in cancer cells is increased. That's why finding
anew compounds with proteasome inhibition mechanism. The new proteasome inhibitors are a very
promising topic because in the studies they show less cytotoxicity than bortezomib and allow for oral
administration of the drug. Thanks to this, they can be a chance for treatment for cancer patients.
Keywords: proteasome, second-generation proteasome inhibitors, ixazomib, carfilzomib, marizomib.
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Profilowanie metaboliczne aminokwasow jako metoda
wykrywania i monitorowania chorob nowotworowych

1. Wstep

Kazda zmiana funkcjonalna komorki jest zwigzana ze zmianami w jej
metabolizmie, takze w metabolizmie aminokwasow. Metabolizm komoérek nowotwo-
rowych jest istotnie zmieniony z powodu genetycznych i epigenetycznych zmian
i rearanzacji wielu enzymow uczestniczacych w glikolizie, cyklu Krebsa, fosforylacji
oksydacyjnej i dalszych zmian obejmujacych metabolizm aminokwasoéw. To sprawia,
ze z jednej strony komoérki nowotworowe moga tworzy¢ nowe szlaki wytwarzania
energii, aby zapewni¢ guzowi odpowiednig elastycznos¢, niezbgdng by przetrwac
i proliferowaé, z drugiej jednak strony stanowi potencjalne okno terapeutyczne.
Komoérki nowotworowe moga staé si¢ auksotroficzne pod wzgledem zapotrze-
bowania na aminokwasy endogenne czy wzgledne endogenne takie jak asparagina
czy arginina. Ponad to komorki te moga przejawiac¢ znacznie wyzszg wrazliwo$¢ na
zmniejszong dostepno$¢ aminokwasoéw egzogennych, takich jak metionina, niz
komorki normalne. Aby zrozumie¢ te procesy i moc jej wykorzysta¢ w diagnostyce
iterapii onkologicznej, niezbedne jest zastosowanie odpowiednio czutych
i doktadnych metod wykrywania i oznaczania aminokwasow. Wsrod wielu technik
analitycznych najlepszymi wydajg si¢ metody chromatograficzne polaczone
z detekcjg masowsy.

2. Metabolomika w onkologii

Metabolomika, nauka w biologii systeméw, jest globalng ocena iloSciowa
endogennych metabolitéw w uklfadzie biologicznym. Analizujgc pojedyncze metabolity
czy tez tworzac profile, wykrywanie metabolitow odbywa si¢ w komorkach,
tkankach lub ptynach biologicznych za pomocg spektroskopii magnetycznego rezo-
nansu jagdrowego (NMR) lub spektrometria masowa (MS). Dostepne dane wskazuja,
ze istnieje potencjal dla metabolomiki, dla jej zastosowania w onkologii, gtdéwnie
dzigki mozliwosci weczesnego wykrywania i diagnozowanie nowotworow [1].

Metabolomika jest narzedziem analitycznym stosowanym w potgczeniu z odpo-
wiednimi narzedziami statystycznymi i bioinformatycznymi umozliwiajacym wykry-
wanie metabolitow i §ledzenie zmian w obrebie ich profili w ptynach biologicznych
badz tkankach. Doktadana liczba ludzkich metabolitdw nie jest znana, szacuje sig, ze
moze by¢ to nawet dziesigtki tysigcy roéznych zwigzkoéw. Metabolomika to szeroki
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termin obejmujacy analizy réznego typu, w tym profiowanie metaboliczne — badanie
ilo$ciowe grupy metabolitdéw zwigzanych z okreslonym szlakiem metabolicznym.

Analiza metaboliczna moze by¢ prowadzona zarowno in vivo, jak i in vitro, przy
uzyciu komoérek, ptynéw lub tkanek. W odniesieniu do latwosci przygotowania
probek, najczestszym typem wykorzystywanym w tego typu analizach sg plyny
biologiczne: osocze, surowica, mocz czy $lina. Wigkszo$¢ dotychczasowych badan
w przypadku badan onkologicznych skupia si¢ gldwnie na surowicy i moczu.
Wykorzystanie fragmentéw tkanek wigze si¢ nie tylko z wigkszym dyskomfortem
dla pacjenta, ale takze ze znacznie bardziej ztozonymi procedurami przygotowania
probki, ze wzgledu na niejednorodny material [1].

Mimo, ze analizy metabolomiczne wydaja si¢ by¢ niezwykle obiecujace dla
szeroko pojetej diagnostyki, to majg one swoje ograniczenia, szczegolnie dotyczace
strony praktycznej. Gtowny problem stanowi nie tylko ogromna ilos¢ metabolitow,
otrzymanych danych, ale takze koszt takich analiz. Aby wyeliminowa¢ te trudnosci
postanowiono skupi¢ si¢ na mniejszej liczbie zwigzkdéw niz caly metabolom, do tych
odgrywajacych istotng role w metabolizmie, jednocze$nie be¢dacych zwigzkami
nieskomplikowanymi chemicznie. Wytyczne te doskonale spelniaja aminokwasy,
tym samym ich profilowanie wydaje si¢ by¢ potencjalnym kandydatem na biomarker
w chorobach nowotworowych [1-3].

Biomarkery sg szeroko stosowane w praktyce klinicznej jako narzg¢dzie progno-
styczne 1 diagnostyczne. Czesto jednaj charakteryzuja si¢ niewystarczajgca czuloscia
1 specyficzno$cig. Stwarza to nisz¢ do poszukiwania nowych znacznikdéw biolo-
gicznych. Wielu badaczy skupia si¢ na analizach metabolomu wlasnie w tym kon-
tek$cie. Metabolom poszczegdlnych typow nowotworow jest coraz lepiej poznany,
jednak nadal istniejg pewne luki. Uzyskiwane profile rdznig si¢ pod wzglgdem wielu
metabolitéw: alaniny, cytrynianu, glicyny, mleczanu, nukleotydow, lipidow, przez co
niezwykle trudno stawia¢ ogolne wnioski dotyczace wielu grup nowotworow [4].

3. Profilowanie metaboliczne aminokwasow

Zachorowalno$¢ na nowotwory stale wzrasta, wydaje si¢ wigc niezbednym,
znalezienie nowych metod umozliwiajacych szybka, efektywna i pewng diagnoze.
Wielu autoréw wskazuje na znaczacy potencjat profilowania aminokwasow [2, 5-8].
Profilowanie metaboliczne jest nowa dziedzing biologii systemow, ktdéra moze mie¢
zastosowanie w leczeniu raka w celu badan przesiewowych, diagnostyki, typowaniu
raka 1 monitorowaniu leczenia. Idealny biomarker nowotworowy powinien charak-
teryzowaé si¢ wysoka specyficzno$cig 1 czuloscig, niezawodnoscia, latwoscia
pomiaru i zdolnoscig wykrywania choréb na wczesnym etapie. Ponad to, analiza
powinna by¢ niedroga [9].

Aminokwasy pelnig podwojng role w metabolizmie komérkowym, nie tylko
stanowig podstawe syntezy biatek, ale takze sg posrednimi czgsteczkami sygnato-
wymi pelnigcymi istotng rol¢ w innych reakcjach biosyntezy. Zburzenia w obrebie
obu typach proceséw sg obecne w komorkach nowotworowych. Wykazano, ze poziom
aminokwasow w ptynach ustrojowych os6b zdrowych i chorujacych na nowotwory
piersi, pluc, jajnika, glowy i szyi, zoltadka, trzustki, jelita grubego, roznig si¢ istotnie.
Wskazuje to, ze profilowanie aminokwasoéw w surowicy, osoczu czy probce tkanki
moze stanowi¢ uzyteczne narzedzie wczesnego diagnozowania réznych typow
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nowotwordéw. Co wigcej, technika ta moze stanowi¢ znakomite uzupeknienie innych
strategii wczesnego wykrywania choréb nowotworowych [10].

3.1. Przygotowanie i analiza prébki

Mimo stosunkowo wysokich kosztow zakupu i uzytkowania, potaczenie chroma-
tografii cieczowej ze spektrometrem masowym staje si¢ coraz czgsdciej stosowang
metodg detekcji aminokwasow, ze wzgledu na swoja wysoka czuto$¢ i doktadnos$é.
Odpowiednie pobranie probki do tego typu analiz jest kluczowe. Konieczny jest pobor
w godzinach porannych — ze wzglgdu na rytm dobowy 1 zmiany stezen aminokwasow
w ciggu dnia. Proces przygotowywania probki powinien by¢ odpowiedni dla
wykrywanego analitu, oczekiwanego stezenia i sktadu matrycy. Matryce biologiczne
takie jak surowica, osocze, pelna krew, mocz czy tkanki mogg zawiera¢ fosfolipidy,
thuszcze czy biatka, jednocze$nie wymagaja odpowiednio delikatnego traktowania ze
wzgledu na niskie st¢zenie analitu. Usunigcie bialek stanowi niezbedny krok,
jednocze$nie bedgc wyzwaniem. Jednym z najczesciej stosowanych zwigzkow do tego
celu jest kwas sulfosalicylowy, jego alternatywa sg réznego rodzaju rozpuszczalniki
organiczne, takie jak acetonitryl i/lub metanol, najlepiej w potaczeniu z ultrafiltracja.
Jednakze sktadniki takie jak kwasy tluszczowe czy fosfolipidy pozostang w probce.
Usuni¢ccie kwasow thuszczowych jest mozliwe przy prowadzeniu deproteinizacji
w temperaturze 4°C przy ich niskim stezeniu, badZ przy zastosowaniu niepolarnego
rozpuszczalnika takiego jak heksan, w przypadku wysokiego st¢zenia. Aby usungé
fosfolipidy mozna zastosowa¢ komercyjnie dostepne zestawy rozpuszczalnikow.
Kolejnym krokiem przygotowania probki jest jej oczyszczenie, do tego celu
najczesciej stosuje si¢ ekstrakcje do fazy statej (SPE). Kolejny krok stanowi sama
analiza probki, a nastepnie opracowanie bioinformatyczne uzyskanych wynikow [11].

4. Zastosowanie PFAA w przypadku réznych typow nowotworow

Analizy profili aminokwasow wsrdd pacjentdw cierpigcych na pieé¢ typow
nowotwordow: pluc, zotadka, jelita grubego, piersi i prostaty, poréwnane z grupa
kontrolng wskazujg na znaczgce roéznice pomi¢dzy grupa kontrolng a pacjentami z
grupy badanej. Roznice w poziomach PFAA (plasma free amino acid) byly
zauwazalne w przypadku wszystkich analizowanych typéw nowotwordw, nawet tych
we wczesnym stadium, nie dajacym jeszcze jednoznacznych objawow. Analizy
wykonano korzystajagc z HPLC-ESI-MS. Interpretacje uzyskanych danych wskazuja
wielki potencjat profilowania PFAA w onkologii, monitorowaniu i diagnostyce,
a takze poznawaniu procesu patogenezy. Metoda ta pozwolita na wykrywanie
réznych jednostek chorobowych korzystajac z jednej probki krwi, co z kolei pozwala
na relatywnie prosta analiz¢ i zmniejszenie dyskomfortu odczuwanego przez
pacjenta, podczas wielokrotnego pozyskiwania materialu do badan innego typu, przy
zastosowaniu innych metod stosowanych do tej pory [2].

PFAA u pacjentéw z nowotworami phuc, jelita grubego i piersi r6znig si¢ istotnie
od tych uzyskanych od pacjentow zdrowych. Te rdznice moga by¢ wykorzystane
jako biomarkery do diagnozy i monitorowania choroby. Istnieje wiele podobienstw
migdzy przedstawionymi wynikami badan w przypadkach roéznych typow nowo-
tworow. Zmiany w profilach PFAA w opisanych badaniach mogg by¢ spowodowane
réoznymi metodami pomiarowymi lub rdznicowaniem etapéw choroby. Jako
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powtarzalny wynik, w cytowanych badaniach, dotyczacych chorych na raka ptuc,
obserwowano zwigkszone stezenia Pro, He, Phe, Leu, Ser, Gly, Orn u pacjentow
w poroéwnaniu ze zdrowa kontrolg [2,5]. Badania pacjentéw z rakiem jelita grubego
wykazaly znaczacy spadek stezenia aminokwasdéw, w tym Thr, Val, Ile, Leu, Lys
w porownaniu do grupy kontrolnej [2, 12, 13]. Charakterystycznym wynikiem,
przedstawionych badan u pacjentow z rakiem piersi jest zwigkszone st¢zenie Pro,
Ala, Thr i zmniejszona koncentracja Gln i His. W kazdej z tych analiz znaczgca
cz¢$¢ pacjentow znajdowala si¢ we wcezesnych stadiach choroby nowotworowej [2,
7,8, 14].

4.1. Rak przelyku

Mimo znaczgcych postepéw w badaniach chorob nowotworowych, badania doty-
czace raka przetyku nie przynoszg oczekiwanych rezultatow. Aktualnie wykorzy-
stywane biomarkery, takie jak antygen rakowo-ptodowy (CEA) nie sg wystarczajaco
czute 1 specyficzne we wcezesnych stadiach zaawansowania raka. Tworzac profile
PFAA, korzystajac z technik chromatograficznych (HPLC), istnieje mozliwosé
zidentyfikowania markeréw metabolicznych, ktére mozna wykorzysta¢ w diagno-
styce 1 monitorowaniu chorob nowotworowych. W analizach profili PFAA
u pacjentow chorujacych na raka przetyku (n=51) w poréwnaniu z grupg zdrowych
dorostych ludzi (n=60) wykazano znaczgce rdznice. Poziom Asp, Glu, Gly, His, Thr,
Tau, Ala, Met, Ile, Leu, i Phe byl obnizony w grupie badanej, jednak poziom Cys byt
wyzszy niz w grupie kontrolnej. Stwierdzono, Ze istnieje silna korelacja pomigdzy
profilem PFAA a charakterystykg kliniczno-patologiczng u pacjentow ze zdiagno-
zowanym rakiem przetyku. Poziom wielu aminokwasow (Glu, Asp, Ser, Gly, Tau,
Ala, Tyr, Val, Ile, Leu) byt zwigzany z ocena patologiczng, obecnoscig przerzutow
do weztéw chtonnych i stadium klinicznym. Ponadto dzigki wiclowymiarowej
analizie profili mozliwe jest rozrdznienie cztonkdéw grupy kontrolnej od grupy
badanej. Wyniki wskazuja na wielki potencjal analizy profili PFAA nie tylko
w diagnostyce, ale takze monitorowaniu raka przetyku [13].

