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1936-2021

Z glebokim zalem informujemy, iz 28.02.2021 odszedt Profesor Zbigniew Darzynkie-
wicz. W osobie Profesora zegnamy wybitnego naukowca, pioniera i propagatora cytometrii
przeptywowej w Polsce i na $wiecie. Profesor Darzynkiewicz byt absolwentem Wydziatu
Lekarskiego Uniwersytetu Warszawskiego (1960 r), tam rowniez — w 1966 roku — uzyskat
stopien doktora nauk medycznych. P6Zniej wyemigrowat do Stanéw Zjednoczonych, gdzie
pracowat w wielu instytucjach naukowych i uniwersytetach. W latach 1980-90 byt czton-
kiem Rady Naukowej Sloan-Kettering Institute for Cancer Research w Nowym Yorku i pro-
fesorem biologii komorki i genetyki na Uniwersytecie Medycznym Cornell’a.

Jego zainteresowania naukowe koncentrowaty si¢ wokdt badan cyklu komérkowego
i $mierci komorki, gltdwnie apoptozy i mozliwosci wykorzystania cytometrii przeplywo-
wej do oceny tych proceséw. Profesor byt wychowawca kilku pokolen cytometrystow i
pomystodawcg nowych rozwigzan technologicznych w cytometrii. To On zainicjowal wy-
korzystanie barwnika oranzu akrydyny do rownoczasowej oceny zawartosci DNA i RNA w
komorkach, to Jemu zawdzigczamy mozliwo$¢ oceny apoptozy komorek z wykorzystaniem
cytometru przeplywowego — byt wynalazca popularnych metod stuzacych do oceny tego
typu $mierci komorek — TUNEL, FLICA. Wreszcie, dzigki Jego inwencji, powstaly cyto-
metry skaningowe.

W uznaniu Jego dokonan, Profesor sprawowat liczne funkcje w miedzynarodowych to-
warzystwach naukowych, m.in. piastowat funkcj¢ prezydenta Cell Kinetics Society (1986-
87) oraz International Society for Analytical Cytology (ISAC) (1993-1994). Byt rowniez
cztonkiem zagranicznym Polskiej Akademii Nauk i Polskiej Akademii Umiejetnosci. W
roku 2014 Profesor Darzynkiewicz zostal uhonorowany godnoscia doctora honoris causa
swojej macierzystej uczelni — Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Podczas swojego
zycia w USA Profesor nigdy nie zerwat kontaktéw z Polska i polskimi badaczami, wie-
lokrotnie wspdtorganizowat w naszym kraju miedzynarodowe szkoly cytometrii, podczas
ktorych dane nam byto poznac ekspertow z calego §wiata. Wielu z nas miato okazj¢ poznac
Profesora osobiscie podczas odbywania stazy i stypendiow naukowych w Jego laboratorium
na Uniwersytecie Stanowym Nowy York w Vallhalla.

Zegnamy Cie Mistrzu i Przyjacielu!

Zarzad Glowny Polskiego Towarzystwa Cytometrii



1936-2021

With deep regret we inform that 28.02.2021 passed away Professor Zbigniew Darzyn-
kiewicz, an eminent scientist and world pioneer in flow cytometry. Professor Darzynkiewicz
was born in 1936 in Dzisna, Vilnus region, Poland. In 1960, he graduated with honors from the
Faculty of Medicine, Medical University of Warsaw, where in 1966 he obtained also his PhD
degree on the basis of the thesis entitled: “Studies of the Mechanism of Teratogenic Action of
Insulin on Chicken Embryo”. He had his post-graduate scholarships at the State University of
New York at Buffalo and at the Medical Nobel Institute of Karolinska Institute, Stockholm,
Sweden. Subsequently in 1969 he emigrated to the US where in a period of 1980-1990 he was
the Member of the Sloan-Kettering Cancer Research Institute and the Professor of Cell Biolo-
gy and Genetics at Weill Cornell Medical College, New York, NY. From 1990 he was the Pro-
fessor of Pathology, Medicine and Microbiology/Immunology at the New York Medical Col-
lege at Valhalla, NY, and the Director of the Brander Cancer Research Institute at this College.

