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ROLE OF miRNA IN OVARIAN CANCER
DIAGNOSIS, PROGNOSIS
AND DEVELOPMENT OF DRUG RESISTANCE

ROLA miRNA W DIAGNOZOWANIU, PROGNOZOWANIU
ORAZ ROZWOJU OPORNOSCI W RAKU JAINIKA

Dominika KAZMIERCZAK!, Karolina STERZYNSKA',
Radostaw JANUCHOWSKI?

'Department of Histology and Embryology,
Poznan University of Medical Sciences, Poland
?Department of Anatomy and Histology,
Collegium Medicum, University of Zielona Gora, Poland

Summary: Epithelial Ovarian Cancer (EOC) is one of the most lethal cancers in the world. Al-
though OC is not very common — high mortality and unspecific symptoms make ovarian cancer an
unbeatable and very dangerous opponent in the fight for the life of women. The biggest obstacle
in the treatment of ovarian cancer is the development of resistance to chemotherapy during treat-
ment. The second problem is late diagnosis resulting from ineffective screening tools and a lack of
sensitive and specific markers, especially in an early stage of the disease. Short non-coding RNA
molecules designated as miRNA described for the first time over 20 years ago regulate over 50% of
protein-coding genes responsible for nearly all cellular processes. Very interesting seems to be the
participation of miRNAs in the process of resistance to chemotherapy. miRNA is also a new horizon
in both the diagnostic and monitoring response to treatment in cancer. Available research showed the
very promising potential of miRNA as a valuable marker in diagnosis, prognosis and monitoring of
response to chemotherapy. Furthermore, circulating plasma miRNA profile reflects that observed in
tumor making miRNAs easily available markers of cancers including ovarian cancer.

Keywords: ovarian cancer, miRNA, molecular markers, drug resistance

Streszczenie: Nablonkowy rak jajnika (ang. EOC) jest jednym z najbardziej $miertelnych nowot-
woroéw na $wiecie. Pomimo, ze rak jajnika nie jest bardzo powszechna choroba — wysoka smiertel-
no$¢ i niespecyficzne objawy sprawiaja, ze nowotwor ten jest bezkonkurencyjnym i bardzo nie-
bezpiecznym przeciwnikiem w walce o zycie kobiet. Glowna przyczyna nieskutecznego leczenia
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raka jajnika jest rozwdj opornosci na chemioterapi¢ w trakcie leczenia. Dodatkowym problemem
jest poézna diagnoza wynikajaca z nieskutecznych narzedzi diagnostycznych oraz braku czutych
i swoistych markerow, zwlaszcza we wezesnym stadium choroby. Krotkie niekodujace czasteczki
RNA, nazywane mikroRNA i opisane po raz pierwszy ponad 20 lat temu reguluja ponad 50% genow
kodujacych biatka odpowiedzialnych za prawie wszystkie procesy komorkowe. Bardzo interesujacy
wydaje si¢ udzial miRNA w procesie oporno$ci na chemioterapi¢. miRNA to takze nowy horyzont
zardwno w diagnostyce, jak i monitorowaniu odpowiedzi na leczenie raka. Dostgpne badania wyka-
zaty bardzo obiecujacy potencjal mikroRNA jako warto§ciowego markera w diagnostyce, progno-
zowaniu i monitorowaniu odpowiedzi na chemioterapie. Co wigcej, profil krazacego w osoczu miR-
NA odzwierciedla ten obserwowany w guzach, dzigki czemu miRNA moga stanowi¢ tatwo dostepne
markery nowotworowe, w tym markery raka jajnika.

Stowa kluczowe: rak jajnika, mikroRNA, markery molekularne, oporno$¢ na leki

INTRODUCTION

Among gynecological cancers, epithelial ovarian cancer (EOC) is the most
lethal cancer in Poland and the world scale. In Poland, only in the 2020 year,
4669 new cases of EOC were noted and 3131 women died [5]. Clinical and his-
topathological classification of EOC is based on the International Federation of
Gynecology and Obstetrics (FIGO) system (2014 year). FIGO divides EOC into
three grades: the well differentiated (grade 1), moderately differentiated (grade
2), and (poorly differentiated (grade 3). EOC tumors involve the following his-
tological types: serous (most common), endometrioid, mucinous, clear cell and
others. According to FIGO, ovarian cancer divides into four clinical advancement
stages: I, II, III and IV [13]. The high mortality is related to late diagnosis and
the development of drug resistance during treatment. About 70 percent of cases
are diagnosed at an advanced stage (III, IV) [13]. Delayed diagnosis is due to un-
specific and often asymptomatic growth of ovarian cancer and a lack of effective
screening tests and markers. The CA125 — a marker of choice used in clinical
practice is characterized by low sensitivity and specificity as other condition and
physiological state may be associated with increased CA125 levels [8]. Although
most patients respond well to first-line chemotherapy composed of platinum de-
rivatives (carboplatin or cisplatin-CIS) and taxanes (paclitaxel-PAC) about 80%
will develop the drug resistant disease [13]. The resistance mechanisms to cyto-
toxic drugs can be divided into two main groups: cellular — specific for neoplastic
cells, and tissue — related to neoplastic tissue. Both types of mechanisms co-occur
and complement each other. Cellular mechanisms of resistance are mainly asso-
ciated with the increased expression of ABC family membrane transporters re-
sponsible for multi-drug resistance (MDR) like P glycoprotein (P-gp), expression
of DNA repair enzymes and drug inactivation [38]. Tissue mechanisms include
the production of Extracellular Matrix Proteins (ECM) by cancer cells resulting
in limited drug diffusion and induction of cell adhesion mediated drug resistance
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(CAM-DR) [38]. Increased expression of MDR proteins and ECM molecules is
also observed in drug resistant ovarian cancer cell lines [18, 19, 28, 29, 30].

miRNA is a short non-coding RNA (19-29 nucleotides) found in plants, animals
and viruses. There are over 2000 miRNAs that have been discovered in humans so
far. miRNAs affect the expression of a considerable portion of genes by targeting
mRNAs for cleavage or translational suppression. In mammals, miRNA regulates
over 50% of protein-coding genes connected with almost every cellular process, and
there is evidence that miRNAs are involved in many human pathologies [3].

PROCESSING OF miRNA/PATHWAYS OF miRNA BIOGENESIS

miRNAs are transcribed from miRNA genes by RNA polymerase Il into
pri-miRNA (primary transcript miRNA). pri-miRNA have bulges structure called
“hairpins”, and their length can be more than 1,000 nt. In the nucleus, pri-miRNAs
are cleaved by a microprocessor complex (composed of RNase Il enzyme Drosha
and DGCRS protein) to a shorter product (70 nt) called pre-miRNA. Pre-miRNA
is exported to the cytoplasm by an exportin 5 (EXP5) Ran-GTP complex, where
pre-miRNA is released due to GTP hydrolysis Next, it is cleaved by the enzyme
Dicer into a miRNA duplex (approximately 23 nucleotides). The miRNA duplex
consists of the guide and passenger strands. It is loaded into RNA Induced Silencing
Complex (RISC) with the Argonaute (Ago) proteins. Afterward, inside Ago pro-
tein follow unwinding miRNA duplex and selection of guide and passenger strand.
Which strand will be incorporated in the complex and which strand will be left out
to degradation is determined by the thermostability of the 5" ends. As a result, it
arises a mature miRNA of 22 nt in length, linked to the RISC protein complex [3].

SEED/miRNA FUNCTIONAL TARGETING

miRNAs regulate gene expression via nucleotide complementarity. The essen-
tial in this process is seed sequence — the conserved heptameric sequence, the most
common situated in position 2-7 in miRNA from the miRNA 5’-end. The mech-
anism of miRNA-mediated gene silencing is based on complex miRNA-RISC
work. Via a guide miRNA, the RISC complex binds to the target mRNA of pro-
tein-encoding genes in the 3’UTR. Depending on the degree of complementarity
of the miRNA and the target mRNA cleavage or translation silencing occurs. The
perfect pairing of the seed sequence with target mRNA (100% match) leads to
mRNA degradation, whereas the incomplete match results in the inhibition of
translation. In mammalian cells, mRNA cleavage is a more common process of
gene silencing. The effect of miRNA regulation can be pleiotropic — one miRNA
can affect many different genes and one gene can be a target of different miRNA
[11]. The mechanism of miRNA biogenesis and mechanisms of genes silencing
are summarized on figure 1.
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FIGURE 1. The schematic model of microRNA (miRNA) transcription by RNA polymerase II/I11,
nuclear processing by the Microprocessor complex — comprising Drosha and DGCR8 (Nucleus). The
export of miRNA by exportin 5 in complex with RAN/GTP (Nucleus — Cytoplasm). The mechanisms
of gene silencing via targeting 3’UTR of mRNAs by miRNA (Cytoplasm)

RYCINA 1. Schematyczny model transkrypcji mikroRNA (miRNA) przez polimeraz¢ RNA II/I1I,
proces dojrzewania w jadrze z udzialem kompleksu mikroprocesorowego sktadajacego sie z biatek
Drosha i DGCRS (Jadro). Eksport mikroRNA przez eksportyne 5 przy udziale RAN/GTP (Jadro — Cy-
toplazma). Mechanizmy wyciszania genéw poprzez oddziatywanie miRNA z rejonem 3°UTR mRNA
(Cytoplazma)

ROLE miRNA IN OVARIAN CANCER
(ONCOMIR RNAs AND SUPPRESSOR miRNAs)

Genes responsible for cancer pathogenesis are divided into two main classes:
proto-oncogenes and tumor suppressor genes (TSGs). The balance between the
expression of both types is crucial in maintaining cells homeostasis. Both classes
of genes can be regulated by miRNA. The suppressor miRNAs are involved in the
negative regulation of oncogenes and the expression of suppressor miRNA is of-
ten downregulated in cancers. In contrast, oncogenic miRNA (oncomirs) expres-
sion is frequently upregulated in cancers leading to a downregulation of tumor
suppressor genes.

The examples of proto-oncogenes are cyclin-dependent kinases 4 and 6
(CDK4/6) and of tumor suppressor miRNA is miR-506. miR-506 as a tumor sup-
pressor directly targets oncogenes such as CDK4 and CDK6, leading to downreg-
ulation of their expression and inhibiting tumor development. However, miR-506
is downregulated in cancer, resulting in CDK 4 and 6 overexpression, cell cycle
progression and uncontrolled cell division [10].

Decreased expression of TSGs or loss of TSGs functions leads to the pro-
gression of cancer or cancerogenesis itself. BRCA/ (BReast CAncer gene) is an
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example of a well-known cancer suppressor gene and miR-146 is an oncomir.
Increased expression of the miR-146 family (miR-146a, miR-146b) mediates the
downregulation of BRCAI and may induce the formation of breast cancer [26].

miRNA IN OVARIAN CANCER DRUG RESISTANCE

The expression of many miRNAs has been linked to drug resistance develop-
ment in cancers including ovarian cancer. A study on a group of PAC-resistant/
sensitive EOC patients showed that the overall survival (OS) was inversely cor-
related with the expression level of mi-663 and miR-622. The downregulation of
both miRNAs has indicated a good prognosis in the PAC-resistant patient group.
On the contrary, increased expression of miR-647 in the PAC-sensitive OC pa-
tient group related to better prognosis [17]. Tumors are heterogeneous cells, not
only cancer-type, so the best model to study the role of miRNA in drug resistance
is the cancer cell line. We have recently investigated miRNAs’ participation in
the resistance to drugs used in ovarian cancer therapy’s 1st and 2nd line. We ob-
served significant changes of 40 miRNAs, including downregulation of miR-29a
in TOP-resistant (topotecan resistant) cell line and strong upregulation of its target
gene COL3A1, which is responsible for TOP-resistance in this cell line [15, 16]
(Fig. 2, Fig. 3). Similarly, downregulation of miR-29a/b/c in CIS-resistant cell
lines has been observed. The inhibition of miR-29a expression in CP70, HeyC2,
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FIGURE 2. Expression analysis of COL3A41 (A*) and miR-29a (B*) in drug sensitive — W1 and
Topotecan resistant — W1TR cell lines (RNA microarray data). Immunofluorescence visualization of
COL3A1 expression in W1, WITR cell lines (C*). COL3A1 was detected using the anti-COL3A1
antibody and an MFP488-conjugated secondary antibody (green). Cell nuclei were stained with a DA-
Pl-containing mounting medium (blue) (C*). *A and C adapted from reference 16 with changes; B*
adopted from reference 15

RYCINA 2. Analiza ekspresji COL3A1 (A*) oraz miR-29a (B*) w lini komérkowej wrazliwej na
lek — W1 oraz linii komorkowej opornej na topotekan — W1TR (dane z mikromacierzy RNA). Anal-
iza immunofluorescencyjna ekspresji COL3A1 w liniach komorkowych W1 i WITR (C*). Ekspresje
COL3A1 badano przy uzyciu przeciwciata anty-COL3A1 oraz drugorzedowego przeciwciala sprzezo-
nego z MFP488 (kolor zielony). Jadra komorkowe wybarwiono DAPI (kolor niebieski) (C*). *AiC
na podstawie pozycji nr 16 w bibliografii (ze zmianami); B* na podstawie pozycji nr 15 w bibliografii
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SKOV3 and A2780 ovarian cancer cells confers CIS-resistance. In contrast over-
expression of miR-29a restore sensitivity to cisplatin in CIS-resistant cell lines
clearly indicating the role of miR-29a in the CIS-resistance [39]. In another study
miR-152 and miR-185 were significantly downregulated in CIS- resistant ovarian
cancer cell lines (SKOV3/DDP and A2780/DDP) and played a role in resistance
in vitro and in vivo [35].

The opposite effect of the miR-363 expression on drug resistance was ob-
served in ovarian cancer. Mohamed Z. and colleagues in the study on human ovar-
ian serous cancer cell lines showed that miR-363 was significantly upregulated in
PAC-resistant cells and inhibition of miR-363 restored the sensitivity to PAC [24].

W1 cell line miR—ZQa‘ WI1TR cell line P T
mir20a M, SIS 9 collagen - COL3A1 ’ ’l’ ’l
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FIGURE 3. Schematic drawing of COL3A1 action in TOP resistance. In drug sensitive W1 cell line,
a high level of miR-29a expression leads to the downregulation of its target COL3A1 and a lack of cell
stimulation by integrin receptor. In the TOP-resistant W1TR cell line, the downregulation of miR-29a
result in the upregulation of COL3A1. It binds to integrin receptors and stimulates intracellular signal
transduction leading to downregulation of pro-apoptotic and upregulation of anti-apoptotic molecules
and other drug resistant genes. Additionally, extracellular COL3A1 binds TOP molecules (red circles),
limiting their availability to tumour cells

RYCINA 3. Schematyczny rysunek przedstawiajacy udzial COL3A1 w opornosci na topotekan.
W linii komérkowej W1 - wrazliwej na cytostatyki, wysoki poziom ekspresji miR-29a prowadzi do
obnizenia ekspresji docelowego genu kodujacego COL3A1 i w efekcie do braku stymulacji komorki
przez receptor integrynowy. W linii komorkowej opornej na topotekan — W1TR, obnizenie poziomu
ekspresji miR-29a skutkuje podwyzszeniem poziomu ekspresji COL3A1- wigze si¢ on z receptora-
mi integrynowym i stymuluje transdukcj¢ sygnalu wewnatrzkomorkowego, co prowadzi do obnizenia
ekspresji czasteczek proapoptycznych i podwyzszenia ekspresji czasteczek antyapoptotycznych oraz
innych gendéw opornosci na leki. Dodatkowo zewnatrzkomérkowy COL3A1 wiaze czasteczki topo-
tekanu (czerwone kotka), ograniczajac ich dostepnos¢ do komorek nowotworowych
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Our previous study reported a reverse correlation in expression between downreg-
ulated miR-363 and upregulated MDRI gene encoding glycoprotein P (P-gp) in
PAC-resistant cell lines [16].

Downregulation of miR-31 was observed in OC cell lines resistant to PAC
and induced resistance via an increasing level of receptor tyrosine kinase MET.
Overexpression of miR-31 sensitized ovarian cancer cells to PAC in vitro as well
as in vivo [22]. We also observed the downregulation of miR-31 in two PAC-resis-
tant ovarian cancer cell lines [16], confirming its role in the PAC-resistance. The
overexpression of miR-199a in ovarian cancer-initiating cells (CICs) sensitized
those cells to cisplatin, paclitaxel, and adriamycin and simultaneously reduced
expression of ABCG2 drug transporter in vitro and in vivo [6]. Thus, changes in
miRNA expression seem to play a significant role in drug resistance development
in ovarian cancer.

miRNAs AS BIOMARKERS IN OVARIAN CANCER

The second reason of high mortality among EOC patients results from low
diagnosis. The long-term survival of patients with stage I or II is 80-95%. Hown
ever most patients with stage III or IV have low long-term survival rates only
10-30% [13]. Such low diagnosis index results from asymptomatic disease devel-
opment and a lack of effective screening tools. The diagnosis of ovarian cancer
is based mainly on inter-surgery histopathological examination and then classical
histopathological test. Both OC serum biomarkers CA125 and HE4 have unsatisd
factory sensitivity and specificity, especially in the early stages of OC [8]. Thus,
non-invasive and fast diagnostic biomarkers seem urgent and necessary for quick
diagnosis, prognosis, and predictions.

High hopes are put on miRNAs in the context of improving the diagnosis of
ovarian cancer. miRNAs are found inside the cells and tissues, but the source can
also be plasma, serum, breast milk, urine and saliva [34]. Plasma miRNAs are
incorporated into macrovesicles in apoptotic bodies or bound to proteins, making
them very stable and resistant to degradation [23]. Profile of circulating miRNAs
reflects the miRNA profile in EOC tissue making them excellent biomarkers of
ovarian cancers. Indeed, both tissue and circulating miRNAs have been investi-
gated for ovarian cancer diagnosis, prognosis and prediction markers. Davidson
B.’s studies seem to be critical in the context of the use of cellular miRNAs as
biomarkers for ovarian cancer and shown differences in the pattern of cellular
miRNA between high-grade serous ovarian carcinoma (HGSOC), clear cell ovar-
ian carcinoma (CCC), and ovarian surface epithelium (OSE). miR-205-5p was
the most increased miRNA in HGSOC in comparison with OSE. The members
of miR-200 family and miR-182-5p were the most upregulated in HGSOC and
CCC compared with OSE and miR-383 was the most downregulated miRNA in
HGSOC and CCC in comparison with OSE [32]. In another study low level of
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miR-222-3p was associated with a higher tumor grade (lower in G3 vs. G1, G2)
[9], indicating miRNA as a marker of tumor grading. The miRNA expression proa
file, both in tissue and in serum, can also determine the clinical advancement of
the tumor. In the HGSOC study increased expression of miR-200c-3p in tumor
tissue was observed in stage I1I/IV compared to stage I/II [1]. Serum miR-483-5p
expression profile analysis showed significant elevation of miR-483-5p in stages
III and IV compared with stages I and II [40]. Interestingly the profile of miR-
483-5p in the plasma corresponded to that in tumor tissue. The tissue profile of
miRNA also allows distinguishing between OC and normal tissue. Higher exe
pression of miR-205-5p was observed in HGSOC tumors in comparison to OSE.
Furthermore, elevated miR-205-5p plasma levels in patients compared to control
correlated with tumor differentiation (higher in G3) [32]. A higher miR-200c level
was observed both in cancer tissue and serum and the serum level was related to
distinct metastasis [33]. An elevated level of miR-21 was observed in patients
with normal CA-125 levels, suggesting that this miRNA may be used for the early
diagnosis of OC [27]. Combining four miRs (miR-25 and miR-93, miR-7 and
miR-429) allows discrimination between patients with EOC and healthy controls
with a sensitivity of 93% and a specificity of 92% [20].

Besides the significant potential of miRNAs in the diagnostic field, miRNAs
seem to be promising and reliable tools in the prognosis and predictions for ovar-
ian cancer patients. Downregulation of miR-200b-429 cluster (miR-200a, miR-
200b and miR-429) in the advanced ovarian cancer tissues significantly correlated
with a high probability of recurrence and worse OS of patients [14]. The large-co-
hort studies using paraffin blocks from the primary ovarian tumors allowed iden-
tifying specific miRNA profiles of 35 unique miRNAs whose expression strongly
correlated with the risk of disease progression. The upregulation of 16 miRNAs
was associated with a better prognosis and overexpression of 19 miRNAs indicat-
ed a worse prognosis [2]. Serum miR-21 level in EOC patients strongly correlated
with high tumor grade, advanced FIGO stage, and short OS, and its prognostic
significance was independent of other clinicopathological factors [36]. The study
of Zheng et al. showed that a low level of let-7f in plasma strongly correlates with
EOC patients’ poor prognoses in all clinical stages (I-IV) [40]. At the same time,
decreased level of miR-1274A, miR-141 and miR-200b seems to be a prognostic
marker in patients with HGSOC and correlate with patients’ outcome [12]. The
study on serum samples of 163 EOC patients, 20 patients with benign ovarian
diseases and 32 healthy women showed expression of that the serum levels of
miR-200b and miR-200c were significantly correlated with the CA125 value and
indicated on shorter OS [21]. In HGSOC patients high miR-200c-3p expression
was associated with poor PFS and OS [32]. In another study on EOC higher se-
rum concentrations of exosomal miR-200 family members were associated with
shorter PFS (miR-200c¢) and OS [21].



THE SIGNIFICANCE OF miRNA IN OVARIAN CANCER 279

In the study on epithelial-mesenchymal transition in HGSOC, Parikh et al.
showed that high expression of miR-181a was significantly correlated with short-
er SPF and poor outcome [25]. Since EMT-mechanism may contribute to ovarian
cancer therapy resistance [25], miR-181a seems a promising candidate for accu-
rate and reliable ovarian cancer predictive biomarker. The study on miRNA iden-
tification related to chemotherapy response in ovarian cancer patients found that
let-71i expression was strongly reduced in chemotherapy-resistant patients. Further
investigation revealed that reduced let-7i expression enhances the resistance of
ovarian cancer cell lines to cisplatin [37]. In the study on ovarian cancer drug
resistance, Vecchione A. et al. reported a signature of 23 miRNAs associated with
chemoresistance (198 samples extracted from patients treated carboplatin and
Taxol) were tested. Among 23 described miRNAs, three miR-484, miR-642, and
miR-217 allowed to predict chemoresistance of tested tumors efficiently [31]. All
three selected miRNAs were upregulated in totally response patients and down-
regulated in progressive tumors [31].

In contrast, increased expression of miR-622 was associated with worse out-
comes after platinum chemotherapy in BRCA 1-inactivated tumors [7].

Single circulating miR-200c seems to be a predictive marker of good outcome
after the combining bevacizumab and standard chemotherapy [12]. In the pilot
study on recurrent platinum-resistant ovarian cancer patients treated with car-
boplatin with decitabine the miR-25-5p and miR-148b-5p appeared as potential
chemotherapy response markers and the miR-148b-5p concentration correlated
with progression-free (PFS) time. The groups of responders and non-responders
revealed alterations in miRNA concentrations within-miR-25-3p and miR-148b-
5p. In the group of non-responders both miRNAs were downregulated in compar-
ison with the responders’ group. In addition, it has been shown that miR-148b-5p
predicts clinical outcomes — patients with a higher concentration of miR-148b-5p
were characterized by longer PFS [4].

CONCLUSIONS

For 30 years, combined chemotherapy has been a standard procedure in EOC
treatment. However, the development of chemotherapy resistance remains the
main problem of ineffective therapy. On the other hand, despite the dynamic de-
velopment of medicine, there is a lack of accurate and fast biomarkers (diagnos-
tic, prognostic, and predictive), detecting disease at early stages and monitoring
disease progression.

miRNAs have been shown considerable potential as powerful and universal
tools in cancer diagnostic. Discovery that plasma miRNA profile often reflects
miRNA profile in tumor tissue makes it a readily available marker. Many and
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many more results indicate miRNAs as markers of OC. Some of them are con-
ducted on different histological types, while others concern only one type. Some
investigate a set of miRNAs while others only one. It often brings different con-
clusions. Thus, although very promising, the use of miRNAs as biomarkers of
OC needs more comprehensive clinical study considering all clinical parameters
of OC as histological type, grading, molecular type (I or II), FIGO stage and re-
sponse to chemotherapy. This concise review aims to encourage investigators to
study the role of miRNA as an ovarian cancer biomarker.
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Streszczenie: Ghrelina to wielofunkcyjny 28. aminokwasowy peptyd odkryty w 1999 roku jako
pierwszy naturalny czynnik stymulujacy uwalnianie hormonu wzrostu W procesie biosyntezy powstaje
poprzez proteolityczne wycinanie z 117-aminokwasowego biatka prekursorowego zwanego preprogh-
reling, kodowang na genie GHRL. Sekwencja biatkowa zarowno ghreliny jak i jej prekursora cechuje
si¢ wysokim stopniem homologii mi¢dzygatunkowej. Struktura genu GHRL pierwotnie wydawala si¢
wzglednie prosta, jednakze dzigki zastosowaniu metody sekwencjonowania RNA wykazano, iz gen
GHRL wystegpuje¢ we wielu alternatywnych wariantach transkrypcyjnych. Obecnie w bazie danych
EMSEMBL jest zdeponowanych 16 wariantow transkrypcyjnych genu prekursora ghreliny.

Stowa kluczowe. ghrelina, warianty transkrypcyjne, GHS-R

Summary: Ghrelin is a multifunctional 28 amino acid peptide discovered in 1999 as the first natural fac-
tor stimulating the release of growth hormone. During biosynthesis, it is derived by proteolytic cleavage
of a 117-amino acid precursor protein called preproghrelin, encoded by the GHRL gene. The protein
sequence of ghrelin and its precursor is characterized by a high interspecies homology. Originally, the
structure of the GHRL gene appeared to be relatively simple; however, through the use of RNA sequenc-
ing method, it has been shown that the GHRL gene exists in many alternative transcript variants. Current-
ly, 16 ghrelin precursor gene transcript variants are deposited in the EMSEMBL database.