4.2. Rak pluca

Metoda analizy profili PFAA jest relatywnie prosta, oparta o analize probki
osocza, co w bardzo niewielkim stopniu obcigza pacjenta i posiada duzy potencjat
usprawnienia procedur diagnostycznych wczesnego wykrycia raka ptuc. Wykonane
badania wskazujg, ze profilowanie PFAA jest odpowiednie do celow klinicznych.
Wyniki byly wysoce powtarzalne i jednoznacznie oddzielaty pacjentow ze zdiagno-
zowanym rakiem ptluc od grupy kontrolnej, nawet tych we wczesnym stadium
choroby. Znaczacy wzrost st¢zenia i stosunku Pro i Orn oraz znaczgcy spadek His
byly obserwowane podczas porownania wynikow w grupie kontrolnej i badane;.
Proporcje wyrazniej odzwierciedlajg zmiany w profilach PFAA niz wylacznie
stezenia — profile pigciu aminokwasow rdznity sie¢ wskaznikiem: Gln, Met 1 His byly
na nizszym poziomie, natomiast Ile byla podwyzszona u pacjentow ze diagnozo-
wanym rakiem pluc, z kolei analizujac wylgcznie stezenia, istotne zmiany
zaobserwowano tylko w jednym przypadku. Konwencjonalne markery stosowane
w praktyce klinicznej nie zawsze s3 uzyteczne z powodu swojej niskiej
specyficznosci 1 niewystarczajacej czutosci. Z tego powodu korzystanie z kombinacji
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kilku markeréw wydaje si¢ niezbedne. Wyniki analiz profili PFAA wskazuja, ze
oparta o nie metoda diagnostyczna moze by¢ nowym wskaznikiem ulepszajagcym
niewystarczajacg kliniczng wydajnos¢ stosowanych rutynowo markeréw w diagno-
styce raka ptuc [8].

4.3. Rak szyjki macicy

Profile PFAA zostaly wykorzystane, aby wykry¢ metaboliczne zmiany charak-
teryzujace wewngtrznabtonkowa neoplazj¢ szyjki macicy (CIN) i raka szyjki macicy.
Dodatkowo oceniono potencjal diagnostyczny tych profili, a takze mozliwos¢
wykorzystania uzyskanych wynikow do usystematyzowania i poszerzenia wiedzy na
temat metabolizmu raka szyjki macicy. Probki osocza pacjentow ze zdiagnozowanym
CIN (n=26), rakiem szyjki macicy (n=22) i z grupy stanowigcej zdrowa kontrole
(n=35) byly analizowane za pomocg metod chromatograficznych (HPLC),
a nastepnie poddane analizie statystycznej. W poréwnaniu z grupg kontrolng, profile
pacjentow z CIN, i pacjentow z rakiem szyjki macicy charakteryzowaly si¢ nizszym
stezeniem aminokwasow. Poziom Arg i Thr byl podwyzszony w grupie pacjentow
z CIN, ale obnizony u pacjentow ze zdiagnozowanym rakiem szyjki macicy.
Dodatkowo, poziomy grupy aminokwasoéw (Asx, Glu, Asn, Ser, Gly, His, tauryny,
Tyr, Val, Met, Lys, Ile, Phe) stopniowo zmniejszaly si¢ od przypadkow
zdiagnozowanego CIN do raka szyjki macicy w stadium inwazyjnym. To odkrycie
wskazuje na potencjal analiz profili PFAA w diagnostyce i monitorowaniu
nowotwordow tego typu, a takze poszerzaniu wiedzy na temat patogenezy choroby
nowotworowej. Profile PFAA moga pomoc w szybszym diagnozowaniu wczes-
niejszych stadidow raka, a nawet standéw go poprzedzajacych, przy skorzystaniu
z pojedynczej probki krwi [15].

5. Podsumowanie

Metabolizm komorek nowotworowych znacznie rézni si¢ od normalnego
metabolizmu i nieprawidtowosci dotyczace redystrybucji aminokwaséw sa charak-
terystyczng cechg biatkowego metabolizmu dla tego typu komorek. Nowotwory
charakteryzujg si¢ obecno$cig mutacji w obrebie genomu, a co za tym idzie takze
zmieniong ekspresjg czesci genow. W konsekwencji rowniez fenotyp jest zmieniony
- zmiany dotycza metabolizmu aminokwasdw, nukleotydoéw czy lipidow. Sprawia to,
ze mozliwe jest okreslenie biomarkerow dzigki analizie metabolomu.

Problemem dotyczacym stosowanych aktualnie w praktyce klinicznej biomar-
kerow (np. CEA) jest ich niewystarczajaca specyficzno$¢ czy to pod wzgledem
narzadu czy rodzaju choroby, ich ste¢zenie nie zwigksza si¢ w poczatkowej fazie
choroby nowotworowej. Ponadto, badania przesiewowe wykonywane poza
laboratorium diagnostycznym, takie jak kolonoskopia w raku jelita grubego, czgsto
sg inwazyjne, niewygodne i zniechgcaja pacjentow do badan przesiewowych, co
powoduje pézne wykrycie choroby [15]. Zaprezentowane badania potwierdzaja
potencjat profilowania aminokwasow w osoczu jako preferowang technike
w wieluaspektach procesu diagnostycznego, w poréwnaniu do wcze$niej znanych
metod. Glowne zalety, ktore wyrdzniaja profilowanie PFAA to: mozliwosé
zaobserwowania znacznej zmiany na wczesnym, bezobjawowym etapie schorzen,
czuto$¢, stosunkowo latwa w przeprowadzaniu analiza, nicinwazyjno$¢ i mniejsza
niedogodnos¢ dla pacjentdow w poréwnaniu do najczg$ciej wykorzystywanych metod
diagnostycznych [17].
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Profilowanie metaboliczne aminokwas6w jako metoda wykrywania
i monitorowania choréb nowotworowych

Streszczenie

Aminokwasy, pelnigce podwojng role w metabolizmie komoérkowym, nie tylko stanowiace podstawe
syntezy bialek, ale takze bedace posrednimi czasteczkami sygnatowymi pelnigcymi istotng role
w innych reakcjach biosyntezy, wydaja si¢ by¢ niezwykle obiecujace dla szeroko pojetej diagnostyki
opartej o analizy metabolomiczne. Badania wskazuja, Zze zburzenia w obrebie obu typach procesow sa
obecne w komoérkach nowotworowych. Wykazano, ze poziom aminokwasow w ptynach ustrojowych
0sob zdrowych i chorujacych na nowotwory réznych typéw i o réznym stopniu zaawansowania
choroby, roznig si¢ istotnie. Wskazuje to, ze profilowanie aminokwaséw w surowicy, osoczu czy probce
tkanki moze stanowi¢ uzyteczne narzedzie wczesnego diagnozowania roznych typow nowotworow,
atakze monitorowania stopnia zaawansowania choroby. Co wigcej, technika ta moze stanowié
znakomite uzupelnienie innych strategii wezesnego wykrywania choréb nowotworowych.

Stowa kluczowe: Metabolomika, Profilowanie aminokwasow, Nowotwory, Biomarker.

Amino acid profiling as a method of detecting and monitoring cancer

Abstract

Amino acids, play a dual role in cellular metabolism, not only being the basis for protein synthesis, but
also being indirect signaling molecules that play an important role in other biosynthetic reactions, seem
to be extremely promising for broadly understood diagnostics based on metabolomic analyzes. Research
indicates that demolitions within both types of processes are present in cancer cells. It has been shown
that the level of amino acids in body fluids of healthy and cancer patients of various types and at various
stages of disease varies significantly. This indicates that amino acid profiling in serum, plasma or tissue
sample can be a useful tool for early diagnosis of various types of cancer, as well as for monitoring the
severity of the disease. What's more, this technique can be a great complement to other strategies for
early detection of cancer.

Keywords: Metabolomics, Amino acid profiling, Cancer, Biomarker.
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Immunosupresja a rak pluca

1. Wprowadzenie

Rak pluca jest jednym z najczeSciej wystepujacych nowotwordéw zlosliwych na
swiecie 1 od wielu lat stanowi bardzo powazne wyzwanie terapeutyczne. Rocznie
odnotowuje si¢ blisko 2 miliony nowych przypadkow raka pluca i ok. 1,5 miliona
zgonow z powodu tego nowotworu [1, 2]. W Polsce ok. 33% zgonéw u me¢zczyzn
z powodu nowotworu, to osoby chorujace na raka phluca, u kobiet ten odsetek jest
nizszy 1 wynosi ok 10%. Choroba dotyczy przede wszystkim oséb po 40 roku zycia,
a najwickszy szczyt zachorowalno$ci obserwuje si¢ w wieku 70 lat [3]. Pomimo
odkrycia i wprowadzenia do praktyki klinicznej nowych i bardziej skutecznych
metod terapeutycznych, 5-letni wskaznik przezycia pacjentéw z rakiem phuca nadal
jest rozczarowujacy 1 utrzymuje si¢ na bardzo niskim poziomie ok. 10-17% [4-7].

Najczestszym czynnikiem epidemiologicznym powodujacym zachorowania na
raka pluca jest palenie tytoniu [8]. Palacze sg obcigzeni wyzszym ryzykiem zacho-
rowania od osob niepalacych, jednakze bierne palenie tytoniu (wdychanie dymu
papierosowego) takze zwigksza ryzyko zachorowania. Wedlug szacunkow rak ptuca
jako choroba powodowana wylgcznie natogiem tytoniowym dotyczy ok. 90%
mezczyzn 1 ok 80% kobiet [3]. Wczesne stadia raka ptuca w wigkszoSci przebiegaja
bezobjawowo, a jesli objawy wystgpuja, sa mato charakterystyczne i w wigkszosci
przypadkow sa bagatelizowane przez samego chorego. Poczatkowe etapy zaawan-
sowania raka ptuca sg rzadko diagnozowane i najcz¢sciej dochodzi do nich przypad-
kowo. Czestym zrddlem rozpoznania jest zdjecie rentgenowskie klatki piersiowej,
wykonywane z innych powodow, a nieprawidtowy wynik jest sygnatem do wszcze-
cia poglebionej diagnostyki w kierunku raka ptuca [9, 10]. Z kolei wystgpienie
niepokojacych dolegliwosci ze strony uktadu oddechowego takich jak: chrypka,
duszno$¢, utrudnione polykanie, $wiadczg czesto o miejscowym wzroscie guza
1 0 nieoperacyjnym raku. W przebiegu tej choroby bardzo szybko dochodzi do
powstania przerzutow, ktore moga dotknaé kazdego narzadu, a ich objawy kliniczne
nie sg swoiste dla raka ptuca. W wigkszoSci przypadkoéw dotycza kosci, watroby,
moézgu 1 nadnerczy [3].

Ogromna wigkszo$¢ wszystkich przypadkow raka ptuca (80-85%) to niedrobno-
komoérkowy rak ptuca (NDRP). Pozostate 15-20% zdiagnozowanych przypadkdéw to
drobnokomoérkowe raki ptuca (DRP) [1, 2, 11]. Oba typy roznig si¢ znacznie
przebiegiem medycznym i odpowiedzig na leczenie. NDRP wystepuje w kilku
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wariantach histologicznych: gruczolakorak, rak ptaskonabtonkowy i rak wielko-
komoérkowy. Najczestszym typem histologicznym, rowniez wsrod osob niepalgcych,
jest gruczolakorak (ok. 44%) [11-15].

Uktad odpornosciowy odgrywa kluczowsa role w kontrolowaniu wzrostu i postepu
kazdej zmiany nowotworowej. Unikanie nadzoru immunologicznego przez komorki
raka wydaje si¢ by¢ kluczowym elementem przyczyniajagcym si¢ do progresji
choroby. W ostatnich latach wiele uwagi poswigcono temu zjawisku [16, 17].

Celem pracy jest przedstawienie najnowszych doniesien dotyczacych zastosowania
leczenia immunosupresyjnego raka ptuca. Skupiono si¢ przede wszystkim dziataniu
przeciwnowotworowym wybranych immunosupresantéw, w tym przeciwcial
monoklonalnych. Szerzej opisano metody immunoterapii nowotworow polegajace na
hamowaniu punktow kontrolnych uktadu immunologicznego m.in. receptorow PD-1
oraz CTLA-4, ktére wydaja si¢ by¢ najbardziej obiecujgcymi.

2. Odpowiedz ukladu immunologicznego na raka pluca

Odpowiedz immunologiczna w mikrosrodowisku guza jest bardzo skomplikowana
i nadal, w duzym stopniu, pozostaje nie do konca poznana. Rozwoj i inwazja nowo-
tworu jest zwigzana z typem komoérek odpornosciowych, ktore zostaly zrekrutowane
do mikro$rodowiska guza i czesto wynikajg z poOzniejszego braku rownowagi
w wytwarzaniu $Srodkéw immunosupresyjnych w jego otoczeniu [18, 19]. W otacza-
jacym nowotworze wazng rolg¢ odgrywaja makrofagi, neutrofile, komérki B i NK,
a ich aktywnos¢ zalezy od kontekstu mikrosrodowiska i moze by¢ zwigzana zaréwno
z mechanizmem pro- i przeciwnowotworowym [20-24].

Wszelkie reakcje zachodzace migdzy (zdrowymi) komorkami gospodarza,
a komorkami zmienionymi nowotworowo sa zlozone i dynamiczne. W chwili
obecnej bardzo istotne jest poznanie mechanizméw oddzialywania migdzy tymi
komérkami i opracowanie przy ich pomocy nowoczesnych terapii, ktére umozliwig
zwalczenie komorek nowotworowych. Rak ptuca nalezy do guzéw o niejednorodne;j
strukturze oraz wykazuje heterogenny charakter antygenowy. W dodatku odpowiedz
przeciwnowotworowa jest stale modyfikowana przez srodowisko ptuc, gdzie ciagle
dochodzi do zmian patologicznych wywolanych przez czynniki przenikajace ze
srodowiska zewnetrznego, takich jak np. dym papierosowy [15, 25].

Sam nadzoér ukladu immunologicznego w raku pluca jest ztozonym procesem,
ktory wraz z rozwojem choroby ulega ostabieniu. Komorki raka sg zabijane przez
granulocyty, makrofagi, limfocyty — dzialajg enzymy proteolityczne, ktore sa
wydzielane przez obojetnochtonne i1 kwasochtonne granulocyty, przeciwciata
pochodzace od limfocytow B, wolne rodniki itp. Komdrki nowotworowe niszczone
sg na drodze apoptozy. Mechanizm cytotoksycznosci limfocytéw (wiasnie w drodze
apoptozy) zwigzany jest z ziarnami cytolitycznymi (granzymami, perforynami) lub
tez z mechanizmem receptorowym, blonowym; uruchamiajg go wymienione wyzej:
ligand czynnika martwicy nowotworu (TRAIL, ang. tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand), TNFa, Ligand Fas (FasL, CD95L). Odpowiedz ulega
modyfikacjom w samym mikrosrodowisku guza, jak wcze$niej wspomniano, komorki
nowotworu uciekaja spod nadzoru uktadu immunologicznego dzigki wykorzystaniu
wielu mechanizmow, prowadzacych do ostabienia reakcji cytotoksycznych [15].
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2.1. Elementy ostabienia odpowiedzi immunologicznej przez nowotwor

Wraz z rozwojem raka i rozsiewem komorek guza po organizmie dochodzi do
powstania tolerancji immunologicznej, co oznacza brak reakcji na neoantygeny [15].