Professor Darzynkiewicz was an inventor of flow cytometry-based techniques for DNA
and cell cycle analysis. He pioneered the use of DNA binding dyes for measuring cell cycle
and took advantage of the metachromatic nature of acridine orange to look at both DNA and
RNA content simultaneously, adding another layer of depth to cell cycle analysis. Most of
the apoptosis assays we still use today including DNA loss, fluorogenic caspase substrates,
TUNEL and mitochondrial function during cell death were developed and/or validated by his
laboratory. He was an early adopter and enthusiastic promoter of image cytometry, correlating
cell imagery with cytometric analysis, and applied it to enhance the analysis of both cell cycle
and apoptosis. Professor Darzynkiewicz never lost contacts with Poland and Polish scientists,
being actively involved in flow cytometry development in our country. Many of us had a
privilege to meet him personally either in Poland during the flow cytometry schools he co-or-
ganized or during the scholarships in his laboratory at Valhalla. Professor Darzynkiewicz was
the Co-founder and became Honorary Member of the Polish Society of Cytometry (1996) and
was granted Honorary Membership from the Polish Society of Hematology and Transfusion
Medicine (2000). In 2014 Professor Darzynkiewicz was awarded the degree of Doctor Honoris
Causa from the Warsaw Medical University. Professor Darzynkiewicz was also the Foreign
Member of the Polish Academy of Sciences and the Member of Polish Academy of Arts.

Rest in Peace our Master and Friend!

National Board of the Polish Society of Cytometry
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KOMORKI MACIERZYSTE POCHODZENIA
TLUSZCZOWEGO — POCHODZENIE, CHARAKTERYSTYKA
ORAZ ZASTOSOWANIA W MEDYCYNIE REGENERACYJINEJ

Zuzanna DORNA', Michat JAWORSKI!, Rafat SIBIAK??,
Maurycy JANKOWSKI*, Katarzyna STEFANSK A2, Grzegorz WASIATYCZ?,
Wojciech PIENKOWSKI®, Marlena DUDEK-MAKUCH?,
Dominik LANGERS, Renata DAWID-PAC®, Marta CYKOWIAK!,
Magdalena KOWALOWKA'!, Bartosz KEMPISTY?24

!Student’s Scientific Society, Poznan University of Medical Sciences, Poznan
Department of Histology and Embryology,
Poznan University of Medical Sciences, Poznan
’Department of Reproduction, Chair of Obstetrics, Gynecology, and Gynecologic
Oncology, Poznan University of Medical Sciences, Poznan
‘Department of Anatomy, Poznan University of Medical Sciences
SDepartment of Veterinary Surgery, Nicolaus Copernicus University, Torun
®Division of Perinatology and Women’s Diseases,
Poznan University of Medical Sciences, Poznan
"Department of Pharmacognosy, Poznan University of Medical Sciences
$Department of Pharmaceutical Genetics and Microbiology,
Poznan University of Medical Sciences, Poznan
“Department of Natural Raw Materials in Medicine and Cosmetology,
Poznan University of Medical Sciences, Poznan
"Department of Pharmaceutical Biochemistry,
Poznan University of Medical Sciences, Poznan
""Department of Bromatology, Poznan University of Medical Sciences, Poznan



6 Z.DORNAETAL.

Summary: The application of stem cells in medicine is still a relatively new topic associated with
scientists’ great interest. It is a source of hope for the patients suffering from various medical con-
ditions, which are resistant to widely used healing paths. In recent years, the attention was drawn
to multipotent adipose-derived stem cells (ADSCs). They are distinguished by their proliferative
and secretive abilities, as well as accessibility. In addition, they are characterised by relative ease of
harvesting and culture. Their unique qualities make them seem like a great opportunity in the field
of regenerative medicine, which is a dynamically developing field associated with many types of
research. ADSCs have the potential to be used in the treatment of chronic, non-healing wounds, as
well as in diseases such as diabetes mellitus. Their use is also taken under consideration in treatment
bone and cartilage defects, as well as in aesthetic medicine, including hair regeneration therapy
on patients afflicted by alopecia in androgenetic alopecia or female pattern hair loss. Due to their
regenerative properties, they are also perceived as a promising possibility in treatment of neurode-
generative diseases. The knowledge acquired during such research might be a base of the creation of
novel alternative therapies in many other fields of medicine.