Keywords: ghrelin, transcript variants, GHRL
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GHRELINA - HISTORIA ODKRYCIA PEPTYDU

Ghrelina to wielofunkcyjny peptyd odkryty w 1999 roku jako pierwszy na-
turalny czynnik stymulujacy uwalnianie hormonu wzrostu, jednak zdarzenia po-
wigzane z jej odkryciem si¢gajg konca lat 70-tych. Wykazano wtedy, ze niektore
pochodne peptydéw opioidowych nie dziatajg przeciwbdlowo, natomiast powo-
duja pobudzenie uwalniania hormonu wzrostu (GH). [8, 12]. Peptydy te okreslono
jako GHS — zwiazki uwalniajace GH. W 1984 roku zsyntetyzowano heksapeptyd
(GHRP-6), ktory w warunkach in vivo jak iin vitro silnie stymulowal uwalnia-
nie GH. Podj¢to probe zbadania mechanizmu, w jakim GHS wywieraja swoje
biologiczne funkcje. W tym czasie do$¢ dobrze scharakteryzowano mechanizm
uwalniania GH przez GHRH. Wiadomym bylo, ze GHRH dziata poprzez wia-
zanie si¢ z receptorem GHRHR, co prowadzito do wzrostu wewnatrzkomorko-
wego poziomu cAMP, a w konsekwencji do stymulacji uwalniania GH. Zwiazki
zaliczane do grupy GHS dziataty przez inny receptor niz GHRHR, poniewaz ich
oddzialtywanie na somatotropy przedniego ptata przysadki mézgowej prowadzi-
to do zwiekszenia wewnatrzkomorkowego poziomu Ca*". Obserwowany efekt
zachodzit za posrednictwem receptora GHS-R, ktéry zostat zidentyfikowany
w 1996 roku. Okre$lono rowniez sekwencje aminokwasowa receptora GHS-R.
Nalzy on do rodziny receptorow siedmiotransbtonowych zwigzanych z biatkiem
G — GPCR. Od czasu odkrycia receptora GHS-R podjeto usilne dziatania majace
na celu okreslenie jego endogennego liganda. Z uwagi na wysoka ekspresj¢ re-
ceptora w obrebie przysadki i podwzgorza, pierwotnie podjeto proby wykazania
endogennego ligandu z ekstraktow roznych czesci mézgowia. Niespodziewanie
okazalo sig, ze to ekstrakty biatkowe dna zotadka silnie pobudzaty receptor GH-
S-R, zwickszajac poziom Ca*" w badanych komorkach (Rye. 1) [24]. Za pomocg
czteroetapowej chromatografii otrzymano oraz scharakteryzowano peptyd beda-
cy naturalnym ligandem receptora GHS-R. Otrzymany peptyd nazwano ghreling.
Nazwa ta pochodzi od stowa ,,ghre”, co w jezyku Proto-Indo-Europejskim ozna-
cza ,,wzrost”, ,,gh” — hormon wzrostu, a ,,rel” — uwalnianie. Nast¢pnie okreslono
sekwencje prekursora ghreliny oraz scharakteryzowano gen kodujacy preproghre-
ling. Analiza bioinformatyczna sekwencji preproghreliny sugerowata, ze prepro-
ghrelina moze by¢ prekursorem dla drugiego aktywnego biologicznie peptydu.
I rzeczywiscie, w 2005 roku z zotadka szczura wyizolowano 23-aminokwasowy
peptyd poczatkowo opisywany jako peptyd o dziataniu przeciwstawnym do ghre-
liny [8]. Peptyd ten pochodzit z C-koncowego fragmentu prekursora. Nazwano
go obestatyng, poniewaz wykazywat hamujacy wplyw na pobieranie pokarmu.
Zaktadano, ze obestatyna dziata poprzez receptor GPR39. W przeciwienstwie do
ghreliny, obestatyna nie wptywala na sekrecj¢ hormonu wzrostu [9]. Obecnie wie-
le prac podwaza przeciwstawng funkcje obestatyny w stosunku do ghreliny oraz
dziatanie obestatyny poprzez receptor GPR39 [31, 32].
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RYCINA 1. Regulacja wydzielania hormonu wzrostu w komorkach somatotropowych przednie-
go ptlata przysadki. GHGR stymuluje uwalnianie GH poprzez zwiazanie si¢ z receptorem GHRHR
i podwyzszajac poziom wewnatrzkomorkowego cAMP. GHS oraz ghrelina stymuluja natomiast
uwalnianie GH poprzez oddzialtywanie z GHS-R poprzez zwigkszenie wewnatrzkomorkowego ste-
zenia Ca?". Rycina wedtug: [24].

FIGURE 1. Regulation of growth hormone secretion in the somatotropic cells of the anterior pitu-
itary gland. GHGR stimulates the release of GH by binding to the GHRHR receptor and increasing
the intracellular level of cAMP. GHS and Ghrelin stimulate GH release by interacting with GHS-R
by increasing intracellular Ca2 + concentration. Figure according to [24]

BIOSYNTEZA GHRELINY

Ghrelina jest peptydem sktadajacym si¢ z 28 aminokwasow, ktory powstaje
poprzez proteolityczne wycinanie z 117-aminokwasowego biatka prekursorowego
zwanego preproghreling, kodowang na genie ghrl. W porownaniu do innych pre-
prohormondw, pierwotnie struktura genu ghrl wydawata si¢ by¢ wzglednie prosta.
Obecnie przyjmuje¢ si¢, ze GHRL zawiera 5 eksonow, ktére obejmujg obszar 7,2
kpz lezacy na chromosomie 3 w pozycji p25-26. Pierwotnie opisywana forma
GHRL zawierata 20-nukleotydowy ekson znajdujacy si¢ na jej 5° koncu (ekson
0). 28-aminokwasowa sekwencja ghreliny jest kodowana czg¢sciowo na eksonie 1,
ktora to sekwencja zawiera takze peptyd sygnalny. Pozostata cze$¢ ghreliny kodo-



286 M. BLATKIEWICZ I WSP.

wana jest na eksonie 2 (Ryec. 2). Dzigki zastosowaniu metody sekwencjonowania
RNA wykazano, iz gen GHRL wystepuje we wielu alternatywnych wariantach
transkrypcyjnych, i tak tez analiza danych bazy EMSEMBL wykazala istnienie
16 wariantow transkrypcyjnych genu prekursora ghreliny (Rye. 2). Wczesniejsze
dane literaturowe opisywaly alternatywne miejsce sktadania w obrebie 5’ konca
drugiego eksonu, co w rezultacie prowadzito do powstania ghreliny pozbawione;j
glutaminy w pozycji 14 (des-gln14-ghrelina), pelnigcej takg sama aktywnos¢ bio-
logiczna jak klasyczna ghrelina [20].
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RYCINA 2. Alternatywne warianty genu GHRL otrzymane na podstawie analizy bazy ENSEMBL.
Eksony zaznaczone za pomocg prostokatow.

FIGURE 2. Alternative variants of the GHRL gene were obtained based on the ENSEMBL database
analysis. Exons marked with rectangles
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RYCINA 3. Potranslacyjna obrobka oraz acylacja preproghreliny. Acylacja zachodzi zaraz po od-
cigciu peptydu sygnalnego. W obrebie aparatu Golgiego niespecyficzna konwertaza PC 1/3 trans-
formuje proghreling do ghreliny, ktora jest wydzielana. Rycina wedtug: [29]

FIGURE 3. Post-translational processing and acylation of preproghrelin. Acylation occurs immedi-
ately after cleavage of the signal peptide. Within the Golgi apparatus, nonspecific PC convertase 1/3
transforms proghrelin into secreted ghrelin. A figure according to [29]

Jak si¢ okazato, proces alternatywnego sktadania mRNA genu preproghreliny
jest skomplikowany 1 moze prowadzi¢ do powstawania wielu wariantow mRNA,
a w konsekwencji ewentualnego biatka. Na poziomie mRNA opisano forme prekur-
sora ghreliny pozbawiong eksonu kodujacego obestatyng. Nastepnie opisano row-
niez mysi wariant genu preproghreliny kodowany przez eksony pierwszy, czwarty
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oraz piaty. Tak powstaly transkrypt nie koduje jednak dojrzalej ghreliny. Istnieja
rowniez warianty preproghreliny, w ktorych istnieje dodatkowy ekson-1, a jego rola
mogtaby polega¢ na regulacji ekspresji przez inne czynniki transkrypcyjne.

Preproghrelina na N koncu posiada sekwencje peptydu sygnalnego, w obre-
bie siateczki §rodplazmatycznej szorstkiej zostaje odcigty. W obrebie siateczki
szorstkiej dochodzi takze do acylacji trzeciej reszty seryny poprzez kowalencyjne
zwigzanie grupy kwasu thuszczowego (najczesciej osmioweglowego — oktanylo-
wego) co prowadzi do utworzenia aktywnej formy w konteks$cie pierwotnie opisy-
wanych funkcji ghreliny, tj. regulacji pobierania pokarmu oraz sekrecji hormonu
wzrostu. W roku 2008 dwa niezalezne laboratoria wykazaty, ze zwigzana z btong
O-acylotransferaza 4 (ang. membrane bound O-acyltransferase 4, MBOAT4) od-
powiedzialng jest za acylacj¢ ghreliny (Rye. 3). MBOAT4 zostata przemianowa-
na na GOAT (ang. Ghrelin O-acylotransferase). Jak wykazaty do§wiadczenia na
myszach z nokautem GOAT, jest to jedyny enzym aktywujacy ghreling [17, 22].
Sekwencja GOAT cechuje si¢ wysokim stopniem konserwatywnosci, a jego akty-
wnos¢ zostala wykazana u cztowieka, szczura, myszy oraz danio prggowanego
[17, 34]. GOAT posiada osiem domen wigzacych btone, prawdopodobnie zlokat
lizowany jest w siateczce Srodplazmatycznej szorstkiej. Ghrelina gtownie ulega
acylacji kwasem oktanylowym (8C), jednakze opisano réwniez formy ghreliny
zmodyfikowane krotszym badz dtuzszym kwasem ttuszczowym. Grupa acylowa
przylaczana do ghreliny odzwierciedla zawartos¢ kwasow ttuszczowych w diecie
[27]. Dieta bogata w kwas heptanowy powoduje, ze ghrelina jest preferencyjnie
acylowana kwasem heptanowym niz oktanylowym [22].

W kolejnym etapie biosyntezy, proghrelina ulega translokacji do aparatu Golgie-
g0, gdzie niespecyficzna konwertaza prohormonow 1/3 odcina C koncowy fragment
proghreliny, z ktorego moze powstawac obestatyna (Rye. 3). Po tym procesie powsta-
e peptydy moga by¢ wydzielane na zewnatrz komorki. We krwi moze krazy¢ takze
koncowy odcinek proghreliny (C-ghrelina), a jego wysokie stezenie obserwowano
u 0s0b z chorobami serca [28]. 25% krazacej ghreliny to forma aktywna (acyl-ghrelit
na) [33]. Okoto 2/3 ghreliny ulega ekspresji w komorkach dokrewnych zotadka. Wya
kazano, ze usunigcie zotgdka powoduje spadek stezenia krazacej ghreliny o 65% [1].

SEKWENCJA GHRELINY ORAZ PREPROGHRELINY

Zaroéwno preproghrelina, jak i dojrzata ghrelina cechujg si¢ wysokim stop-
niem homologii migdzygatunkowej. Jak wynika z ryciny 4, pierwszych 10 ami-
nokwasow N- konca ghreliny cztowieka, szczura, myszy, S$wini, wotu, owcy i psa
jest identyczna (Rye. 4). Wykazano, ze cztery pierwsze aminokwasy ghreliny sta-
nowig jej najkrotsza forme mogaca aktywowac receptor ghreliny i dlatego tez N
koncowy fragment dojrzatego peptydu jest bardziej konserwatywny [6].
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RYCINA 4. A) Poroéwnanie sekwencji aminokwasowych preproghreliny ssakow. B) Drzewo filoge-
netyczne otrzymane na podstawie sekwencji preproghreliny

FIGURE 4. A) Comparison of mammalian preproghrelin amino acid sequences. B) Phylogenetic
tree obtained from the sequence of preproghrelin

EKSPRESJA GHRELINY

U ssakow ghrelina jest produkowana glownie w komoérkach dokrewnych
sluzowki zotadka (Rye. 5) [1]. Komorki zawierajace ghreling sg bardziej liczne
w obrebie dna Zotadka niz w odzwierniku. Immunoreaktywng ghreling wykazano
takze w dwunastnicy, jelicie cienkim, czczym oraz jelicie grubym [30]. Ekspred
sja ghreliny jest wysoka w poczatkowych odcinkach jelita (dwunastnica) i wraz
z jego przebiegiem maleje (jelito grube). Trzustka stanowi kolejny wazny narzad
produkujacy ghreling. Badania z wykorzystaniem HPLC oraz RIA wykazaty, ze
ghrelina oraz des-acyl ghrelina ulegajg ekspresji w szczurzych trzustkach [11].
Jednakze typ komorek produkujacych ghreling w trzustce przez dtugi czas byt
sprawa dyskusyjng. Obecnie przyjmuje si¢, ze specyficzny typ komorek opisywa-
nych jako komorki epsilon jest miejscem syntezy ghreliny wysp trzustki. Profil
ekspresji ghreliny w obrebie trzustki ulega znacznym zmianom w czasie rozwoju
ptodowego [9]. Komorki wysp trzustkowych produkujace ghreling sa najlicznieja
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sze od potowy czasu trwania cigzy do wczesnego okresu postnatalnego, po tym
czasie liczba komorek produkujacych ghreling w obrebie trzustki gwaltownie
spada. Ekspresja mRNA genu ghrl oraz samej ghreliny jest okoto siedmiokrotnie
wyzsza w ptodowej trzustce w poréwnaniu do ptodowego zotadka. Jak juz weze-
$niej wspomniano, poziom ghreliny w zotadku jest niski w okresie prenatalnym
1 wzrasta po urodzeniu, dlatego sugeruje si¢, ze w okresie ptodowym trzustka pet-
ni role gtdwnego rezerwuaru ghreliny w organizmie [19].

Poniewaz pierwotnie opisywana ekspresja GHS-R dotyczyta przysadki oraz
podwzgoérza przypuszczano, ze endogenny ligand tego receptora moze ulegac eks-
presji rowniez w tych obszarach. Zatozenie to byto poparte faktem wystgpowania
GHRH, ktory ulega ekspresji w podwzgorzu i nastgpnie jest wydzielany do ukta-
du wrotnego przysadki i stymuluje uwalnianie GH przez somatotropy przednie-
go plata przysadki. W przeciwienstwie do GHRH, ekspresja ghreliny w obrebie
struktur mézgowia jest bardzo niska [23]. Ekspresje ghreliny wykazano w jadrze
lukowatym oraz jadrze przykomorowym podwzgdrza, w obrgbie specyficznych
neurondéw nazwanych neuronami ghreliny [23]. Ostatnie badania wykazaty obece
no$¢ ghreliny we wczesniej niescharakteryzowanych jadrach podwzgorza przy-
legtych do trzeciej komory, wystepujacych pomiedzy jadrami przykomorowymi
oraz jadrem tukowatym.

Ekspresje preproghreliny na poziomie mRNA opisano takze w nerce, a szcze-
gblnie w obrebie ciatka nerkowego (Rye. 5) [14]. Ponadto w obrebie ciatek nere
kowych syntetyzowana jest zardbwno acylowana jak i desacylowana forma ghre-
liny, co sugeruje, ze rowniez w nich ulega ekspresji GOAT. Stezenie ghreliny
w surowicy jest §cisle skorelowane z poziomem kreatyniny i jest ponad 2,8 razy
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RYCINA 5. Profil ekspresji genu GHRL otrzymanych na podstawie danych sekwencjonowania
RNA, zdeponowanych w bazie NCBI. Dane przedstawiono jako warto$¢ logarytmu przy podsta-
wie 2 z odczytow RPKM (ang. Reads Per Kilobase Million) (zrédto:https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
gene/51738/?report=expression)

FIGURE 5. The expression profile of the GHRL gene was obtained from RNA sequencing data
deposited in the NCBI database. Data presented as logarithm based on 2 of RPKM (Reads Per Ki-
lobase Million) (Source: https: //www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/51738/? Report = expression)
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wyzsze u pacjentdw ze schylkowa niewydolnos$cig nerek w odniesieniu do zdro-
wych [35]. Powyzszy wynik sugeruje, ze nerki s3 waznym miejscem usuwania
i degradacji ghreliny.

Immunoreaktywng ghreling wykryto takze w pierwszym trymestrze cigzy
cztowieka w obregbie cytotrofoblastu tozyska, jednakze nie byta ona wykrywalna
w trzecim trymestrze cigzy [15]. Komorki syntetyzujace ghreling wystepuja w synz
cytiotrofoblascie ludzkiego tozyska oraz w tozysku szczurzym. Ghreling wykazano
takze w komorkach Leydiga oraz komorkach Sertoliego jadra [5, 26], jednakze pok
ziom ghreliny w komorkach Sertoliego byl bardzo niski. Ponadto receptor ghreliny
wykazano w komorkach ptciowych, gtownie w pachytenach spermatocytow, jak
rowniez w komorkach Sertoliego oraz Leydiga. Fakt ten moze $wiadczy¢ o dziata-
niu ghreliny na drodze auto- lub parakrynowej w obrgbie gonady meskiej.

RECEPTOR GHRELINY

Receptor ghreliny GHS-R to typowy receptor z rodziny GPCR — recepto-
row sprzezonych z biatkiem G i zawierajacych siedem domen transblonowych
[21]. GHS-R pierwotnie sklonowano przy wykorzystaniu biblioteki cDNA czgse
ci gruczolowej przysadki swini [2]. Nastgpnie GHS-R zidentyfikowano rowniez
w ludzkiej przysadce oraz w podwzgorzach innych gatunkéw [3]. Ludzki gen
GHS-R jest zlokalizowany na 3. chromosomie w pozycji q26.2 i sktada si¢ on
z trzech eksondw. Pierwszy ekson zawiera niekodujaca sekwencje 5’UTR. Drugi
ekson koduje N-koncowa domeng ztozona z pigciu domen transbtonowych. Trze-
ci ekson koduje dwie dodatkowe domeny transbtonowe. Ludzka izoforma recep-
tora GHS-R wystepuje w dwoch wariantach transkrypcyjnych, okreslanych jako
GHS-R1a oraz GHS-R1b. Aktywna, posiadajaca siedem domen transbtonowych
jest forma receptora GHS-R1a. GHS-R1b jest formg krotszg o sekwencj¢ kodo-
wang na trzecim eksonie i w rezultacie translacja tak powstatego mRNA prowadzi
do powstania receptora o pi¢gciu domenach transbtonowych. Ostatnie 24 amino-
kwasy izoformy GHS-R1b ulegaja translacji z sekwencji fragmentu intronu genu
receptora ghreliny. U gryzoni wystepuje tylko forma siedmio transblonowego re-
ceptora, w literaturze okreslanego jako GHS-R1a lub GHS-R.

Ludzki GHS-R1a jest biatkiem sktadajacym si¢ z 366 aminokwaséw o masie
czasteczkowej wynoszacej okoto 41 (kDa).

GHS-R1a posiada cechy typowe dla receptorow GPCR, wlaczajac w to wyste-
powanie konserwatywnych reszt cysteinowych na pierwszych dwoch zewnatrzko-
morkowych petlach, kilka potencjalnych miejsc dla modyfikacji potranslacyjnych
(N- glikozylacji, fosforylacji). Bazujac na poréwnaniu homologii sekwencji, GH-
S-R1a zaliczany jest do rodziny receptoréw rodopsynowych. Receptor ghreliny
wykazuje wysoka homologi¢ z receptorem motyliny, z ktoéra 52% aminokwasow
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ma identycznych, ponadto ligandy tych receptoréw, tj. ghrelina i motylina posia-
daja podobna sekwencje aminokwasowa. Wstepne badania wykazaty, ze motylina
moze nieznacznie aktywowac receptor ghreliny, podczas gdy ghrelina nie wy-
wiera wptywu na receptor motyliny [10]. Przy pomocy autoradiografii wykaza®
no wigzanie ghreliny do btony komorek 3T3-L1, jednakze metoda RT-PCR nie
wykazata ekspresji receptora ghreliny w badanych komorkach [36]. Fakt ten por
zwala sugerowac wystepowanie innego, jeszcze niezidentyfikowanego receptora
ghreliny. W innym przykladzie wykazano, iz obie formy acylowanej jak i nieacy-
lowanej ghreliny wiaza si¢ do powierzchni blony komorek linii kardiomiocytow
HO9c2, w ktorych nie zachodzi ekspresja receptora ghreliny [4].

EKSPRESJA RECEPTORA GHRELINY

Receptor ghreliny ulega ekspresji gtdéwnie w jadrze tukowatym (ARC), jadrze
brzuszno-przysrodkowym (VMN) podwzgodrza oraz w obrebie hipokampu [16].
GHS-R jest wysoce wrazliwy na hormon wzrostu i jego ekspresja jest wysoka
u kartowatych szczurow dw/dw. Podawanie tym szczurom hormonu wzrostu po-
woduje obnizenie ekspresji receptora ghreliny [7]. GHS-R1a mRNA wykazano
takze w innych jadrach podwzgorza, w przysadce, zakrecie zgbatym, regionach
CA2, CA3 hipokampa oraz w innych elementach mézgowia, takich jak istota
czarna oraz grzbietowe i $rodkowe jadra szwu rdzenia przedtuzonego. Analiza
przy uzyciu metody RT-PCR wykazata takze ekspresj¢ receptora ghreliny w wielu
narzadach obwodowych, takich jak serce, ptuca, watroba, nerka, trzustka, zota-
dek, jelito cienkie, jelito grube, tkanka ttuszczowa oraz komorki uktadu immuno-
logicznego [14, 16, 18, 25]. Receptor ghreliny ulega rowniez ekspresji w komork-
ach jadra szczura (komoérki Leydiga, komorki Sertoliego, spermatocyty w fazie
pachytenu) i cztowieka (komorki Leydiga) [13, 26]

Obecnos¢ ghreliny oraz jej receptorow w hipokampie [16], obszarze odpowiee
dzialnym za nauke oraz pamig¢, pozwalajg sugerowac role ghreliny w zapamig-
tywaniu. W tym kontekscie wykazano, iz dokomorowa infuzja ghreliny indukuje
ekspresje czynnika c-Fos w regionach hipokampa C1, CA2, oraz C3.

GHS-R1b ulega ekspresji w wigkszosci tkanek obwodowych, m.in. w nad-
nerczu, sercu, uktadzie pokarmowym, nerce, watrobie, skorze, tarczycy, trzustce,
sledzionie, wezle chtonnym, jadrze, jajniku [14]. Przyjmuje sie, ze jest on forma
nieaktywng receptora ghreliny.
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Streszczenie: Ghrelina jest obecnie intensywnie badanym hormonem peptydowym. Zostata pierwot-
nie opisana jako peptyd regulujacy wydzielanie hormonu wzrostu, gdzie mechanizm jej dziatania
zostat do§¢ dobrze poznany. Drugg klasyczna juz funkcjg ghreliny jest stymulacja pobierania po-
karmu. Istnieje szereg doniesien opisujacych, ze poza wezesniej wspominanymi funkcjami ghreliny
uczestniczy ona w regulacji wielu innych procesow biologicznych, a szeroka dystrybucja receptora
oraz samej ghreliny pozwala przypuszczac, iz ghrelina — obok klasycznego dzialania dokrewnego
— moze dziata¢ lokalnie na drodze auto- lub parakrynowej poprzez aktywacje §ciezek sygnalizacy-
jnych, specyficznych dla komorek/narzadoéw docelowych.

Stowa kluczowe: ghrelina, pobieranie pokarmu, GHS-R
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Summary: Ghrelin is currently an intensively studied peptide hormone. It was originally described
as a growth hormone secretagogue peptide, where its molecular mechanism is well understood. The
second classic function of ghrelin is the stimulation of food intake. There are a number of reports
showing that apart from the previously mentioned functions, ghrelin participates in the regulation
of many other biological processes. Wide distribution of the receptor and ghrelin itself suggests
that ghrelin — apart from the classic endocrine action — may act locally via auto- or paracrine way
through the activation of signaling pathways, specific for target cells/organs.

Keywords: ghrelin, food intake, GHS-R

MECHANIZM DZIALANIA GHRELINY

Wewnatrzkomorkowy mechanizm dziatania ghreliny pozostaje nadal przed-
miotem licznych badan. W kontekscie sygnalizacji wewnatrzkomorkowej dosé
dobrze poznano mechanizm dziatania ghreliny na somatotropy przedniego pta-
ta przysadki mozgowej. W tym przypadku oddzialywanie ghreliny z receptorem
btonowym GHS-R1a prowadzi do aktywacji fosfolipazy C [31]. Aktywna fosfoa
lipaza C przeksztatca fosfatydyloinozytol do diacyloglicerolu oraz trifosforanu
inozytolu. Trifosforan inozytolu prowadzi do uwolnienia jondw wapnia, a diacy-
loglicerol aktywuje kinaz¢ biatkowa C. Jak juz wcze$niej wspominano, opisany
powyzej mechanizm dziatania ghreliny na somatotropy przysadki ro6zni si¢ od
mechanizmu stymulacji wydzielania GH za posrednictwem GHRH, gdzie stymu-
lacja receptora GHRHR prowadzi do aktywacji cyklazy adenylowej i w konse-
kwencji zwicksza wewnatrzkomorkowe stezenie cAMP, aktywujac kinaze¢ biatko-
wa A (Ryc. 1). W odniesieniu do komoérek somatotropowych wykazano roéwniez
dodatni wptyw ghreliny na ekspresj¢ czynnika transkrypcyjnego Pitl. Czynnik
ten jest odpowiedzialny za ekspresje genu kodujacego hormon wzrostu w komor-
kach somatotropowych [22].

Sciezki sygnalne regulowane przez ghreling zostaty rowniez przebadane przy
wykorzystaniu komoérek HepG2 [42]. Okazato sie, ze zwiazanie ghreliny z re-
ceptorem prowadzi do aktywacji kilku waznych przekaznikow wewnatrzkomor-
kowych, wlaczajac w to fosforylacje reszty tyrozynowej substratu receptora in-
suliny-1 (IRS-1) oraz stymulacj¢ kinaz biatkowych aktywowanych mitogenem
(MAPK). Obserwowany efekt dziatania ghreliny byt podobny do efektu wywiera-
nego przez insuling, jednakze w przeciwienstwie do insuliny ghrelina hamowata
aktywnos¢ kinazy Akt oraz czeSciowo znosita hamujacy wplyw insuliny na eks-
presj¢ karboksylazy fosfoenolopirogronianowej — enzymu regulatorowego proce-
su glukoneogenezy.

Jedna z gtéwnych funkcji wywierang przez ghreling jest regulacja homeos-
tazy energetycznej organizmu. Oddziatujac z receptorami neuronow NPY/AgR-
P-pozytywnych, ghrelina stymuluje osrodki podwzgoérza odpowiedzialne za
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interneur
GABA ;

Orexyna

NPY/Aarp POMC/CART

RYCINA 1. Polaczenie neurondow ghreliny w obrebie podwzgorza. Ghrelina dziatajac na receptory
GHS-R presynaptycznych zakonczen neuronéw NPY taczacych si¢ z neuronami POMC w obrebie
jadra ARC. W tym uktadzie ghrelina stymuluje uwalnianie GABA i w konsekwencji hamuje aktyw-
no$¢ anoreksygennych neuronow POMC. Wplyw ghreliny na neurony CRH w obrebie PVN jest
bardziej skomplikowany. W tym przypadku aktywacja presynaptycznych receptorow GHS-R neuro-
néw NPY powoduje stymulacj¢ wydzielania NPY, co w konsekwencji prowadzi do zahamowywania
wydzielania GABA z interneuronéw GABA, a to z kolei znosi hamujacy efekt GABA i powoduje
stymulacj¢ np. neuronéow CRH, prowadzac do uwalniania ACTH oraz kortyzolu. Neurony ghreliny
takze tacza si¢ z neuronami oreksyny w obrebie pola podwzgdrzowo bocznego i stymuluja aktyw-
no$¢ tych neurondw. Rycina wedtug: [40]

FIGURE 1. The connection of ghrelin neurons within the hypothalamus. Ghrelin acts on the GHS-R
receptors of the presynaptic terminals of NPY neurons connecting with POMC neurons within the
ARC nucleus. In this system, ghrelin stimulates the release of GABA and consequently inhibits the
activity of anorexigenic POMC neurons. The effect of ghrelin on CRH neurons within PVN is more
complicated. In this case, the activation of presynaptic GHS-R receptors of NPY neurons causes the
stimulation of NPY secretion, which in turn leads to inhibition of GABA secretion from GABA in-
terneurons, which in favor abolishes the inhibitory effect of GA-BA and causes stimulation of, e.g.,
CRH neurons, leading to ACTH and cortisol release. Ghrelin neurons also bind to Orexin neurons
in the lateral hypothalamus and stimulate the activity of these neurons. A figure according to [40]



298 M. BLATKIEWICZ I WSP.

pobieranie pokarmu [24]. W tym uktadzie sygnalizacja wewnatrzkomorkowa zat
chodzi réwniez przez GHS-R 1a, jednakze przypuszcza sig, ze w neuronach NPY/
AgRP sygnat do wydzielania NPY zachodzi za posrednictwem cAMP oraz kinazy
biatkowej A. Ten kolejny rodzaj sygnalizacji pozwala sugerowac, ze wewnatrz-
komoérkowa sygnalizacja wynikajaca z oddziatywania ghrelina — GHS-R1a jest
komorkowo specyficzna [35], i moze zachodzi¢ w odmienny sposob, zalezny od
komorek, na ktére ghrelina dziata [35].