Komorki TIL (ang. tumor-infiltrating lymphocytes), czyli limfocyty T izolowane
zguza wydajg si¢ igotne klinicznie, gdyz potencjalniec niszczg komorki
nowotworowe. W ich populacji dominuja komoérki Tc CD8+ (dawna nazwa: CTL);
migrujg one bezposrednio do tkanki nowotworowej, dzigki wykorzystaniu ztozonych
interakcji z komérkami adhezyjnymi oraz pod wpltywem czynnikéw pochodzenia
chemotaktycznego [26]. Tc doprowadzaja do apoptozy komorek raka, np. w mecha-
nizmie FasL:Fas [15]. Jednak zachodzi takze reakcja odwrotna — otdz zaobserwo-
wano znaczne zwigkszenie wrazliwosci limfocytow na apoptoze poprzez obecno$é
na komorkach receptorow Fas [27]. Przypuszczalnie komorki raka (FasL+) mogg
zabija¢ limfocyty i ucieka¢ spod nadzoru immunologicznego [15].

Heterogenno$¢ raka phuca jest zaréwno fenotypowa jak i morfologiczna [15].
Atak ze strony uktadu immunologicznego jest utrudniony, gdyz komorki raka ptuca
wykazujg zmienng roéznorodng ekspresje antygenow [28]. Czesto majg one, jak juz
wspomniano, zmniejszong ekspresj¢ lub tez catkowity brak czgsteczek MHC, co
utrudnia prawidlowg prezentacje neoantygendéw limfocytom T. Kolejnym sposobem
na ucieczk¢ przed odpowiedzia ukladu immunologicznego jest maskowanie
antygenoéw powierzchniowych komoérek guza poprzez przeciwciata blokujace, ktore
hamuja dostep komorkom efektorowym [15]. Dodatkowo komorki nowotworowe
majg mozliwos$¢ uwalniania do przestrzeni zewngtrzkomérkowej antygenow, ktore sa
zdolne do blokowania receptoréow (TCR, BCR) komorek efektorowych [29].

Jeszcze inng metodg na ,,0szukanie” uktadu immunologicznego jest brak lub tez
zaburzenia aktywnosci czgsteczek kostymulujgcych na powierzchni guza, a takze na
komorkach, ktére prezentujg antygeny w srodowisku nowotworowym. Jak to opisano
wyzej, limfocyty T rozpoznajg komorki raka dzigki APC i w tym procesie uczestniczg
czasteczki kostymulujgce. By doszto do pelnej aktywacji limfocytow cytotoksycz-
nych musi zaj$¢ interakcja miedzy czasteczkg kostymulujacg B7 (CD80 lub CD86)
na powierzchni APC z ich receptorem (CD28) na powierzchni limfocytow.
Czasteczki B7 sg w stanie przekazywac¢ limfocytowi sygnat supresyjny, o ile na tym
ostatnim, zamiast CD28, pojawi si¢ alternatywny receptor CTLA-4; interakcja
B7:CTLA-4 prowadzi do hamowania sygnatu aktywacji przez TCR limfocytu T.
CTLA-4 znajduje si¢ na komorkach regulatorowych (w tym naturalnych limfocytach
regulatorowych CD4+, nTreg) i bierze czynny udzial w ich aktywacji [15, 30].
Komorki nowotworowe wydzielaja chemokiny, cytokiny, takze produkty metabo-
lizmu. Wszystkie wydzielane zwigzki w znacznym stopniu interferuja z obrong
przeciwnowotworowg, a takze z czynno$cig komorek dendrytycznych (DCs).
Warunkiem stymulacji komorek immunosupresyjnych jest srodowisko beztlenowe
we wnetrzu guza. Poprzez wydzielanie przez nowotwor takich cytokin, jak IL-10
1 VEGF — czynnik wzrostu naczyniowego s$rodblonka dochodzi do zaburzenia
funkcjonowania DCs, a takze zmniejszenia ich liczebnosci [15]. Komodrki DCs
narazone na dziatanie tych czynnikow wykazujg zmniejszong ruchliwosé, zdolnosé
do aktywowania naiwnych limfocytéw T, a takze wykazuja zmniejszong ekspresje
czasteczek MHC, kostymulujacych oraz adhezyjnych [26].
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Komorki nowotworowe sg zdolne do wytwarzania i wydzielania substancji, ktore
hamujg uktad immunologiczny. Przykladem jest TGF-p — transformujgcy czynnik
wzrostu beta (ang. transforming growth factor f5), ktory stwierdza si¢ w zwigkszo-
nych iloSciach w guzach u pacjentow chorych na raka ptuca. Funkcjg tej cytokiny
jest roznicowanie polaryzacji limfocytow Th w kierunku Th2, zahamowywanie
czynno$ci komorek cytotoksycznych i komoérek NK, a takze utrzymanie zréznico-
wania nTreg. Same komorki nowotworowe sg niewrazliwe na dziatanie TGF-p
z powodu utraty receptoroéw dla tej cytokiny. Podobne dziatanie wykazujg IL-10 oraz
CTLA-4 [15]. IL-10 jest wydzielana przez komoérki guza, ale takze same limfocyty,
co powoduje wzrost jej stezenia w Srodowisku guza. Wspomniana wyzej czasteczka
CTLA-4 wykazuje silne dziatanie zmniejszajace polaryzacje limfocytéw (z wyjatkiem
generowania komoérek Treg), dziala tez supresyjnie na komorki dendrytyczne.
Wedtug niektérych autorow podobnie dziata interelukina-2 (IL-2) [15]. Podsumo-
wujac, mechanizmy odpowiedzi uktadu opornosciowego na nowotwor sg zlozone.
Istotng role w dokladnym zrozumieniu genezy nowotworéw stanowi poznanie
mechanizméw odpowiedzi immunologicznej. Wiedza z zakresu tych mechanizméw
pomaga w odpowiednim doborze leczenia, a w przyszto$ci pozwoli na opracowanie
nowych metod terapeutycznych, w ktorych atakowane beda ,,stabe punkty” komorek
nowotworowych.

2.2. Immunosupresja

Immunosupresja to stan, w ktorym dochodzi do ostabienia lub zahamowania
odpowiedzi immunologicznej. W efekcie zachodzi state lub przejsciowe uszkodzenie
mechanizméw odpornosci humoralnej lub komoérkowej. Stan ten sprzyja zwigkszeniu
ryzyka powstania zakazeh wywolywanych przez drobnoustroje chorobotwoércze
i oportunistyczne [31, 32]. Efekt immunosupresyjny jest mozliwy do osiggniecia
w wyniku dziatania chirurgicznego polegajacego na wycigciu narzadow ukladu
immunologicznego np. grasic, czy tez za pomoca czynnikow fizycznych takich jak
np. wystawienie na dzialanie promieniowania rentgenowskiego lub przez zastoso-
wanie $rodkéw chemicznych jakimi sg cytostatyki lub glikokortykoidy [33]. Stan
immunosupresji moze by¢ osiggnigty rowniez przez inne czynniki, np. stres,
zanieczyszczenie powietrza, temperaturg, czynniki biologiczne (grzyby, bakterie,
wirusy), badz tez czynniki chemiczne w tym narkotyki, antybiotyki, obecno$¢ metali
cigzkich czy niedobor witamin [32]. Ze wzgledu na sposob oddziatywania $rodka
immunosupresyjnego z ukladem immunologicznym wyrdznia si¢ immunosupresje
komoérkowg oraz humoralng [33]. Zmiany nastgpujace w odpowiedzi typu humoral-
nego obejmujg zwykle niedobdr przeciwceial roznych klas w szczegdlnosci IgA, IgM
oraz IgG [31]. W efekcie dochodzi do zablokowania syntezy przeciwcial oraz wielu
cytokin, a w szczeg6lnosci limfokin [32, 34]. Limfokiny sg substancjami hormono-
podobnymi, ktére sg odpowiedzialne za przenoszenie informacji migdzy poszcze-
g6Ilnymi komorkami uktadu limfocytéw za pomocg swoistych receptoréw. Odpowia-
daja za regulacj¢ wzrostu, procesow metabolicznych, regeneracje¢ oraz eliminacje
niektorych komorek i tkanek w stanach zapalnych oraz w odpowiedzi immunolo-
gicznej. Immunosupresja komérkowa oznacza zwykle spadek liczby i/lub posle-
dzenie funkcji komérek T. Wzrasta zapadalnos¢ na choroby wirusowe, grzybicze,
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gruzlicg, kilg, niektore bakterie, pasozyty wewnagtrzkomorkowe. Efekt immuno-
supresyjny zalezy w ostateczno$ci od wielu czynnikow m.in. stanu pacjenta, czasu
w jakim zostat podany preparat oraz od jego stezenia [35, 36]. Immunosupresj¢ mozna
osiggnaé poprzez blokade szlakéw przekazujacych sygnal w procesie aktywacji
limfocytow, eliminacje limfocytow czy tez blokade krazenia limfocytow [32].

Immunosupresja znalazla takze zastosowanie w zwalczaniu nowotwordw.
Choroby sg te coraz bardziej powszechne i zyskaly juz miano cywilizacyjnych.
Grupg lekow immunosupresyjnych, ktore znalazly zastosowanie w leczeniu nowo-
tworow sg cytostatyki, czyli leki majace za zadanie blokade cyklu komorkowego.
Leki immunosupresyjne majg pozytywne dzialanie terapeutyczne, ale niestety moga
takze wywotywaé dziatania niepozadane. Ich szczegdlng wadg jest uposledzenie
uktadu immunologicznego oraz ich niekorzystny wplyw na tkanki, np. kardiotok-
syczno$¢ czy hepatotoksyczno$é. Kardiotoksyczno$¢ to niekorzystne dziatanie na
uktad sercowo-naczyniowy, mogace prowadzi¢ do powaznych jego uszkodzen.
Zaburzenia czesto nie pojawiajg si¢ od razu po podaniu leku, lecz wystepuja po
dluzszym uplywie czasu. Gtownym skutkiem jest niewydolnos¢ serca. Natomiast
hepatotoksyczno$¢ to zjawisko polegajace na zaburzeniu prawidtowych funkcji
komorek watroby badz catego narzadu. Immunosupresja powinna by¢ szczeg6lnie
ostroznie podawane kobietg w cigzy badz planujacych zaj$cie w cigze, gdyz moze
mie¢ niekorzystny, czesto letalny wptyw na nienarodzone dziecko [31-36].

2.3. Leki immunosupresyjne a nowotwor

Leki immunosupresyjne to grupa niejednorodnych zwigzkéw chemicznych oraz
biologicznych, ktére wykazujg rdézny mechanizm dzialania, lecz identycznie
wplywajg na organizm hamujgc funkcjonowanie uktadu immunologicznego [33].
Preparaty immunosupresyjne sg réznorodne co sprawia, ze dzielimy je pod
wzgledem priorytetu dzialania. Wychodzac od ich naturalnych wlasciwosci
i wielko$ci czasteczki substancji czynnej, leki dzielimy na: preparaty wykazujace
charakter biatkowy (np. inhibitory TNF-a ), glikokortykoidy, antybiotyki [37].
Z kolei biorgc za punkt odniesienia mechanizm ich dziatania wyrozniamy substancje
0 dziataniu immunosupresyjnym tj.: inhibitory kalcyneuryny, przeciwciala immu-
nosupresyjne, azatiopryna [33]. W wigkszo$ci natur¢ i mechanizm dziatania
preparatéw immunosupresyjnych poddaje si¢ podziatowi na nastepujace kategorie:
leki cytotoksyczne, przeciwciala, glikokortykoidy, leki wykazujace dziatanie na
immunofiliny i1 inne. Podstawowym celem stosowania preparatow immunosupre-
syjnych jest dzialanie na glowne mechanizmy odpowiedzi uktadu odpornosciowego,
aby uzyska¢ pozadany efekt terapeutyczny [38]. Dziatanie immunosupresantow ma
takze ciemng stron¢ w postaci ostabienia uktadu odporno$ciowego, a co za tym idzie
powoduje wzrost zachorowan wywotywanych przez drobnoustroje chorobotworcze,
w tym oportunistyczne (np. atypowe pratki) [31, 35-38].

Duzg grupe Ilekdéw dzialajacych immunosupresyjnie stanowig preparaty
cytostatyczne. Jest to bardzo heterogenna grupa terapeutykow, a ich dziatanie opiera
si¢ gléwnie na hamowaniu podzialéw komorkowych limfocytow T i limfocytow B
[38, 39]. Wigkszos¢ tych substancji wykazuje dziatanie niezalezne od cyklu komor-
kowego, ale sg takze preparaty swoiste dla danej fazy [33]. Ze wzglgdu na mecha-
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nizm dziatania lekow cytostatycznych mozemy je podzieli¢ na: antybiotyki
cytotoksyczne, leki alkilujgce oraz antymetabolity. Niektore z tych lekéw znalazly
swoje zastosowanie w onkologii. Najczesciej stosowanymi preparatami alkilujgcymi
sa chlorambucyl, pochodne platyny, cylkofosfamid (CTX) oraz pochodne
nitromocznika [38]. Sposob w jaki dzialaja preparaty alkilujagce opiera si¢ na
wykorzystaniu reaktywnego jonu, ktory powoduje alkilacje¢ azotu tancucha DNA.
Azot ten znajduje si¢ w pozycji N/ guaniny. Dochodzi do powstania wigzan
krzyzowych lub tez do peknigcia nici DNA. Lekiem, ktéry znalazt szerokie
zastosowaniec w onkologii jest cyklofosfamid [40]. Mechanizm dziatania tego
preparatu polega na tworzeniu si¢ blednie sparowanych par zasad, czego skutkiem
jest zahamowanie replikacji materialu genetycznego [33]. Lek ten jest podawany
pacjentom w postaci doustnej (w tabletkach) lub dozylnie [31]. Osoby zazywajace
CTX wykazuja wiele skutkéw ubocznych w postaci: biegunki, gorgczki, wymiotow
1 wzrostu podatnosci na infekcje. Wysokie stezenia leku moze powodowaé delecjg
wszystkich podstawowych elementéw morfotycznych (erytrocytow, krwinek biatych,
ptytek), takze krwotoczne zapalenie pecherza moczowego [33, 34, 41].

Zastosowanie w leczeniu nowotworow znalazly takze antymetabolity. Substancje
o strukturze odwzorowujgcej naturalnie wystgpujace czasteczki biologicznie czynne
(metabolity), majg szczegdlne znaczenie m.in. w procesach naprawy DNA, syntezy
DNA i RNA, dzigki podobienstwu do tych czasteczek powoduja zaktocenie
procesow komorkowych zachodzacych przy ich udziale [33]. Mozemy wyr6zni¢
nastgpujgce antymetabolity: analogi puryn, inhibitory syntezy bialek oraz analogi
kwasu foliowego [38]. Dzialanie tych grup lekéw opiera si¢ generalnie na ingerencji
w synteze kwasu deoksyrybonukleinowego [34].