Keywords: Adipose-derived stem cells, ADSCs, stem cells, adipose tissue, regenerative medicine,
tissue engineering

Streszczenie: Wykorzystanie komoérek macierzystych w medycynie jest wciaz stosunkowo nowym
zagadnieniem, ktore wzbudza duze zainteresowanie naukowcow. Jest takze zrodtem nadziei dla
chorych cierpigcych na rézne dolegliwosci, ktdrzy nie reaguja na standardowe metody leczenia.
W ostatnich latach, zwrécono uwage na multipotencjalne komodrki macierzyste pochodzace z tkanki
thuszczowej (ADSCs). Wyrdzniajg si¢ one swoimi szczegdlnymi wlasciwosciami proliferacyjnymi
i sekrecyjnymi, a takze szeroka dostepnoscia. Co wigcej, tatwo je pozyskac¢ oraz hodowac in vitro.
Wyzej wymienione cechy sprawiaja, ze wydaja si¢ one wyjatkowa okazja na poczynienie postepow
w dziedzinie medycyny regeneracyjnej, ktora jest obiektem wielu badan i dynamicznie si¢ rozwi-
ja. ADSCs moga potencjalnie zosta¢ wykorzystane w leczeniu przewlektych, niegojacych si¢ ran
w chorobach takich jak cukrzyca. Rozwaza si¢ takze nad ich uzytecznoscia w regeneracji uszkodzen
tkanki kostnej oraz chrzestnej. Moga by¢ takze zastosowane w medycynie estetycznej w terapiach
zapobiegajacych utracie wlosow w tysieniu androgenowym, a takze tysieniu typu kobiecego. Ze
wzgledu na swoje cechy, komorki te bierze si¢ pod uwage takze jako obiecujaca mozliwos$¢ w lec-
zeniu szeregu choréb neurodegeneracyjnych. Uzyskana z tych doniesien wiedza, moze by¢ podst-
awa do tworzenia r6znych, nowoczesnych, alternatywnych metod leczenia, takze w wielu innych
dziedzinach medycyny.

Stowa kluczowe: inzynieria tkankowa, komorki macierzyste tkanki ttuszczowej, medycyna regener-
acyjna, tkanka tlhuszczowa

INTRODUCTION

Adipose tissue, a type of loose connective tissue, partakes in energy storage
and protects the body against mechanical trauma. It is also a significant endocrine
organ that secretes many hormones, e.g. leptin, adiponectin, resistin, or estradi-
ol [4]. It consists of two cellular components: adipocytes and a stromal vascu-
lar fraction (SVF). In turn, SVF comprises various cells such as preadipocytes,
endothelial cells, fibroblasts, mesenchymal stem cells (MSCs), vascular smooth
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muscle cells, lymphocytes, macrophages, and adipose-derived stem cells (AD-
SCs). The adipose tissue’s specific cellular composition differs depending on the
tissue’s anatomical location or type. A higher amount of ADSCs can be obtained
from subcutaneous than from visceral fat [7, 16]. ADSCs are considered a promis-
ing stem cell lineage because of ease of access to adipose tissue and the relatively
low-invasive way of isolation. Fat can be easily harvested via liposuction in the
form of lipoaspirate; less often, the surgical option can also be chosen. The most
common subcutaneous adipose tissue source utilized in medical research and clin-
ical therapies is the abdomen, thigh, and arm [34].