Mechanizm dziatania ghreliny za posrednictwem cAMP potwierdzono réw-
niez na linii komérkowej COS-7 oraz linii HEK 293 z nadekspresja receptora
ghreliny. Inkubacja tych komorek z ghreling zwickszata aktywnos$¢ transkrypcyj-
ng elementow CRE oddziatujacych z cAMP [27, 28].

Ciekawych spostrzezen dostarczyty badania dotyczace wptywu ghreliny na
aktywnos$¢ ludzkich chondrocytow, gdzie potwierdzono pobudzajacy wplyw
ghreliny na powstawanie wewnatrzkomorkowego cAMP, lecz towarzyszyto
temu obnizenie aktywnosci metabolicznej badanych komorek (test MTT). W tym
aspekcie nalezy podkresli¢, ze w chondrocytach nie wykazano ekspresji recepto-
ra ghreliny. Fakt ten pozwala sugerowac, ze w mediowanym ghreling wzroscie
stezenia wewnatrzkomorkowego cAMP uczestniczy prawdopodobnie jaki$ inny
receptor [9]. Najnowsze badania jeszcze bardziej komplikuja mechanizm odm
dziatywania wewnatrzkomorkowego ghreliny, poniewaz wykazano, ze podczas
przekazywania sygnatu do wnetrza komorki, GHS-1Ra moze ulega¢ homo- lub
heterodimeryzacji [46]. Opisano réwniez mozliwo$¢ powstania heterodimerow
GHS-R1a oraz receptora dopaminy [29]. Przypuszcza si¢, ze heterodimeryzacja
indukuje translokacje¢ biatek G oddziatujacych z GHS-R1a. Zjawisko to moze by¢
tkankowo specyficzne, zalezne od kombinatorycznej ekspresji receptoréw na po-
wierzchni roznych typow komorek.

WYDZIELANIE HORMONU WZROSTU

Ghrelina jest peptydem wywierajacym szereg funkcji biologicznych, a szero-
ka dystrybucja receptora oraz samej ghreliny pozwala przypuszczaé, iz ghrelina
— obok klasycznego dzialania dokrewnego — moze lokalnie oddziatywa¢ rowniez
na drodze auto- lub parakrynowej. Z uwagi na fakt, ze ghrelina zostata opisana
pierwotnie jako peptyd regulujacy wydzielanie hormonu wzrostu, mechanizm jej
dzialania w tym kontekscie zostat do$¢ dobrze poznany. Ghrelina dziatajac na
receptor GHSR w obrgbie somatotropoéw przysadki na drodze IP3 prowadzi do
zwigkszenia wewnatrzkomorkowego stezenia Ca** i w konsekwencji prowadzi
do stymulacji wydzielania hormonu wzrostu. Aktywno$¢ uwalniania hormonu
wzrostu przez ghreling jest podobna do dziatania GHRH w modelu podania do-
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komorowego szczurom [36], jednakze maksymalna stymulacja wywierana przez
ghreling jest dwa do trzech razy wyzsza niz w przypadku GHRH [3]. Ghrelina
stymuluje uwalnianie hormonu wzrostu w sposéb dawkowo specyficzny [36].
Dozylna iniekcja ghreliny indukuje silne uwalnianie GH badanego w surowicy
zarowno u cztowieka, jak iszczura. U szczurow podanie dozylne ghreliny po-
woduje najwickszy pik wydzielania GH w 5-15 min. po podaniu i wraca ono do
punktu wyjsciowego po godzinie od podania. Pojedyncze dokomorowe podanie
ghreliny takze powoduje wzrost stezenia wydzielania GH w sposob zalezny od
dawki. Wykazano rowniez, ze ghrelina indukuje wydzielanie GH u nizszych kre-
gowcow, wilaczajac kury, ryby, zaby. Ghrelina stymuluje rowniez uwalnianie GH
z hodowli pierwotnej komorek przysadki, co §wiadezy o bezposredniej roli ghreliny
w regulacji tego procesu [36]. Udziat podwzgdrza w uwalnianiu GH mediowanym
ghreling jest réwniez brany pod uwagg. Pacjenci z organicznymi uszkodzeniami
podwzgorza charakteryzuja si¢ zmniejszeniem wydzielania GH, nawet po podaniu
ghreliny [44]. Ponadto w pierwotnej hodowli komoérek przysadki ghrelina zwieksza
uwalnianie GH tylko dwu-, trzykrotnie powyzej podstawowego poziomu [36], co
stanowi znacznie nizszy poziom zmian w porownaniu do indukcji wydzielania GH
w doswiadczeniach in vivo. Powyzsze fakty pozwalaja sugerowaé, iz inne czyn-
niki sg réwniez zaangazowane w mechanizm uwalniania GH stymulowany przez
ghreling. Obserwowano réwniez, ze po przecieciu nerwu blednego, wptyw ghreli-
ny na wydzielanie GH znaczaco maleje [17, 61]. Obserwacja ta wspiera hipotezg,
ze maksymalnie wywierany efekt stymulacji wydzielania GH przez ghreling moze
zachodzi¢ za posrednictwem nerwu btednego. Inna préba wyjasnienia obnizonej
aktywnosci ghreliny dziatajgcej bezposrednio na komoérki przysadki jest brak eks-
presji w tych komorkach GHRH. W tym rozumieniu wspotwystepowanie ghreliny
oraz GHRH charakteryzuje si¢ efektem synergistycznym w kontekscie wydzielania
GH [4, 25]. Dane te moga sugerowac, ze GHRH jest potrzebne do osiggni¢cia maka
symalnej wydajnosci wydzielania GH przez ghreling.

REGULACJA POBIERANIA POKARMU

Przyjmuje si¢, ze pobieranie pokarmu jest regulowane gléwnie w obrebie
osrodkéw glodu i sytosci podwzgodrza. Za pomoca metod immunohistochemicz-
nych wykazano, ze neurony podwzgorza zawierajace ghreling wystepuja migdzy
innymi w jadrze lukowatym [36]. Jadro tukowate (ARC) stanowi gléwne miejsce
aktywnosci ghreliny w obrgbie centralnego uktadu nerwowego. ARC jest takze
celem dla leptyny — obwodowego peptydu hamujacego pobieranie pokarmu pro-
dukowanego gtownie przez adipocyty. W obrgbie ARC mieszczg si¢ neurony pro-
dukujace NPY (neuropeptyd Y) jak i AgRP (biatko podobne do Aguti). Przynaj-
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mniej cze$ciowo oreksygenny efekt wywierany przez ghreling moze zachodzi¢ za
posrednictwem stymulacji ekspresji NPY oraz AgRP. Zgodnie z dystrybucja neu-
rondow ghreliny w obrebie podwzgorza wykazano, ze dokomorowa infuzja ghre-
liny powoduje zwigkszenie ekspresji podwzgorzowego AgRP [37]. Stymulujacy
efekt ghreliny na pobieranie pokarmu jest zniesiony po podaniu antagonisty re-
ceptora pierwszego NPY. Rowniez dokomorowe podanie inhibitora AgRP, czy tez
przeciwciat anty-NPY powoduje zniesienie stymulujacego efektu wywieranego
przez ghreling na pobieranie pokarmu. Dozylne podanie ghreliny rowniez prowa-
dzi do pobudzenia neuronow NPY/AgRP [14]. Przedstawione wyniki wskazuja, ze
ghrelina reguluje pobieranie pokarmu poprzez stymulacj¢ neuronow NPY/AgRP
podwzgorza. Ghrelina moze stymulowac neurony NPY/AgRP poprzez szlaki sy-
gnalizacyjne AMPK. Badania na myszach z nokautem genéw NPY i/lub AgRP
potwierdzaja role NPY/AgRP w efekcie wywieranym przez ghreling, jednakze
wyciszenie tylko jednego genu powoduje stabe zahamowanie efektu wywiera-
nego przez ghreling. Dopiero nokaut zarowno NPY oraz AgRP znacznie znosi
dzialanie ghreliny na pobieranie pokarmu. Poza stymulacjg wydzielania oreksy-
gennych peptydow, ghrelina rowniez wzmacnia swoj efekt poprzez zahamowa-
nie dziatajacych anoreksygennie neuronow zawierajacych proopiomelanokortyne
(POMC) oraz transkryptu regulowanego kokaing i amfetaming (CART) [12].

Kolejne badania wykazatly réwniez, ze centralne podanie ghreliny prowadzi
do stymulacji wychwytu triacyloglicerydow oraz lipogenezy, z jednoczesna in-
hibicja oksydacji lipidow w obrebie zottej tkanki ttuszczowej [52]. Obwodowe
podawanie ghreliny przez okres dwoch tygodni powoduje znaczny wzrost masy
tkanki tluszczowej [55]. Zgodnie z powyzszymi obserwacjami przyrost masy
tkanki thuszczowej nie zachodzi u myszy z nokautem genowym ghreliny [63].

Dokomorowe oraz obwodowe chroniczne podawanie ghreliny powoduje roz-
woj hiperfagii, prowadzi do podwyzszenia masy ciala oraz stymuluje rozwoj adi-
pocytow [43, 55]

Obwodowo podana ghrelina powoduje rowniez stymulacje neuronéw NPY/
AgRP podwzgodrza i na tej drodze wzmaga pobieranie pokarmu [26, 60]. Ghreliw
na, jak i wigkszo$¢ peptydow podanych obwodowo, nie przechodzi tatwo przez
bariere krew-mozg, stad tez obwodowa ghrelina musi aktywowaé odpowiednie
regiony podwzgorza poprzez $ciezki posrednie. Wykazanie ekspresji receptora
ghreliny w obrebie aferentych neuronow nerwu bigdnego sugeruje, ze sygnat
ghreliny jest transmitowany do uktadu nerwowego wlasnie za posrednictwem
nerwu btednego [17, 45]. Ponadto wykazano, ze dokomorowe podanie ghreliny
indukuje ekspresje c-Fos w motoneuronach nerwu blednego i stymuluje sekrecje
kwasu solnego w zotadku, co potwierdza udziat nerwu btgdnego w mechanizmie
dziatania wywieranym przez ghreling [18]. Istnieja takze dowody, ze wagotomia
znosi zdolno$¢ obwodowo podanej ghreliny do stymulacji pobierania pokarmu
oraz wydzielania GH [1, 17]. Pobieranie pokarmu obniza poziom ghreliny zarowb
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no u wagotomizowanych, jak i kontrolnych zwierzat, jednakze wagotomia obniza
indukowany gtodem wzrost stezenia ghreliny [61].

Ghrelina dziata réwniez za posrednictwem neuronow oreksynowych. Doko-
morowe podanie ghreliny indukuje ekspresj¢ Fos w neuronach oreksynowych
[53]. Stymulujaca pobieranie pokarmu aktywno$¢ ghreliny jest zredukowana
u myszy z nokautem genu oreksyny.

Poziom ghreliny w surowicy jest wysoki w okresie przedpositkowym i obniza
si¢ do poziomu wyjsciowego w przeciagu godziny od pobrania pokarmu [16, 56].
Fakt ten wspiera hipoteze o tym, ze ghrelina moze petni¢ role czynnika inicju-
jacego pobieranie pokarmu. Przedpositkowy wzrost st¢zenia ghreliny w surowicy
obserwowano rowniez podczas dobrowolnego pobierania pokarmu nie spowodo-
wanego glodem [15]. Ghrelina moze by¢ takze uwazana za sygnat gtodu, gdyz ista
nieje pozytywna korelacja pomigdzy poziomem ghreliny w surowicy a stopniem
odczuwania gltodu. Poza tym, popositkowe obnizenie st¢zenia ghreliny w surowi-
cy jest proporcjonalne do ilo$ci pobranego pokarmu [8], co dodatkowo wzmacnia
role ghreliny jako sygnalu glodu.

Poziom ghreliny zmienia si¢ w czasie dnia, szczegolnie przed pobieraniem
pokarmu oraz w nocy. Wysoki poziom ghreliny zostaje gwattownie obnizony po
pobraniu pokarmu co sugeruje, ze ghrelina jest istotnym czynnikiem inicjujacym
pobieranie pokarmu [2, 16, 19, 47]. Wysoki poziom ghreliny u gtodzonych zwiet
rzat ulega obnizeniu w zotadku po wypetieniu 50% roztworem glukozy, lecz
nie zmienia si¢ po wypelnieniu tg sama objetoscia wody, co rOwniez sugeruje, iz
bodzcem hamujacym wydzielanie ghreliny nie jest samo fizyczne rozciagnigcie
sciany zotadka [55].

Ekspresja genu ghreliny w zotadku jest podwyzszona podczas gtodzenia
i spada po podaniu leptyny oraz interleukiny 1B (IL-1B) [5, 33]. Ghrelina przyn
czynia si¢ do utrzymania dodatniego bilansu energetycznego poprzez stymulacje
pobierania pokarmu, obnizenie wydatku energetycznego oraz hamowania ano-
reksji indukowanej IL-1B. Fakty te pozwalajg sugerowac potencjalne kliniczne
wykorzystanie ghreliny w leczeniu anoreksji powstatej jako efekt uboczny za-
zywania niektorych lekow, operacji chirurgicznych oraz jako symptom choroby
nowotworowej lub AIDS.

Poziom krazacej ghreliny jest negatywnie skorelowany z BMI. Poziom ghreli-
ny podczas gltodzenia jest nizszy u 0so6b otytych niz o 0séb o prawidtowym BMI,
podczas gdy osoby z niskim BMI majg wysoki poziom ghreliny we krwi [55].
Sekrecja ghreliny jest wysoka w anoreks;ji 1 kacheksji, a jest obnizona w otytosci
[15, 57]. Szczegblnym wyjatkiem tej negatywnej korelacji pomiedzy BMI a ghrel
ling jest zespot Pradera-Williego, gdzie otyto$¢ wspotwystepuje z wysokim po-
ziomem ghreliny [23].

Obecnie opisywane sg trzy rozne $ciezki indukujace pobieranie pokarmu
przez ghreling (Ryc. 2):
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RYCINA 2. Trzy $ciezki oddzialywania ghreliny na regulacje pobierania pokarmu. Rycina wedtug: [40]
FIGURE 2. The three pathways of ghrelin’s influence on food intake regulation. A figure according
to [40]

1 Krazaca ghrelina osigga i aktywuje oreksygenne neurony NPY/AgRP w ob-
rebie jadra tukowatego podwzgorza oraz hamuje anoreksygenne neurony POMC
i CART.

2 Krazaca lub produkowana lokalnie w zotadku ghrelina dziata za posrednic-
twem nerwu blednego oraz jadra pasma samotnego, skad sygnat przenoszony jest
do podwzgdrzowych jader regulujacych pobieranie pokarmu.

3 Ghrelina produkowana jest lokalnie w podwzgoérzu [14], stymulujgc neurony
NPY/AgRP jadra tukowatego oraz neurony okresyny w polu bocznym podwzgorza.

Ghrelina charakteryzuje si¢ takze wlasciwosciami prokinetycznymi w obrebie
przewodu pokarmowego. Obwodowe podanie ghreliny przys$piesza oproznianie
zotadka u szczurow [54] oraz myszy [34], a takze u czlowieka [41].
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GHRELINA W REGULACJI HOMEOSTAZY GLUKOZY

Ghrelina oraz jej receptor zostaly takze wykazane, zar6wno na poziomie
mRNA jak i biatka, w obrgbie trzustki, sugerujac jej lokalng fizjologiczng role
w kontekscie aktywnosci tego gruczotu. Zaproponowano kilka mechanizmow re-
gulacji tej aktywnosci przez ghreline i obecnie zgodnie przyjmuje si¢, ze ghreli-
na reguluje sekrecje insuliny. Pomimo kilku sprzecznych doniesien, wickszos¢
badan wykazuje hamujacy wplyw ghreliny na sekrecj¢ insuliny, w konsekwencji
prowadzac do zwigkszonego poziomu krazacej glukozy. Badania te wskazujg za-
tem na istotna role ghreliny w regulacji homeostazy glukozy.

W tym kontekscie, u zdrowych ludzi obserwowano odwrotng zalezno$¢ po-
miedzy poziomem krazacej ghreliny a insuling [16], sugerujaca hamujace sprzer
zenie zwrotne wystepujace migdzy ghreling a insuling. I rzeczywiscie, insulina
obniza osoczowe stezenie krazacej ghreliny niezaleznie od zmian st¢Zzenia glu-
kozy [20]. Bezposredni wptyw insuliny na wydzielanie ghreliny wykazano na
izolowanych zotadkach szczura poddanych perfuzji [30]. Hamujacy efekt insuliz
ny jest natomiast sprawg dyskusyjna, ale rozbiezno$ci mogg wynikaé z réznych
warunkéw eksperymentalnych [7].

Inne badania wykazaty, ze nokaut genowy ghreliny lub jej receptora nie zapo-
biega powstawaniu otylosci indukowanej dieta, lecz zwicksza insulinowrazliwosé¢
[17]. Myszy z nokautem ghreliny lub jej receptora poddane ubogokalorycznej die-
cie posiadaja niski poziom glukozy we krwi w odniesieniu do myszy typu dzikiego,
ten sam efekt obserwowano ostatnio u myszy z nokautem genu GOAT [62].

GHRELINA W UKLADZIE ROZRODCZYM

Dostepna literatura wskazuje, ze ghrelina reguluje kilka aspektow fizjologii roz-
rodu, czgsciowo poprzez odziatywania para- lub tez autokrynowe. Najczg$ciej ghre-
lina wywiera hamujacy wplyw na aktywno$¢ biologiczna gonad. W tym kontekscie
wykazano, ze dokomorowa infuzja ghreliny hamuje czg¢stotliwo$¢ pulsacyjnego
uwalniania LH z przysadek owariektomizowanych szczurow oraz prowadzi do ob-
nizenia stezenia LH w surowicy krwi [21]. Natomiast obwodowe podanie ghreliny
nie wywotuje zmian w poziomie uwalniania LH i FSH u ludzi [48].

Obserwowano réwniez zalezny od dawki spadek sekrecji progesteronu i es-
tradiolu indukowany ghreling w hodowli ludzkich komorek ziarnistych [58].
Dodanie ghreliny do medium hamuje rozwdj blastocysty, w ten sposob regulujac
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przedimplantacyjny rozwoj zarodka [32]. Ghrelina nie wplywa na podstawowe
wydzielanie testosteronu przez skrawki jadra szczura, jednakze hamuje stymulo-
wane gonadotroping kosmoéwkowa (hCG) oraz cAMP sekrecje testosteronu [50].
Hamowanie sekrecji testosteronu koreluje z obnizeniem ekspresji kluczowych ge-
néw steroidogenezy, takich jak StAR, P450scc, 3beta-HSD, 17beta-HSD. Ghre-
lina wptywa réwniez na sekrecje¢ prolaktyny, z tym, ze hamuje ona sekrecj¢ pro-
laktyny u niedojrzatych ptciowo samcodw szczura, a pobudza sekrecje prolaktyny
u dojrzatych samcow szczura oraz dorostych ludzi [4, 49].

INNE FUNKCJE FIZJOLOGICZNE GHRELINY

W prezentowanej pracy skupiono si¢ tylko na podstawowych funkcjach bio-
logicznych wywieranych przez ghreling jednakze poznana rola fizjologiczna
ghreliny jest znacznie szersza. I tak, ghrelina odgrywa tez istotng role w regulacji
uktadu sercowo-naczyniowego [51]. Prowadzi ona do wzrostu frakcji wyrzutowe;j
serca, co powoduje zwigkszenie wydolnosci migs$nia sercowego. Ghrelina obni-
za stopien apoptozy kardiomiocytow oraz powoduje spadek cisnienia tetniczego
krwi. Ghrelina uczestniczy w metabolizmie kosci, posrednio poprzez uwalnia-
nie GH, ale tez dziatajac bezposrednio na chondrocyty prowadzi do zwigkszenia
syntezy proteoglikanéw oraz kwasu hialuronowego [11]. Reguluje ona réwniez
proliferacje oraz apoptoze wielu typow komorek, w tym rowniez pochodzenia
nowotworowego. Zahamowanie proliferacji komorkowej pod wptywem ghreliny
obserwowano w drobnokomoérkowym raku ptuc [10] oraz w nowotworach ztoslie
wych tarczycy [59]. Ghrelina moze wptywa¢ hamujaco na proces nowotworzenia,
poprzez regulacje czynnikéw angiogenezy i spowolnienie proliferacji komorek
srodblonka [6, 13].Z drugiej strony istniejg doniesienia sugerujace o stymulujar
cej roli ghreliny na proliferacj¢ linii komoérkowej wywodzacej sie z nowotworow
nadnercza [38, 39].
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REGULACJA SPLICINGU PRZEZ
WYBRANE ELEMENTY CHROMATYNY
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Streszczenie: Istotnym etapem ekspresji gendw eukariotycznych jest ich sktadanie — inaczej splicing.
Proces sktadania genéw polega na usunigciu z prekursorowego mRNA introndéw i potaczeniu eksonéw
w dojrzaly mRNA, ktory bedzie stanowi¢ matrycg do syntezy bialtka. Alternatywny splicing prowadzi
do wiaczenia lub wylaczenia réznych fragmentoéw z pierwotnego transkryptu i powstania wielu izoform
mRNA a w konsekwencji roznych biatek, wigc jest glownym czynnikiem wplywajacym na zréznicow-
anie proteomu. Precyzyjna regulacja splicingu wymaga wspoldziatania elementow sekwencji prekurso-
rowego mRNA oraz licznych czynnikéw regulatorowych. Poniewaz proces sktadania genéw zachodzi
gltéwnie kotranskrypeyjnie, duzy wplyw na przebieg splicingu ma struktura chromatyny.

W niniejszej pracy zebrano informacje na temat roli podstawowych elementéw struktury chromatyny
w regulacji splicingu. Oméwiono wptyw rozmieszczenia nukleosomow, wariantow histondw oraz mody-
fikacji potranslacyjnych na tempo elongacji polimerazy RNAII czy rekrutacj¢ czynnikow splicingowych.

Stowa kluczowe: splicing, chromatyna, modyfikacje histonow, nukleosomy, polimeraza RNA II

Summary: Splicing is an essential step in eukaryotic gene expression. It consists of removing introns
from the precursor mRNA and connecting exons into mature mRNA, which will constitute the tem-
plate for protein synthesis. Alternative splicing leads to the inclusion or exclusion of different frag-
ments from the primary transcript and the formation of multiple mRNA isoforms resulting in different
proteins, so it is a major factor in proteome diversity.

Precise regulation of splicing requires the interplay of precursor mRNA sequence elements and numer-
ous regulatory factors. Since splicing occurs mainly co-transcriptionally, chromatin structure strongly
affects this process.

This study presents the role of basic chromatin structure elements in the regulation of splicing. The
influence of nucleosome positioning, histone variants and posttranslational modifications on the RNA
polymerase II elongation rate or splicing factors recruitment is also reviewed.

Keywords: splicing, chromatin, histone modifications, nucleosomes, RNA polymerase II
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WSTEP

Geny eukariontdow sa nieciagle: eksony, czyli sekwencje kodujace, moga by¢
rozdzielone intronami — sekwencjami niekodujacymi, dlatego etap sktadania genow,
inaczej splicing — jest kluczowy w procesie w ekspresji genow eukariotycznych.
W czasie tego etapu z prekursorowego m+RNA (pre-mRNA) usuwane sg fragmen-
ty niekodujace a eksony sg tgczone w jedng ni¢, ktora bedzie stanowi¢ matryce do
syntezy bialka. Proces sktadania genoéw jest gtéwnym czynnikiem wptywajacym na
zrdznicowanie proteomu, poniewaz czesto prowadzi do powstania réznych czaste-
czek mRNA z pojedynczego pre-mRNA mowimy wtedy o alternatywnym splicin-
gu. Kazda z izoform mRNA moze by¢ przepisywana na biatka o odmiennej roli dla
funkcjonowania komorki, tkanki i organizmu. W wyniku alternatywnego splicingu
z okoto 20 000 gendow czlowieka powstaje ponad 100 000 réznych biatek [86]. Re-
gulacja splicingu musi by¢ wigc jednoczesnie elastyczna i bardzo precyzyjna, aby
zapewni¢ specyficzng dla tkanek ré6znorodnos¢ izoform mRNA oraz dynamiczna
zmian¢ wzoru splicingu w odpowiedzi na bodzce. Aby doszlo do poprawnego
zdefiniowania, jaka sekwencja, w danych warunkach, powinna zosta¢ wigczona
do dojrzatego mRNA, niezbedne jest wspotdziatanie czynnikéw cis zawartych
w sekwencji pre-mRNA oraz licznych czynnikow regulatorowych dziatajacych
w uktadzie trans.

W komorkach eukariotycznych materiat genetyczny jest silnie upakowany
w jadrze w postaci kompleksu nukleoproteinowego zwanego chromatyng. Wie-
le badan dowodzi, ze proces sktadania genow zachodzi ko-transkrypcyjnie [63]
i podobnie jak dla regulacji transkrypcji, tak i dla wlasciwego zarzadzania splicin-
giem kluczowym elementem jest wla$nie struktura chromatyny.

STRUKTURA CHROMATYNY

Podstawowa, powtarzajacg si¢ jednostkg chromatyny jest nukleosom, ktorego
rdzen stanowi osiem biatek histonowych niemal dwukrotnie owinig¢tych przez he-
lisg DNA o dtugosci 146 par zasad [52]. Mozna wyr6zni¢ pie¢ klas biatek histo-
nowych, cztery histony rdzeniowe (H2A, H2B, H3 i H4) oraz histon facznikowy
(H1/HS5). Oktameryczna struktura rdzenia nukleosomu zbudowana jest z tetrame-
ru utworzonego z dwoch dimeréw H3-H4 i przytaczonych do nich dwoch dime-
row H2A-H2B [52]. Sasiadujace nukleosomy tgczy odcinek DNA, ktoéry moze
mie¢ dtugos¢ miedzy 20, a 90 pz. zaleznie od miejsca w genomie, typu komorki
czy organizmu [81]. Z nukleosomem, poza jego rdzeniem, oddziatuje wspomnia-
ny juz histon lacznikowy H1, tworzac chromatosom konieczny do powstawania
in vivo wyzszych struktur chromatyny [2]. Podstawowym zadaniem, jakie spet-
niajg biatka histonowe, jest tworzenie rusztowania, ktore zapewnia organizacje,
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kondensacj¢ DNA oraz odpowiednig regulacj¢ proceséw zwigzanych z jadrowym
DNA wewnatrz jadra komdrkowego.

Histony rdzeniowe zbudowane sa z centralnej domeny globularnej zwane;j
zwini¢ciem histonowym (ang. histone fold), dzigki ktorej moga ze sobg oddziaty-
wag, oraz nieustrukturyzowanej domeny koncowej, zwanej ogonem histonowym
(ang. histone tail) zlokalizowanej na aminowym koncu biatka. Histon H2A do-
datkowo posiada taka domene na koncu karboksylowym [9]. Histony sa biatkami
silnie zasadowymi i bogate w grupy o dodatnim tadunku, ktore niekowalencyjnie
oddziatuja z ujemnie natadowanymi resztami fosforanowymi w DNA, co stabili-
zuje nukleosom. Ogony histonowe sa wysuniete poza nukleosom i dzigki duzej
zawartos$ci glicyny sa elastyczne, dlatego tatwo zmieniaja utozenie przestrzenne,
przez co wptywaja na oddzialywania histonow z DNA i innymi biatkami [8].