Antybiotyki cytostatyczne czesto nazywane sg tez antybiotykami hamujgcymi,
poniewaz zahamowujg one rozwdj guza. Wykazujg wielobiegunowe dziatanie, gdyz
zaburzaja syntez¢ materiatlu genetycznego, a takze powoduja generacje wolnych
rodnikéw. Te z kolei uszkadzaja DNA, a takze uposledzaja naprawe uszkodzen
materiatu genetycznego. Do grupy tej zaliczamy: aktynomycyne D, mitramycyng,
mitromycyng C, antracykling oraz bleomycyng [33, 38, 41]. Najchetniej stosowanym
antybiotykiem w przypadku pacjentow onkologicznych jest antracyklina. Dziatanie
antracykliny jest wielopoziomowe, gdyz obejmuje ono modyfikowanie struktury
DNA, dzigki tworzeniu kompleksow interkalacyjnych; wplywa na zmniejszenie
elastycznos$ci helisy DNA. Podanie tego antybiotyku inicjuje proces apoptozy, gdyz
wplywa on nie tylko na komorki w stanie aktywacji, ale takze na te ktére s w fazach
GO0/G1 cyklu komorkowego [33, 42].

Nowym kierunkiem w poszukiwaniu lekoéw o wlasciwo$ciach immunosupre-
syjnych sg przeciwciata monoklonalne. Przeciwciala takie czesto koniuguje sie
z odpowiednig toksyng. Przeciwciato jest wiec transporterem toksyny, ktdra pehni tu
role czynnika terapeutycznego. Dziatanie takie zwigksza precyzje dziatania toksyny,
chroni takze przed uszkodzeniem przez czynnik terapeutyczny zdrowe komorki.

Oprocz gtownych typdw immunosupresantow, wyrdézniamy rowniez leki nieskla-
syfikowane, ktorych ze wzgledu na funkcje i strukture nie przypisano do zadnych
konkretnych grup. Przykiad stanowi¢ mogg interferony wykazujace dziatanie
przeciwnowotworowe, ktore wynika najprawdopodobniej z blokady syntezy biatek,
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pobudzenia uktadu immunologicznego przez wzrost aktywnoSci fagocytarnej
makrofagow, a takze zwigkszenia cytotoksycznosci limfocytow Tc na komorki doce-
lowe, a by¢ moze nawet z bezposredniego hamowania niektorych onkogenow [38].

2.4. Hamowanie immunologicznych punktéw kontroli

Zastosowanie przeciwcial skierowanych przeciwko immunologicznym punktom
kontrolnym polega na ich zdolno$ci do wzbudzenia reaktywnosci limfocytow T na
antygeny guza. Limfocyty dostaja wtedy wylgcznie sygnaty aktywacyjne i ponownie
potrafig niszczy¢ komorki nowotworowe. Takie podejscie okazalo si¢ by¢ bardzo
skuteczne w przypadku niektorych typow nowotworéw i catkowicie odmienito
dotychczasowe strategie immunoterapii. Przelom nastgpit dos¢ szybko i po
kilkunastu latach od przeprowadzenie pierwszych badan, przeciwciala monoklonalne
anty-PD-1 tj. niwolumab, pembrolizumab i anty-CTLA-4 tj. ipilimumab, tremeli-
mumab, sg w koncowych fazach badan klinicznych lub sg juz rutynowo wykorzys-
tywane w terapii chorych na nowotwory, w tym raka ptuca [15, 43, 44].

PD-1 jest glikoproteing, co jest charakterystyczne dla biatek przezbtonowych typu
1. Za prawidtowe dziatanie receptora odpowiada ogon cytoplazmatyczny, a takze
dwa motywy tyrozynowe be¢dgce miejscem wigzania fosfatazy. Receptor PD-1
podlega ekspresji na aktywnych limfocytach B i T, komoérkach dendrytycznych,
monocytach oraz komorkach nowotworowych. Ekspresja tego biatka indukowana
jest przez szlak sygnatowy BCR i TCR i ulega podtrzymaniu, gdy limfocyt jest
stymulowany swoistym antygenem. W miar¢ wydluzania si¢ stymulacji ro$nie
ekspresja PD-1 na limfocytach T. Zjawisko to, opisywane jako wyczerpanie (ang.
exhausted) limfocytow jest charakterystyczne dla przewleklych infekcji. Taki stan
jest odwracalny, jednak obserwowano takze trwala utrate cytotoksycznosci przez
limfocyty [8, 34, 44, 45].

Do aktywacji receptora PD-1 dochodzi w momencie przylaczenia jednego
z dwoch ligandow: PD-L1 lub PD-L2. W wyniku aktywacji i przekazania tzw.
negatywnego sygnatlu, dochodzi do zahamowania szlaku BCR lub TCR i w efekcie
do spadku produkcji biatek promujacych przezycie komorki. Innym skutkiem moze
by¢ zmniejszenie wytwarzania cytokin lub zahamowanie dziatania IL-10.
W konsekwencji nastgpuje wylgczenie prawidtowej odpowiedzi immunologiczne;.
PD-L1 i PD-L2 konkurujg ze sobg o wigzanie receptora, przy czym PD-L1 wykazuje
wigksze wlasciwosci immunoregulacyjne [8, 15, 45].

Ekspresja czasteczek PD-L1, znajdujacych sig na powierzchni komoérek nowo-
tworowych, jest zapoczatkowana przez dwa rézne mechanizmy — immunologicznie
zalezny (od aktywnos$ci uktadu odpornos$ciowego, np. syntezy interferonu gamma),
a takze niezalezny [43].

Innym sposobem zapoczgtkowania ekspresji PD-1 jest zmiana jaka zachodzi
w mikro$rodowisku nowotworu. W niemal 100% przypadkéw, gdy na powierzchni
monocytow pojawi si¢ PD-1, obserwuje si¢ limfocyty naciekajgce na nowotwor.
Weczesniej wykazano, ze ekspresja PD-1 jest indukowana przez IFN-y. Interferon
gamma jest wytwarzany wlasnie przez naciekajace limfocyty. Te obserwacje
udowodnity, ze komorki nowotworowe wykazuja aktywnos¢ w przypadku poja
wienia si¢ limfocytow cytotoksycznych. Wyraza si¢ ona wzrostem ekspresji PD-1,
ktory hamuje dziatanie limfocytow. Obecno$¢ naciekajgcych limfocytow jest
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korzystnym czynnikiem rokowniczym, gdyz §wiadczy o immunogennos$ci nowotworu.
Z drugiej jednak strony obecno$¢ tych limfocytow powoduje odpowiedz ze strony
nowotworu w postaci ekspresji PD-1. Powoduje ona inhibicj¢ limfocytow [43, 46, 47].

PD-1 w $rodowisku nowotworowym dziala na kilka sposobdéw, doprowadza
przede wszystkim do supresji komodrek uktadu immunologicznego. Interakcja
receptora PD-1 z limfocytami prowadzi do apoptozy, pojawienia si¢ ,,wyczerpanych”
limfocytow T, a nawet alergii. Komorki dendrytyczne zwigzane z nowotworem,
prowadzg do supresji katalizowanej przez IL-10 [43, 46].

Ekspresja PD-1 wytwarza na powierzchni komorek nowotworowych cos
w rodzaju tarczy molekularnej, ktéra ma za zadanie chroni¢ ja przed dzialaniem
limfocytow Tc. Ponadto zmniejsza autoreaktywno$¢ komorek NK, limfocytow B,
generalnie zaliczany jest do receptoréw hamujgcych [43].

Jak wspomniano wcze$niej komorki nowotworowe nauczyly si¢ oszukiwaé uktad
immunologiczny poprzez generowanie sygnatow, ktoére majg na celu upodobnienie
si¢ do zdrowych, prawidlowo funkcjonujacych komorek. Wykazano, Ze para
receptor:ligand (PD-1:PD-L) jest jednym z takich sygnatéw, a zwigkszona ekspresja
ligandu na limfocytach dziata hamujgco na przeciwnowotworowa odpowiedz uktadu
immunologicznego. Takie zjawisko jest opisywane u chorych na raka ptuca [15].

Pierwsze informacje o roli PD-1 i PD-L1, pelnionej w mikrosrodowisku
nowotworu, a takze ich blokowaniu pojawily si¢ juz w 2002 roku, gdzie to
blokowano ten receptora na modelu mysim [43]. Zaskakujgco dobre wyniki
zapoczatkowaly prace nad nowymi metodami leczenia chorych onkologicznych
z wykorzystaniem wiasciwo$ci biatka PD-1 [3, 43, 44].

Wyniki pierwszych prob klinicznych u chorych z niedrobnokomérkowym rakiem
pluca, z uzyciem przeciwciala monoklonalnego anty-PD-1 (nazwane pdzniej
nivolumabem) byly bardzo pomy$lne. Dochodzito do znacznej poprawy stanu
zdrowia, wlacznie z przypadkami remisji. Wykazano, ze w wyniku zastosowania
przeciwciata przywracato pierwotng aktywnos¢ limfocytéw T, utracong wczesniej
wskutek dziatania nowotworu. Obserwowano takze generowanie efektorowych
limfocytow pamigci. Dodatkowo, wskazano, ze po zakonczeniu leczenia odpowiedz
przeciwnowotworowa ukladu immunologicznego pozostawala nadal aktywna
i u wigkszosci chorych utrzymywala si¢ na stalym poziomie przez co najmniej rok
[3, 8, 43, 44].

Nivolumab (inhibitor receptora PD-1) jest pierwszym inhibitorem punktu
kontrolnego zatwierdzonym do leczenia przerzutowej formy NDRP z progresja po
weze$niejszej chemioterapii [47]. Agencja Zywnosci i Lekow (FDA, (ang. Food and
Drug Administration) zatwierdzita lek w dawce 3 mg/kg, podawany dozylnie co 2
tygodnie [15, 43]. Badania wykazaty, ze u chorych z co najmniej 5% ekspresja
PD-L1 w tkance guza wystgpita odpowiedz kliniczna na podawany lek. Przeprowadzono
wiele badan klinicznych, w tym otwarte migdzynarodowe badania kliniczne, do
ktorych zakwalifikowano 582 chorych w stadium IIIB lub IV nawracajacego NDRP,
wczesniej poddanych juz standardowemu leczeniu tj. radioterapii, resekcji chirur-
gicznej. U chorych wystgpita pozgdana odpowiedz kliniczna na podawany lek
(nivolumab). Obecnie zaleca si¢ stosowanie nivolumabu jako terapii drugorzedowe;j
dla zaawansowanego lub przerzutowego NDRP o etiologii ptaskonablonkowej lub
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nieswoistej. Wciaz trwajg jednak badania nad podniesieniem progu ekspresji PD-L1,
aby mozna podawa¢ go wigkszemu odsetkowi chorych [8, 43-45].

Innym inhibitorem receptora PD-1 jest pembrolizumab. To drugi inhibitor punktu
kontrolnego, ktory dostat zgode FDA w leczeniu przerzutowego stadium chorych
z NDRP, u ktorych nowotwor wykazuje ekspresje PD-L1. FDA zatwierdzit do
leczenia chorych z postgpujacym nowotworem lub tez po wykorzystaniu innych
dostepnych metod leczenia. Dawke leku ustalono na 2 mg/kg podawane dozylnie co
3 tygodnie. Zgody udzielono na podstawie wynikow badan KEYNOTE-001, byly to
mi¢dzynarodowe badania I fazy, w ktorych brato udziat 495 pacjentéw z zaawanso-
wanym niedrobnokomérkowym rakiem pluca lub dodatkowo z jego przerzutami.
Pacjenci zostali podzieleni na dwie grupy: jedna liczyta 182, a druga 313 osob
(stwierdzono w niej co najmniej 50% poziom ekspresji PD-L1) [43, 44].

W kolejnych badaniach wykazano, ze pembrolizumab ma wigkszg skutecznosé¢
niz docetaxel u chorych z ekspresja PD-L1 na poziomie ok. 1%. Pacjentom
podawano lek w dawkach odpowiednio 2 mg/kg oraz 10 mg/kg (w zalezno$ci od
wskazan). Wigksza skuteczno$¢ wystgpita u chorych z ekspresje PD-L1 na poziomie
50% lub wyzszym [43, 44].

Ostatecznie, z wigkszo$ci doniesien wynika, ze pembrolizumab wykazuje bez-
sprzecznie wigksza skuteczno$¢ u chorych z co najmniej 50% ekspresja PD-L1 na
komorkach raka w porownaniu do innych chemioterapeutykow (pochodnych pla-
tyny), ale poprawa nastegpuje takze u tych z zaledwie 1% ekspresja PDL-1 [15, 43, 47].

Dodatkowo, godne uwagi jest, ze pembrolizumab jest obecnie jedynym inhibi-
torem punktu kontrolnego, zatwierdzonym do leczenia pierwszorzutowego
w zaawansowanym niedrobnokomoérkowym raku pluca.

CTLA-4 jest to przezbtonowe biatko, odpowiedzialne za hamowanie prawidto-
wego funkcjonowania limfocytow T. Jego aktywno$¢ opiera si¢ na konstytutywnym
kontrolowaniu CD28 i wigzaniu si¢ do liganda CD80 (lub CD86) obecnego na
komérkach dendrytycznych. Dzialanie to powoduje blokadg kostymulacji limfo-
cytow 1 ich supresje. Dodatkowo, sparowanie CTLA-4 begdacego na dziewiczym
limfocycie T z czgsteczkami kostymulacyjnymi na komorkach prezentujacych
antygen, powoduje dojrzewanie limfocytéw regulatorowych, odpowiedzialnych za
stan immunotolerancji. Receptor CTLA-4 ma wyzsze powinowactwo do CD80 lub
CD86 od CD28, a jego ekspresja przebiega na limfocytach T CD8+ i CD4+ po
stymulacji przez TCR [15, 43]. CTLA-4 nalezy do czasteczek, ktére wykazujg
negatywny model regulacji komorki docelowej i odpowiada za hamowanie
aktywnosci limfocytu T na samym poczatku jego roznicowania [43, 44, 48].

Poczatkowo, poszukujac alternatywnych metod leczenia nowotwordéw nie brano
pod uwage receptora CTLA-4, gdyz nie znaleziono go na powierzchni komorek
nowotworowych. Jednak po czasie zaobserwowano, ze usuwanie sygnalow
blokujacych prowadzi do wzmocnienia odpowiedzi przeciwnowotworowej. Stwier-
dzono, ze przeciwciata anty-CTLA-4 przyczyniajg si¢ do powstawania pamigci
immunologicznej przeciwko komérkom nowotworowym [43, 48].