Adipose-derived stem cells have recently become an object of comprehensive,
in-depth research due to their beneficial cellular and secretive properties com-
bined with their ubiquitous availability and relatively simple mode of harvesting.
They are a population of multipotent adult stem cells originating from mesen-
chymal stem cells, localized in the adipose tissue’s stromal vascular fraction. Their
exceptional proliferative capacity and ability to differentiate into cells of three de-
velopmental germ layers provide a number of opportunities to apply them in various
treatment protocols. Moreover, ADSCs are characterized by a valuable secretome,
combining many angiogenic and immunomodulating factors which might acceler-
ate healing and regeneration [36, 17]. They are also considered the most accessible
source of stem cells in the human body due to their emplacement in adipose tissue,
making their collection a minimally invasive, relatively safe, and mostly painless
procedure. Furthermore, they are capable of maintaining their phenotype in culture
for an extended periods of time. The combination of all of the above features ex-
plains the discussion that unleashes around the subject of ADSCs and their potential
application and beneficial impact in many areas of research [42].

THE ORIGIN OF ADIPOSE-DERIVED STEM CELLS

Stem cells are unspecialized human cells with self-renewal capacity and the
ability to differentiate into multiple cell lineages [37]. Different groups of stem
cells vary in potency, which defines the number of cell types they can differentiate
into [30]. Totipotent cells derived from morula are of the greatest potency. They
can create both embryonic and extra-embryonic structures that subsequently give
rise to all three germ layers and the placental cells [6]. The inner cell mass (ICM),
one of the components forming blastocyst that develops 4 days post-fertilization,
is the source of pluripotent cells capable of differentiation into all human organism
cells. They are known as human embryonic stem cells (hESCs), having the ability
to form germ layers — cellular units built of multipotent progenitor cells. Each
germ layer, endoderm, mesoderm, or ectoderm, is responsible for the creation of
specified tissue later in the process of human development [5,30]. In turn, adult or
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somatic stem cells are located in every tissue of a mature organism. Their potency
is limited, and the time necessary for the cell to proliferate is elongated. Multipo-
tent stem cells partake in the process of healing, regeneration, and replacement of
the adult cells [14]. Mesoderm, one of the three germ layers, is a source of mesen-
chymal stem cells, as well as hematopoietic stem cells (HSCs). MSCs located in
the bone marrow stroma give rise to muscle, cartilage, bone, and adipose tissues
[15]. MSCs also partake in angiogenesis, but cannot differentiate into HSCs [22].
MSCs give rise to adipose-derived stem cells (ADSCs), the population of stem
cells located in the adipose tissue [1].

ADIPOSE-DERIVED STEM CELL CHARACTERISTICS

Among many types of adult stem cells, ADSCs are particularly valued not
only for their common availability but also higher proliferation potential and abil-
ity to maintain their phenotype in culture for a longer period of time [42]. Another
feature that speaks in their favor is the lack of ethical controversies, which sur-
round embryonic stem cells application in clinical use. The International Federa-
tion for Adipose Therapeutics and Science (IFATS) and the International Society
for Cellular Therapy (ISCT) set three criteria, which are essential to determine
ADSC identity. The first necessary condition, which has to be demonstrated by
the cell, is its ability to adhere to plastic. Secondly, they display the expression of
mesenchymal phenotypic markers CD73, CD90, and CD105, while lacking the
surface marker expression of CD11b, CD14, CD19, CD45, and HLA-DR. The last
indicator is the cell’s ability to differentiate into preadipocytes, osteoblasts, and
chondrocytes [18]. Moreover, ADSCs are responsive to inducers of non-mesen-
chymal cell lineages differentiation, giving rise not only to cells of mesodermal
derivation but also those of the other two germ layers [2]. They can differentiate
toward subpopulations such as smooth and cardiac muscle cells, keratinocytes,
hepatocytes, endothelial cells, neurons, beta islet cells, macrophages, or melano-
cytes [2, 8, 34].