Ogony histondéw rdzeniowych moga by¢ modyfikowane poprzez kowalencyjne
przylaczenie rdznego typu grup chemicznych, jak np. grupa acetylowa, metylowa
i fosforanowa, co prowadzi do zmian wiasciwosci fizykochemicznych biatek histo-
nowych [3]. Modyfikacje potranslacyjne histonéw wptywaja na strukture chroma-
tyny, dlatego sg jednym z kluczowych mechanizméw regulujacych wiele proceséw
zaleznych od jadrowego DNA. Odpowiadajg miedzy innymi za rekrutacj¢ wybranych
biatek niehistonowych do chromatyny, ktore z kolei penia role w regulacji licznych
procesow biologicznych. Poznano wiele tego typu biatek efektorowych, ktore roz-
poznaja modyfikacje histonowe zaleznie od typu modyfikacji, miejsca wprowadze-
nia w biatku histonowym oraz liczby modyfikacji [6, 51, 64]. Czasami modyfika-
cje potranslacyjne histonéw maja odwrotny skutek — konkretne wzory modyfikacji
moga uniemozliwi¢ biatkom przytaczenie si¢ [45]. Te obserwacje przyczynity si¢ do
stworzenia, obecnie juz dos¢ dobrze udokumentowanej, hipotezy ,,kodu histonowe-
go” [77], ktéra moéwi, ze kombinacje modyfikacji histon6w moga nies¢ informacje
umozliwiajace precyzyjna regulacje DNA-zaleznych procesow. Modyfikacje te sa
nanoszone i usuwane przez szereg wyspecjalizowanych enzymow okres§lanych odpo-
wiednio jako ,,writers” i ,,erasers”, natomiast interpretacja kodu histonowego zajmuja
si¢ biatka lub kompleksy biatek efektorowych zwane ,,readers” [26, 77]. Kod histo-
nowy jest czescig kodu epigenetycznego jednak nie jest jednoznaczny ani konserwo-
wany miedzy gatunkami. Jak do tej pory poznano ponad 20 rodzajow potranslacyj-
nych modyfikacji histonéw [47], a liczba miejsc w ludzkich histonach, ktére moga
podlega¢ modyfikacjom, jest szacowana na ponad 130 [66], stad liczba mozliwych
kombinacji tego typu modyfikacji daje potencjalnie ogromng ,,pojemno$¢” kodu hi-
stonowego. Dodatkowo, niektore modyfikacje moga by¢ wprowadzane lub usuwane
bardzo szybko. Te wszystkie cechy utrudniajg jednoznaczne okreslenie funkcji kon-
kretnych modyfikacji lub ich kombinacji, co powoduje, ze nasza wiedza na temat roli
potranslacyjnych modyfikacji histonowych jest nadal zdecydowanie niepelna. Mimo
to, bazujac na dotychczasowych danych, mozna stwierdzi¢, ze modyfikacje histonow
reguluja niemal wszystkie procesy zalezne od jadrowego DNA.
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SKEADANIE GENOW - SPLICING

Kluczowym dla funkcjonowania komorki procesem zachodzacym w $rodo-
wisku chromatyny jest transkrypcja i bezposrednio z nig zwigzany etap sktada-
nia mRNA. W wickszosci przypadkow splicing przeprowadzany jest przez duzy
kompleks rybonukleoproteinowy, zwany spliceosomem [50], ktory w trakcie ob-
robki pre-mRNA bardzo dynamicznie zmienia swoja konformacje i sktad podjed-
nostkowy. W komoérkach wiekszosci eukariontow wspoétistnieja dwa kompleksy
spliceosomowe, glowny U2-zalezny, ktory odpowiada za katalize intronow typu
U2 oraz zdecydowanie mniej liczny Ul2-zalezny, kluczowy dla usuwania intro-
néw typu U12, ktore stanowig mniej niz 0,5% wszystkich intronéw w danym ge-
nomie [80]. Podstawowe sktadniki klasycznego spliceosomu to pig¢ kompleksow
nukleoproteidowych tzw. matych jadrowych nukleoprotein (ang. small nuclear
ribonucleoproteins, snRNPs): U1, U2, U4, U5 oraz U6 powstajacych z potacze-
nia malych jadrowych RNA (ang. small nuclear RNA, snRNA) z biatkami Sm
lub LSm. Dodatkowo na réznych etapach sktadania gendéw w sktad spliceoso-
mu wchodzg liczne towarzyszace czynniki biatkowe [89]. Sktad biatkowy spli-
ceosomu bardzo dynamicznie si¢ zmienia, u czlowieka zidentyfikowano ponad
200 réznych biatek budujacych ten skomplikowany kompleks na réznych etapach
jego aktywnosci [18].

Doktadne miejsce, w ktorym ma zajs$¢ cigcie pre-mRNA, jest wyznaczone
przez sekwencje na obu koncach intronéw zwane miejscami splicingowymi (ang.
Splicing Sites). W przewazajacej wickszosci intronéw na koncu 5’ znajduje si¢
sekwencja GU, a na koncu 3’ — sekwencja AG, rzadziej wystepujg introny z se-
kwencjami AU i AC, a poznanych jest wigcej kombinacji [65]. Oprocz miejsc
splicingowych do elementéw waznych dla przebiegu wycinania intron6w naleza
takze tzw. miejsce rozgalezienia oraz trakt polipirymidynowy, oba znajdujace si¢
niedaleko konca 3’ intronu.

Na kazdy cykl wycinania intronu sktadajg si¢ cztery kolejne etapy: ztoze-
nie spliceosomu, jego aktywacja, przeprowadzenie reakcji i rozpad kompleksu.
Dekady badan biochemicznych, genetycznych a ostatnio takze strukturalnych
z wykorzystaniem mikroskopii krioelektronowej pozwolity szczegdétowo opisaé
konformacje, jakie w tym czasie przyjmuje kompleks spliceosomu [24, 84, 88,
89]. W uproszczeniu proces ten mozna opisa¢ nastepujaco. Splicing rozpoczyna
si¢ od utworzenia kompleksu spliceosomalnego E. W jego sktad wchodza: Ul
snRNP, ktory taczy sie do miejsca splicingowego 5’ intronu, dwa czynniki pomoc-
nicze U2AF65 1 U2AF35 (ang. U2 Auxiliary factor), ktére wigzg si¢ odpowiednio
z traktem polipirymidynowym i miejscem splicingowym 3’ a takze czynnik spli-
cingowy 1 (ang. Splicing Factor 1, SF1) przytaczajacy si¢ do miejsca rozgalezie-
nia intronu. W wyniku zastgpienia SF1 przez U2 snRNP powstaje kompleks A.
Kolejna zmiana konformacji, prowadzaca do powstania kompleksu B, polega na
przylaczeniu wezesniej uformowanej podjednostki sktadajacej si¢ trzech snRNP
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U4/U6.U5. Ostatnim etapem jest odtgczenie sie Ul 1 U4, dzigki czemu U2 i U6
snRNP uzyskuja aktywnos$¢ katalityczna.

Ten cykl zmian konformacyjnych ma na celu zblizenie do siebie miejsc spli-
cingowych iumozliwienie aktywnym katalitycznie podjednostkom przeprowa-
dzenie usunigcia intronu i kowalencyjnego potaczenia eksonow. Dzieje si¢ to
w wyniku dwoch, nastgpujacych po sobie reakcji tarnsestryfikacji, po ktorych
nastgpuje demontaz kompleksu. [24, 84, 88, 89].

Oprdocz wymienianych wyzej podstawowych elementow, do prawidtowego
formowania si¢ kolejnych komplekséw spliceosomowych niezbedna jest energia
pochodzaca z hydrolizy ATP oraz zaangazowanie ogromnej liczby dodatkowych
biatek [18, 89]. Dla kazdego intronu, ktory ma zosta¢ wycigty, spliceosom musi
zostac¢ ztozony od nowa z podstawowych elementow, co czyni ze splicingu bardzo
skomplikowany i kosztowny energetycznie proces.

ALTERNATYWNY SPLICING

Dojrzate transkrypty jednego genu moga si¢ od siebie znaczaco rozni¢, jesli
na etapie splicingu dojdzie do wyboru ré6znych kombinacji miejsc splicingowych.
Prowadzi to do wlaczenia lub wytaczenia réznych fragmentéw z pierwotnego
transkryptu i powstania wielu izoform mRNA, a nastepnie rdznych biatek. Ten
proces zwany alternatywnym splicingiem umozliwia osiggnigcie ogromnej r6z-
norodnosci proteomu przy ograniczonej liczbie genow.

Alternatywnemu sktadaniu ulega okoto 95% wieloeksonowych genéw u czto-
wieka [62] i ponad 60% u A. thaliana [53]. Proces ten odgrywa kluczowa rol¢ na
etapie r6znicowania si¢ komorek, kiedy na roznych poziomach rozwoju organi-
zmu ekspresji ulegaja inne izoformy mRNA a takze w zapewnieniu specyficzne-
go dla tkanek zestawu transkryptow a dalej biatek.

REGULACJA SPLICINGU

Regulacja splicingu odbywa si¢ na wielu poziomach. Jednym z najlepiej zba-
danych jest regulacja przez biatka, ktore przylaczaja si¢ do réznych sekwencji
w pre-mRNA i dzialaja, jako represory lub aktywatory formowania si¢ spliceoso-
mu lub determinujg wybor miejsc splicingowych [21]. Ogoélnie mozna wyr6znié
trzy glowne grupy czynnikéw splicingowych: biatka SR (ang. serine- and ar-
ginine-rich proteins), zazwyczaj dzialajace, jako aktywatory splicingu poprzez
rekrutacje spliceosomu do miejsc splicingowych; biatka hnRNP — represory spli-
cingu, ktore uniemozliwiajg rozpoznanie miejsc splicingowych, oraz tkankowo-
specyficzne czynniki splicingowe [15, 21]. Motywy rozpoznawane przez biatka
regulatorowe dziatajace w uktadzie trans zwane sg rejonami regulujacymi spli-
cing SRE (ang. splicing regulatory elements) 1 wystepuja zarbwno w intronach
jak 1 eksonach. Czynniki splicingowe wigzace si¢ do SRE mogg oddziatywa¢ m.
in z snRNP i1 promowa¢ lub hamowaé¢ wybor miejsca splicingowego przez kom-
pleks spliceosomu [13].
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REGULACJA SPLICINGU PRZEZ SRODOWISKO CHROMATYNY

Pre-mRNA moze podlega¢ dojrzewaniu po zakonczeniu transkrypcji w tzw.
skupiskach jadrowych [28], jednak w wiekszosci przypadkow splicing zachodzi
rownolegle z syntezg pre-mRNA czyli ko-transkrypcyjnie (ang. co-transcriptio-
nal splicing) [63]. Kompleks spliceosomu tgczy si¢ z pre-mRNA i wybiera miej-
sca splicingowe jeszcze gdy transkrypt jest zwigzany z polimerazg RNA I (RNA
Pol II). Uznano wigc, ze kompleks polimerazy II RNA takze moze wptywac na
przebieg splicingu.

W jadrze komorki eukariotycznej kompleks polimerazy RNA II odpowiada
za syntez¢ mRNA i niektorych niekodujacych RNA. Wiadomo, Ze struktura chro-
matyny jest jednym z podstawowych elementow wplywajacych na aktywnosé
kompleksu Pol IT RNA, ktory poza transkrypcja zaangazowany jest w regulacje
kolejnego waznego etapu ekspresji genéw — sktadania genéw. Opisano dwa mo-

¢ Transkrypcja

—
¢ Splicing

RYCINA 1. Schemat przedstawia wplyw modyfikacji epigenetycznych: réznego rozmieszczenia nu-
kleosoméw na DNA, wariantow histonow, acetylacji i metylacji histonéw na przebieg splicingu
FIGURE 1. The scheme illustrates the effect of epigenetic modifications: different distribution of
nucleosomes on DNA, histone variants, histones acetylation and methylation on splicing
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dele wyjasniajace wptyw tej polimerazy na przebieg splicingu: rekrutacyjny (ang.
recruitment coupling), oraz kinetyczny (ang. kinetic coupling) [30]. Pierwszy
zaklada, ze C-koncowa domena RNA Pol II — domena CTD stanowi platforme
rekrutujaca czynniki splicingowe, ktore odpowiadajg za wybor miejsc splicingo-
wych [19]. W modelu kinetycznym, kluczowym czynnikiem decydujacym o wy-
korzystaniu konkurujacych ze sobg miejsc splicingowych jest tempo elongacji
transkrypcji. Ogdlnie rzecz biorac, wolniejsze tempo elongacji RNAPII zwigksza
efektywnos$¢ w rozpoznawaniu stabych miejsc splicingowych, co prowadzi do
wlaczenia do mRNA alternatywnych eksondéw [30, 55]. Z drugiej strony, dtuzej
trwajaca elongacja umozliwia przylaczenie si¢ negatywnych czynnikéw splicin-
gowych i w ten sposob pominigcie pewnych miejsc splicingowych [20].

Wiadomo tez, ze zmniejszenie tempa elongacji RNA Pol II jest istotnym czyn-
nikiem determinujacym splicing, szczegdlnie w przypadku wycinania intronow
o niekanonicznej sekwencji miejsc splicingowych [5]. Zmiany w og6lnym tempie
transkrypcji maja szeroki wpltyw na wydajnos¢ splicingu, wskazujac na $cisty
zwigzek 1 wzajemne zalezno$ci miedzy synteza mRNA i sktadaniem genow [11].

Aktywno$¢ polimerazy RNA II jest bez watpienia kluczowa dla przebiegu
procesu dojrzewania RNA, a czynniki, ktoére na nig wptywaja stanowiag kolejny
wazny poziom regulujacy przebieg splicingu. Do takich czynnikow z pewnoscia
zaliczaja si¢ histony budujace podstawowe elementy struktury chromatyny — nu-
kleosomy (Rye. 1.), ktorych rola zostata opisana ponizej oraz metylacja DNA.
Omowienie wptywu tej ostatniej modyfikacji epigenetycznej na ekspresje genow
i dojrzewania mRNA wymagaloby osobnej pracy przegladowe;.

WPLYW NUKLEOSOMOW NA SPLICING

Nukleosomy nie sg roztozone réwnomiernie w genomie i cho¢ zajmuja jego
wicksza czesé, istnieja regiony, w ktorych nukleosomy wystepuja mniej licznie
lub wrecz wcale [78]. Nie sg tez rozmieszczone losowo. Poniewaz nukleososmy
stanowig przeszkod¢ dla innych biatek wigzacych si¢ do DNA, ich zubozenie
w miejscach odpowiadajacym regulatorowym sekwencjom DNA (promotory, en-
hancery i terminatory genow) umozliwia wigzanie si¢ rozmaitym biatkom regula-
torowym z miejscami docelowymi [78].

O tym, jak na nici genomowego DNA rozlozone sg nukleosomy, decyduje
kilka czynnikéw. Jednym z nich jest podatno$¢ helisy na owijanie si¢ wokot ok-
tameu histonowego, o czym w duzej mierze decyduje sekwencja DNA. Na pozy-
cj¢ nukleosomoéw na nici DNA ma wptyw takze obecno$¢ wariantow histonowych
oraz ich modyfikacje, metylacja DNA, a takze przyltaczenie si¢ biatek niehistono-
wych [16]. Do tej grupy nalezg ATP-zalezne kompleksy remodelujagce chroma-
tyne, ktorych rola jest skladanie i wymiana elementow rdzenia nukleosomu oraz
przesuwanie nukleosomoéw wzdtuz nici DNA.
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Definiowanie eksonéw przez nukleosomy

Powstanie dojrzatego transkryptu zalezy w duzej mierze od poprawnego rozpo-
znania przez spliceosom, ktory fragment pre-mRNA ma zosta¢ do niego wiaczony.
Jednym z elementéw chromatyny odgrywajacych role w definiowaniu eksonow sa
nukleosomy, ktore znacznie czgsciej zlokalizowane sg w obszarach eksondéw niz
intronow [70, 79]. To zjawisko, podobnie jak struktura oktameru histonowego bu-
dujacego nukleosom, jest konserwowane ewolucyjnie [58].

Wykazano takze, ze zwigkszona cz¢sto$¢ wystgpowania nukleosomow w eks-
onach, ktorych sekwencje miejsc splicingowych sg klasyfikowane jako stabe, pro-
wadzi do czestszego ich wlaczania do mRNA [79]. Co wigcej, nukleosomy cze-
sciej znajduja si¢ na eksonach konstytutywnych — czyli takich, ktore wystepuja we
wszystkich izoformach mRNA powstalych z jednego genu, niz na alternatywnych.
Stad wniosek, ze specyficzne pozycjonowanie nukleosomow w eksonach definiuje
je i pomaga w rozpoznaniu przez spleceosom [70, 79].

Zaobserwowano, ze w komorkach réznych organizméw w odpowiedzi na roz-
maite bodzce nastgpuja zmiany w rozmieszczeniu nukleosomow, ktore korelujg nie
tylko ze zmianami w intensywnosci ekspresji gendw, ale takze z odmiennym wzo-
rem splicingu [14, 39, 40, 96]. Taki efekt zauwazono np. po stymulacji komdrek
raka piersi progesteronem, ktory powodowat zmiane gestosci nukleosomow wokot
alternatywnych eksonow oraz modyfikacj¢ splicingu prawie 250 eksonéw [39]. In-
dukowany hormonalnie wzrost gestosci nukleosomow w eksonie korelowat z jego
czestszym wiaczaniem do mRNA. Natomiast eksony, ktore czgéciej byty pomijane
po stymulacji, charakteryzowaly si¢ malg gestoscig nukleosomow nawet przed za-
stosowaniem hormonu [39].

Zmiany w rozmieszczeniu nukleosomow stanowig bardzo istotny element regu-
lacyjny splicingu, takze w komorkach roslinnych, czego dowodem moga by¢ wyni-
ki badan prowadzonych na Arabidopsis, ktore wskazuja, ze obserwowane w odpo-
wiedzi na dziatanie chtodu zmiany rozmieszczenia nukleosomow modyfikujg wzor
splicingu réznych genoéw, w tym regulujacych odpowiedz na chtod [14, 40].

Powyzsze przyktady dowodza, ze przesunigcie nukleosoméw moze zmieniacé
uktad granic intron/ekson i stanowi dodatkowy poziom kontroli nad tym, jaki ze-
staw miejsc splicingowych zostanie wykorzystany w okre§lonych warunkach,
a w efekcie jakie powstang izoformy mRNA i biatka umozliwiajagce komorkom
wlasciwg reakcje na bodzce.

Wplyw nukleosomoéw na procesywnos¢ polimerazy RNA 11
Rola nukleosomdéw w regulacji splicingu moze wynika¢ z faktu, ze stanowia
one barier¢ dla polimerazy RNA II, wigc ich rozmieszczenie wptywa na tempo
elongacji [34] (Rye. 2).
Opisane wyzej znakowanie eksonow przez nukleosomy, moze ttumaczy¢ za-
obserwowane w komodrkach ludzkich niejednorodne tempo elongacji RNA Pol 11
wzdhuiz gendéw, szybsze w obrebie intronéw i wolniejsze wzdtuz eksonow [82].
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RYCINA 2. Schemat przedstawia wplyw rozmieszczenia nukleosomow na DNA oraz acetylacji hi-
stonow rdzeniowych na tempo transkrypcji polimerazy RNA II i splicing. A. Deacetylowane histony
rdzeniowe oraz gesciej rozmieszczone nukleosomy sprzyjaja bardziej zwartej strukturze chromatyny
co przyczynia si¢ do wolniejszego tempa elongacji transkrypcji. Wynikiem tego spowolnienia polime-
razy RNA II jest czas na rozpoznanie przez spliceosom stabiej zdefiniowanych miejsc splicingowych
1 wlaczenie alternatywnego eksonu 2 do mRNA. B. Rzadziej rozmieszczone nukleosomy oraz acetyla-
cja histondw rdzeniowych charakteryzuja otwartg chromatyne, ktéra pozwala na szybsze tempo elon-
gacji transkrypcji. spliceosom rozpoznaje wtedy przede wszystkim konsensusowe sekwencje miejsc
splicingowych, skutkiem tego jest wykluczenie alternatywnego eksonu 2

FIGURE 2. The scheme illustrates the effect of nucleosome positioning on DNA and acetylation of core
histones on RNA polymerase II transcription rate and splicing. A. Deacetylated core histones and more
densely positioned nucleosomes contributes to more compact chromatin structure which causes a slower
rate of transcription elongation. As a result of slowing down RNA polymerase Il, the spliceosome has
more time to recognize weak splicing sites and incorporate alternative exon 2 into the mRNA. B. Less
frequently positioned nucleosomes and acetylation of core histones are typical for open chromatin, which
allows for a higher rate of transcription elongation. The spliceosome then primarily recognizes consensus
sequences of splicing sites, resulting in the exclusion of alternative exon 2

Nukleosomy wiazg czynniki zaangazowane w splicing

Ko-transkrypcyjny przebieg splicingu sprawia, ze spliceosom sktadany jest
i dziala w bliskim sgsiedztwie chromatyny. Niektore sktadniki spliceosomu sg
silnie wigzane przez nukleosomy, dzicki temu sg tatwo dostepne, gdy zachodzi
potrzeba przeprowadzenia wycigcia intronu [43].

Oddziatywanie czynnikow splicingowych i elementéw podjednostek splice-
osomu z chromatyng [73] i w wyniku tego ich obecnos$¢ w bezposredniej bliskosci
miejsca powstawania pre-mRNA utatwia im szybkie przemieszczenie i oddziaty-
wanie z nowo syntetyzowang czasteczkag RNA i niemal natychmiastowy splicing.
Przyktadem takiego dzialania moze by¢ czynnik splicingowy SF3BI1, istotny ele-
ment kompleksu U2 snRNP, ktory wigze si¢ z nukleosomami zlokalizowanymi
zwtaszcza w krotkich eksonach, otoczonych dlugimi intronami. A zaburzenie
tego oddziatywania ma podobny wptyw na splicing krotkich eksonow, co utra-
ta samego czynnika splicingowego [43]. Stad wniosek, ze specyficzne wigzanie
SF3B1- nukleosom stanowi nie tylko informacj¢ wazna dla rozpoznania miejsc
splicingowych, ale takze umozliwia efektywne przeprowadzenia splicingu.
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WPLYW HISTONOW NA SPLICING
Role regulacyjng mozna przypisa¢ nie tylko pozycji nukleosoméw na nici
DNA ale takze temu, z jakich wariantow histonowych zbudowana jest ta pod-
stawowa jednostka chromatyny oraz czy histony zostaty poddane modyfikacjom
potranslacyjnym.

Warianty histonowe

W sktad nukleosomu zazwyczaj wchodza histony nazywane kanonicznymi,
ktore powstaja podczas fazy S cyklu komorkowego i tacza si¢ do DNA po jego re-
plikacji. Natomiast histony niekanoniczne, zwane tez wariantami histonéw rdzenio-
wych, syntetyzowane sg w dowolnej fazie cyklu, niezaleznie od replikacji i moga
zastepowac kanoniczne biatka. Warianty histonéw réznig si¢ od ich kanonicznych
form pod wzglgdem sekwencji aminokwasowej. Wykorzystanie réznorodnych
elementow do budowy chromatyny daje mozliwo$¢ nadania specyficznych wia-
sciwo$ci wybranym obszarom i wptywa na jej dynamike [10]. Wiadomo juz, ze
modyfikowanie wlasnosci chromatyny przez wiaczenie odpowiedniego wariantu
histonowego do nukleosomu moze regulowaé procesy zachodzace w Srodowisku
chromatyny, w tym przebiegajacy kotranskrypcyjnie splicing (Ryc. 1). Do tej pory
wykazano zwiazek wariantow rdzeniowego histonu H2A, oraz histonu facznikowe-
go H1 z regulacja tego procesu.

Najwigksza liczba wariantow histonowych nalezy do klasy H2A, a rola kilku
z nich w regulacji przebiegu sktadania genow zostata dobrze udokumentowana.

Badania z wykorzystaniem drozdzy wskazuja, ze obecno$¢ wariantu H2A.Z jest
wymagana do efektywnego sktadania mRNA, szczegodlnie dla wycinania intronéw
z niekonsensusowg sekwencjg miejsc splicingowych i miejsca rozgalezienia [59].
Histon H2A.Z promuje reorganizacje spliceosomu z udziatem podjednostki U2 sn-
RNP. Jego utrata powoduje trwalsze wigzanie U2 snRNP 1 hamuje rekrutacje kolej-
nych snRNPs do powstajacego RNA, co zaburza splicing [57, 59].

Wyniki innych badan dowodza, ze w regulacji splicingu istotng role spetniaja
takze warianty H2A pozbawione ogona na C-koncu, zwane krétkimi wariantami
H2A (sH2A), takie jak H2A.B, H2A.L, H2A.P i H2A.Q [41, 75]. Te warianty po-
jawily si¢ pdzno w ewolucji i wystepuja wylacznie u ssakow tozyskowych, u kto-
rych biorg udzial przede wszystkim w spermatogenezie. Histon H2A.B ulega eks-
presji na znacznym poziomie w jadrach i mozgu ssakow, gdzie moze zastepowaé
histon H2A.Z w obrebie aktywnych genow. H2A.B moze wigza¢ liczne czynniki
bialkowe zaangazowane w synteze i dojrzewanie RNA (np. czynniki splicingowe,
sktadniki spliceosomu i RNA Pol II) albo konkurujace z nimi RNA [75]. Model
opisujacy role tego wariantu histonowego w splicingu zaktada, ze po wprowadze-
niu do nukleosomu H2A.B rozpoczyna si¢ bezposrednia rekrutacja czynnikow
zwigzanych z obrobka RNA, a naste¢pnie, gdy zajdzie synteza pre-mRNA, H2A.B
wigze transkrypt co uwalnia czynniki splicingowe i utatwia wlasciwe sktadanie
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genu [41]. Ponadto ten wariant histonu moze wigza¢ si¢ na granicach intron-ek-
son i zwigksza¢ czesto§¢ wlaczania danego eksonu do mRNA [75]. Brak H2A.B
u myszy powodowat zmiany w lokalizacji RNA Pol II w jadrze komoérkowym.
W nieobecnosci tego wariantu histonowego rozmieszczenie RNA Pol II byto roz-
proszone, a nie skoncentrowane w ciatkach jadrowych odpowiedzialnych za spli-
cing. Obserwowano takze znaczace zmiany we wzorze splicingu oraz obnizong
ptodnos¢ zwierzat [4]. By¢ moze wigc wariant H2A.B odpowiada za rekrutacje
RNA Pol II w obszary aktywnej transkrypcji i sktadania genow.

Zauwazono takze ze zwigkszenie wystgpowania wariantow sH2A w chro-
matynie powoduje destabilizacj¢ nukleosomow i zmiany we wzorze splicingu
w licznych nowotworach, dlatego tez niektorzy autorzy nazywaja te niekanonicz-
ne histony onkohistonami [17].

Takze warianty histonu tacznikowego mogg zmienia¢ przebieg zdarzen spli-
cingowych. Z badan prowadzonych na ludzkich fibroblastach wynika, ze obec-
nos¢ somatycznego wariantu H1.5 syntetyzowanego zaleznie od replikacji w ob-
rebie krotkich eksonow spowalnia polimeraze RNA 11 co sprzyja wlaczaniu tych
alternatywnych eksonow do mRNA [29]. Takze jeden z wariantow niezaleznych
od replikacji — H1X wydaje si¢ mie¢ zwigzek z regulacja splicingu, poniewaz,
jak zaobserwowano w ludzkich komoérkach nowotworu sutka, wystepuje czesciej
w rejonach wiaczanych do mRNA to jest w konstytutywnych eksonach lub alter-
natywnie wlaczonych eksonach i zachowanych intronach [56].

Wykazano takze, ze inny wariant histonu tgcznikowego H1.0 oddzialuje
z licznymi czynnikami regulujacymi splicing w tym biatkami SR i hnRNPs, co
wskakuje na zaangazowanie tego histonu w splicing pre-mRNA [42].

Modyfikacje potranslacyjne histonéw

Modyfikacje potranslacyjne histonéw zmieniaja fizykochemiczne wtasnosci
chromatyny, przez co sg waznymi czynnikami regulujgcymi jej strukture i wply-
wajacymi na przebieg procesow zachodzacych na matrycy DNA. Jak dotad naj-
wiecej wiemy o metylacji i acetylacji histondw 1 by¢ moze dlatego im przypisuje-
my najwigksza rolg. Histony sg metylowane przez metylotransferazy histonowe,
ktore katalizuja dodanie od jednej do trzech grup metylowych do reszt lizyny
i jednej lub dwdch do argininy [71]. Reakcje usuniecia tej modyfikacji katalizuja
demetylazy histonowe [60]. Acetylacja natomiast jest chemiczng modyfikacja po-
legajaca na przytaczeniu grupy acetylowej do lizyny znajdujacej si¢ w obrgbie do-
meny globularnej lub ogona histonu. Acetylacja histondéw jest regulowana przez
acetylotransferazy i deacetylotransferazy histonowe.