Jednym z preparatow blokujacych CTLA-4 jest ipilimumab, ktory stymuluje
aktywacje 1 proliferacje limfocytow T oraz poprawia umiejetnos¢ infiltrowania
tkanki nowotworowej. Ipilimumab wptywa na zwigkszenie odsetka aktywowanych
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komérek T pomocniczych i cytotoksycznych we krwi obwodowej. Zostal on
zatwierdzony przez FDA w leczeniu czerniaka, ale stosowany jest takze w terapii
raka phuca [43, 44, 48].

Charakterystyczne dla ipilimumabu jest dzialanie, zupelnie rézne od standar-
dowych cytostatykow. Jego dzialanie nie jest natychmiastowe lecz wystepuje po
standardowej chemioterapii w NDRP. Taka strategia jest podyktowana tym, ze
w wyniku chemioterapii nastgpuje rozpad guza i antygeny nowotworu sg uwalniane
do s$rodowiska. Zatem, za pomocg ipilimumabu blokuje si¢ immunosupresje,
a wzmacnia odpowiedz komoérkowg we wrazliwym okresie uczulania limfocytow T
na antygeny raka ptuca [43].

U chorych z zaawansowanym NDRP po ipilimimabie obserwowano popraweg
kliniczng. Lek standardowo podawany jest w dawce 10mg/kg wraz z cyklami
chemioterapii 3-6. W ogdélnym znaczeniu ipilimumab byt dobrze tolerowany przez
pacjentow, lecz zdarzaly si¢ takze skutki uboczne: biegunki, zmiany skorne, stany
zapalne watroby oraz jelit, w skrajnych przypadkach dochodzito do infekcji
oportunistycznych, w tym zapalenia ptuc. We krwi chorych poddanych terapii mozna
bylo zaobserwowaé wzrost leukocytow oraz liczby limfocytow T CD4+ i CD8+ [43].

Poprawa kliniczna chorych z niedrobnokomérkowym rakiem pluca byla istotna
statystycznie i dotyczyta osdb, u ktorych wezesniej odstgpiono by od leczenia ze
wzgledu na stopien zaawansowania raka. W sumie ipilimumab wykazal duzy
potencjal terapeutyczny i nawet po zakonczeniu podawania obserwowano dodatnie
dziatanie leku i stabilng, prawidlowa odpowiedz immunologiczna, a takze relatywnie
wysoki odsetek przezywalnosci [43]. Ciagle jednak trwajg prace nad optymalizacjg
dawek, tak aby przy minimalnych dziataniach niepozadanych uzyskaé jak najlepsze
dziatanie przeciwnowotworowe.

3. Podsumowanie

Leki immunosupresyjne znalazly zastosowanie w onkologii jako preparaty
majace dziatanie przeciwnowotworowe. Nie sa jednak pozbawione dziatan
niepozadanych, dlatego coraz wigkszy nacisk kladzie si¢ na projektowanie lekow
dziatajacych docelowo tylko na komoérki nowotworowe. Przykladem takiego
podejsécia sg przeciwciala monoklonalne. Dzigki postepom czynionym w dziedzinie
immunologii i onkologii opracowano innowacyjne metody leczenia z zakresu
immunoterapii raka pluca, takze z wykorzystaniem metod immunosupresji
w mikro$rodowisku guza. Wspomniane w pracy techniki immunoterapii nowo-
tworow sg oparte na blokowaniu punktéw kontrolnych uktadu immunologicznego.
Terapiec z blokowaniem receptorow PD-1 oraz CTLA-4 za pomocg swoistych
przeciwcial monoklonalnych sa obecnie wykorzystywane w leczeniu chorych
z zaawansowanym rakiem phluca. Omawiane podejscia lecznicze wydaja si¢ miec
przewage nad standardowymi metodami. Chemioterapia oraz radioterapia przynosza
w raku pluca ograniczony efekt, niosg tez za sobg wiele skutkow ubocznych. Ich
zasadnicza wada polega uszkodzeniu i zabiciu licznych zdrowych komorek
organizmu, obok wywotania $mierci komorek raka. Immunoterapia dziala duzo
precyzyjniej, dzigki nakierowaniu na swoiste receptory/ligandy, ktére znajdujg si¢ na
komérkach nowotworowych lub na limfocytach T. Leczenie immunosupresantami
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jest powszechnie dostgpne i stosowane w onkologii. Konieczne sg jednak dalsze
badania, w celu optymalizacji ich dziatania, szczegdlnie w raku phuca, ktéry wykazuje
relatywnie niskg immunogennos¢.

Z pewnoscig, w terapii raka pluca ogromny potencjal maja metody laczenia
immunoterapii dla réznych punktow kontrolnych, a przede wszystkim wykorzystanie
ich blokady. Oczywiscie, terapie z wykorzystaniem punktéw kontrolnych to nie
jedyny obszar badan eksperymentalnych dotyczacych raka pluca. Obiecujgce proby
prowadzone sg takze z wykorzystaniem wirusOw onkolitycznych, jak Adenovirus,
Coxsackievirus B3, wirus Seneca Valley, a takze szczepionek DNA. Niektore ze
wspomnianych terapii sg obecnie szeroko wykorzystywane w klinice onkologicznej,
inne wymagaja jeszcze przeprowadzenia rzetelnych dodatkowych badan. Na
szczgscie, nieustajgcy rozwoj nauk medycznych daje nadzieje na szybkie opraco-
wanie skutecznych i bezpiecznych metod leczenia.
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Immunosupresja a rak pluca

Streszczenie

Immunosupresja to wyjatkowy stan, w ktérym dochodzi do ostabienia lub zahamowania prawidtowej
odpowiedzi immunologicznej. Stan ten dotyczy odpowiedzi zar6wno humoralnej jak i komérkowej, moze
mie¢ charakter nabyty lub rzadziej wrodzony. Prowadzi miedzy innymi do zmiennych niedoborow
poszczegblnych klas przeciwciat (IgA, 1gG), a takze spadku liczby oraz dysfunkcji komorek T. Leczenie
immunosupresyjne znalazlo zastosowanie w transplantologii, a takze w onkologii. Woéwczas wymierzone
jest w komorki nowotworowe. W przypadku leczenia onkologicznego zastosowanie znalazto dzieki temu,
ze nowotwor, np. rak pluca, jest zdolny do wytworzenia w mikrosrodowiska immunosupresyjnego, ktore
taczy rozne elementy zapalenia, pobudzenia i hamowania uktadu immunologicznego. Terapie immuno-
supresyjne w raka pluca sg szczegélnie obiecujace, ze wzgledu na czestos¢ wystgpowania, wysoka
$miertelno$¢ i stabg immunogennos¢. Dostepne sa techniki leczenia wykorzystujace blokade tzw. punktow
kontrolnych uktadu odpornosciowego. I tak, PD-1 jest receptorem $mierci obecnym na limfocytach T,
wykorzystywanym przez guza do indukcji apoptozy komoérek uktadu immunologicznego. Komorki
CD4+CTLA-4+ pelnia w mikrosrodowisku guza czynnosci regulatorowe i hamujg odpowiedz uktadu
odpornosciowego. Potwierdzono jak dotad skuteczno$é dziatajacych immunosupresyjnie przeciwciat
monoklonalnych anty-CTLA-4 i anty-PD-1 w zaawansowanym niedrobnokomérkowym raku ptuca. Sa
stosowane w monoterapii lub (zwlaszcza anty-CTLA-4) w potaczeniu z cytostatykami.

Stowa kluczowe: rak ptuca, immunosupresja, PD-1, CTLA-4.
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Immunosuppression and lung cancer

Abstract

Immunosuppression is an unique state which leads to decreasing or inhibition of an immune response.
This state concerns both humoral and cellular responses, it is usually acquired or infrequently congenital
disorder. Disturbances in antibody production (different classes, e.g. IgA and IgG), either alterations in
T cell number and/or function occur. Immunosuppressive treatment has been largely used in
transplantology and oncology. In the later it is directed against tumor cells. Considering oncology
treatment it has been applied due to the fact that tumor, for example lung cancer, is able to generate
locally immunosuppressive microenvironment combining various elements of inflammation, immune
activation and immune inhibition. Immunosuppressive therapies in lung cancer are especially
promising, since the disease is frequent, with high mortality rate and low level of immunogenicity.
Nevertheless, treatment therapies based on blockade of so-called immune check-points is currently
available. Thus, PD-1 is a death receptor expressed on T lymphocytes, used by tumor to induce immune
system cell apoptosis. CD4+CTLA-4+ cells are active in tumor microenvironment as regulatory cells
and inhibit local immune response.

The efficacy of immunosuppressive monoclonal antibodies anti-CTLA-4 and anti-PD-1 has been
already proven in advanced non-small cell lung cancer. The antibodies are used in monotherapy or
combined with other anti-neoplastic therapy, for example with cytostatic drugs (especially anti-CTLA-4).
Keywords: lung cancer, immunosuppression, PD-1, CTLA-4.
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Szczepionki nowej generacji

1. Wprowadzenie

Najstarsze doniesienia na temat stosowanych metod immunizacji siegaja X wieku
naszej ery, kiedy to w Chinach zwalczano osp¢ poprzez wdychanie niskich dawek
materiatu biologicznego izolowanego z ran chorych na ospe¢ pacjentow. Mimo to,
pierwsza szczepionka przeciwko ospie prawdziwe]j zostala opracowana dopiero pod
koniec XVIII wieku w wyniku badan przeprowadzonych przez Edwarda Jenner’a.
Badacz ten zaobserwowal, ze osoby zaszczepione wirusem krowiej ospy sa
zabezpieczone przed zachorowaniem na osp¢ prawdziwg. Dalsze prace nad
zastosowanie szczepionek zaowocowaty wprowadzeniem przez Richarda Dunninga
do terminologii naukowej okreslenia ,,wakcynacja”, ktdre pochodzi od tacinskiego
stowa ,,vacca” czyli krowa 1 obecnie oznacza zabieg polegajacy na wprowadzeniu do
organizmu zywego zabitych lub Zywych patogendéw o ostabionej zjadliwosci w celu
wytworzenia przeciwcial do likwidacji prezentowanych przez nie antygenoéw [1, 2].
W XIX wieku motorem napgedowym rozwoju wakcynologii byly odkrycia ojcow
mikrobiologii lekarskiej tj. Ludwika Pasteura — tworcy szczepionki przeciwko
wsciekliznie oraz Roberta Kocha — odkrywcy pratkéw gruzlicy. Pozniejszy rozwoj
badan i upowszechnienie szczepien spowodowato, ze w latach siedemdziesigtych
ubieglego stulecia Swiatowa Organizacja Zdrowia wprowadzila rozszerzony
program immunizacji o charakterze globalnym. Pomimo licznych sukceséw na polu
wakcynologii w dalszym ciggu poszukiwane sg nowe metody szczepien oraz nowe
szczepionki. Obecnie wiele badan koncentruje si¢ wokot szczepionek tzw. nowej
generacji posrod ktorych wyrdznia si¢: szczepionki oparte o rekombinowane
antygeny, szczepionki DNA, szczepionki pochodzenia roslinnego oraz szczepionki
wektorowe. W pracy tej przedstawiono charakterystyke, mechanizm dzialania wyzej
wymienionych szczepionek nowej generacji oraz przyklady ich wykorzystania.
Niniejsza praca oparta jest na analizie literatur.

2. Szczepionki oparte o rekombinowane antygeny

Szczepionki oparte o rekombinowane antygeny, tzw. rekombinowane szczepionki
podjednostkowe, wykorzystuja zdolnos¢ jednego lub kilku okre§lonych antygendow
do wywotania odpornosci przeciwko patogenowi. Wprowadzane sg one zazwyczaj
w obecnosci substancji wspomagajacych, zwanych adiuwantami [3]. Rekombino-
wane formy biatek drobnoustrojow, waznych zarowno z punktu widzenia patogenezy
wywolywanych przez nie chorob, jak i wzbudzanych swoistych mechanizméw
odporno$ci humoralnej 1 komoérkowej, stanowig komponent antygenowy takich
preparatéw. Niewatpliwg zaletg stosowania rekombinowanych szczepionek podjed-

! olgakuzmycz@gmail.com, Uniwersytet £.6dzki, Katedra Cytobiochemii, ul. Pomorska 141/143, bud. D,
Lodz, 90-236
2 paulina.machala.wp.pl@wp.pl, Uniwersytet £.6dzki, Katedra Cytobiochemii, ul. Pomorska 141/143, bud. D,
Lodz, 90-236
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nostkowych jest mozliwo$¢ czynnego indukowania odpornosci przy ograniczonych
do minimum skutkach ubocznych [4].

Do produkcji biatek rekombinowanych, ktore stanowig gldowny element sktadowy
szczepionki, wykorzystywane sg m.in. bakteryjne i drozdZzowe systemy ekspresyjne.
Od wyboru szczepu gospodarza, w komorkach ktérego zachodzi wytwarzanie
antygenu szczepionkowego, zalezy sukces catego procesu. Jest to wazne, poniewaz
moze to wplyng¢ na translacje¢ transkryptu biatka [5]. Po raz pierwszy rekom-
binowane ludzkie biatko wyprodukowano w komérkach Escherichia coli i od tego
czasu wiele lekow (hormony, czynniki wzrostu, interferony), ktére zostaly otrzymane
wlasnie tg drogg, zostalo zastosowanych w leczeniu ludzi. Przygotowanie antygenu
rekombinowanego rozpoczyna si¢ od wklonowania genu kodujacego porzadane
biatko do wektora ekspresyjnego, pod kontrolg promotora regulujgcego jego ekspresje.
Plazmid taki jest nastepnie transformowany do komérek E. colii, gdzie ulega ekspresji.
Aktywno$¢ promotora jest regulowana poprzez zastosowanie chemicznego induktora,
ktory stymuluje ekspresje wprowadzonego genu i tym samym syntezg rekom-
binowanego antygenu [6]. Czesto do produkcji bialek rekombinowanych sa
wykorzystywane takze drozdze, poniewaz taki system ekspresyjny jest ekonomicznie
optacalny. W systemie tym komorki gospodarza szybko si¢ namnazajg, a biatko
wytwarzane jest z wysoka wydajnoscia. Saccharomyces cerevisiae to pierwszy
inajlepiej poznany system drozdzy wykorzystywanych w celu otrzymywania
rekombinowanych antygenow. Z =zastosowaniem S. cerevisiae jako gospodarza,
wyprodukowana zostala m.in. szczepionka przeciwko wirusowemu zapaleniu
watroby typu B [S]. Szczepionki podjednostkowe sa najczesciej oparte na biatkach,
peptydach lub polisacharydach, ktore zawierajg immunogenne epitopy, wzbudzajace
odpowiedz uktadu immunologicznego. Jednym z najwigkszych probleméw podczas
produkcji tego typu szczepionek jest identyfikacja wlasciwego antygenu, ktory
bedzie rozpoznawany zarowno przez przeciwciata neutralizujace i receptory obecne
na powierzchni limfocytéw B, a takze, w kompleksie z czgsteczkami MHC (Major
Histocompatibility Complex), be¢dzie prezentowany limfocytom T. Duze znaczenie
w tego typu szczepionkach ma takze dobranie odpowiedniego no$nika, ktory nie
tylko umozliwia optymalng prezentacj¢ antygenu, ale takze wydluza czas jego
ekspozycji. Niektore antygeny wprowadzane wraz z biatkiem no$nikowym indukuja
odpowiedz immunologiczng charakteryzujacg si¢ znacznie wyzszym mianem
przeciwcial oraz gwarantujg lepszg pami¢¢ immunologiczng [7].