ADSCs gained attention not only for their multipotency but also secretome,
which is rich in cytokines, extracellular proteins, and RNAs. Paracrinally released
factors beneficially contribute to surrounding tissues through their immunomodu-
lating properties and stimulating effect on the process of angiogenesis.

All of these features combined imply that ADSCs could be a promising and
easily accessible source of stem cells in further research and clinical trials. Fur-
thermore, the profile of these cells could be useful in the development of regener-
ative medicine and should be a subject of precise study [12, 20].
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APPLICATION OF ADSCs
IN THE REGENERATIVE MEDICINE

Large full-thickness skin defects and non-healing wounds are still a challenge
for modern medicine. They might be caused by a number of reasons: from trau-
ma, burns, and congenital defects, to of tumour resection and chronic ischemia
due to diabetes mellitus or immobilization. Initially, cultured epidermal auto-
grafts (CEA) were developed, but to no satisfying avail [21]. The addition of
fibroblasts produced extracellular matrix (ECM) proteins such as collagen, fi-
bronectin, or elastin was expected to improve the process of healing. However,
CEA application is limited to nonextensive cases because of their tendency to
contract, recurring wound opening, and fragility [27]. Klar et al. developed der-
mo-epidermal skin substitutes (DESS), which for now are believed to be the most
promising prospect in regenerative medicine. They consist of both epidermal and
dermal layers, which guarantees resemblance to natural skin structure and pro-
vides the best cosmetic effect among other skin grafts. It is even possible to add
the patient’s melanocytes to obtain suitable skin color and prevent them from the
harmful influence of UV radiation. Other opportunities for people suffering from
traumatic wounds are treatments based on ADSCs. ADSCs support tissue repair
with their proliferating and immunomodulating abilities. They are also capable of
secreting VEGF, fibroblast growth factors, and anti- or proinflammatory factors.
Autologous fat grafts are created by processing lipoaspirates harvested via lipo-
suction of subcutaneous adipose tissue. The treatment is applied to soft tissues in
the form of an injection enriched by cultured ADSCs. This method is valued for
being minimally invasive, low risk, and sufficiently positive outcome, but it is
worth mentioning that it usually has to be performed several times to obtain the
expected effect [21, 35]. Zhang et al. report on clinical trials on ADSCs-NCSS,
new collagen sponge scaffolds combined with extracted ADSCs, repair potential
of which in full-skin defects was tested on nude mice with satisfying heal rates
compared to other methods of treatment used in this trial [41]. Furthermore, Qiu et
al. presented their results on the utilization of exosomes derived from adipose-de-
rived stem cells (ADSCs-Exos), a cell-free substance obtained from extracellular
vesicles secreted by ADSCs [3]. The authors bring attention to the beneficial ef-
fects of the ADSCs-Exos on skin regeneration and acceleration of the process of
vascularization, without any major side effects [3, 25].

The application of ADSCs is also a subject of study in hair regeneration ther-
apy. Their secretive properties were taken under consideration in the treatment of
hair loss in conditions such as androgenetic alopecia or female pattern hair loss.
ADSCs excrete various cytokines that have the ability to stimulate the process of
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angiogenesis, increasing the blood supply of the hair follicle and inducing hair
growth. Moreover, a lot of attention was drawn to the conditioned medium of AD-
SCs (ADSC-CM), which turned out to be capable of reducing oxidative stress, en-
hancing collagen synthesis, or suppressing cell apoptosis and inflammation [13].
ADSC-CM is a cell-free nourishing suspension, rich in ADSC-derived cytokines
and growth factors. Basic fibroblast growth factor (bFGF), vascular endothelial
growth factor (VEGF), keratinocyte growth factor (KGF), and insulin-like growth
factor I (IGF-I) modulate hair growth by promoting cell proliferation, angiogen-
esis, and fibroblast migration [9,38]. The results of research on ADSC-CM ap-
plications seem to be very promising. This therapeutic approach is considered
relatively safe and inexpensive; however, the effects vary depending on the case
and its severity. Alopecia affecting a significant part of the scalp, advanced age,
or long history of the disease are the factors that may limit treatment efficacy due
to fibrosis of hair follicles. It is worth noticing that the process of hair regrowth is
time-consuming, so the outcome of the procedure is not immediate [13, 28].