Znaczenie obu modyfikacji w regulacji splicingu potwierdzajg liczne publi-
kacje, w ktorych zaprezentowano wptyw zmian aktywnosci usuwajacych je en-
zymoOw na procesy regulacji ekspresji genoéw. I tak zmniejszenie aktywnosci en-
zymu KDMS5B, ktory katalizuje demetylacje H3K4me3, prowadzilo do zmian we
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wzorze splicingu prawie 600 alternatywnych eksonow [32]. Z kolei inhibicja de-
acetylazy histonow skutkowata zmiana wzorca splicingu okoto 700 gendéw [33].

Wiadomo juz, ze zarowno metylacja, jak i acetylacja histonow sa wazne dla prze-
biegu sktadania mRNA u ssakéw w czasie réznicowania komorek macierzystych [91]
i rozwoju tkankowym [36], w prawidlowej odpowiedzi komorek na bodzce czy sta-
rzenia si¢ tkanek [95]. Przyblizono takze, rol¢ tych modyfikacji w splicingu w choro-
bach serca [27, 48, 95] i w komdrkach nowotworowych [31, 54, 47].

Zwiazek modyfikacji histonéw ze zmianami we wzorze splicingu zostat takze
zaobserwowany u wielu innych organizmoéw eukariotycznych, zarowno u jednoko-
morkowych drozdzy [76], jak i ztozonych organizméw, w tym roslin [61].

Analiza wynikow obejmujacych calogenomowe badania lokalizacji modyfika-
cji histonowych w chromatynie réznych ssaczych linii komérkowych wskazata, ze
rejony zawierajace alternatywne eksony czesciej wlaczane do mRNA byly wzboga-
cone w H3K36me3, H3K9me3, H4K20mel i H3K27me3 [22, 38, 44, 49, 72].

W innym badaniu stwierdzono, ze zwigkszona czestos¢ wystepowania w chro-
matynie H3K4me3, H2BK12ac, H4K5ac wokot granicy intron-ekson silnie ko-
relowala z procesem pomijania eksonéw [72]. Jednak badania skoncentrowane
na analizie dojrzewania transkryptow wybranego genu, przynosza nierzadko
odmienne wnioski. Takim przyktadem moze by¢ sktadanie genu FGFR2, w kto-
rym zaobserwowano korelacje wystgpowania H3K36me3 i H3K4mel z rzadsza
inkorporacja do mRNA wzbogaconych w te modyfikacje eksonow[51]. Badacze
powiazali natomiast zwigkszong ilo§¢ H3K4me3 z czgstszym wlaczaniem alter-
natywnych eksonow genu FGFR2 [51].

Przedstawione powyzej przyktady wpltywu modyfikacji histonowych na proces
sktadania genow nie sg jednoznaczne i nie wyczerpuja tematu definiowania ekso-
néw. Wydaje sig, ze to jak dana modyfikacja bedzie interpretowana zalezy od kon-
tekstu, jakim moze by¢ np. typ komorki lub tkanki czy rodzaj bodzca wymuszajacy
zmiany. Ponadto badania prowadzone w ostatnich latach z wykorzystaniem nowo-
czesnych technik bioinformatycznych wskazuja, ze analiza pojedynczych modyfi-
kacji nie jest wystarczajaca, by przewidzie¢ wzor splicingu. To raczej kombinacje
kilku modyfikacji definiuja eksony i wskazuja, jak czesto dany fragment pre-mR-
NA powinien zosta¢ wlaczony do dojrzatego transkryptu.

Pomimo przytoczonych niezgodnos$ci mozna juz teraz powiedzie¢, ze wyni-
ki badan nad kombinatorycznymi wzorcami modyfikacji histonéw rdzeniowych
wskazuja, ze na ich podstawie mozna z duza doktadnos$cig przyporzadkowac kazdy
z eksonow do grup nie tylko o niskim lub wysokim poziomie ekspresji [22], ale
takze do grup posrednich [1]. Obecnie zdecydowanie uznaje si¢ zaangazowanie mo-
dyfikacji histonowych w regulacje splicingu pre-mRNA, cho¢ ich rola nadal nie jest
do konca wyjasniona. Zaproponowano dwa modele ttumaczace, jak modyfikacje
histonowe wplywaja na maszyneri¢ splicingowg [94]. Oba zakladaja, ze modyfika-
cje histonéw sa odczytywane przez odpowiednie biatko, ktore dalej, posrednio lub
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RYCINA 3. Wptyw trimetylacji lizyny 36 histonu H3 na przebieg alternatywnego splicingu. A. Biatko
MRG15 wigze si¢ z H3K36me3 i rekrutuje biatko PTB hamujace splicing, promujac w ten sposob po-
mijanie alternatywnego eksonu 2. B. Biatko Psip1 wiagzace si¢ z H3K36me3 odpowiada za rekrutacje
czynnika splicingowego SRSF1, co skutkuje wiaczeniem alternatywnego eksonu 2

FIGURE 3. Effect of histone H3 trimethylation at lysine 36 on alternative splicing. A. The MRG15
protein binds to H3K36me3 and recruits the splicing-inhibiting PTB protein, thereby promoting alter-
native exon 2 exclusion. B. The Psipl protein binding to H3K36me3 is responsible for recruiting the
splicing factor SRSF1, resulting in the inclusion of the alternative exon 2

bezposrednio, zmienia przebieg splicingu albo poprzez zmian¢ tempa transkrypcji
albo przez rekrutacje odpowiednich czynnikoéw splicingowych (Ryc. 3).

Ponizej przedstawiono kilka przyktadow wplywu modyfikacji potranslacyj-
nych histonow na przebieg splicingu.

Metylacja histonéw

Przyktadem regulacji splicingu przez zmiang¢ tempa elongacji polimerazy RNA
II jest oddziatywanie trimetylowanej lizyny 9 histonu H3 (H3K9me3) z biatkiem
HP-1 (ang. Heterochromatin protein 1) [6], ktore poprzez modyfikacje struktury
chromatyny spowalniajg enzym. W przypadku genu CD44 skutkuje to latwiejsza
rekrutacja czynnikow splicingowych, (m. in U2AF65 i PRPS) do alternatywnych
eksonow, iich wilaczeniem do mRNA [67, 92]. Warto wspomnie¢ o roli metylacji
W procesie réznicowania neuronow, gdzie H3K9me?2 i H3K27me3 reguluja splicing
genu NCAM (ang. neural cell adhesion molecule). Obecno$¢ tych modyfikacji jest
odpowiedzialna za utrzymywaniu wzorcéw splicingu NCAM typowych dla doj-
rzalych neuronéw i koreluje z nizszym tempem elongacji polimerazy Il w regionie
alternatywnego eksonu 18 i wlaczeniem go do dojrzatego transkryptu [69].

Zwiagzanie HP-1 do metylowanych histonow w okolicy alternatywnych eks-
ono6w moze mie¢ takze odwrotny efekt do przedstawionego wyzej, jesli promu-
je rekrutacje czynnika splicingowego SRSF3 (ang. serine/arginine-rich splicing
factor 3), ktory w tym przypadku dziala negatywnie i hamuje wlaczenie alterna-
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tywnych eksondéw przez oddzialywanie z sekwencja wyciszajaca splicing [92].
U ludzi biatko HP-1 ma 3 izoformy, kazda z nich moze rekrutowac rézne czynniki
splicingowe, stad roznice we wzorze splicingu, ktory jest obserwowany mimo, ze
regulacja dotyczy tej samej modyfikacji histonowe;j.

Jako przyktad regulacji splicingu przez zmian¢ w wigzaniu si¢ biatek do chro-
matyny nalezy wymieni¢ trimetylacj¢ lizyny 3 histonu H3 (H3K36me3), ktora
w duzej ilosci wystepuje w ciatach aktywnie transkrybowanych genéw. Zaobser-
wowano, ze zmiana aktywno$ci metylotransferazy, odpowiedzialnej za nanosze-
nie tej modyfikacji skutkowata zmiang niemal 200 zdarzen splicingowych [93].
Poznano sposoby regulacji splicingu przez H3K36me3.

W rekrutacji czynnikéw splicingowych w okolice dojrzewajacego transkryptu
posredniczg biatka bezposrednio oddziatujace wtasnie z H3K36me3. I tak biatko
MRGI15 (ang. MORF-related gene on chromosome 15) odczytujace metylacje li-
zyny 36 histonu H3 rekrutuje regulator splicingu, jakim jest biatko wiazace sig
do traktu polipirymidynowego (ang. polypyrimidine tract-binding, PTB) w intro-
nie pre-mRNA. Utworzenie si¢ oddzialywan H3K36me3-MRG15-PTB promuje
pomini¢cie alternatywnych eksonow [51] (Rye. 3A). Jednym z gendw, ktorych
sktadanie zalezne jest od opisanego mechanizmu, jest FGFR2, ludzki gen, kto-
ry podlega tkankowo-specyficznemu alternatywnemu splicingowy [12,87] 1 jest
istotny dla wzrostu i inwazyjnosci nowotworow [38].

Innym czynnikiem splicingowym, ktory jest rekrutowany przez H3K36me3,
jest SRSF1, aposredniczy w tym czynnik biatkowy Psipl (ang. PC4 and SF2
interacting protein 1), ktory bezposrednio wiagze si¢ do trimetylowanej lizyny 36
histonu H3 [64]. Krotsza izoforma Psip/p52 oddziatuje i reguluje aktywno$¢ wia-
$nie SRSF1, przez co moduluje przebieg splicingu (Rye. 3B). Taki mechanizm
zostal zaobserwowany zarowno w mysich fibroblastach [64], jak i ludzkich ko-
morkach macierzystych [91].

Acetylacja histonow

Silny wplyw acetylacji histonow na splicing moze wynika¢ z faktu, ze mo-
dyfikacja ta prowadzi do rozluznienia struktury chromatyny i wzrostu tempa
elongacji prowadzonej przez polimerazg RNA II [83], co w konsekwencji sprzyja
pominigciu alternatywnych eksonow (Rye. 2B). Jest to szczegdlny przyktad bez-
posredniego wplywu modyfikacji histonow na tempo transkrypcji, bez zaangazo-
wania dodatkowego biatka odczytujacego acetylacje.

Taki mechanizm regulacji ekspresji wybranych izoform mRNA mozna zaob-
serwowac dla wspomnianego juz genu NCAM (ang. Neural Cell Adhesion Mole-
cule). Istnieje prawie trzydzie$ci znanych wariantow splicingowych NCAM, jed-
nak dwie gtdéwne izoformy obecnoscia alternatywnego eksonu 18. Depolaryzacja
komorek neuronalnych indukuje hiperacetylacje H3K9 wokot alternatywnego
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eksonu. Powoduje to otwarcie struktury chromatyny, wzrost szybkos$ci elongacji
RNAPII i pominigcie tego eksonu [68].

Podobne badania przeprowadzono na genie kodujacym neurofibroming 1
(NF1), ktory jest supresorem nowotwordow, zawierajagcym alternatywny ekson
23a. Zaobserwowano, ze lokalna hiperacetylacja histonow wokot alternatyw-
nych eksondéw jest szczegolnie wysoka w komodrkach neuronalnych i prowadzi
do zwigkszenia szybkosci transkrypcji i zmniejszonej czestosci wiaczania alter-
natywnego eksonu [97].

Cho¢ przyktadow regulacji splicingu przez potranslacyjne modyfikacje histo-
néw jest wiecej niz te przytoczone powyzej, nasza wiedza na temat ich roli w skta-
daniu genow jest wcigz daleka od ostatecznej. Z pewnoscig najblizsze lata przynio-
sg nowe odkrycia dotyczace ich funkcji w tym kluczowym etapie regulacji genow.

PODSUMOWANIE

Badania dowodza, ze epigenetyczne znaczniki nie tylko determinuja ktory
gen 1z jakg intensywnoscig ma by¢ transkrybowany, ale takze okreslajg sposob
sktadania transkryptu (Ryc. 1)

Jednak wcigz w wielu przypadkach mechanizm, w ktorym czynniki zwigzane
z chromatyng wptywaja na maszyneri¢ przetwarzania mRNA pozostaje niejasny.

Aby elementy struktury chromatyny mogly wptywac na przebieg splicingu,
konieczne jest zaangazowanie licznych bialek takich jak polimeraza RNA II,
czynniki wigzace DNA i RNA czy sktadniki spliceosomu, ktorych wspoétdziata-
nie prowadzi do zmian w tempie transkrypcji lub rekrutacji czynnikéw splicin-
gowych. Ta skomplikowana sie¢ czynnikéw odpowiada za wilasciwa regulacje
splicingu w przebiegu wzrostu i rozwoju roslin [85] i zwierzat [36, 91] ale takze
w odpowiedzi na bodzce zewngtrzne. Chromatyna bierze udziat w integracji r6z-
nego rodzaju sygnatow z regulacja transkrypcji i splicingu. Odpowiednie modyfi-
kacje struktury chromatyny prowadzace do ekspresji odmiennych izoform mRNA
sq istotnym elementem umozliwiajacym prawidtowa odpowiedz na bodzce fizjo-
logiczne jak depolaryzacja bton neuronow [68].

Wiele danych potwierdza istotng role chromatyny w regulacji genow u roslin
na poziomie dojrzewania mRNA w odpowiedzi na bodzce zewngtrzne. Rosliny ze
wzgledu na osiadly tryb zycia, muszg ciggle i dynamicznie dostosowywac¢ si¢ do
warunkéw srodowiskowych. Okazuje si¢, ze istotnym elementem tolerancji roslin
na zmieniajace si¢ warunki, jest wlasnie regulacja genéw na etapie alternatyw-
nego splicingu, ktory z kolei regulowany jest przez epigenetyczne modyfikacje,
wprowadzane do chromatyny w odpowiedzi na stresy biotyczne i abiotyczne [14,
25, 40, 46].
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Obiecujaca wydaje si¢ mozliwo$¢ wptywania na alternatywny splicing tak by
sprzyjal poprawie wydajnosci i jakos$ci plondw roslin uzytkowych co ma kluczo-
we znaczenie dla Swiatowego bezpieczenstwa zywnosciowego [25].

Szeroko omawiane jest takze znaczenie alternatywnego splicingu w choro-
bach, zwlaszcza nowotworach [74]. Wiadomo, ze komoérki nowotworowe cha-
rakteryzuja si¢ oprocz rozregulowanego splicingu takze zmianami w strukturze
chromatyny a zaburzenia epigenetyczne mogg stanowi¢ cele terapeutyczne w le-
czeniu nowotworoéw [7]. Znane sa juz terapie taczace rdzne leki przeciwnowo-
tworowe z inhibitorami deacetylaz histonowych [35]. Zaawansowane s3 takze ba-
dania nad wykorzystaniem metylotransferaz i demetylaz histonowych w leczeniu
nowotworow [47, 90]. Coraz wigcej tez wiadomo o zwigzkach, ktére wptywaja na
odczytywanie modyfikacji histonowych przez biatka efektorowe [98]. By¢ moze
w niedalekiej przysztosci mozliwe bedzie zastosowanie tego typu zwigzkow jako
lekéw w nowoczesnych terapiach przeciwnowotworowych [98]. Nalezy takze za-
znaczy¢, ze takze sktadniki samego spliceosomu, sg obecnie rozpatrywane jako
potencjalne cele terapeutyczne [23].

Chromatyna jest bardzo dynamiczng struktura, w ktorej w odpowiedzi na r6zne
bodzce niezwykle szybko zachodzi przebudowa nukleosoméw czy nanoszenie mo-
dyfikacji histonow. Ta cecha chromatyny jest kluczowa dla regulacji splicingu, gdy
konieczne jest niezwloczne wytworzenie innej izoformy biatka w odpowiedzi na
szybko zmieniajace si¢ warunki. Jednak zwigzek pomiedzy architektura chromaty-
ny a przebiegiem splicingu wcigz pozostaje nie do konica poznanym zagadnieniem.

Szczegdlowe zrozumienie wszystkich elementow zaangazowanych w regu-
lacje skladania genow za posrednictwem chromatyny jest zatem konieczne aby
w pelni wykorzystaé potencjal epigenetyki w medycynie czy rolnictwie.
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WPLYW ,WIRUS(’)W NAPATOGENEZE WYBRANYCH
CHOROB AUTOIMMUNOLOGICZNYCH SKORY —
SYSTEMATYCZNY PRZEGLAD PISMIENNICTWA

THE INFLUENCE OF VIRUSES ON PATHOGENESIS OF AUTOIMMUNE
SKIN DISEASES — SYSTEMATIC REVIEW

Aleksandra STEPIEN'2, Anna MALICKA-DURCZAK'?2,
Magdalena TOMALA'? Andrzej MARSZALEK'?

'Katedra i Zaktad Patologii i Profilaktyki Nowotworow,
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Streszczenie: Choroby autoimmunologiczne to grupa schorzen, w ktérych dochodzi do uszkodze-
nia tkanek wlasnych organizmu przez autoreaktywne komorki lub przeciwciata. Zapadalnos¢ na
choroby autoimmunologiczne stale ro$nie i coraz czgsciej dotycza one mtodych dorostych oraz
dzieci. Schorzenia autoimmunologiczne moga by¢ uktadowe lub ograniczone narzadowo, czg¢$c
z nich moze powodowaé objawy skorne. Patogeneza tych chordb nie zostata w pelni wyjasniona.
Czgsto wsrod potencjalnych czynnikow wywotujacych reakcje autoimmunizacji wymienia si¢ infe-
kcje wirusowe. Brak mozliwosci leczenia przyczynowego, przewlektos¢ chordb oraz ich negatywny
wplyw na jako$¢ zycia chorych sprawia, ze intensywnie poszukiwane sa czynniki patogenetyczne,
z nadzieja na usprawnienie terapii lub zapobieganie rozwojowi tych schorzen. W artykule przeana-
lizowano pismiennictwo dotyczace zwiazku zakazen wirusowych z powstawaniem i przebiegiem
wybranych choréb autoimmunologicznych o manifestacji skornej.

Stowa kluczowe: choroby autoimmunologiczne, choroby skdry, zakazenia wirusowe

Summary: In autoimmune diseases the tissues are destroyed by autoreactive cells and antibodies.
The morbidity in autoimmune diseases is increasing and they affect more and more young adults
and children. Autoimmune diseases may be systemic or limited to one organ, some of them may
cause skin symptoms. The pathogenesis of autoimmune diseases has not been completely eluci-
dated. Among possible causes of autoimmune reactions, viral infections are often noted. Lack of
causal treatment, chronicity of autoimmune diseases and their negative impact on patients’ lives
make scientist search for pathogenetic factors, with hope for finding better treatment options or
ways of preventing those diseases. In this article we analized literature regarding the connection of
viral infections with development and natural course of selected autoimmune skin diseases.

Keywords: autoimmune diseases, skin diseases, viral infections
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WPROWADZENIE

Choroby autoimmunologiczne dotycza kilku procent populacji i czesto sg istot-
ng przyczyng pogorszenia stanu zdrowia oraz skrocenia oczekiwanej dtugosci zycia
chorych. Uznanie choroby jako zwiazanej z zaburzeniami autoimmunologicznymi
wymaga stwierdzenia, ze jest ona konsekwencja odpowiedzi wywotanej przez prze-
ciwciata lub komdrki T, skierowanej przeciwko tkankom gospodarza [66].

Zapoczatkowanie choroby autoimmunologicznej mozna uznac za trdjstopniowy
proces, na ktory sktadajg si¢: powstanie autoreaktywnych komorek w organizmie, ak-
tywacja komorek uktadu immunologicznego w odpowiedzi na obecno$¢ docelowego
dla nich antygenu oraz niezdolno$¢ uktadu immunologicznego do zahamowania lub
eliminacji reakcji autoimmunologicznej. Od dtuzszego czasu uwaza si¢, ze infekcje
wirusowe mogg sprzyjac reakcjom autoimmunologicznym, gtéwnie poprzez mimikre
molekularna, przypadkowa aktywacje (ang. bystander activation) oraz ciagla prze-
dhuzajacy si¢ stymulacj¢ antygenowa. Ponadto uwaza si¢, ze wirusy odgrywaja role
w reaktywacji i przewleklosci procesow autoimmunologicznych [48].

Autorem terminu ,,mimikra molekularna” jest R.T. Damian, ktory chciat w ten
sposob okresli¢ istnienie podobnych antygenow w mikroorganizmach i w komor-
kach gospodarza. Podobienstwa te mialty umozliwia¢ mikroorganizmom unikanie
odpowiedzi immunologicznej gospodarza [19]. Mimikra molekularna ma miejsce
woweczas, gdy podobienstwa migdzy obcymi i wlasnymi peptydami powoduja ak-
tywacje autoreaktywnych limfocytow T lub B. Mozna wyrézni¢ 4 typy mimikry
molekularnej: 1) calkowita zgodno$¢ na poziomie biatkowym migdzy mikroor-
ganizmem a gospodarzem (bialko gospodarza jest prezentowane przez wirus), 2)
homologia na poziomie biatkowym mig¢dzy biatkiem kodowanym przez mikro-
organizm a gospodarzem, 3) podobne sekwencje aminokwasow i/lub podobne
epitopy u mikroorganizmu i u gospodarza, 4) strukturalne podobienstwo migdzy
mikroorganizmem a gospodarzem [65].

W ciggu ostatnich lat wykazano zwigzek migdzy infekcjami a chorobami autoim-
munologicznymi, takimi jak: cukrzyca typu 1, stwardnienie rozsiane, zesztywniajace
zapalenie stawow kregostupa, miastenia, toczen rumieniowaty uktadowy, autoimmu-
nologiczne zapalenie migs$nia sercowego [13, 14].

W niniejszej publikacji skupiono si¢ na analizie pisSmiennictwa dotyczacego po-
tencjalnych zwigzkow miedzy infekcjami wirusowymi a powstawaniem wybranych
choréb autoimmunologicznych dotyczacych skory.

BIELACTWO

Bielactwo jest schorzeniem charakteryzujacym si¢ wystepowaniem na skorze
dobrze odgraniczonych jasnych plam, co jest skutkiem przewlektej utraty funkcji
melanocytow [44]. Czestos¢ wystepowania bielactwa na $§wiecie szacuje si¢ na
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0,5-2% [51]. Mimo, ze choroba sama w sobie nie stanowi bezposredniego zagro-
zenia zycia pacjenta, to jej negatywny wpltyw na psychike chorych jest bardzo
istotny, poniewaz schorzenie wigze si¢ z defektem kosmetycznym oraz potencjal-
ng stygmatyzacjg przez spoleczenstwo i pogorszeniem jakosci zycia.

W obrazie histopatologicznym skoéry z bielactwem widoczny jest brak funk-
cjonujacych melanocytdw, co mozna potwierdzi¢ barwieniem Fontana-Massona,
specyficznym dla melaniny. Gtéwnie we wczesnych stadiach choroby widoczne sg
takze zmiany zapalne z naciekami ztozonymi z limfocytow CD4+ lub CD8+ [50].

Podobnie jak w przypadku innych chorob autoimmunologicznych, doktadna
przyczyna rozwoju bielactwa nie jest znana. Podejrzewa si¢, ze infekcja wiruso-
wa moze odgrywac role wyzwalajaca to schorzenie u osoby genetycznie podatne;j
[37]. Uwaza sig, ze limfocyty T indukowane obecnos$cig wirusa mogg atakowaé
melanocyty gospodarza. W naskorku chorych na bielactwo wykrywano m.in. wi-
rusy, takie jak CMV i EBV [42, 43]. U pacjentow z bielactwem segmentowym
stwierdzano obecnos$¢ wirusa Herpes Zoster [35].

Podejrzewano takze zalezno$¢ migedzy bielactwem a przewlektym wirusowym
zapaleniem watroby typu B i C, ale wyniki badan przeciwcial anty-HCV 1 anty-
-HBV oraz antygenéw HBs u chorych z bielactwem nie sg jednoznaczne [1, 4, 78].

Wykazano natomiast zwigzek miedzy infekcjg wirusem HIV u chorych z AIDS
a rozwojem bielactwa. Pojawianie si¢ zmian skornych we wczesnej fazie choroby
i ich pozniejsze ustepowanie wskazywac moze na indukcje bielactwa przez wiru-
sa HIV. Wczesna faza infekcji HIV wiaze si¢ z réznego typu zaburzeniami immu-
nologicznymi, takimi jak limfadenopatia, poliklonalna aktywacja limfocytow B
z towarzyszacg hipergammaglobulinemia oraz aktywacja supresorowych limfo-
cytow T. By¢ moze dochodzi wowczas do produkcji autoprzeciwciat przeciwko
melanocytom lub indukcji odpowiedzi komodrkowej skierowanej przeciwko nim
[73]. Opisywano pojedyncze przypadki pacjentow zakazonych HIV, chorujacych
na bielactwo, u ktorych zmiany ulegly repigmentacji po wprowadzeniu wysoce
aktywnej terapii antyretrowirusowej (HAART). Zjawisko to mozna prawdopo-
dobnie thumaczy¢ immunosupresjg zwigzang z dziataniem wirusa HIV lub wpty-
wem leczenie antyretrowirusowego [3, 70].

LUSZCZYCA

Luszczyca jest przewlekla chorobg zapalng przebiegajaca z obecnoscig cha-
rakterystycznych zmian na skorze w postaci srebrzystych tusek. Jej czgstos¢ wy-
stepowania szacuje si¢ na okoto 0,91-8,50% w $wiatowej populacji. Za mozliwe
przyczyny rozwoju tuszczycy uznaje si¢ infekcje, spozywanie alkoholu, leki, urazy,
zaburzenia zwiazane z chorobami o podtozu endokrynologicznym [11]. Obraz hi-
stopatologiczny zmian tuszczycowych moze by¢ rozny, w zaleznosci od ich stopnia
zaawansowania. W p6znych stadiach w badaniu mikroskopowym wycinka skorne-
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go widoczna jest akantoza, czyli pogrubienie warstwy kolczystej, zanik warstwy
ziarnistej naskorka, wydtuzenie ,,sopli” naskorkowych, tworzenie mikroropni Mun-
ro i krost Kogoja. W skorze widoczny jest obfity naciek zapalny zlozony gtownie
z limfocytow T, niewielkiej liczby komorek Langerhansa i neutrofili [24].

Jednym z wirusow, ktore moga wptywac na patogeneze¢ tuszczycy jest wirus
HIV. Infekcja HIV zwigksza ekspresje HLA-DR w keratynocytach, poprzez wy-
dzielanie IFN-y, co powoduje migracj¢ leukocytéw do tkanek skory i promuje
ich reakcje na superantygeny bakteryjne, prowadzac do powstawania tuszczyco-
wych zmian skornych [6, 72]. Ponadto, niektore biatka wirusowe, takie jak GP120
dzialajg jak superantygeny podczas infekcji HIV, co zwigksza ryzyko wystapie-
nia luszczycy [74]. Zauwazono rowniez, ze u pacjentoOw z wspolistniejaca infek-
cja HIV tuszczyca trudniej poddaje si¢ leczeniu, a rzuty wystepuja czgsciej, niz
u 0s6b niezainfekowanych wirusem [33].

Infekcje wirusowe odgrywaja role nie tylko w powstaniu choroby, ale moga
takze indukowac¢ kolejne rzuty izaostrzenia tuszczycy. Sbidian i wsp. badali
zwigzek migdzy infekcjami gornych drog oddechowych a nastgpujacymi po nich
zaostrzeniami tuszczycy. U wigkszos$ci z przebadanych pacjentow z zaostrzeniem
huszezycy wkroétee po infekceji wynik PCR w kierunku Rhinovirusa i Coronaviru-
sa byt dodatni [68].