2.1.1. Adiuwanty stosowane w szczepionkach rekombinowanych

Biorac pod uwage wilasciwosci adiuwantow, ich zastosowanie w przypadku
szczepionek podjednostkowych pozwala na zmniejszenie dawki wprowadzonego
antygenu. Jest to istotna czes¢ sktadowa rekombinowanych szczepionek podjedno-
stkowych, a ich gléwna funkcjg jest nasilanie i ukierunkowanie swoistej odpowiedzi
immunologicznej na antygeny szczepionkowe [7]. Jednym z najpowszechniej
stosowanych adiuwantéw jest wodorotlenek glinu, silnie aktywujgcy mechanizmy
odporno$ciowe typu Th2 (ang. T helper cells). Zostal on zastosowany m.in.
w szczepionce przeciwko btonnicy, t¢zcowi i krztuSciowi, a takze w szczepionkach
przeciwko wirusowi brodawczaka ludzkiego i wirusowemu zapaleniu watroby [7, 8].
Obecnie duzym zainteresowaniem cieszg si¢ zaliczane do klasycznych adiuwantow
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ligandy receptorow rozpoznajgcych wzorce, tzw. receptorow PRR (Pattern
Recognition Receptors). Ligandy te wspomagaja przede wszystkim odpowiedz
immunologiczng typu Th2, ale prowadzone sg intensywne badania zmierzajace do
opracowania ligandow, ktére gldwnie aktywowatyby mechanizmy typu Thl. Takie
adiuwanty moglyby znalez¢é zastosowanie w szczepionkach przeciwko AIDS,
malarii, wirusowemu zapaleniu watroby czy grypie. Na przyklad, jako ligand dla
receptoru TLR3 (Toll-like Receptor) stosowany jest syntetyczny analog dwuni-
ciowego (ds) RNA, tzw. poli (I:C), czyli kwas poliinozynowo-policytydylowy, ktory
indukuje wytwarzanie interleukiny 12 (IL-12) i interferonéw typu I. Ulatwia on
w ten sposOb prezentacje antygenu w kontekscie czasteczek MHC klasy 11, a takze
wspomaga powstawanie cytotoksycznych limfocytow T. Z kolei bakteryjne
liposacharydy wykorzystywane sg jako ligandy dla receptora TLR4. Majac jednakze
na uwadze wilasciwosci pirogenne LPS, nie wiaze si¢ nadziei z ich zastosowaniem
klinicznym. Poszukiwanie mniej toksycznej pochodnej LPS doprowadzito do
opracowania MPLA (monofosforylowy lipid A), ktéry w potaczeniu z wodorotlen-
kiem glinu, aktywuje odpowiedZ immunologiczng typy Thl. Wiasciwosci adiuwantowe
wykazuje takze ligand dla receptora TLRS, ktorym jest bakteryjna flagelina. Posiada
ona zdolno$§¢ do indukowania mieszanej odpowiedzi immunologicznej typu
Th1/Th2. Bardzo obiecujace wyniki w badaniach przedklinicznych otrzymano dla
imidazochinolonéw bedacych ligandami dla receptorow TLR7 i1 TLRS. Zwigzki te
charakteryzujg si¢ potencjalnymi wilasciwosciami adiuwantowymi, ktore prowadza
do aktywacji komorek dendrycznych i wytwarzania cytokin prozapalnych typu Thl,
IFN-y i IL-12. Oligonukleotydy, zawierajagce motywy CpG, sg rozpoznawane przez
receptory TLR9 i przyczyniaja si¢ one do nasilenia produkcji przeciwciat i silnej
indukcji odpowiedzi typu Thl [8].

3. Szczepionki DNA

Szczepionki DNA zawierajg plazmidy z wklonowanymi genami kodujgcymi
immunologicznie istotne antygeny wirusow, bakterii lub pasozytéw, w przypadku
chordb infekcyjnych, lub tez bialka ssakow, w przypadku chordb nieinfekcyjnych
takich jak nowotwor, choroby autoimmunologiczne czy alergie [9]. Plazmidy
ekspresyjne wykorzystywane do konstruowania szczepionek DNA posiadaja
promotory wirusowe, np. cytomegalowirusa czy wirusa SV40 [10]. Charakteryzuja
si¢ wieloma zaletami w poréwnaniu z innymi technikami szczepienia zardéwno
z punktu widzenia bezpieczenstwa, jak i stabilnosci i immunogennosci. Szczepionki
DNA wprowadzane sg zazwyczaj domig$niowo, a ich mechanizm dzialania polega
na penetracji plazmidowego DNA wraz z wprowadzonym genem do jadra
komoérkowego miocytu, co warunkuje procesy transkrypcji i translacji transgenu
przez komoérki docelowe. Nastepstwem tego jest ekspresja biatka, ktore po
wydzieleniu z miocytu inicjuje odpowiedz uktadu odpornosciowego [11].

W odréznieniu od szczepionek, ktdre zawieraja w sobie zabite albo atenuowane
patogeny, szczepionki DNA, podobnie jak rekombinowane szczepionki podjedno-
stkowe, pozbawione sg patogennosci, co pozwala na ich bezpieczne stosowanie.
Oprocz tego, jak wykazaly liczne badania doswiadczalne, efektywnie aktywuja one
wrodzone i1 swoiste mechanizmy odpornosciowe warunkowane wytworzeniem
antygenowo-swoistych przeciwcial, a takze powstawaniem pomocniczych i cytotok-
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sycznych limfocytow T (Rys.1) [11]. Ponadto, szczepionki DNA wyrdzniajg si¢ duza
,elastyczno$cia”, zwigzang z mozliwoScig wprowadzenia do jednego plazmidu
ekspresyjnego kilku roznych gendéw kodujacych, np. antygeny wirusowe i bakteryjne
oraz immunologicznie i biologicznie aktywne biatka. Sg to tzw. wielogenowe lub
poliwalentne szczepionki DNA. Obecnie sg prowadzone badania nad szczepionkami
DNA drugiej generacji, ktore wykazuja wigkszy procent odpowiedzi komoérkowe;j
1 humoralnej zaréwno w matym, jak i w duzym modelu zwierzecym. Co ciekawe,
badania sugerujg o mozliwosci wykorzystania tego typu szczepionek do aktywacji
CTL (CD81 cytotoksyczne komorki T) oraz zwigkszenie wydajnos$ci pobierania
plazmidu, co zwigkszy ich immunogenno$¢ [11, 12].
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Rys. 1. Schemat mechanizmu dziatania szczepionek DNA

4. 4. Szczepionki pochodzenia roslinnego

Pierwsze propozycje wykorzystania roslin transgenicznych jako alternatywnego
systemu do produkcji bialek terapeutycznych powstaly ponad dwadziescia lat temu.
We wczesnych latach 90-ch ubieglego wieku trzy grupy badawcze, kierowane przez
Charles’a Arntzena, Hilary Koprowski i Roy’a Curtiss’a, rozpoczely prace nad
konstrukcja szczepionek pochodzenia ro$linnego. Pierwsza na $wiecie licencjo-
nowana szczepionka, wykorzystujaca system roslin transgenicznych, pojawila si¢
w roku 2006, w USA. Szczepionka ta zostala opracowana w Dow Agrosciences LLC
i byt to preparat przeciwko wirusowi rzekomego pomoru drobiu (NDV — Newcastle
Disease Virus). Do przygotowania tej szczepionki zastosowano komorki transge-
nicznego tytoniu, ktore hodowano in vitro w przystosowanym bioreaktorze. Taki
model hodowli umozliwit otrzymanie duzych iloSci antygenu szczepionkowego,
ktory podawano podskérnie ptactwu. Na przestrzeni wielu lat dzigki zastosowaniu
ro$lin transgenicznych, otrzymano wiele preparatow terapeutycznych i diagnos-
tycznych, takich jak interferon alfa (IFN-0) (leczenie przewleklego wirusowego
zapalenia watroby typu C), glukocerebrozydaza (leczenie choroby Gauchera) czy
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przeciwciata, wykorzystywane zarowno diagnostycznie, jak i w leczeniu chorob
nowotworowych, choréb przenoszonych drogg ptciowg czy prochnicy zebow [13].

Wyjsciowa idea konstruowania ro$lin transgenicznych bylo dazenie do
opracowania tzw. szczepionek jadalnych, ktérych droga podawania polegataby na
zjedzenia warzywa czy owocu. Obecnie biatka szczepionkowe wykorzystywane sa
dopiero po ich dokladnym oczyszczaniu, a tzw. surowe szczepionki jadalne sa
nicosiggalng technologig. Duzym utrudnieniem do stosowania nie tylko jadalnych
szczepionek, ale i1 jadalnych farmaceutykéw proteinowych ogolnie, jest przed-
wczesne trawienie biatka w uktadzie pokarmowym, zwykle przed jego dziataniem.
Dlatego tez dostarczenie antygenu w ilosci niezbednej do aktywacji uktadu
immunologicznego moze wymagaé podania duzej iloSci materialu szczepionkowego
w celu zrekompensowania strat. Mimo wszystko roslinne komorki sg najkorzyst-
niejsze do sporzadzenia szczepionek doustnych, poniewaz ich sztywna S$ciana
komoérkowa zapewnia nalezng ochron¢ antygenu przed trawieniem w zotgdku
ijelicie. Ponadto, szczepionki jadalne roslinne sg wysoce stabilne, nie zawieraja
patogenow i mogg by¢ zaprojektowane tak, aby zawieraly wiele antygenéw. Uwaza
si¢, ze doustny typ szczepienia moze skutecznie indukowa¢ humoralng i komérkowa
odporno$¢ ogolnoustrojows, a oprocz tego eliminuje dyskomfort i bol zwigzany
zinjekcja [13, 14]. Btony S$luzowe przewodu pokarmowego stanowig jedna
z glownych drog penetracji czynnikéw potencjalnie patogennych. W obrebie bton
Sluzowych dominujacg role petni zwigzany z nimi uktad odpornosciowy, ktorego
morfologiczng skladowa stanowia skupiska grudek limfatycznych i grudki
limfatyczne samotne, okre$lane wspolng nazwg MALT (mucosa-associated lymphoid
tissue) czyli tkanki limfatycznej zwigzanej z btonami §luzowymi. Tkanka ta jest
szczegolnie dobrze rozwinigta w jelitach 1 nosi nazwe GALT (gut-associated
lymphoid tissue), czyli tkanki limfatycznej w obregbie przewodu pokarmowego.
Najwazniejszg funkcjg tkanki limfatycznej blon Sluzowych jest wytwarzanie
wydzielniczych przeciwcial IgA, ktore dzialajg bakteriostatycznie, neutralizuja
toksyny bakteryjne, oplaszczaja i aglutynujg mikroorganizmy oraz zapobiegaja
wniknigciu  drobnoustrojow  patogennych wglab tkanek. Miejscem indukcji
odpowiedzi immunologicznej w obrebie przewodu pokarmowego sg gldwnie kepki
Peyera, ktore sg miejscem wystgpowania komoérek M. Podstawowg funkcja komorek
M jest wychwytywanie makroczasteczek 1 mikroorganizméw ze $wiatla jelita
i przenoszenie ich do regionu podnabtonkowego. Dzigki obecno$ci na powierzchi
komérek M glikokaliksu, ktory zawiera reszty cukrowe reagujace specyficznie ze
sktadnikami $cian niektérych bakterii, proces ten jest utatwiony. Po przetranspor-
towaniu antygenu, za posrednictwem komorek M, zachodzi prezentowanie makro-
czasteczek limfocytom, ktore poprzedzone jest dodatkowa ,,0brobka” antygenu
w makrofagach btony S$luzowej. W indukcji odpowiedzi immunologicznej moga
uczestniczy¢ réwniez komorki dendrytyczne, wypuszczajace wypustki do $wiatla
jelita [15].
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5. Szczepionki wektorowe

Wirusy lub bakterie mogg by¢é wykorzystywane jako wektory, czyli no$niki
antygenéw szczepionkowych. Szczepionke wektorowg sporzadza si¢ przez
wbudowanie do genomu no$nika gendéw kodujacych antygeny innego patogenu, np.
bakterii lub wirusa. Glowna idea polega na wstawieniu genéw do wektorow nie
chorobotwoérczych lub atenuowanych i1 produkcji szczepionkowych biatek antyge-
nowych przez komoérki wektora, co inicjuje szybka odpowiedz immunologiczng
immunizowanego gospodarza. Glowna wadg szczepionek wektorowych jest to, ze
sam nos$nik genéw moze indukowaé mechanizmy odporno$ciowe u szczepionego
osobnika, a powstate swoiste przeciwciala mogg neutralizowaé sam wektor i tym
samym ogranicza¢ jego efektywnos¢ do ekspresji wprowadzanych genow [16].

Wigkszo$¢ wektorow wirusowych, ktére mogg by¢ wykorzystane do stworzenia
szczepionki wektorowej opiera si¢ na atenuowanych adenowirusach lub zmody-
fikowanym wirusie Ankara (MVA). Przykladami takich szczepionek mogg byc
preparaty zawierajgce adenowirus 35 1 5, ktore przeznaczone sg do indukowania
odporno$ci przeciwko gruzlicy i znajduja si¢ obecnie w trakcie badan klinicznych
[17]. Poszukiwane sg takze metody, ktore umozliwig wykorzystanie Pokswiruséw
(np. wirus ospy prawdziwej), jako wektorow szczepionki przeciwko wirusowi HIV
[18]. Szczepionki wektorowe dostarczajg antygen do komodrek prezentujgcych
antygen (APC) z wykorzystaniem organizmow naturalnie zdolnych wnikng¢
w komorke eukariotyczng i najskuteczniej indukuja one komoérkowe mechanizmy
odporno$ci, a co najwazniejsze, odpowiedz cytotoksycznych limfocytow T. Dodat-
kowo komorki APC promujg fagocytoz¢ zainfekowanych komoérek, co nasila
prezentacje antygenu. Wigkszo$¢ wektoréw wirusowych to atenuowane adeno-
wirusy, ktore dzigki swojej zdolnosci do replikacji w komorkach ludzkich warunkuja
wydluzenie ekspresji antygenu szczepionkowego i jego prezentacje przez komorki
APC. Przyczynia sie to do powstawania silnej swoistej odpowiedzi humoralnej
i komorkowej. Z kolei wektory wirusowe, ktore oparte sa na zmodyfikowanym
niereplikujgcym wirusie Ankara, wykazuja duzy potencjat do indukcji limfocytéw T
CD4'. Wektory bakteryjne natomiast, s3 zdolne do nasladowania naturalnej infekcji,
prowadzgcej do stymulacji niespecyficznej odpowiedzi prozapalnej i antygenowo
swoistej odpowiedzi komérkowej. Zaleta wektorowych no$nikéw antygenowych jest
to, ze moga one by¢ zaprojektowane w sposob wywotujacy odporno$¢ przeciw
wlasnym lub eksprymowanym heterologicznie antygenom [17].