Bone tissue engineering is another dynamically developing field of regener-
ative medicine. At present, for the patients suffering from trauma, bone structure
defects, infections, and tumours, treatment options are limited to autologous and
allogeneic bone grafts and artificial bone substitutes. Bone grafts are perceived
as an effective method, but their utilization is associated with iatrogenic damage
made to the donor’s bone tissue [32]. The results of artificial bone substitutes’
application show difficulties in stimulating osteoinduction, affecting the efficacy
of this procedure. Conclusions made during ADSC investigation suggested that
these stem cells might be a useful tool in the field of bone regenerative medicine.
Research conducted on animal models seems to confirm those assumptions, indi-
cating the impact of paracrine factor secretes such as VEGF in the process of bone
remodeling [7, 19]. Probst et al., in their study, explored the potential of exploita-
tion of cell-scaffold assemblies. There was evidence that the interaction between
ADSCs and biomaterials resembling bone structure facilitated the formation of
extracellular matrix and improved osteogenesis. The focus of the research were
the maxillofacial bone defects, but the obtained outcomes could be transferred
to clinical use in other bone disease or damage [33]. Chang et al. reported that
ADSC:s are also capable of modulating bone erosion and suppressing osteoclasto-
genesis. The results of their in vitro academic work show that ADSCs decrease the
formation of osteoclasts in mice and humans. Furthermore, the acquired knowl-
edge might also be a base for the creation of novel alternative healing paths in
diseases such as rheumatoid arthritis and osteoarthritis [11].

Treatments based on ADSCs are also studied in the subject of cartilage tissue
engineering in medical conditions such as cartilage lesions, which are hard to
regenerate. The mechanism of the methods is analogical to those listed above and
utilizes the unique abilities of ADSCs. The application of both scaffold-free and
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scaffold-based procedures is taken under consideration [24]. However, it is worth
mentioning that sometimes in vivo trials of cartilage implantation of ADSCs der-
ivation end unsuccessfully. This is due to the formation of ossification as a result
of increased vascularisation. Xie et al. conducted research on thrombospondin-1
use in the inhibition of ossification to a satisfying outcome, improving the knowl-
edge about cartilage defects treatment [39]. The utilization of ADSCs in the form
of intra-articular injections consisting of adipose SVF and platelet-rich plasma is
also discussed as a tool in reducing the ailments of patients suffering from medical
conditions such as osteoarthritis or chondromalacia [31]. Numata et al. compared
the effectiveness of local administration of ADSCs with intra-articular injections
in a rabbit model, ruling greater efficiency of the first one of the listed [29].
Furthermore, Alzheimer’s, Parkinson’s, Huntington’s disease, and amyo-
trophic lateral sclerosis (ALS) have been scientist’s objects of interest for years.
Although much research was conducted, no effective treatment that inhibits the
progression of these diseases was discovered. Due to their regenerative proper-
ties, ADSCs are perceived as a chance for patients suffering from neurodegen-
erative disorders. Stem cells derived from the adipose tissue have the ability to
be induced to differentiate into neuronal cells. Secretion of angiogenic factors,
as well as stimulation of the immune system, might also mitigate symptoms and
limit neuronal damage. Other mechanisms that were taken under consideration are
the capacity to reduce gliosis, the process that occurs in some of the mentioned
diseases, as well as the expression of neurotrophic factors [40]. Ma et al., in their
study, created ADSCs-derived extracellular vesicles (ADSCs-derived EVs) con-
taining molecules such as cytokines, growth factors, and miRNA, and applied
them to mice with Alzheimer’s disease. The research showed that nasally admin-
istrated ADSCs-derived EVs have the potential in the treatment by promoting
neurogenesis and their neuroprotective properties by inhibiting the formation of
amyloid plaques [26]. In the murine model, EVs have also prevented memory loss
[23,26]. Chan et al. brought up progress in knowledge on use of ADSCs in less
common diseases such as Huntington’s or Parkinson’s disease, as well as ALS. It
is believed that neurotrophic factors produced by ADSCs such as nerve growth
factor (NGF), brain-derived neurotrophic factor (BDNF), VEGF, and insulin-like
growth factor (IGF-1) can alleviate disease symptoms. Additionally, ADSC-CM
seems to be able to confer protection from 6-OHDA (6-hydroxydopamine), which
directly damages neurons of substantia nigra in Parkinson’s disease. In research on
rats, it was proven that the application of ADSC-CM could reduce neurotoxicity
and ROS influence caused by 6-OHDA. It was also reported that administration of
ADSC could delay and alleviate symptoms in Huntington’s disease through their
secretive properties. All of the above reports are expected to be a chance for a meth-
od of alternative treatment for patients suffering from these medical conditions in
the future. However, any such advancements will require further investigation [10].
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CONCLUSIONS