De Koning i wsp. badali zwigzek tuszczycy i wirusa brodawczaka ludzkiego.
Poréwnywali oni pacjentow z tuszczyca i atopowym zapaleniem skory. Badano
obecnos¢ DNA B-HPV oraz przeciwciat przeciwko biatku L1 wirusa. DNA wirusa
wykryto u 100% pacjentdéw z tuszczyca i 81% pacjentdow z atopowym zapaleniem
skory. Przeciwciata przeciwko biatku L1 wirusa byly natomiast obecne u 88%
pacjentéw z atopowym zapaleniem skory i 56% pacjentow z tuszczyca [22].

TWARDZINA UKLADOWA

Twardzina uktadowa jest rzadka chorobg autoimmunologiczna, w przebiegu kto-
rej wystepuje wtoknienie skory oraz narzadow wewnetrznych, takich jak serce, ptu-
ca, przetyk, nerki. Do rozwoju twardziny dochodzi wskutek nieprawidtowej funkcji
uktadu immunologicznego, nadprodukcji kolagenu i zaburzen naczyniowych. W ob-
razie histopatologicznym stwierdza si¢ pogrubienie i hialinizacj¢ glebokich warstw
skory, podskornej tkanki thuszczowej 1 powiezi migsniowej. Moze dochodzi¢ do zani-
ku przydatkow, pogrubienia naczyn krwiono$nych i zwezenia ich $wiatta. Obecne sg
okotonaczyniowe nacieki zapalne ztozone z limfocytow T CD4+ [76].

Przyczyna powstawania tej choroby ciagle pozostaje nieznana, mimo prowa-
dzenia wielu analiz. Podejrzewa si¢ wptyw czynnikow genetycznych i srodowi-
skowych, ale w jednym z badan wykazano bardzo niska zgodno$¢ wystepowania
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twardziny uktadowej u homozygotycznych blizniat, co sugeruje, ze czynniki sro-
dowiskowe odgrywaja tu bardziej istotng role [32].

Wsrod potencjalnych czynnikoéw infekcyjnych podejrzewanych o zwigzek
z powstawaniem twardziny uktadowej mozna wyrdzni¢ m.in: herpeswirusy, re-
trowirusy 1 CMV. Biatka retrowirusowe oraz antygen topoizomerazy I (antygen
bedacy celem autoprzeciwciat u chorych z twardzing uktadowa) wykazujg homo-
logi¢ niektorych sekwencji, co moze sugerowac zwigzek przyczynowo-skutkowy
miedzy infekcja tymi patogenami a twardzing uktadowa [49]. Wykazano takze
obecnos¢ przeciwciat przeciwko biatkom retrowirusowym u chorych na twardzi-
n¢ uktadowa [20].

Niektore badania sugeruja z kolei zwigzek infekcji wirusem CMV z zapoczat-
kowaniem rozwoju twardziny uktadowej. Wykazano czg¢stsze wystepowanie prze-
ciwcial IgA przeciwko CMV u pacjentow z twardzing uktadowa. Przeciwciala te
maja zdolno$¢ indukowania apoptozy w komorkach srodbtonka [59]. Opisywane
przypadki wystepowania twardziny uktadowej wkrotce po infekcji wirusem CMV
rowniez moga wskazywac na prawdziwos¢ tej teorii [34].

Altschuler i wsp. podejrzewali istnienie zwigzku miedzy infekcja parwowi-
rusem B19 a twardzing uktadowa. W surowicy pacjentow z twardzing uktadowa
czesto wykrywano obecno$¢ przeciwcial przeciwko biatku NS-1 parwowirusa
B19, ale DNA wirusa wykrywano w surowicy tylko u niewielkiego odsetka cho-
rych. Wykazano natomiast obecno$¢ DNA wirusa w szpiku kostnym chorych na
twardzing, czego nie obserwowano w grupie kontrolnej [2].

Wirus EBV rowniez jest brany pod uwage jako jeden z prawdopodobnych
czynnikow, ktory moze wpltywaé na rozwoj twardziny uktadowej. Efthymiou
i wsp. badali surowice pacjentéw chorych na twardzing uktadowg pod katem
obecnosci przeciwcial przeciwko wirusowym antygenom VCA, EA i EBNA. Wy-
kazano, ze przeciwciata te wystepuja czesciej u chorych na twardzing, niz u po-
pulacji zdrowej, co moze wskazywac na istnienie zwigzku mi¢dzy infekcjg EBV
a powstawaniem twardziny uktadowej [29].

LISZAJ PLASKI

Liszaj plaski jest choroba zapalng o etiologii najprawdopodobniej autoimmu-
nologicznej, charakteryzuje si¢ wystgpowaniem na skorze swedzacych czerwo-
nych zmian grudkowych z pragzkami Wickhama, deformacjg paznokci oraz obec-
noscig biatych plam na $luzéwkach [25]. W obrazie histopatologicznym liszaja
ptaskiego mozna zauwazy¢ zwyrodnienie, apoptoz¢ i martwice keratynocytow
warstwy podstawnej naskorka. Na granicy skorno-naskorkowej obecny jest obfity
naciek z limfocytéw i makrofagdéw. Gléwnym patomechanizmem w liszaju pla-
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skim jest zwickszenie apoptozy keratynocytéw i hamowanie apoptozy limfocy-
tow T [40, 52]. Przyczyny powstawania liszaja ptaskiego nie sa znane, wiaze si¢
go m.in. z réznymi innymi chorobami autoimmunologicznymi, nowotworowymi
i infekcjami wirusowymi, gtownie wirusem HCV [38].

W 1991 Mokni i wsp. opisali przypadek pacjenta z potwierdzonym zakaze-
niem HCV i wspolistniejacym liszajem ptaskim [58]. Wkrotce potem opisano
takze pierwszy przypadek pacjenta zakazonego HCV, u ktorego rozpoznano liszaj
ptaski jamy ustnej [36]. W pdzniejszych badaniach epidemiologicznych zwigzek
migdzy liszajem ptaskim a zakazeniem HCV potwierdzat si¢ [67, 23, 5]. Opraco-
wano kilka hipotez, ktére miatyby wyjasni¢ t¢ zaleznos¢. W jednej z nich zakta-
da sie, ze wirus HCV zapoczatkowuje proces autoimmunologiczny, co moze po-
twierdza¢ wykrywanie autoprzeciwcial w surowicy pacjentow z liszajem ptaskim
i infekcjg HCV [53]. Jednakze w badaniach Carrozzo i wsp. wykazano, ze chorzy
na liszaj ptaski zakazeni wirusem HCV nie wykazuja wyzszych stgzen autoprze-
ciwciat, niz osoby niezakazone tym wirusem [9]. Wspolistnienie liszaja ptaskiego
i zakazenia HCV niesie za sobg implikacje kliniczne, poniewaz wiele osob zaka-
zonych tym wirusem nie jest tego Swiadomych. Jesli pacjenci z liszajem ptaskim
byliby rutynowo badani pod katem zakazenia HCV, by¢ moze udatoby si¢ unikngé
u czegsci z nich potencjalnych odleglych skutkoéw zakazenia, takich jak marskos¢
czy rozwoj raka watrobowokomorkowego [54].

Innym wirusem, ktory moze mie¢ zwiazek z patogeneza liszaja ptaskiego jest
wirus HHV-7. De Vries i wsp. badali probki skory chorych z liszajem ptaskim,
pod katem obecnosci wirusa HHV-7. Badania immunohistochemiczne wykazaty,
ze w naskorku chorych z liszajem ptaskim bylo zdecydowanie wigcej komorek
HHV-7 dodatnich, niz w naskorku oséb zdrowych. Ponadto, skéra chorych na
liszaj ptaski zawierata wigcej plazmacytoidnych komoérek dendrytycznych, ktore
wystepuja w schorzeniach indukowanych przez wirusy [26].

W badaniu Danielsson i wsp. analizowano mozliwy zwigzek miedzy infekcja
EBYV a powstawaniem liszaja ptaskiego jamy ustnej i wykazano brak takiej zalez-
nosci [21].

PECHERZYCA ZWYKLA

Pecherzyca zwykla jest przewlekla choroba autoimmunologiczng, w ktorej
powstaja wiotkie pecherze w skorze i btonach $luzowych. Zwykle zmiany na §lu-
zowkach poprzedzaja zmiany w obrgbie skory. W przebiegu pecherzycy dochodzi
do produkcji autoprzeciwcial przeciwko desmogleinie, co powoduje powstawanie
akantolitycznych pecherzy $rodnaskérkowych. Jednym z czynnikow, ktdére moga
bra¢ udziat w powstawaniu pecherzycy zwyktej sa infekcje wirusowe, zwlaszcza
wywotane przez herpeswirusy, a takze CMV 1 EBV [56]. W badaniu histopato-
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logicznym widoczne sg pecherze z akantolizg powyzej warstwy podstawnej na-
skorka, co oznacza, ze warstwa podstawna komoérek nabtonka pozostaje na bto-
nie podstawnej, a oddzielaja si¢ warstwy wyzsze. W skorze wlasciwej moze by¢
obecny naciek zapalny [62].

Esmaili 1 wsp. analizowali zwiazek migdzy infekcjg wirusami HSV-1, HSV-2
oraz HHV-8 a rozwojem pecherzycy zwyklej. W badanych przez nich probkach
nie wykazano DNA wirusow HSV i HHV-8, co wedtug nich sugeruje, ze infekcje
tymi wirusami moga tylko okazjonalnie wspdtistnie¢ z pgcherzyca zwykta [30].
Machado i wsp. badali obecnos$¢ przeciwceial przeciwko HSV-1 1 CMV u chorych
na pecherzyce zwykta. Wykazali, ze stg¢zenie IgM i IgG przeciwko HSV-1 oraz
CMV bylto wyzsze u chorych na pecherzyce zwykla niz u oséb zdrowych [56].
W badaniu Vega-Memije i wsp. oceniono 15 preparatow histopatologicznych po-
chodzacych od chorych na pecherzyce zwykta, pod katem reakcji immunohisto-
chemicznej z przeciwciatem anty-HSV-1. We wszystkich badanych przypadkach
uzyskali reakcj¢ negatywna [77]. Badania Chiu 1 wsp. oraz Marzano i wsp. suge-
rujg z kolei, ze terapia immunosupresyjna oraz same zmiany w skorze i blonach
sluzowych obecne u chorych na pecherzyce moga sprzyja¢ wtornej infekcji wiru-
sowej [12, 57].

Demirci i wsp. analizowali zwigzek miedzy pecherzyca a infekcja HCV
1 HBV. Zbadano probki od 57 pacjentéw z pecherzyca; u wszystkich z nich bada-
nie na obecno$¢ przeciwciat anty-HCV w surowicy krwi wyszlo negatywnie. Zba-
dano takze surowice pod katem obecnosci HBsAg, wynik byt dodatni u dwoch
pacjentow z pecherzyca, nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic migdzy
populacja chorych a grupa kontrolna [27].

Podejrzewa si¢ takze zwiazek infekcji EBV z rozwojem pecherzycy zwyktej,
co potwierdzaja badania. Porownanie poziomu przeciwciat IgG anty-EBV wyka-
zalo, ze jest on istotnie wyzszy u chorych na pecherzyce w poréwnaniu z osobami
zdrowymi [7]. Tufano i wsp. wykryli DNA EBV w rozmazach krwi obwodowej
oraz biopsjach skory chorych na pecherzyce [75].

Ghalayani i wsp. przeprowadzili badanie majace na celu poréwnanie pozio-
mu przeciwciat IgG przeciwko HSV-1, HSV-2, CMV i EBV u pacjentéw z pe-
cherzyca zwykta oraz 0s6b zdrowych. Pobrano probki od 25 oséb chorych i 27
zdrowych. Roznice w st¢zeniach IgG migdzy badanymi grupami byly istotne dla
przeciwciat anty-HSV-2, anty-CMV 1 anty-EBYV, ale nie dla anty-HSV-1 [39].

ZAPALENIE SKORNO-MIESNIOWE

Zapalenie skorno-migsniowe jest chorobg autoimmunologiczng nalezaca do
tzw. idiopatycznych miopatii zapalnych. Klinicznie w przebiegu tego schorzenia
obserwuje si¢ zmiany skorne, takie jak grudki Gottrona i objaw Gottrona oraz
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objawy zapalenia mig$ni. W obrazie histopatologicznym zapalenia skérno-mie-
$niowego mozna obserwowac zanik naskorka, wakuolizacje komoérek na granicy
skorno-naskorkowej, poszerzenie naczyn krwionos$nych oraz skapy naciek limfo-
cytarny [69].

Patogeneza choroby pozostaje nieznana, podejrzewa si¢ wptyw lekow, infek-
cji, promieniowania ultrafioletowego, zanieczyszczen srodowiska. Sposrod wiru-
sow, ktore moga mie¢ zwigzek z indukowaniem zapalenia skérno-mig§niowego
nalezy wymieni¢: parwowirus B19, wirusy Coxsackie, poliomawirus, EBV, HIV,
wirusy zapalenia watroby [8].

Parwowirus B19, typowo wywotujacy u dzieci rumien zakazny, wymienia si¢
jako potencjalny czynnik bioracy udziat w patogenezie zapalenia skorno-migsnio-
wego, ale jak do tej pory liczba badan na ten temat jest niewielka [17]. Christen-
sen i wsp. badali, czy odpowiedz organizmu na infekcje wirusem Coxsackie B
moze mie¢ zwigzek z patogeneza zapalenia skorno-miesniowego. Przeciwciata
wiazace dopelniacz, skierowane przeciwko wirusom Coxsackie B1, B2 i B4 byly
wykrywane zdecydowanie czg¢$ciej u chorych na mlodziencze zapalenie skorno-
-mig$niowe niz u 0so6b chorych na mtodziencze reumatoidalne zapalenie stawow
[15]. Peravali wsp. opisali przypadek chorej, u ktérej zapalenie skorno-migsniowe
rozwineto si¢ po infekcji wirusem EBV oraz antybiotykoterapii. Nie mozna byto
jednak jednoznacznie stwierdzié, czy u tej pacjentki wirus EBV miat znaczenie
w patomechanizmie zapalenia skorno-mig§niowego, czy tez czynnikiem spraw-
czym byla antybiotykoterapia [61]. Zheng i wsp. badali pacjentéw z mtodzien-
czym zapaleniem skérno-migsniowym, wykazujac wyzszy odsetek przeciwciat
IgG przeciwko antygenom jadrowym wirusa EBV (ang. Epstein-Barr nuclear
antygen, EBNA) oraz przeciwcial IgG przeciwko antygenom kapsydowym (ang.
viral capside antygen, VCA) [79].

Han i wsp. analizowali przypadek pacjenta, z rakiem watrobowokomorko-
wym na tle wieloletniego zakazenia wirusem HBYV, u ktérego rozwingto si¢ za-
palenie skorno-migéniowe. Pacjent od 40 lat mial dodatnie wyniki testu na obec-
no$¢ HBsAg i pojawito si¢ u niego ostabienie migs$ni. Zdiagnozowano zapalenie
skorno-mig$niowe, zastosowano sterydy, a nastepnie leczenie przeciwwirusowe,
po ktérym nieoczekiwanie poprawila sie sita migsniowa. Nie udalo im si¢ nato-
miast wykry¢ HBsAg ani HBcAg w narzadach innych niz watroba [47]. Opisy-
wano przypadki zakazen wirusem HBV sporadycznie wspolistniejace ze scho-
rzeniami, takimi jak: zapalenie skorno-mig$niowe, zapalenie wielomig¢$niowe,
zapalenie stawdw, neuropatia, zapalenie naczyn [63]. Wséréd mozliwych przyczyn
tego zjawiska wymienia si¢: powstawanie depozytow krazacych kompleksow an-
tygen HBV-przeciwcialo, pozawatrobowg replikacje wirusa HBV, powstawanie
autoprzeciwcial w reakcji na obecno$¢ wirusa HBV oraz indukcje powstawania
miejscowych kompleksow immunologicznych [46, 71, 41].
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TOCZEN RUMIENIOWATY UKLADOWY

Toczen rumieniowaty uktadowy jest przewlekta choroba autoimmunolo-
giczng, obejmujaca zmiany rozwijajace si¢ w skorze, stawach, nerkach, plu-
cach i uktadzie nerwowym. Na skorze twarzy moze pojawic si¢ typowy rumien
w ksztalcie motyla, czesto w zwiazku z ekspozycja na $wiatlo stoneczne. Scho-
rzenie przebiega z okresami zaostrzen i remisji. Przyczyna powstawania tocznia
nie jest znana, najprawdopodobniej w patogenezie tego schorzenia biorg udziat
czynniki genetyczne i srodowiskowe, takie jak: promieniowanie ultrafioletowe,
tyton, zanieczyszczenie srodowiska, infekcje.

W obrazie histologicznym widoczna jest atrofia naskorka, pogrubienie btony
podstawnej, zwyrodnienie wodniczkowe i apoptoza keratynocytow warstwy pod-
stawnej. W skorze widoczny jest obrzek oraz okotonaczyniowe nacieki z komo-
rek zapalnych [16].

Jednym z wirusé6w podejrzewanych o zwiazek z rozwojem tocznia rumienio-
watego uktadowego jest EBV. Wirus EBV powoduje mononukleoze zakazng i duza
cze$¢ populacji ogodlnej ma we krwi przeciwciata przeciwko temu wirusowi. Wy-
kazano, ze wystepowanie przeciwciat przeciwko EBV cze¢sciej dotyczy chorych
na toczen rumieniowaty uktadowy niz oséb zdrowych [28, 18]. Mozliwe, ze wirus
EBYV aktywuje autoreaktywne limfocyty B, wytwarzajace przeciwciata wykazujace
powinowactwo do tkanek gospodarza. Prawdopodobnie wirus dziala takze jako su-
perantygen w stosunku do limfocytow T oraz reaguje z czasteczkami MHC klasy II.
Dochodzi do aktywacji licznych limfocytow T 1 przewleklego stanu zapalnego [60].

Innym potencjalnym czynnikiem infekcyjnym wyzwalajgcym toczen rumie-
niowaty uktadowy jest wirus CMV. W badaniach wykazywano obecnos¢ DNA
wirusa CMV oraz wysokie stezenia przeciwciat anty-CMV w klasie IgM u pa-
cjentow ze §wiezym rozpoznaniem lub zaostrzeniem tocznia rumieniowatego
uktadowego [60, 31]. Guo i wsp. przeprowadzili badanie, ktore oceniato wpltyw
biatka US31 wirusa CMV na rozwdj tocznia rumieniowatego ukladowego. Ba-
dano ekspresje¢ gendéw CMV w komorkach jednojadrowych krwi obwodowe;.
Wykryto, ze gen US31 ulegatl silnej ekspresji w komorkach pochodzacych od
chorych na toczen rumieniowaty uktadowy, w pordwnaniu z osobami zdrowymi.
Ustalono, ze biatko US31 pobudza zapalenie mediowane przez NF-xB, z udzia-
tem monocytow i makrofagdw. Zapalenie to jest odpowiedzialne za rozwoj tocz-
nia rumieniowatego uktadowego [45].

Wirus HIV-1 moze sprzyja¢ rozwojowi tocznia rumieniowatego uktadowe-
g0, poprzez zaburzenie procesoOw apoptozy oraz funkcjonowania limfocytow T
pomocniczych. Niektorzy badacze uwazaja jednak, ze przypadki jednoczesnego
wystapienia zakazenia HIV i tocznia rumieniowatego maja zwigzek z wptywem
terapii antyretrowirusowej na odzyskanie funkcji uktadu immunologicznego [10].
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Infekcja parwowirusem B19 prowadzi do produkcji cytokin i autoprzeciwciat,
ktére sa obecne réwniez we krwi chorych na toczen rumieniowaty uktadowy (np.
czynnik reumatoidalny, przeciwciata przeciwjadrowe i antyfosfolipidowe). Prawdo-
podobnie autoprzeciwciata te powstaja w mechanizmie mimikry molekularnej [55].

PODSUMOWANIE

Schorzenia autoimmunologiczne dotykaja coraz wigkszej iloSci 0séb na ca-
lym $wiecie, ale niestety wcigz nie znamy ich konkretnych przyczyn. Od dawna
podejrzewano wptyw czynnikow genetycznych oraz egzogennych, migdzy inny-
mi infekcyjnych, na rozw6j mechanizmoéw autoimmunizacji. Na przyktad, ludzkie
endogenne retrowirusy to wirusy endogenne, ktére sg obecne w genomie kregow-
coOw od milionow lat. Uktad immunologiczny uznaje je za autoantygeny. Uwaza
si¢, ze moga bra¢ udzial w patogenezie niektdrych choréb autoimmunologicznych,
poprzez infekowanie limfocytow T CD4+ i przetamywanie autotolerancji [31, 64].

Cze$¢ chorob autoimmunologicznych objawia si¢ zmianami skornymi, ktore
mimo ze najcze¢$ciej nie stanowig zagrozenia dla zycia pacjenta, to jednak znacz-
nie obnizaja jako$¢ zycia i maja bardzo negatywny wptyw na psychike i samooce-
n¢. W leczeniu wielu choréb autoimmunologicznych niestety wciaz czesto jedyna
skuteczna metoda okazujg si¢ duze dawki sterydow i brak jest mozliwosci lecze-
nia przyczynowego. Wérod potencjalnych przyczyn powstawania chorob autoim-
munologicznych czegsto wymienia si¢ infekcje wirusowe, ktore mialyby dziataé
na zasadzie mimikry molekularnej. W niektorych przypadkach wptyw infekcji na
patogeneze choroby udato si¢ potwierdzi¢, np. w przypadku wirusa CMV 1 tocz-
nia rumieniowatego uktadowego. W innych przypadkach zwigzek przyczynowo-
-skutkowy wciaz pozostaje hipoteza, a wyniki badan sg niejednomys$lne. Waznym
aspektem tych badan jest takze fakt, ze niektore choroby autoimmunologiczne
skory moga naprowadzi¢ nas na wspoélistniejace u pacjenta zakazenie. Tak jest np.
w przypadku zakazenia wirusem HCV i liszaja ptaskiego, tak wigc jesli pacjenta
ze schorzeniem dermatologicznym zbadamy pod katem infekcji wirusem HCV,
moze uda nam si¢ zapobiec odleglym powiktaniom, takim jak marskos¢ watroby,
czy rak. Mimo przeprowadzenia wielu badan dotyczacych autoimmunologicz-
nych chordb skory iich zwigzku z infekcjami wirusowymi, wcigz wiele pytan
pozostaje bez odpowiedzi.
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BIOGENEZA I ZNACZENIE EGZOSOMOW
W KOMUNIKACJI MIEDZYKOMORKOWEJ,
W WYBRANYCH PROCESACH
FIZJOLOGICZNYCH, I W NOWOTWORZENIU

BIOGENESIS AND THE ROLE OF EXOSOMES
IN INTERCELLULAR COMMUNICATION, IN SELECTED
PHYSIOLOGICAL PROCESSES AND NEOPLASM

Paulina BORZDZIEOWSKA, Ilona BEDNAREK

Zaktad Biotechnologii i Inzynierii Genetycznej, Wydziat Nauk Farmaceutycznych
w Sosnowcu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

Streszczenie: Egzosomy jako niewielkie czasteczki o budowie pecherzykowej odgrywaja istotna
role w mikrosrodowisku. Odpowiedzialne sa migdzy innymi za przenoszenie i dostarczanie infor-
macji biologicznej do komorek. Poznanie ich budowy i calego procesu powstawania jest wazne
migdzy innymi dla znalezienia w przysztosci terapeutycznych punktow uchwytu potencjalnych
lekow. Proces powstawania egzosomow jest wieloetapowy i oparty na dwoch gtownych mecha-
nizmach, tzw. ESCRT-zaleznym i ESCRT-niezaleznym. Upakowanie bialek, lipidow ikwasoéw
nukleinowych w ich powstawaniu odpowiada na kolejnych etapach za tadunek biologiczny jaki
przenosza do komorek. Funkcje jakie pelnia egzosomy, zarowno fizjologiczne, jak i patologiczne sa
wciaz przedmiotem badan. Doktadne poznanie roli jaka petnia egzosomy moze pomdc w przysztos-
ci tworzy¢ nowe leki lub lepiej dopasowac terapi¢ leczniczg.

Stowa kluczowe: egzosomy, biogeneza, mikrosrodowisko, nowotwory

Summary: Exosomes, as small molecules with a bubble structure, play an important role in the
microenvironment. They are responsible for carrying and delivering biological information to cells.
Getting to know their structure and the process of their formation is important, for example, for
finding therapeutic points for potential drugs. The process of exosome formation is multi-stage
and based on two main mechanisms, the so-called ESCRT-depended and ESCRT-independent. The
packing of proteins, lipids and nucleic acids in their formation is responsible for the biological
information which transfer to the cells in subsequent stages. Both physiological and pathological
functions of exosomes are still under investigation. Getting to know the role they play can help to
develop new drugs in the future or better match therapeutic therapy.

Keywords: exosomes, biogenesis, microenviroment, tumors
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WSTEP

Istotnym elementem majacym wptyw na komorki jest mikrosrodowisko komo-
rek. Tworzone jest ono przez czynniki, ktore bezposrednio wplywaja na warun-
ki wokot komérek zmieniajgc ich cechy fizyczne, biochemiczne i molekularne.
W sktad mikrosrodowiska wchodza: macierz pozakomorkowa (ang. extracellular
matrix, ECM); komorki tego samego lub innego rodzaju otaczajace dang komorke;
hormony, cytokiny oraz inne bioaktywne czasteczki, (uwalniane na drodze auto-
krynnej, endokrynnej lub parakrynnej), zmiany w nanostrukturach ECM oraz me-
chaniczne zmiany powodowane przez ruch organizmu lub ptynow ustrojowych [7].

Specyficznym elementem mikrosrodowiska sg egzosomy. Doktadna definicja
tych struktur tworzyta si¢ na przestrzeni wielu lat ale do dzi$ nie ma jednoznacz-
nych kryteriow definiujacych. Srednica egzosomu w duzej mierze zalezy od jego
pochodzenia. Minimalny rozmiar zalezy od dwuwarstwy lipidowej, ktorej gru-
bo$¢ ocenia si¢ na okoto Snm. Blona lipidowa zapewnia egzosomom sztywnosc,
a najmniejszy mozliwy pecherzyk musi mie¢ co najmniej 30nm. Obliczono, iz
catkowity ,,tadunek” egzosomow prawdopodobnie nie moze by¢ wigkszy niz 100
bialek oraz 10 000 nukleotydow kwasu nukleinowego [50].

Do petnej definicji egzosomu nie wystarczy wziag¢ pod uwage jedynie jego
rozmiaru. Waznym elementem jest rowniez unikatowy sktad biatek i lipidow.
Pomimo réznic pomigdzy samymi egzosomami pochodzacymi z roznych zrodet
ich cecha wspolng sa charakterystyczne biatka transportowe i fuzyjne (GTPazy,
aneksyny, flotylina), tetraspaniny (CD9, CD63, CD81, CD82), bialka szoku ciepl-
nego (Hsc70, Hsp90), biatka biorace udziat w tworzeniu ciatek wielopgcherzy-
kowych (ang. multivesicular body, MVB) (Alix (ang. ALG-2-interacting protein
X), TSG101 (ang. tumor susceptibility gene 101)), a takze biatka i fosfolipazy
zwigzane z lipidami. Najczestsze markery wykorzystywane do identyfikacji eg-
zosomoOw to: tetraspanniny, Alix, flotylina, TSG101 1 Rab5b [50].