6. Aktualne badania oraz nowe metody szczepien

W XXI wieku gldéwnym punktem zainteresowania immunoprofilaktyki jest
zapobieganie takim chorobom zakaznym jak AIDS, gruzlica czy malaria. Przewiduje
si¢, iz tradycyjne szczepionki nie bedg raczej skuteczne w eliminacji infekcji
powodowanych przez te patogeny [3]. Dlatego tez caly czas sg opracowywane nowe
strategie immunizacji, a naukowcy probuja jak najlepiej pozna¢ wzajemne interakcje
pomigdzy patogenem a ukladem immunologicznym gospodarza. W nowoczesnych
szczepionkach wykorzystuje si¢ m.in. rekombinowane biatka i nanoczgsteczki
(SARS-CoV, MERS-CoV), syntetyczne peptydy (szczepionka przeciwko wirusa
grypy), wirusopodobne czastki zaopatrzone w antygeny (szczepionka przeciwko
wirusowemu zapaleniu watroby), wektory wirusowe (szczepionka przeciwko
gorgczce doliny Rift), rekombinowane bakterie z rodzaju Salmonella 1 Listeria,
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a takze szepionki DNA (szczepionka przeciwko wirusowi Ebola, denga, goraczce
doliny Rift) [2].

Synteza peptydow na drodze chemicznej otworzyla nowe mozliwosci dla
opracowania szczepionek, w ktorych antygenem sg peptydy zbudowane od 2 do 100
aminokwasow. Takie szczepionki mogg zawiera¢ antygeny samodzielne Ilub
w polaczeniu z epitopami limfocytow T i B. Postep dotyczacy zrozumienia struktury
peptydow i mozliwosci ich zastosowania w szczepionkach, zwigzany jest z poja-
wieniem si¢ nowych technik badawczych, np. magnetycznego rezonansu jadrowego
(NMR), modelowania molekularnego i krystalografii X-ray. Liczne szczepionki na
bazie peptydow wykazaly swoja skuteczno$¢ w badaniach preklinicznych na
ludziach, ale niestety nadal istnieje wiele przeszkod do ich pelnego klinicznego
wykorzystania. Opracowano takze eksperymentalne preparaty zawierajace antygeny
polaczone z czgsteczkami statymi, tzw. system ISCOM, czyli system kompleksow
immunostymulujgcych. Obejmuje on adiuwant Quil w niskim st¢zeniu oraz peptydy
i charakteryzuje si¢ podwyzszong immunogennos$cig antygenu. Za szczegoélnie
obiecujgce uwaza si¢ szczepionki wykorzystujace nanoczgsteczki, czgstki wiruso-
podobne, wyhodowane ex vivo komorki dendryczne wywodzgce si¢ z monocytow,
a takze ukierunkowane ,,dostarczanie” antygendéw do receptorow komodrek dendry-
cznych, takich jak receptory dla lektyn typu C, receptor mannozowy, receptory
zmiatacze (scavenger receptors) czy receptory dla fragmentu Fc przeciwcial.

W ostatnich latach zwigkszyto si¢ rOwniez zainteresowanie receptorami Toll-like
(TRL) jako czgsteczkami docelowymi i stymulacja komorek dendrycznych (DCs)
poprzez aktywacje tych receptorow. Z zastosowaniem mysiego modelu doswiad-
czalnego zaobserwowano m.in., iz ligandy receptorow TLR aktywujg komorki
dendryczne i1 indukujg odpowiedz immunologiczng. Nadal jednak niewiadomo czy
taka szczepionka bedzie wywierata rownie korzystny efekt na ludzi. Silng odpowiedz
uktadu odpornosciowego zaobserwowano takze z wykorzystaniem antygenow dla
receptorow chemokinowych na komoérkach dendrycznych. Ponadto, badano toksyny
bakteryjne 1 peptydy komodrek dendrycznych wigzace docelowe antygeny bez
angazowania receptoroOw komorek dendrycznych. Obecnie poszukuje si¢ nowych
metod dostarczania szczepionek opartych o atenuowane wektory bakteryjne,
nanoczgstki, nos$niki syntetyczne czy podjednostk¢ B toksyny produkowanej przez
Vibrio cholerae [19].

7. Podsumowanie

Najwczesniejsze metody immunizacji siggaja X wieku naszej ery. Dotyczyly one
zwalczania ospy w Chinach i polegaty na wdychaniu niskiej dawki materiatu izolo-
wanego z rany chorego. W dziewigtnastym wieku pedem dla rozwoju wakcynologii
staly si¢ odkrycia ojcéw mikrobiologii lekarskiej — Ludwika Pasteura, tworcy
szczepionki przeciwko wsciekliznie, i Roberta Kocha, ktory byt odkrywca pratkow
gruzlicy. W latach siedemdziesigtych ubiegtego stulecia wprowadzony zostat przez
Swiatowg Organizacj¢ Zdrowia rozszerzony program immunizacji o charakterze
globalnym. Obecnie sg poszukiwane nowe metody szczepien i nowe szczepionki.
Najwigksze zainteresowania naukowcow wzbudzily szczepionki nowej generacji,
m. in. szczepionki oparte o rekombinowane antygeny, szczepionki DNA, szczepionki
pochodzenia roslinnego oraz szczepionki wektorowe. Niniejsza praca jest oparta na
analizie literatur.
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Streszczenie

W latach siedemdziesigtych ubieglego stulecia wprowadzony zostat przez Swiatowa Organizacje Zdrowia
rozszerzony program immunizacji o charakterze globalnym. Obecnie s poszukiwane nowe metody
szczepien i nowe szczepionki. Nawicksze zainteresowania naukowcoéw wzbudzity szczepionki nowej
generacji, m. in. Szczepionki oparte o rekombinowane antygeny, szczepionki DNA, szczepionki pocho-
dzenia roslinnego oraz szczepionki wektorowe. W prezentowanej pracy przedstawiono charakterystyke
imechanizm dziatania szczepionek nowej generacji wyzej wymienionych oraz przyklady ich
wykorzystania. Nieniejsza praca jest oparta na analizie literatur.

Stowa kluczowe: szczepionki, adiuwanty, szczepionki DNA, szczepionki wektorowe, szczepionki jadalne.

Vaccines of new generation

Abstract

In the seventies of the last century the World Health Organization was started the expanded global
program of immunization. Nowadays new methods and new vaccines are searching. The highest interest
arouses the vaccines of new generation, including vaccines based on recombinant antigens, DNA
vaccines, plant-derived vaccines and vector vaccines. In the paper there are presented the characteristics
and mechanism of action of vaccines of new generation, which are mentioned, and the examples of their
use. This paper is based on the analysis of literature.

Keywords: vaccines, adjuvants, DNA vaccines, virus — vectored vaccines, edible vaccines.
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Zaburzenia metabolizmu tryptofanu
w patogenezie chorob sercowo-naczyniowych

1. Wstep

Zaréwno w Polsce jak i na $wiecie choroby ukladu sercowo-naczyniowego
stanowig, od wielu lat, najczestszg przyczyne zgondéw, co moze by¢ zwigzane ze
zwigkszajaca si¢ czgstoScig wystgpowania m.in. nadcisnienia, otylosci, dyslipidemii
i cukrzycy. Zaburzenia te sg najczgsciej spowodowane miazdzyca bedgca wynikiem
wystepowania dhlugotrwatego, przewleklego zapalenia w $cianie naczyn krwio-
nosnych. W ostatnich latach zwrdcono uwage, ze zaréwno katabolity tryptofanu jak
i enzymy, a zwlaszcza 2,3-dioksygenaza indolaminy (IDO), katalizujacy kluczowy
etap degradacji tryptofanu na drodze szlaku kinureninowego, moga by¢ aktywowane
przez stan zapalny w wielu tkankach, w tym w $cianie tetnicy. U 0sob cierpigcych na
niektore choroby sercowo-naczyniowe zauwazono zmiany stezen poszczegoélnych
kinurenin w osoczu w poréwnaniu z osobami zdrowymi. Moze to stanowi¢ dodat-
kowy potencjalny czynnik ryzyka wystepowania chorob sercowo-naczyniowych.

2. Tryptofan

Tryptofan (TRP) jest jednym z aminokwaséw egzogennych niezbednych do
syntezy biatek. Organizm ludzki nie jest w stanie go sam zsyntetyzowaé, stad musi
by¢ dostarczany wraz z pozywieniem. Do jednych z najbogatszych Zrodet pokar-
mowych tego aminokwasu nalezg m.in: ryby, nabial, dréb, pestki dyni, stonecznika,
nasiona sezamu, siemi¢ Iniane, orzechy, platki owsiane, kakao i brokuty [1].
W normalnych warunkach tryptofan ulega przemianie m.in. do 5-hydroksytyraminy,
melatoniny 1 serotoniny (5-HT). W stresiec i nadmiernej obecno$ci cytokin
prozapalnych oraz glikokortykosteridow, szlak metabolizmu tryptofanu ulega
zmianie na szlak kinureninowy (KP). W tych warunkach blisko 94% catkowitej puli
tryptofanu jest metabolizowane na jego drodze [2]. Rowniez niedobor witaminy By
moze prowadzi¢ do zaburzen przemiany tryptofanu, zwigkszajac stezenie jego
metabolitéw w ustroju [3].

3. Szlak kinureninowy (kinurenine pathway, KP)

Najwazniejszg podstawowg funkcjg szlaku kinureninowego zachodzgcego
w watrobie jest wytwarzanie NAD+ (najwazniejszego kofaktora redoks). Metabo-
lizm tryptofanu szlakiem kinureninowym prowadzi do powstania wielu posrednich
i aktywnych metabolitow, ktore moga wykazywaé wzgledem siebie dziatanie
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antagonistyczne. W poczatkowym etapic aminokwas metabolizowany jest do
formylkinureniny, ktora to natychmiastowo przeksztalcana jest do kinureniny (rys.
1). W reakcji tej kluczowg role odgrywajg dwa enzymy (oksygenazy): 2,3 dioksy-
genaza tryptofanowa (TDO) i 2,3 dioksygenaza indolaminy (IDO). Sg to najlepiej
poznane i opisane dotgd enzymy szlaku kinureninowego. Metabolizm kinureniny
(KYN) moze si¢ odbywa¢ trzema drogami i prowadzi¢ do powstania jej pochodnych:
kwasu kinureninowego (KA), 3-hydroksykinureniny (3-HK), kwasu ksanturynowego
(XA) oraz kwasu 3-hydroksyantranilowy (3-HAA), okre$lanych wspdlnie mianem
kinurenin. Szlak kinureninowy jest dobrze kontrolowany w warunkach fizjolo-
gicznych, natomiast w sytuacji pobudzenia uktadu immunologicznego metabolizm
tryptofanu przez TDO i IDO na drodze szlaku kinureninowego gwaltownie wzrasta
stanowigc nawet do 94% catkowitej degradacji tryptofanu [4]. Poczatkowo szlak
kinureninowy byl postrzegany przede wszystkim jako Zrodto substancji wysoko-
energetycznych. W momencie kiedy odkryto, ze podanie niektorych kinurenin do
moézgu szczuréw powodowalo drgawki i zmiany w ich zachowaniu — diametralnie
wzrosto zainteresowanie ich znaczeniem w wielu procesach chorobowych. Dysre-
gulacja metabolizmu tryptofanu drogg szlaku kinureninowego zostala powigzana
z wieloma réznymi chorobami, w tym z zaburzeniami neurodegeneracyjnymi (m.in.
chorobg Huntingtona, Alzheimera i chorobg Parkinsona) [5], stwardnieniem
rozsianym [6], depresja [7], schizofrenig [8], cukrzyca [9], nowotworami [10]
ichorobg zapalng jelit [11]. Zwigkszona degradacja tryptofanu drogg szlaku
kinureninowego przyczynia si¢ jednoczesnie do zmniejszenia syntezy serotoniny
w mdzgu, co zwigksza ryzyko wystgpowania zaburzen depresyjnych [12].

L-tryptofan
l IDO/TDO
formylkinurenina

4

L-kinurenina

AR
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Kw.as 3-hydroksykinurenina Kwas
antranilowy
(AA) (3-HK) kinureninowy (KA)

Kwas 3-hydroksyantranilowy (3-HAA)

Kwas chinolinowy (QA)

NAD+

Rysunek 1. Metabolizm tryptofanu na drodze szlaku kinureninowego
Zrédto: opracowanie wiasne na podstawie [2]

3.1. Szlak kinureninowy w chorobach sercowo-naczyniowych

Pojawiajace si¢ dowody wskazuja, ze katabolity tryptofanu poza rozregulo-
waniem funkcji uktadu odporno$ciowego, przyczyniajg si¢ takze do inicjowania
ogolnoustrojowego procesu zapalnego. Przewlekly stan zapalny prowadzac m.in. do
dysfunkcji $rodbtonka naczyniowego i rozwoju zmian miazdzycowych moze
przyczynia¢ si¢ w konsekwencji do rozwoju chordb uktadu sercowo-naczyniowego
[13]. W czasie trwania stanu zapalnego oraz przy zatrzymaniu akcji serca, dochodzi
do nasilenia katabolizmu tryptofanu przez IDO. Proces ten wptywa na zmniejszenie
stezenia aminokwasu z jednoczesng kumulacjg jego toksycznych metabolitow
w obrgbie naczyn krwiono$nych. To z kolei przyczynia si¢ do silnego rozkurczu naczyn
i spadku cisnienia krwi [30, 31]. Ponadto niektore katabolity szlaku kinureninowego
spetnia¢ moga funkcje potencjalnych biomarkeréw chorob sercowo-naczyniowych
[4]. Sugeruje si¢, ze wzrost st¢zenia w osoczu katabolitow tryptofanu, takich jak
m.in. : KYN, 3-HK, XA moze by¢ zwigzany ze zwigkszong $miertelnoscig z powodu
chordb uktadu krazenia [32].
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4. Wihasciwosci kluczowych enzymow szlaku kinureninowego

4.1. 2,3 dioksygenaza tryptofanowa (TDO)

Pierwszy etap przemian tryptofanu zachodzi w watrobie przy udziale TDO.
Enzym ten w normalnych warunkach odpowiada za wigkszo$¢ konwersji tego
aminokwasu, kontrolujgc jego stezenie w osoczu. W centrum katalitycznym enzymu,
znajduje si¢ jon zelazowy, ktory po polaczeniu z tlenem molekularnym ulega
utlenianiu powodujac aktywacj¢ enzymu. W zwigzku z tym do przeprowadzenia
reakcji konieczna jest obecnos¢ kwasu askorbinowego jako reduktora oraz
methemoglobiny. W odréznieniu od pozostatych enzymow KP znany jest czas
poéttrwania TDO, ktory wynosi 2h (dla apoenzymu) [14]. TDO stanowi kluczowsa
role w dostepnosci tryptofanu dla tkanek poza watrobowych i jest indukowany
zarOwno przez sam tryptofan jak i przez glukokortykoidy oraz estrogeny. [15].
Zaréwno TDO, jak i IDO katalizujg pierwszy etap w rozktadzie TRP, prowadzac do
utworzenia N-formylkynureniny, ktora jest nastgpnie deformylowana do kynureniny
(KYN) [13].