BIOGENEZA

Powstawanie egzosomow jest skomplikowanym i kilkuetapowym procesem.
Wazna role odgrywaja lipidy, ktoére prawdopodobnie napgdzaja caty mechanizm
i biorg udziat podczas sortowania tadunku wewngtrznego MVB [5]. Proces zaczy-
na si¢ w uktadzie endosomalnym, kiedy to wczesne endosomy dojrzewaja do poz-
nych endosomoéow. W trakcie tej przemiany btona endosomalna ulega przeksztal-
ceniom i pgczkowaniu tworzac pecherzyki w $wietle, tzw. ILV (ang. intraluminal
vesicles), wewnatrz MVB. Nastepnie MVB transportowane do btony komoérkowe;j
ostatecznie ulegaja fuzji i uwalniajg egzosomy. Za formowanie ILV odpowiadaja
zasadniczo dwa mechanizmy: ESCRT-zalezny i ESCRT-niezalezny, omowione w
pozniejszych punktach [21].
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POWSTAWANIE MVB

Cata $ciezka endocytarna jest bardzo dynamicznym procesem, a jej gtownym
zadaniem jest utrzymanie rownowagi mi¢dzy zewnatrzkomorkowymi lub komor-
kowymi ligandami, ich recyklingiem lub degradacjg. Na poszczegolnych etapach
wyrdznia si¢ rozne struktury o budowie pecherzyka: wcezesne endosomy, pozne
endosomy oraz endosomy recyrkulujace [17]. Droga wczesnego endosomu moze
by¢ rézna. Po pierwsze, moze dojs¢ do fuzji z pecherzykiem endocytarnym, gdy
jego zawarto$¢ jest przeznaczona do wydzielenia lub degradacji. Jesli zawartos¢
endosomu przeznaczona jest do recyklingu wowczas po fuzji tworzg si¢ tzw. en-
dosomy recyklingu. Pozostate endosomy wczesne przeksztatcajg si¢ w endosomy
p6zne [1]. W trakcie dojrzewania poznych egzosomdéw w ich $wietle gromadza
sie ILV, ktére powstajg na skutek paczkowania wewnetrznej blony endosomalne;.
P&zne endosomy zawierajace wiele drobnych ILV to tzw. MVB [12].

Uwaza sig¢, iz glownym przeznaczeniem MVB jest degradacja lizosomalna,
stad MVB, ktorych zawarto$¢ przeznaczona jest do degradacji tacza si¢ z lizoso-
mami. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na MVB, ktore nie wstgpuja na droge lizo-
somalna. Takie pecherzyki w wyniku polaczenia z btong komérkowa i uwolnie-
niem do przestrzeni pozakomoérkowej ILV, wydzielaja drobne pecherzyki zwane
egzosomami [1, 21].

Powstawanie ILV wymaga dwoch odrebnych procesow. Pierwszy to rearanza-
cja blony endosomalnej, tak aby wzbogacita si¢ o tetraspaniny, wsrod nich najwazi
niejsze to CD9 oraz CD63. Drugi proces to aktywacja kompleksu biatlek ESCRT,
ktory pomaga utworzy¢ i uwolni¢ egzosomy do przestrzeni pozakomoérkowej [1].
Podczas formowania ILV dochodzi do sortowania biatek transbtonowych oraz li-
pidéw wewnatrz pecherzykow MVB. Proces sortowania tadunku zachodzi dzieki
aktywnemu procesowi ubikwitynacji, w ktorym mate biatko ubikwityny ,,nazna-
cza” czastke, ktora ma znalez¢ si¢ wewnatrz ILV. Oznaczony tadunek jest rozpo-
znawany przez kompleks ESCRT i rozpoczyna si¢ proces sortowania i tworzenia
pecherzykow ILV [5].

Formowanie ILV z MVB — mechanizm ESCRT-zalezny

Endosomalny kompleks sortujacy, czyli ESCRT (ang. Endosomal Sorting
Complex Required for Transport) to kompleks biatek zaangazowanych w po-
wstawanie ILV wewngtrz MVB. Kompleks ten sklada si¢ z czterech kompleksow
biatkowych oraz biatek towarzyszacych. Zadania poszczegdlnych kompleksow
biatkowych przedstawiono w tabeli 1. Biatka pomocnicze, a w szczego6lnosci
VPS4 ATPaza oraz biatko Alix, odpowiadajg za dysocjacje¢ oraz recykling cale-
go kompleksu ESCRT [26]. Kompleks ESCRT 0 sktada si¢ z dwoch biatek HRS
(substrat kinazy tyrozynowej regulowany czynnikiem hepatocytow, ang. hepato-
cyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate) oraz STAMI1 (czastecz-
ka adaptera transdukujacego sygnal, ang. signal transducing adaptor molecule).
HRS rozpoznaje monoubikwitynowany tadunek biatkowy i wigze si¢ z biatkiem
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STAMI1 oraz dwoma biatkami pomocniczymi: Epsl5 i klatryng [12]. HRS jest
biatkiem cytoplazmatycznym, stad obecno$¢ klatryny pomaga odnalez¢ tadunek.
W kolejnych etapach ESCRT-I oraz ESCRT-II dotgczaja do ESCRT-0, tworzac
duzy kompleks biatkowy o wysokim powinowactwie do réznych substratow po
stronie endosomalnej [29]. HRS wigze si¢ z biatkiem TSG101, bedacego cze¢scia
ESCRT-I. Zwigzanie ESCRT-III zachodzi za posrednictwem ESCRT-II lub biatka
Alix [12]. Biatko Alix posredniczy w potaczeniu TSG101 z biatkiem CHMP4A
tym samym utatwia potaczenie dwoch kompleksoéw ESCRT-1 z ESCRT-III [1].
Dodatkowo biatko Alix wspomaga kompleks ESCRT-III zwigkszajac ilos¢ pacz-
kujacych egzosomow, a sama aktywnos$¢ kompleksu ESCRT-III zalezna jest od
napiecia blony endosomalnej [26, 48]. Gdy dojdzie do przytaczenia ESCRT-III
caty kompleks przybliza si¢ do btony itworzac pecherzyki uwalnia egzosomy
do srodowiska zewnatrzkomodrkowego [29]. Aby doszto do uwolnienia i oddy-
socjowania wszystkich skladowych systemu ESCRT niezbedna jest aktywnos¢
kompleksu VPS4, w sktad ktorego wchodzi ATPaza [12].

Rola biatka pomocniczego Alix w powstawaniu egzosomow opiera si¢ na
mechanizmie syndekan — syntenina — ALIX. Syndekan to transbtonowe biatko
sktadajace si¢ migdzy innymi z trzech do pigciu tancuchdéw siarczanu heparanu
i siarczanu chondroityny. Peini funkcje gléwnie koreceptora. Syntenina, jest roz-
puszczalnym biatkiem, ktore dzigki zdolno$ci przekazywania sygnatow odpo-
wiada za organizacje btony komorkowej, adhezje komorek, czy aktywacje czyn-
nikow transkrypcyjnych. Syntenina odgrywa wazng rol¢ podczas powstawania

TABELA 1. Zadania poszczegdlnych kompleksow biatkowych w formowaniu ILV z MVB w mecha-
nizmie ESCRT-zaleznym [5, 26]

TABLE 1. The role of protein complexes in the formation of ILV from MVB in the ESCRT-dependent
mechanism [5, 26]

Nazwa Bialka w obrebie Funkcia
kompleksu kompleksu unka
ESCRT-0 Hrs e Powstawanie endosomalnego tadunku,
TSG101 *  Rozpoznawanie zubikwitynowanego biatka
*  Rozpoznawanie i upakowanie tadunku zaleznie od
ubikwityny
ESCRT-1 STATM1 e Oddziatywanie i rozpoznawanie kompleksu ESCRT-0
¢ Indukcja tworzenia p¢cherzykow
ESCRT-II *  Aktywacja kompleksu ESCRT IIII
e Indukcja tworzenia pgcherzykow
ESCRT-III CHMP4C *  Tworzenie bariery zatrzymujacej tadunek oraz
VPS4B zapobieganie deformacji btony
VTA1 *  Promocja pekania pecherzykow
ALIX
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egzosomow. Z jednej strony oddziatuje z biatkiem Alix, sktadowg uktadu ESCRT
i biatkiem CD63, z drugiej z syndekanem [49]. Waznym elementem tego uktadu
jest jeszcze heparanaza, ktora przecinajgc boczne tancuchy siarczanu heparanu
w syndekanach ulatwia wigzanie si¢ synteniny. Dowiedziono, iz dzialanie tego
mechanizmu znaczaco zwigksza ilo§¢ uwalnianych egzosomow [21, 41].

Formowanie ILV z MVB — mechanizm ESCRT-niezalezny
Mowiac o mechanizmie ESCRT- niezaleznym podczas tworzenia ILV bierze
si¢ pod uwagge kilka oddzielnych mechanizméw. Sg to procesy, w ktore zaangazo-
wane sg lipidy, tetraspaniny lub biatka szoku cieplnego [26].

Lipidy — udziat w formowaniu ILV

Jednym z mechanizméw ESCRT-niezaleznym jest mechanizm zalezny od
sfingomielinazy. Naukowcy zwrdcili uwage, na fakt, iz egzosomy, ktére w swo-
jej strukturze posiadaja biatko proteolipidowe (ang. proteolipid protein, PLP), po
wyciszeniu mechanizmu ESCRT, sg ciagle wydzielane do przestrzeni pozakomor-
kowej [26]. Biatko proteolipidowe gromadzace si¢ w duzych iloSciach wewnatrz
p6znych endosomoéw warunkuje uwalnianie si¢ egzosomow do przestrzeni poza-
komorkowej. Zalezno$¢ ta wynika z faktu, ze egzosomy bogate w PLP lokalizu-
ja sie w przestrzeniach endosomalnych bogatych w flotyline oraz glikozylofos-
fatydyloinozytol. Jednym ze szlakow warunkujacych ich wydzielanie jest szlak
wymagajacy aktywnos$ci sfingomielinazy typu II (nSMase2), ktora hydrolizuje
sfingomieling do ceramidu. Wysokie stezenie ceramidu powoduje spontaniczne
zakrzywienie blony endosomalnej, a tym samym wspomaga proces paczkowania.
Wykazano, iz wyciszenie ekspresji sfingomielinazy, prowadzi do uposledzenia
biogenezy ceramidowej i zmniejszenia wydzielanej ilo$ci egzosomowego biatka
PLP[11, 26, 46, 49].

Innym lipidem, ktory wspomaga wydzielanie egzosomow jest cholesterol.
Akumulacja cholesterolu w pdznych endosomach sprzyja zwigkszonemu uwal-
nianiu egzosomow w koncowym etapie ich formowania [26].

Opisano rowniez udziat fosfolipazy D2 (PLD2) jako czynnika niezbednego
w powstawaniu egzosoméw. PLD2 odpowiada za hydrolize fosfatydylocholiny
do kwasu fosfatydowego i choliny. PLD2 dziata jako efektor matego czynnika
rybozylacji ADP GTPazy 6 (ARF0), ktory zostat zidentyfikowany jako regulator
tworzenia ILV i biogenezy egzosomow [21]. PLD2 posredniczy rowniez w pro-
dukcji kwasu lizofosfatydowego (LBPA), poprzez produkcje¢ jego prekursora, fos-
fatydyloglicerolu (PG), w reakcji transfosfatydylacji. MVB oraz ILV zawieraja
duze ilosci LBPA. Dodatkowo kwas ten promuje wewnetrzne budowanie peche-
rzykow i tworzenie ILV. Ponadto LBPA jest zdolny do oddzialtywania z biatkiem
Alix 1 hsp70 [49]. Mechanizm dziatania PLD2 jest prawdopodobnie podobny do
opisanego dla ceramidu. Powstanie kwasu fosfatydylowego w wewngetrznej blo-
nie MVB indukuje krzywizne w btonie, a tym samym powstawanie ILV [26].
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Kluczowa role w tworzeniu MVB odgrywa réwniez fosforan-1-sfingozy-
ny (S1P). Badania dowodza, ze receptory S1P sa w stanie ciaglej aktywacji na
btonach endosomalnych, dzieki markerom MVB. Wyciszenie receptorow kina-
zy sfingozynowej (Sphk2) lub fosforanu-1-sfingozyny uposledza powstawanie
CD63, CD81 i egzosomow [49]. Innym lipidem bioragcym udziat w powstawaniu
egzosomow moze by¢ diacyloglicerol (DAG). Jest on przekaznikiem lipidowym,
ktory metabolizowany jest do kwasu fosfatydowego przez kinaz¢ diacyloglicero-
lowa a (DGKa). Zahamowanie aktywno$ci DGKa prowadzi do spadku powsta-
wania CD63 i uwalniania egzosomow [45].

Tetraspaniny — udziat w formowaniu ILV

Formowanie ILV oraz egzosomow jest rowniez zalezne od tetraspanin, kto-
re wystepuja w egzosomach w duzych ilosciach [38]. Same tetraspaniny sag int
tegralnymi biatkami btonowymi. Tetraspaniny organizuja btony w tzw. domeny
wzbogacone w tetraspaning (TEM) poprzez interakcje z biatkami przezbtonowymi,
biatkami cytozolowymi i lipidami [49]. Najbardziej powszechne tetraspaniny, wy-
stepujace w catym organizmie to CD9, CD63, CD81, CD82 i CD151. Pozostate
w wigkszo$ci majag ograniczone wystgpowanie do okreslonych tkanek. Tetraspani-
ny biorg udziat w réznych procesach biologicznych, tj: adhezja komorek, ruchli-
wos¢, inwazja lub fuzja blony, a takze sygnalizacja i kierowanie biatkami [4].

Jedna z wazniejszych tetraspanin, jako mechanizm ESCRT-niezalezny jest
udziat biatka CD63. Udowodniono, ze komorki z catkowicie wyciszona ekspresja
biatek uktadu ESCRT zdolne sg do produkcji egzosomow CD63-pozytywnych
[4]. Biatko CD63 odpowiada za kierowanie biatka blonowego LMP1 (ang. latent
membrane proteins type 1) kodowanego przez EBV, do ILV, a nastepnie umozli-
wia jego uwolnienie w egzosomach [12].

Inny mechanizm to proces zalezny od nadekspresji CD9 lub CD82, ktore to
z kolei indukuja wydzielanie egzosomalnej B-kateniny z komorek [12]. Co cieka-
we, nokaut genu dla CD9 w komorkach dendrytycznych szpiku kostnego myszy
prowadzi do upo$ledzenia wydzielania egzosomow [4].

Wykazano réwniez udziat biatka CD81, ktore wspomaga sortowanie biatek egzo-
gennych i proces sortowania tadunku egzosomu niezalezny od ESCRT [12]. Odgrywa
réwniez fundamentalng role w organizacji mikrodomen w btonie egzosmalnej [49].

Biatka — udzial w formowaniu ILV
Biatkiem, ktore odgrywa rol¢ w mechanizmie ESCRT-niezaleznym jest mig-
dzy innymi niewielkie biatko SIMPLE. Jest to mate integralne biatko btonowe
lizosomu/p6znego endosomu. Obecnos¢ tego biatka zwigksza wydzielanie egzo-
somow z komorki [21].
Badania wskazujg rowniez na udzial bialka chaperonowego (opiekunczego)
HSC70, ktore odpowiada za umieszczenie receptora transferryny w egzosomach [26].
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SORTOWANIE EADUNKU EGZOSOMOW
Egzosomy zawierajg biatka, lipidy oraz kwasy nukleinowe. Sktad ten w du-
zym stopniu zalezy od typu komorki, z ktorej sg uwalniane egzosomy, a takze
zalezy od czynnikdéw srodowiskowych, jak np. podawanie lekéw. Ciekawym, lecz
wcigz mato zbadanym procesem jest sposob w jaki sposéb tadunek biologiczny
jest sortowany do wnetrza egzosomu. Mechanizm sortowania w duzej mierze za-
lezy od rodzaju czasteczki jaka chcemy umiesci¢ w egzosomie [21].

Upakowanie bialek
Upakowanie biatek wewnatrz egzosoméw w duzej mierze zalezy od biatek
uktadu ESCRT. Wiadomo rowniez, ze dziata wiele selektywnych mechanizmow,
ESCRT- niezaleznych. Do najczgstszych mechanizméw nalezg: ubikwitynacja,
SUMOylacja, ISGylacja, fosforylacja, glikozylacja i cytrulinacja. Do pozostatych
procesdéw, o mniejszym znaczeniu w upakowaniu biatek do egzosomow, zalicza
si¢: mirystylacje oraz utlenianie [5, 49].

Upakowanie lipidéw

Obecnie jest mato informacji na temat mechanizméw sortowania lipidow. Za-
obserowowano jednak, ze strukturalne lipidy blony plazmatycznej, w tym fosfa-
tydylocholina, fosfatydyloinozytol, fosfatydyloglikol i fosfatydyloetanoloamina
sg mniej obfite na blonach egzosomow w przeciwienstwie do fosfatydyloseryny,
ktora wystepuje w zwigkszonej ilosci [3].

Warto zwrdci¢ uwage, ze lipidy biorg udzial w okresleniu biatek jakie znajda
sic wewnatrz egzosomow. Blony egzosomalne zawierajg tratwy lipidowe, ktore
bogate sa w cholesterol oraz glikosfingolipidy, odgrywajace wazna role w sygnat
lizowaniu i sortowaniu tadunku egzosomalnego. Za sortowanie tadunku odpo-
wiada mi¢dzy innymi sfingozyna-1-fosforanu, ktora oddziatuje poprzez receptory
S1P sprzezone z biatkiem G znajdujgcym si¢ na btonie MVB [21].

Upakowanie RNA

Ladunek RNA i miRNA znajdujacy si¢ w egzosomach znaczaco rozni si¢ od
tego jaki znajduje si¢ w cytoplazmie komorki. Niestety proces upakowania RNA
do egzosomoOw rowniez nie jest jeszcze bardzo dobrze poznany.

Wiadomo jednak, ze proces SUMOylacji odgrywa istotng rolg podczas pako-
wania czasteczek RNA. Jak dotad udato si¢ zidentyfikowa¢ motyw sekwencji (GA-
GAG w czgsci 3> miRNA), ktory kontroluje pakowanie miRNA przez biatkowa he-
terogeniczng jadrowa rybonukleoproteing A2B1 (hnRNPA2B1). Naukowcy wskazali
motyw sekwencji egzosomalnej, ktory wigze si¢ z SUMOilowanym fragment hnR-
NPA2BI odpowiadajac za wigzanie i pakowanie miRNA do wngtrza egzosomu [49].

Drugim uznanym czynnikiem odpowiedzialnym za sortowanie miRNA jest
czynnik KRAS. Zmutowany czynnik KRAS odpowiada za zmniejszone wydzie-
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lanie biatka Argo2 w egzosomach. Zauwazono réwniez, ze egzosomalne mRNA
jest wzbogacone we fragmentach 3’UTR co moze odgrywac¢ wazna role podczas
sortowania do egzosomow [8].

Istotng rol¢ odgrywaja takze same biatka takie jak Argonaut 2 (Ago2). Wazny
sktadnik kompleksu miRISC jest zaangazowany w sortowanie miRNA do egzoso-
moéw. Badania pokazuja, ze nokaut genu dla tego biatka zmniejsza liczbg miRNA
[18].

UWALNIANIE ILV

Powstawanie iuwalnianie ILV jest procesem skomplikowanym. Badania
pokazuja, ze za sekrecje egzosomow w duzej mierze odpowiedzialne sg biatka
z rodziny Rab. Jest to rodzina matych bialek GTPaz. Ich rola obejmuje procesy
wewnatrzkomorkowego przemieszczania si¢ pecherzykéw, w tym ich paczkowa-
nie, czy interakcje z cytoszkieletem, a takze fuzje bton. Procesy te mozliwe sa
dzigki odwracalnemu laczeniu si¢ biatek Rab z btong plazmatyczna [26].

Sam transport MVB do btony cytoplazmatycznej opiera si¢ na interakcji Rab
z aktyng oraz mikrotubulami cytoszkieletu. Zwigkszenie wiazania aktyny sprzyja
zwigkszonemu uwalnianiu egzosomow; jest to powiazane z aktywnos$cig kortyny
1 jej nadekspresja w komorce. Kortyna odpowiada réwniez za przytaczenie MVB
do btony plazmatycznej. Wigzanie z aktyna i mikrotubulami, a w konsekwencji
fuzje bton wspomagaja takze biatka Rab [21]. Najwazniejsza role na réznych eta-
pach uwalniania egzosomow odgrywaja biatka: Rab4, Rab5, Rab11, Rab35, Ra-
b27a i Rab27b. Biatka Rab4 i Rab5 stuza do oznaczenia wczesnych endosomow.
Rab11 kieruje endosomy na droge recyklingu. Biatka Rab7 i Rab9 sg markerami
p6znych endosomow. W procesie dojrzewania endosoméw zmniejsza si¢ ilos¢
biatka Rab5 na rzecz biatka Rab7 [49]. Biatka Rab27a i Rab27b odpowiadaja za
dokowanie na blonie cytoplazmatycznej, a ich wyciszenie skutkuje zmniejszo-
nym wydzielaniem egzosomow [35, 38]. Wplyw biatka Rab11 na egzosomy wig-
ze si¢ z hamowaniem ich uwalniania. Rab11 ma zdolno$¢ wigzania FIP2 (biatka
2 oddziatujgcego z rodzing Rabl1) dzigki czemu utatwia przytaczenie miozyny
oraz moze wigza¢ FIP3 umozliwiajac przylaczenie dyneiny [49]. Wazng role ak-
tyny jako miejsca dokowania MVB i1 wydzielania egzosomow wykazaty badania,
w ktorych udowodniono, iz miejscami zwigkszonego wigzania MVB sa inwado-
podia, bogate w aktyne struktury subkomorkowe, zdolne do degradacji macierzy
pozakomorkowej [22]. Sam ruch MVB wzdtuz mikrotubul jest kontrolowany mig-
dzy innymi przez zawartos$¢ cholesterolu w btonie komodrkowej. Innymi biatkami,
towarzyszacymi przy fuzji bton cytoplazmatycznej z MVB, sa biatka SNARE.
Ich udziat opiera si¢ na polaczeniu dwoch biatek SNARE, jedno znajdujace sig
na blonie MVB (v-SNARE), drugie na btonie cytoplazmatycznej (t-SNARE) [9].

Uwalnianie egzosoméw moze by¢ rowniez zalezne od wapnia. Zwigkszony
poziom wapnia w komorce sprzyja uwalnianiu wigkszej ilosci egzosomow [49].



BIOGENEZA I ZNACZENIE EGZOSOMOW 353

Na podstawie Abels i wsp. mozna ogolnie przyja¢ pie¢ mechanizméw, ktore
odpowiadajg za proces fuzji blony MVB z cytoplazmatyczna.

1. Glowne biatka zaangazowane w uwalnianie egzosoméw to RABI1
i RAB35. Uwolnione egzosmy w tym procesie wzbogacone sg w bialka takie jak
flotylina, Wnt, PLP oraz receptor dla transferyny (T{R).

2. Uwalnianie egzosomow bogatych w pdzne biatka endosomalne (np. CD63,
ALIX i TSG101) wiaze si¢ z udzialem biatek RAB27A/B.

3. GTPaza Rab7 bierze udzial w uwalnianiu egzosomow bogatych w Alix
1 syntenineg.

4. Uwalnianie egzosomow, moze by¢ tez Rab-niezalezne, wowczas za uwalnia-
nie egzosomow jest odpowiedzialna kinaza diacyloglicerolowa, ktérej nadekspresja
hamuje uwalnianie egzosoméw CD63-dodoatnich zawierajacych ligand Fas.

5. Ostatnim znanym mechanizmem uwalniania egzosomow jest mechanizm
z udzialem biatek SNARE. Sg to biatka odpowiedzialne za fuzjg¢ dwoch blon ko-
morkowych [1].

FIZJOLOGICZNA ROLA I ZNACZENIE EGZOSOMOW

Egzosomy pochodzace z roznych komorek wydzielane sag do otaczajacego
srodowiska. Ich fizjologiczna rola jest r6zna w zaleznosci od ptynu ustrojowego,
w ktorym si¢ znajduja. Egzosomy obecne sg w moczu, slinie, ptynie maziowym,
761ci, ptynie mozgowo-rdzeniowym, ptynie oskrzelowo-pecherzykowym, ptynie
nosowym, plynie macicznym, ptynie owodniowym, mleku matki, krwi, kale, czy
nasieniu [31, 54]. Mozna spojrze¢ szerzej na egzosomy zastanawiajac si¢ jaka role
moga petni¢ w poszczegdlnych uktadach narzadowych. Ponizej wybrano i opisa-
no udziat egzosomdéw w wazniejszych procesach fizjologicznych.

ROLA EGZOSOMOW W PLYNACH USTROJOWYCH

Ladunek egzosomoéw jaki do tej pory zostal zidentyfikowany i opisany
w moczu to egzosomy wydzielane ze wszystkich komorek otaczajacych przestrzen
pecherza moczowego. Egzosomy stanowia okoto 3% wszystkich biatek moczu.
Egzosomy w moczu pochodza z tkanek nerki, z moczowodéw, nabtonka przej-
sciowego pecherza moczowego, cewki moczowej, a takze u mezczyzn z komorek
nabtonka prostaty. Charakterystycznym markerem okres$lajagcym pochodzenie eg-
zosomow z uktadu moczowego jest biatko CD24, ktore obecne jest na podocytach
oraz komoérkach kanalikow. Jedng z mozliwych funkcji egzosoméw w drogach
moczowych moze by¢ regulacja wspotdziatania réoznych czeg$ci nefronu poprzez
wydzielanie i wychwyt zwrotny ich zawartosci, przede wszystkim mRNA i mi-
kroRNA, ktore mogg wplywac na funkcj¢ komorki ,,biorcy” egzosomu [14, 34].
Inng rolg egzosomoéw uktadu moczowego jest udziat w uktadzie renina-angioten-
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syna. Ponadto egzosomy z moczu sag wzbogacone w biatka przeciwdrobnoustro-
jowe oraz receptory bakteryjne i wirusowe, co sugeruje ich udziat we wrodzonych
mechanizmach odpornosciowych uktadu moczowego [53].

Pomimo, iz $lina sktada si¢ w 99% z wody, a tylko 1% stanowig biatka, bada-
nia pokazuja, iz takZze w niej zawarte sg egzosomy. O obecnosci i roli egzosomow
w $linie $wiadczy ich aktywne dziatanie na keratynocyty oraz makrofagi w jamie
ustnej. Na podstawie analizy specyficznych markeréw pokazano, ze komorki na-
btonka gruczolu slinowego uwalniaja egzosomy, ktore nastepnie obecne sa w §li-
nie [52]. Egzosomy izolowane ze $liny sa powiazane z r6znymi chorobami jamy
ustnej i nie tylko. Sama diagnostyka §liny ma niewatpliwie ogromne zalety, gtow-
nie ze wzgledu na nieinwazyjnos¢ oraz tatwos¢ pobierania materiatu. Niestety
ma tez wady, duza ilo§¢ amylazy moze maskowacé biatka o niewielkiej ekspresji.
Egzosomy $liny mogg ulatwi¢ przezwyciezy¢ ta trudno$¢. Badania pokazuja, iz
wykrycie aberracji w stosunku do prawidlowych egzosomow izolowanych ze §li-
ny moze postuzy¢ jako potencjalny czynnik diagnostyczny i terapeutyczny [20].

Prawdopodobnie najbardziej ,,popularnym” miejscem pozyskiwania egzoso-
mow 1 badania ich wlasciwosci jest krew. Najczesciej izoluje sie je z osocza, po-
niewaz uwaza si¢, ze podczas krzepnigcia krwi tuz po pobraniu, egzosomy moga
spontanicznie powstawa¢ w surowicy [52]. Ciekawym aspektem badania egzo-
somow krwi jest sama ich ilo$¢. Okazuje sie, ze stan patologiczny w organizmie
skutkuje zwigkszong iloscia egzosomow we krwi. Do fizjologicznych funkcji eg-
zosomoOw pochodzacych z osocza zaliczy¢ mozna udzial w procesach koagulacji,
rownowagi naczyniowej, czy komunikacje miedzy matka, a ptodem [52].