4.2. 2,3-dioksygenaza indolaminy (IDO)

Wyrdznia si¢ dwie izoformy IDO: IDO1 i ostatnio opisang IDO2, ktdra to bierze
udziat w przemianach tryptofanu drogg KP. W odroznieniu od TDO, IDO wystepuje
nie tylko w watrobie i osrodkowym ukladzie nerwowym, ale takze w phucach,
tozysku i jelitach [16]. Wzmozone wytwarzanie cytokin prozapalnych, przede
wszystkim interferonu gamma (INF-y), prowadzi do aktywacji IDO. Nastgpnie
wzrost aktywnosci IDO implikuje nasilenie katabolizmu tryptofanu na drodze szlaku
kinureninowego z jednoczesnym ograniczeniem wytwarzania serotoniny. Proces ten
powoduje zwigkszenie syntezy kinurenin wplywajac na zaburzenie pracy mito-
chondridow i aktywacje szlakow stresu oksydacyjnego, a tym samym do nadmiernego
wytwarzania wolnych rodnikow w ustroju [17]. Takze w czasie indukcji ogolno-
ustrojowego stanu zapalnego aktywnos¢ IDO w komorkach $rodbtonka naczynio-
wego wzrasta, co skutkuje silnym rozkurczem naczyn krwiono$nych i spadkiem
ci$nienia krwi [29].

5. Wlasciwosci metabolitow szlaku kinureninowego

5.1. Kinurenina (KYN)

Kinurenina wykazuje wlasciwosci rozszerzajgce naczynia krwionosne [18].
Podwyzszony poziom kinureniny obserwowany jest w osoczu pacjentdw z retino-
patig cukrzycowa [19]. Wazne znaczenie kliniczne ma wspdtczynnik KYN/TRP,
ktory stanowi wskaznik aktywnosci IDO. Podwyzszone stezenia KYN/TRP
obserwowano u o0s6b z nadwagg oraz otyloScig typu brzusznego (trzewna,
androidalng) [13]. Otylosci towarzyszy przewlekly stan zapalny, ktory jest waznym
czynnikiem etiologicznym i rokowniczym chordb ukladu sercowo-naczyniowego
[20]. Z kolei przewlekly stan zapalny zwigcksza degradacje tryptofanu drogg szlaku
kinureninowego, o czym $wiadczy podwyzszony stosunck KYN do TRP w osoczu
[21]. Liczne badania wykazaly, ze otylo$¢, zwlaszcza trzewna, jest istotnym,
niezaleznym czynnikiem ryzyka chordb uktadu sercowo-naczyniowego, takich jak
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m.in. nadci$nienie tetnicze, choroba wiencowa, niewydolnos$¢ serca, nadkomorowe
i komorowe zaburzenia rytmu serca [20]. Kynurenina fatwo przenika barier¢ krew-
moézg [22]. Zwigkszony wskaznik KYN/ TRP wigze si¢ réwniez z wigkszym
prawdopodobienstwem wystgpienia $miertelnych zdarzen sercowo-naczyniowych [4]
takze u 0sob nie chorujacych wezesniej na chorobe wiencowsg [23].

5.2. Kwas kinureninowy (KA)

W organizmie cztowieka kwas kinureninowy powstaje z kinureniny na drodze
reakcji enzymatycznej z udzialem aminotransferazy kinureninowej. Po wprowadzeniu
go do przewodu pokarmowego jest tatwo absorbowany z jelit do krwi i z pradem
krwi transportowany jest gldwnie do watroby i nerek. Kwas kinureninowy stanowi
neuroaktywny metabolit tryptofanu. Wykazano, ze KA wywiera dzialanie
przeciwdrgawkowe 1 neuroprotekcyjne. Przydatnos¢ kliniczng KA ogranicza stabe
przenikanie przez barier¢ krew-mozg i trudno$ci w rzetelnym oznaczeniu jego
poziomu we krwi. Stad przedmiotem badan naukowych stajg si¢ rowniez inne
metabolity szlaku kynureninowego. Powstajacy kwas kinureninowy nie jest
gromadzony, lecz uwalniany z komoérek na drodze dyfuzji. Z moézgu przechodzi
szybko do krwi, a nastgpnie do moczu i tg drogg jest wydalany [22]. Poziomy KA we
krwi mozna wykorzysta¢ do przewidywania nawracajacego zawatu mig$nia
sercowego u pacjentéw z chorobg wiencows [4].

5.3. 3-hydroksykinurenina (3-HK)

3-hydroksykinurenina jest prekursorem kwasu ksanturynowego (XA), ale na
drodze alternatywnej moze takze ulec konwersji do kwasu 3-hydroksyantranilowego
(3-HAA). Ste¢zenie tego metabolitu wzrasta w czasie trwania stanu zapalnego,
dlatego moze sugerowac wspotistniejaca dysfunkcje srodblonka naczyniowego [24].

5.4. kwas ksanturynowy (XA)

Kwas ksanturynowy, powstaje w wyniku transaminacji 3-hydroksykinureniny.
Niedobor witaminy Bs skutkuje zwigkszeniem syntezy XA. Przy tym warto
zauwazy¢, ze przewlekle stany zapalne moga by¢ zwigzane z niedoborem tej
witaminy w osoczu, co moze prowadzi¢ do zwigkszenia syntezy diabetogennego
metabolitu, XA. Kwas ksanturynowy w moczu pojawia si¢ przed kliniczng
manifestacjg niedoboru witaminy Bg [14]. XA wykazuje dziatanie diabetogenne
poprzez wigzanie, a nastgpnie inaktywacje insuliny. Wysokie stezenie XA w osoczu
wigze si¢ réwniez z insulinoopornoscig i wyzszym ryzykiem zachorowania na
cukrzyce typu 2 [25]. U pacjentdw z cukrzycag stwierdza si¢ podwyzszone stgzenie
XA zaréwno osoczu jak 1 w moczu, w postaci kompleksow w potgczeniu z cynkiem
(XA-Zn) [9].

5.5. Kwas 3-hydroksyantranilowy (3-HAA)

Zauwazono, ze u pacjentow po przebytym udarze, poziom 3-HAA w osoczu
w pierwszych dwoch tygodniach po tym incydencie byl znacznie zmniejszony
w poréwnaniu z osobami zdrowymi. Konieczne sg dalsze badania pozwalajace
stwierdzi¢, czy ten metabolit degradacji tryptofanu moze by¢ stosowany jako
uzyteczny biomarker stopnia nasilenia udaru [24].
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6. Choroby ukladu sercowo-naczyniowego (cardiovascular desease, CVD)

Dane GUS pokazuja, ze choroby ukladu krazenia sg najczestsza przyczyng
zgondow w Polsce. W 2013 r. z przyczyn kardiologicznych zmarto w Polsce ponad
177 tys. osob, co stanowilo 45,8% wszystkich zgonow. Sposrod choréb ukladu
krazenia przyczyng najwigkszej liczby zgonéw — podobnie jak w calej Europie — jest
choroba niedokrwienna serca (120-125), ktora w 2013 r. odpowiadata za 23% zgonow
kardiologicznych (41 tys. zmartych), w tym zawat serca stanowit blisko 9% zgondéw
z powodu chorob uktadu krazenia (15 tys. zgonow) [28]. Szacuje si¢, ze pomimo
znacznych postegpow w diagnostyce 1 leczeniu, choroby sercowo-naczyniowe
pozostang w wigkszo$ci krajow Swiata gldwng przyczyng zgonow do co najmniej
2020 . [31].

Miazdzyca tetnic jest glownym czynnikiem etiologicznym chordb sercowo-
naczyniowych, ktore stanowig jedng z najczestszych przyczyn zgonow na $wiecie.
Réwniez nadci$nienie, a takze otylos¢ i zespdt metaboliczny (Metabolic Syndrome,
MetS) zwigzane sg ze zwigkszonym ryzykiem sercowo-naczyniowym. W badaniach
na szczurach Wistar z wspolistniejacym nadci$nieniem tetniczym stwierdzono
wyzsze poziomy KYN, KA i 3-HK w osoczu i wyzszg aktywno$¢ TDO w watrobie,
niz u szczuréw bez nadci$nienia. Stad sugestia, Ze nadci$nienie tetnicze jest zwigzane
z aktywacja szlaku kinureninowego [26]. U pacjentow z CVD obserwuje si¢ nasilong
aktywacje IDO prowadzacg do zwigkszonego rozktadu TRP oraz wzrost wartosci
wskaznika KYN/TRP. Epidemiologicznie dane wskazujg takze, ze katabolity
tryptofanowe, takie jak: KYN, 3-HK i XA wiazg si¢ ze $miertelnoscig z powodu
CVD [27]. Ponadto zaobserwowano wyzsze poziomy KYN, XA i KA w osoczu
pacjentow z zaawansowang cukrzyca typu 2, niz w probkach osob bez cukrzycy [9].

7. Znaczenie kliniczne

Udowodniono, ze przewlekly stan zapalny w polgczeniu z klasycznymi
czynnikami ryzyka wystepowania choréb sercowo-naczyniowych, zwigksza
degradacj¢ tryptofanu drogg szlaku kinureninowego [21]. Osiggnigcie normalizacji
metabolizmu TRP moze stanowi¢ wazny element leczenia objawdw u pacjentéw
cierpigcych na CVD, a wskaznik KYN/ TRP — cenny marker chordéb sercowo-
naczyniowych, zwlaszcza miazdzycy [23].

8. Whnioski

Przewlekly stan zapalny organizmu oraz stany zapalne wewnatrz Srodblonka
naczyniowego skutkujace jego dysfunkcjg, sg gtdéwng przyczyng rozwoju powiktan
sercowo-naczyniowych oraz choréb metabolicznych, takich jak cukrzyca typu 2
i otylos¢. Przewlekle stany zapalne i wynikajacy z nich niedobdér witaminy By
wplywaja na zwigkszone wytwarzanie immunomodulujacych metabolitow tryptofanu,
ktore predysponuja do wystepowania insulinooporno$ci, a nastepnie cukrzycy.
Zwigkszone stezenie wybranych kinurenin moze stanowi¢ jeden z elementéw
przewidywania ryzyka wystapienia chorob kardiometabolicznych w przysztosci.
Pomiar st¢zenia TRP, poszczegdlnych kinurenin oraz znajomo$¢ stosunku KYN/
TRYP stanowig obiecujace czynniki prognostyczne niekorzystnego rokowania,
zwlaszcza u pacjentdw z juz istniejgcymi chorobami uktadu sercowo-naczyniowego.
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Konieczne sg dalsze badania pozwalajace okresli¢, czy parametry te mogg stanowié¢
w przysztosci podstawe wprowadzenia do praktyki klinicznej bardziej skutecznych
i precyzyjnych protokotéw terapeutycznych, celem zmniejszenia zachorowalnosci
1 umieralno$ci z przyczyn sercowo-naczyniowych.
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Zaburzenia metabolizmu tryptofanu w patogenezie choréb sercowo-
naczyniowych

Streszczenie

Tryptofan (TRP) jest egzogennym aminokwasem niezbednych do syntezy bialek. W normalnych
warunkach tryptofan ulega przemianie do 5-hydroksytyraminy i serotoniny. W stresie i nadmiernej
obecnosci cytokin oraz glikokortykosteridow szlak metabolizmu tryptofanu ulega zmianie na szlak
kinureninowy (KP). Pierwszy etap kataboliczny w szlaku kinureninowym kontrolowany jest gtéwnie
przez dwa enzymy: 2,3-dioksygenaze indolaminy (IDO) i 2,3-dioksygenazg tryptofanu (TDO), co prowadzi
do powstania kilku bioaktywnych katabolitow, takich jak: kinurenina (KYN), kwas kinureninowy (KA),
3-hydroksykinurenina (3-HK), kwas ksanturynowy (XA) i kwas 3-hydroksyantranilowy (3-HAA).
Zwigkszone stezenie tych katabolitow, jak i wzrost aktywnosci IDO i TDO w surowicy wiaze sig¢
z powstaniem i rozwojem chordb sercowo-naczyniowych (CVD) takich jak: choroby serca, miazdzyca
tetnic i dysfunkcja $rodbtonka. Niniejsza praca stanowi przeglad badan dotyczacych zwiazku wybra-
nych metabolitow szlaku kinureninowego ze zwigckszeniem ryzyka chordb sercowo-naczyniowych.
Stowa kluczowe: tryptofan, szlak kinureninowy, choroby sercowo-naczyniowe.

Disorders of tryptophan metabolism in the pathogenesis of cardiovascular
diseases

Abstract

Tryptophan (TRP) is an essential amino acid necessary for the synthesis of proteins. In normal
conditions, tryptophan is converted to 5-hydroxytyramine and serotonin. Under the stress and excessive
presence of cytokines and glucocorticoids, the tryptophan path of metabolism changes to the kynurenine
pathway (KP). The first catabolic stage in the kynurene pathway is mainly controlled by two enzymes:
indolamine 2,3-dioxygenase (IDO) and tryptophan-2,3-dioxygenase (TDO), which leads to the formation
of several bioactive catabolites, such as: kynurenine (KYN), kynurenic acid (KA), 3-hydroxykynurenine
(3-HK), xanthurenic acid (XA) and 3-hydroxyanthranilic acid (3-HAA). Increased concentration of
these catabolites as well as an increase in IDO and TDO activity in the serum is associated with the
formation and development of cardiovascular diseases (CVD) such as: heart disease, atherosclerosis and
endothelial dysfunction. This paper reviews the studies on the association of selected metabolites of the
kynurenic pathway with an increased risk of cardiovascular.

Keywords: tryptophan, kynurenine pathway, cardiovascular desease.
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