Sposrod biologicznych plyndéw, w ktoérych naukowcey znalezli 1 badaja obec-
nos¢ egzosomow jest mleko matki. Jest ono ztozonym pltynem ustrojowym bo-
gatym w sktadniki immunologiczne, tj.: laktoferyna, immunoglobulina A i cy-
tokiny, ktore wspomagaja odporno$¢ niemowlecia. [52]. Szczegolne znaczenie
jakie moga mie¢ egzosomy pochodzace z mleka matki rozpatruje si¢ w kontek-
$cie ich wplywu na komorki przewodu pokarmowego. Egzosomy z mleka oporne
na trawienie, ale endocytowane przez komorki nabtonka jelitowego niemowlecia
zdolne sg zwickszaé proliferacje komorek jelitowych przez aktywacje markera
komorek macierzystych [15]. Wazna role egzosomow naukowcy potwierdzili
rowniez w badaniach mleka pochodzacego od matek, ktére urodzity przedwcze-
$nie oraz terminowo. Okazato si¢, Ze egzosomy izolowane i podawane z mleka
»przedwczesnego” cechowat zwigkszony wptyw na proliferacje komorek zwigza-
ny z aktywacjg laktotransferyny oraz laktoadheryny [15].

ROLA EGZOSOMOW W HOMEOSTAZIE NACZYNIOWEJ
Jedna z lepiej poznanych fizjologicznych funkcji egzosomow jest ich udziat
w procesie krzepnigcia i homeostazy. Sam proces koagualacji jest inicjowany
gtownie przez czynnik tkankowy (ang. tissue factor, TF) oraz fosfolipidy. Sa to
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dwa elementy, ktore odpowiadaja za zwickszone krzepnigcie. W btonie egzoso-
mow krazacych we krwi znajduje si¢ zakotwiczona domena czynnika tkankowego
oraz gtownie fosfatydyloseryna (ang. phosphatidylserine, PS), co $wiadczy o pro-
koagulacyjnej funkcji egzosomow. Egzosomy krazace we krwi moga mie¢ rozne
pochodzenie, zarowno fizjologiczne, jak i patologiczne, w tym takze nowotwo-
rowe. Zwiekszona pula egzosomoéw w obiegu, czg¢sto zwigzana jest z rozwijajaca
si¢ chorobg nowotworowa, co w nastepstwie przyczynia si¢ do rozwoju choroby
zylnej zakrzepowo-zatorowej [32]. Warto zwrdci¢ uwage na fakt, iz interakcje
komorkowe oraz wspotdziatanie z subpopulacjami egzosomow (ré6znego pocho-
dzenia) wykazujg dziatanie na réznych poziomach catego procesu koagulacji.
Prokoagulacyjne egzosomy, czyli bogate w TF oraz PS, produkowane sg gtow-
nie przez plytki krwi, subpopulacje leukocytdéw, erytrocyty oraz megakariocyty.
Badania pokazuja, ze egzosomy pozbawione domeny TF majg znacznie nizsza
aktywnos¢ prozakrzepowa. Co ciekawe, w warunkach fizjologicznych egzosomy
wydzielane przez komorki krwiotwoércze odgrywaja wazng role w utrzymaniu ho-
meostazy. Dopiero zwickszona ilos¢ krazacych komorek, a co za tym idzie uwal-
nianych przez nie egzosomow, prowadzi do jej zaburzenia [36].

ROLA EGZOSOMOW W UKLADZIE IMMUNOLOGICZNYM

Rola egzosomow w uktadzie immunologicznym jest wysoce istotna i szeroko
opisana. Dotychczasowe badania pokazuja, iz za pierwsze mechanizmy wrodzo-
nej odpowiedzi immunologicznej odpowiadaja egzosomy, stanowigc prozapalny,
parakrynny posrednik. Zaobserwowano, iz u pacjentow z chorobami autoimmu-
nologicznymi wystepuje podwyzszona ilo$¢ egzosomodw. Z drugiej strony silna
terapia przeciwzapalna wcale nie wigze si¢ ze zmniejszong iloscig uwalnianych
egzosomow. O prozapalnej aktywnos$ci egzosomow moze §wiadczy¢ miedzy in-
nymi pobudzanie komoérek do wydzielania zwigkszonej ilosci TGF-B. Rézne ro-
dzaje komorek uktadu immunologicznego wydzielaja egzosomy, a tadunek oraz
rodzaj komorki gospodarza determinuje ich funkcje [6, 52].

Funkcja jaka peilnig w uktadzie immunologicznym egzosomy to takze po-
srednia i bezposrednia prezentacja antygendw. Bezposrednia rola prezentacji an-
tygenow wynika z podobienstwa topologicznego egzosomow z komoérkami APC
(komoérka prezentujaca antygen, ang. antigen-presenting cell) iprezentacja na
swojej powierzchni czasteczek MHC. Egzosomy uwalniane przez komorki APC,
zawierajg na swojej powierzchni czasteczki MHC klasy 11 11, ktore bezposred-
nio oddziatujg z limfocytami T, zarowno CD4, jak i CD8 [39]. Z kolei posrednia
rola egzosomow w prezentacji antygenow, to wykorzystanie komoérki prezentu-
jacej antygen, glownie komorki dendrytyczne. Egzosomy posiadajg na swojej
powierzchni duza ilos¢ czasteczek ICAM-1 wykazujac tym samym powinowac-
two do komorek dendrytycznych. Dojrzate komorki dendrytyczne wzbogacaja
egzosomy w tadunek w postaci czasteczek MHC klasy II, czgsteczki CD86 oraz
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ICAM-1. Uwalniane egzosomy z komoérek APC cechuje zwickszona aktywnos¢
aktywacji limfocytow T [39].

Nieco inne funkcje pelnig egzosomy uwalniane przez monocyty. Jedng z ich
jest aktywacja i pobudzenie przej$cia naiwnych monocytoéw w makrofagi, kto-
re s3 waznym regulatorem proliferacji i roznicowania komoérek mieloidalnych.
Z drugiej strony egzosomy uwalniane przez monocyty biorg udziat w zakazeniach
mikrobiologicznych, poprzez symulacje¢ prozapalnej odpowiedzi [40].

Z kolei egzosomy uwalniane przez neutrofile zaangazowane sag w pobudzenie
sekrecji cytokin, tj. TGF-a, TGF-B, IL-8 oraz IL-6. Wspomagaja takze proces
fagocytozy komorek skierowanych na proces apoptozy [52].

ROLA EGZOSOMOW W ROWNOWADZE WATROBOWEJ

Watroba jako wazny narzad zaangazowana jest w rozne przemiany zachodza-
ce w organizmie cztowieka. Gtowng masg¢ komorek stanowia hepatocyty, poza
tym wystepuja komorki warunkujace komunikacje, w tym komorki zwigzane
i niezwigzane z uktadem immunologicznym. Te pierwsze odpowiadaja gldwnie
za immunologiczng ochrong watroby, natomiast te drugie warunkuja rownowage
procesdéw angiogenezy, fibrozy, czy proceséOw zapalnych. Ostatnie badania poka-
zuja, ze wazng role w tym mikro$rodowisku zapewniaja egzosomy, jako istotny
nosnik informacji [52].

Egzosomy pochodzace z hepatocytow bogate sa w enzymy tj. cytochrom
P450, urydyno 5’-difosfo—glukuronozylotransferaza (ang. Uridinediphospha-
te Glucuronosyl Transferase, UGT), czy transferaza S-glutationowa (ang. Glu-
tathione S-Transferase, GST), co sugeruje ich udziat w procesach metabolicznych
np. ksenobiotykéw. Obecnos¢ tych enzymow wewnatrz egzosomow oraz tatwosé
przemieszczania si¢ tych czastek miedzy komorkowo moze $wiadczy¢ o wspar-
ciu rozktadu ksenobiotykow w innych komorkach organizmu [13]. Ponadto RNA,
wyizolowane z egzosomow pochodzacych z hepatocytow, ma zdolno$¢ aktywacji
komorek i posredniczy w naprawie komorek watroby [42].

Egzosomy w watrobie wydzielane sa nie tylko przez hepatocyty, ale takze
cholangiocyty, przez co wykrywane sg takze w zotci. Pokazano, ze maja one zdol-
no$¢ hamowania §ciezki sygnalizacyjnej zwigzanej z kinazag ERK, a tym samym
odpowiadaja za proliferacje choliangocytow [30].

REGENERACYJNE WEASCIWOSCI EGZOSOMOW

Regeneracyjne wlasciwosci egzosomow skupiajg si¢ glownie na zmianie fe-
notypu komorek oraz uwalnianiu czynnikow w tkankach regeneracyjnych. Ich
dziatanie opiera si¢ gldéwnie na komunikacji z komorka oraz dostarczaniu specy-
ficznego RNA w tzw. nisze komorek macierzystych. W procesie regeneracji duzy
udzial ma transport migdzykomorkowy egzosomow [37]. Jednym z opisanych
procesdw, gdzie udzial maja egzosomy, jest regeneracja pluc. Zmiana fenotypu
komorki szpiku kostnego poprzez zmiang ekspresji naskorkowego prosurfaktantu
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B, przez egzosomy pochodzace z ptuca, a nastepnie wszczepienie komoérek szpi-
ku do pluca, po urazie, pokazato nowy mechanizm regeneracji tkanki ptuca [2].
Podobne wnioski wyciagnieto badajac proces regeneracji watroby, gdzie stwier-
dzono, ze proces ten nie zachodzi jedynie dzigki oddzialywaniu komoérek ma-
cierzystych, ale takze poprzez uwalnianie egzosomow do mikrosrodowiska. Inne
badania potwierdzajace regeneracyjne wilasciwosci egzosomoéw pochodzacych
z komoérek MSC zauwazano w przypadku uszkodzenia nerek oraz tkanek poza-
walowych mie$nia serca [52].

ROLA EGZOSOMOW W PROCESIE NOWOTWOROWYM

W czgs$ci wstepnej opisano poszczegolne sktadowe mikrosrodowiska wskazu-
jac jednoczes$nie, ze termin ten nie odnosi si¢ jedynie do komorek prawidlowych,
ale takze nowotworowych. W sktad mikrosrodowiska nowotworowego wchodza
m.in. fibroblasty, komorki immunologiczne oraz komorki endotelialne. Zarow-
no same komorki, jak i otaczajace je elementy mikrosrodowiska moga wptywaé
na zmiany zachodzace w mikrosrodowisku nowotworowym (ang. tumor micro-
environment, TME). Zmiany zachodzace w TME obejmujg wszystkie stadia roz-
woju nowotworu, od inicjacji, progresji, metastazji, po inwazje. Badania potwier-
dzity, iz elementem, ktory oddzialuje zar6wno na same komorki nowotworowe,
jak i elementy tworzace TME, sg egzosomy [23, 25, 51].

Wang i wsp. [50] okreslili trzy zasadnicze mechanizmy dziatania egzosomow
zZwigzane z rozwojem nowotworu.

1. Oddziatywanie egzosomow z komoérkami uktadu odpornosciowego.

2. Wplyw egzosomoéw poprzez dostarczanie tadunku molekularnego w posta-
ci m.in. miRNA, mRNA, fragmentéw DNA i bialek

3. Udzial egzosomow na etapach inwazji, przerzutowania i lekoopornosci,
petnigc funkcje sygnatéw komunikacyjnych miedzy komoérkami [50].

Ponizej opisano i scharakteryzowano najwazniejsze punkty, w ktorych egzo-
somy odgrywaja istotng role.

WZROST ZMIANY NOWOTWOROWEJ

Egzosomy wydzielane przez komorki nowotworowe moga zmienia¢ i wply-
waé na lokalny rozwdj komorek nowotworowych poprzez autokrynne sygnaly
zawarte w egzosomach. Efekt dziatania egzosomoéw na pobliskie komorki jest
zalezny od rodzaju komoérek nowotworowych z jakich pochodzg. Autokrynne sy-
gnaly wysylane przez egzosomy wptywaja miedzy innymi na przyspieszenie pro-
liferacji komorek poprzez aktywacje fosforylacji Akt [24]. Sam stres komorkowy
czgsto prowadzi do zwigkszenia ilo$ci bialek szoku cieplnego oraz surwiwiny
w egzosomach. Biatka te majg silng zdolno$¢ pobudzania proliferacji komorek,
przyczyniajac si¢ tym samym do szybszego rozwoju nowotworu [16].
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ANGIOGENEZA I NEOANGIOGENEZA

Angiogeneza jest procesem nieroztagcznym z rozwojem nowotworu. Jednym
z waznych elementow wspomagajacych proces neowaskularyzacji s egzosomy.
Sam proces powstawania nowych naczyn w duzej mierze opiera si¢ na interakcji
pomiedzy komodrkami endotelialnymi, a otaczajacym je $rodowiskiem. Dotych-
czas pokazano, ze egzosomy uwalniane z komoérek endotelialnych bezposrednio
stymuluja angiogeneze. Powyzsze stwierdzenie potwierdzono w réznych nowo-
tworach, m.in. biataczkach, raku jajnika, raku piersi, czy w glejaku wieloposta-
ciowym [19]. Opisano r6zne mechanizmy molekularne, poprzez ktore egzosomy
uczestniczg w angiogenezie. Jednym z nich jest inkorporacja i przeniesienie biat-
ka Deltad (ang. delta-like ligand 4 protein, D114) do sasiednich komorek srodbton-
ka. W konsekwencji prowadzi to do zahamowania sygnalizacji Notch i pobudze-
nia powstawania nowych naczyn. Dowodzi to, ze proces waskularyzacji nie jest
zalezny od bezposredniego kontaktu komorka-komorka, a jedynie pobudzenia
catego procesu przez odpowiednie mediatory [43].

Dotychczasowe badania wskazuja, iz pobudzenie angiogenezy przez egzo-
somy nowotworowe w duzej mierze zalezne jest od ,,komorki-matki”. Komorki
roznych nowotworow uwalniajg egzosomy bogate w rdzne biatka o dziataniu pro-
angiogennym. I tak egzosomy pochodzace z glejaka wielopostaciowego zawiera-
ja angiogening, VEGF, TGFp, IL-6, IL-8, TIMP-1 i TIMP-2, a ponadto przenosza
enzymy proteolityczne (MMP2 i MMP9) oraz receptor chemokiny CXCR4. Eg-
zosomy uwalniane przez komorki szpiczaka mnogiego bogate sa w VEGF, BFGF,
MMP9 i HGF. Egzosomy pochodzace z czerniaka zawieraja bialka takie jak IL-6,
VEGF i MMP2. Z kolei w gruczolakoraku ptuca egzosomy bogate sg w sortyli-
ng, ktora odpowiada za wzrost ekspresji endoteliny-1, IL-8, TSP-2, uPA i VEGF.
W egzosomach z raka piersi bialkiem proangiogennym jest aneksyna II, a w raku
pecherza moczowego EDIL-3 (ang. EGF-like repeats anddiscoidin I-like doma-
in-3) [28].

Nieco innym zagadnieniem jest dziatanie proangiogenne microRNA i miRNA
zawartego w egzosomach. Wydaje si¢, ze odpowiednie czasteczki RNA zawarte
w egzosomach moga dziata¢ jako czynniki parakrynne lub autokrynne, pobudza-
jac proces waskularyzacji. Jako jeden z przyktadow moze postuzy¢ badanie eg-
zosomow izolowanych z komorek przewlektej biataczki szpikowej (ang. chronic
myeloid leukemia, CML). Naukowcy odkryli, ze nadekspresja miR-92a w egzo-
somach pochodzacych z komorek CML skutkuje zwigkszong aktywnos$cig w sto-
sunku do komorek srodblonka, do ktorych dostaty sie egzosomy. W konsekwencji
nastepowata zwickszona migracja komorek i powstawanie nowych naczyn wtoso-
watych [47]. Osobnym zagadnieniem jest rOwniez uwalnianie egzosomow w wa-
runkach niedotlenienia. Jako przyktad postuzy¢ moga badania na komorkach raka
nerki, gdzie w warunkach niedotlenienia komorki te wydzielaja egzosomy z CA9
(anhydraza weglanowa 9, ang. carbonic anhydrase 9). W konsekwencji dochodzi
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do wzmozenia procesu angiogenezy w mikrosrodowisku tych komorek i progres;ji
nowotworowej. W innych badaniach pokazano, iz w warunkach hipoksji miR-21-
5p uwalniane przez egzosomy pochodzenia nowotworowego bezposrednio ha-
muje m.in. TGF-f aktywujac proces powstawania nowych naczyn krwionosnych.
Innym przyktadem s3g egzosomy pochodzace z mezenhymalnych komoérek ma-
cierzystych (MSC), ktére aktywujg angiogeneze, m.in. w komodrkach srodbtonka,
czy poprzez wptyw na ekspresj¢ VEGF w komorkach raka piersi. [27].

INWAZJA 1 METASTAZJA

Matastazja jest wieloetapowym procesem, ktory rozpoczyna si¢ od inwazji
i migracji komorek pierwotnych guza do nowego srodowiska. Egzosomy wydzie-
lane przez komorki nowotworowe niosg ze sobg istotny sygnal wspomagajacy,
a czasem inicjujacy proces metastazji [51].

miR-10b jest czasteczka odpowiadajaca za wspomaganie procesu inwazji
w raku piersi. Egzosomy wydzielane przez komorki raka piersi bogate w miR-10b
rozpoczynaly proces przemiany prawidtowych komorek nabtonka piersi [52]. Po-
dobne obserwacje poczyniono w stosunku do komoérek raka ptaskonabtonkowego
jamy ustnej. Egzosomy wydzielane przez te komorki bogate sg w miR-1246. Cza-
steczka ta pobudza migracyjne i inwazyjne wlasciwosci prawidlowych komorek
w mikrosrodowisku [33]. Dotychczas poczyniono ciekawa obserwacj¢ w bada-
niach profili mRNA i miRNA egzosoméw pochodzenia nowotworowego. Zaob-
serwowano, iz komorki nowotworowe rozwingty selektywne mechanizmy upako-
wania tadunku molekularnego wybierajac jedynie onkogenne mRNA i miRNA.
Tym samym, jest to kolejny dowod na wazna role jaka pelnig egzosomy w proce-
sie nowotworowym [44].

Innym przyktadem sa egzosomy pochodzace z komodrek raka trzustki. Wyka-
zano, ze zdolne sg do modyfikacji ECM fibroblastow ptuca, komorek epitelialnych
aorty oraz podscieliska wezlow chtonnych. Ich gtéwna rola opiera si¢ na degrada-
cji elementdow ECM: kolagenéw, laminiy i fibronektyny dzigki proteinazowemu
tadunkowi w jaki wzbogacita je komoérka-matka. Mozliwo$¢ zmiany ECM przez
egzosomy wskazuje, ze wspomagaja one caty proces nowotworzenia jednocze-
$nie przyczyniajac si¢ do zwigkszonej migracji komorek nowotworowych [52].

Powstawanie przerzutow opiera si¢ gldéwnie na degradacji i przebudowie
ECM oraz na powstawaniu nowych naczyn krwionosnych. Udziat egzosomow
w ksztattowaniu niszy nowotworowej opiera si¢ na transporcie biologicznie ak-
tywnych czastek, promujacych ten proces. Egzosomy pochodzenia nowotworo-
wego czesto bogate sg w biatka takie jak MMP, VEGEF, czy tetraspaniny, ktore
pobudzaja migracje komorek i ich rozprzestrzenianie si¢. Dodatkowo egzosomy
dostarczaja do nowo powstajacych komoérek nowotworowych bialek takich jak
VEGF, FGF, TGF-B oraz odpowiednich czasteczek RNA, ktére wspomagajg an-
giogeneze w nowo powstajacych ogniskach przerzutowych [51].
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Lekoopornos¢ jest obecnie bardzo duzym wyzwaniem dla terapii nowo-
tworowej. Potwierdzono, ze egzosomy sg zaangazowane w zmian¢ fenotypowg
opornosci komorkowej. Egzosomalny transfer miR-433 warunkuje oporno$¢ na
palitaksel w raku jajnika. Z kolei w raku piersi egzosomalne IncRNA UCA1 (ang.
urothelial cancerassociated-1) warunkuje oporno$¢ na tamoksifen w komorkach
z receptorem estrogenowym. Rowniez w raku piersi potwierdzono, iz egzosomy
bogate w EGF2 o pelnej dlugosci obnizajg skuteczno$¢ terapeutyczng trastuzu-
mabu poprzez jego wigzanie.

Warto zauwazy¢, ze egzosomy mozna wykorzysta¢ jako nosnik lekéw prze-
ciwnowotworowych. Mozliwo$¢ ich wykorzystania jest zwigzana gtéwnie z ich
nietoksycznos$cig oraz brakiem nadmiernej reakcji immunologicznej. Jako przy-
ktad postuzy¢ moze podanie adriamycyny i palitakselu z zastosowaniem egzoso-
moéw co skutkowato niewielka immunogennos$cia oraz toksycznos$cia [29].

Badania pokazaty, ze nowotworowe komorki wykazujace lekooporno$¢ uwal-
niajg duza dawke egzosoméw bogatych w podawany lek. Jako przyktad opisano
komorki raka jajnika oporne na cisplatyne, ktore wydzielaja egzosomy znacznie
bogatsze w ten lek w stosunku do komoérek raka jajnika wrazliwych na cisplaty-
n¢. Potaczenie w przysztosci dwoch cech egzosomowych, mozliwosci transportu
lekow oraz modyfikacji fenotypowej komorki docelowej, moze skutkowaé wyko-
rzystaniem egzosomow w terapii przeciwnowotworowej [10, 53].

Inng zaleta wykorzystania egzosoméw jako nosnikow lekow jest fakt, iz moga
one duzo szybciej, niz liposomy, przenika¢ przez btony komoérek nowotworo-
wych. Z drugiej strony, poprzez dobor odpowiednich egzosomdw, tj. z okreslony-
mi biatkami powierzchniowymi, istnieje mozliwos$¢ celowanego wykorzystania
egzosomoOw jako no$nikoéw lekow. Niewielki rozmiar egzosomow daje rowniez
mozliwo$¢ wykorzystania ich jako no$nikow lekow, ktére wymagaja przekrocze-
nia bariery np. krew-mozg.

Jednym z ciekawszych podej$¢ wykorzystania egzosomow jako nosnikéw le-
kow jest ich zaprojektowanie, tak aby celowaly w komoérki CSC. Opisano kon-
kretne markery komorek CSC, takie jak: CD44, CD24, CD133 i CD200, ktoére
pomoga w zaprojektowaniu celowanych egzosomow [29].

Wykorzystanie egzosoméw w celach terapeutycznych zwigzane jest rowniez
z mozliwos$cig dostarczania czgsteczek RNA, np. siRNA lub miRNA. Liczne do-
tychczasowe badania potwierdzily juz ten fakt. I tak, miRNA-122, obecne w eg-
zosomach pochodzacych z mezenchymalnych komorek macierzystych indukuja
chemiowrazliwo$¢ w raku watrobowokomoérkowym. Z kolei egzosomy z siRNA
przeciwko PKL-1 (serynowo/treoninowa kinaza biatkowa ang. polo-like kinase
1), w komorkach pecherza moczowego skutkuje spadkiem ekspresji PLK-1 [29].
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PODSUMOWANIE

Poznanie i zrozumienie mechanizméw molekularnych lezacych u podstaw
biogenezy i funkcji egzosomdw, stosownie do przebiegu procesoéw fizjologicznych
czy stanéw patologicznych w organizmie, ma szereg znaczen, w tym wazne zna-

7 799

czenie poznawcze. Nie mniej jednak, z uwagi na ,,wielozadaniowo$¢” egzosomow
jako no$nikéw informacji i modulatoréw interakcji miedzy komodrkami zdobycie
nowej wiedzy w omawianym zakresie staje si¢ podstawg do opracowania nowych
strategii leczenia, w tym omijania lekoopornosci nowotwordéw. Prowadzone ba-
dania nad biogenezg i znaczeniem egzosomow pozwolg na opracowanie nowych
strategii, ktore beda istotne z punktu widzenia klinicznego dla leczenia pacjentow,
W tym pacjentéw onkologicznych.
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3. streszczenie artykutu w jezyku polskim i angielskim — maksymalnie 300 stow

w tytule i streszczeniu mozna wprowadzaé jedynie powszechnie przyjete skroty (np. DNA)

5. zasadniczy tekst (Times New Roman 12 pkt., odstgp 1,5 wiersza) nalezy podzieli¢ na tytulowane i numerowane rozdziaty
oraz podrozdzialy (nalezy przyja¢ nastepujacy sposob numeracji rozdziatow i podrozdziatow: 1, 1.1, 1.1.1, 1.1.2 itd.)

6.  ostateczna wersja tekstu powinna by¢ zapisane w formacie doc. lub docx.

tabele wraz z opisami nalezy umieszcza¢ na koficu artykuhu; jednostki miar musza by¢ zgodne z uktadem SI;

8. ryciny i schematy nalezy zapamigtywa¢ w formacie tiff. lub jpg. w jako$ci minimum 300 dpi; w przypadku publikowania
mikrofotografii nalezy zamieszcza¢ na nich podziatke (scale bar); warto$¢ podziatki nalezy poda¢ w opisie mikrofotografii;
jezeli zalaczniki sa zapozyczone z innych zrodel, a zamieszcza si¢ je w niezmienionej formie, nalezy poda¢ skad zostaty
zaczerpnigte i dofaczy¢ zgodg autora i wydawnictwa na ich reprodukcje;

9. objasnienia i podpisy rycin, zdjg¢ i w tabelach powinny by¢ podane w j. polskim i angielskim

10.  sposob przygotowania literatury: skroty nazw czasopism podawac nalezy wedhug Index Medicus; cytowanie literatury w tek-
$cie — z zastosowaniem nawiasu kwadratowego (np. [5]); spis literatury nalezy zestawi¢ alfabetycznie wedtug nastgpujacego
WZOru:

[1] BEN-CHETRIT E, CHAN EK, SULLIVAN KF, TAN EM. A 52-kD protein is a novel component of the SS-A/Ro antiger

nic particle. ] Exp Med 1988; 167: 1560-1571.

[2] BEUTLER B. Toll-like receptors and their place in immunology. Nature 2004; 430: 498-518.

[3] ELSTON CW. Grading of invasive carcinoma of the breast. In Page DL and Anderson TJ eds. Diagnostic histopathology

of the breast. Edinburgh: Churchill Livingstone, 1987;300-311.

Odptatnos¢ (kwoty brutto)

1. opfata za wydrukowanie artykutu nieprzekraczajacego 15 stron druku — 1500 zt

2. strona druku (powyzej 15) — dodatkowo 50 zt za jedna strong

Skierowanie pracy do PBK celem rozwazenia mozliwosci jej publikacji jest tozsame z akceptacja przez autorow pracy regulaminu

przyjmowania, oceny i publikowania artykutow naukowych w tym czasopismie.

Poprawiong po recenzji wersj¢ pracy nalezy zwroci¢ do redakeji maksymalnie w ciagu 30 dni. Redakcja zrezygnuje z publikacji

maszynopisu, ktorego autorzy do 30 dni od chwili otrzymania recenzji nie odpowiedza na list redaktora.

Autor zobowigzany jest do wykonywania korekty autorskiej i zwrocenia jej w ciagu 48 godzin do redakceji. Koszty spowodowane

wiekszymi zmianami tekstu, wprowadzanymi w korekcie autorskiej poza poprawkami bledow drukarskich, ponosi autor. Redakcja

zastrzega sobie prawo dokonywania skrotow i zmian w manuskrypcie.

Po zaksiggowaniu kwoty zwiazanej z publikacja artykutu w Postgpach Biologii Komorki na koncie fundacji wszyscy autorzy otrzy-

muja 1 egzemplarz zeszytu PBK z opublikowana praca oraz plik PDF zawierajacy opracowany przez redakcj¢ manuskrypt (wydru-

kowane zeszyty oraz plik PDF sa wysylane odpowiednio na adres pocztowy oraz e-mail autora zajmujacego si¢ korespondencija).

Autorzy moga rowniez zamowic¢ wigksza liczbg wydrukowanych reprintdw swojej pracy, a ich koszt bedzie podany do wiadomosci

autorow na stosownym druku zamowienia.
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