ADSCs emerged as a promising tool in tissue engineering. While the available
reports seem to be satisfactory, further in-depth research appears to be essential.
Increasing the knowledge on ADSCs physiology and their potential applications
seems to be crucial in elaborating novel forms of treatment in the field of regen-
erative medicine. Understanding these exceptional stem cells’ functioning might
give new opportunities to achieve satisfying effects in treatment of medical con-
ditions which are still a challenge for the modern science.
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Summary: Human stem cell therapies are among the most promising treatment methods for many
serious diseases in most areas of medicine. Their abilities are based on relatively easy isolation
methods, regenerative potential, and possible differentiation into all three germ layers. Furthermore,
their autologous transplantation is well tolerated with minimal risk of rejection. Additionally, they
can immunomodulate, with suppressive effects on pro-inflammatory and promotion on anti-inflam-
matory molecule secretion. They can also act through paracrine and autocrine pathways or stimulate
angiogenesis. Furthermore, they could be modified to exhibit affinity to tumours and deliver drugs
exactly into pathological tissue or create healthy tissue with the correct genetic material. In turn, in
psychiatry, the change of their level in peripheral blood is directly proportional to patients’ clinical
conditions. All these features support the notion that the medicine of the future will probably be
based on human stem cells.

Keywords: human stem cells, human pluripotent stem cells

Streszczenie: Terapie z wykorzystaniem komodrek macierzystych pochodzacych od ludzi s3 jedna
z najbardziej obiecujacych metod leczenia wielu powaznych choréb. Ich funkcjonalno$é opiera si¢
na stosunkowo tatwej izolacji, duzym potencjale regeneracyjnym i zdolnoséci do rdéznicowania si¢
w komorki pochodzace ze wszystkich trzech listkéw zarodkowych. Transplantacje autologiczne
sa dobrze tolerowane i wykazuja si¢ niewielkim ryzykiem odrzucenia przeszczepu. Dodatkowo,
komorki te maja zdolno$¢ do modyfikowania reakcji zapalnych poprzez wywieranie hamujace-
go efektu na czynniki prozapalne i pobudzajacego na antyzapalne. Sg zdolne do parakrynowego
i autokrynowego wydzielania substancji oraz stymulowania angiogenezy. Po swoistych modyfik-
acjach moga wykazywa¢ powinowactwo do nowotwordéw i deponowac leki doktadnie w patolog-
icznej tkance lub tworzy¢ nowa z prawidlowym materiatem genetycznym. W psychiatrii zmiana ich
stezenia we krwi obwodowej jest wprost proporcjonalna do stanu klinicznego pacjenta. Wszystk-
ie te cechy powoduja, ze badania nad ludzkimi komorkami macierzystymi moga doprowadzi¢ do
przetomu i mozna przypuszczacé, ze stang si¢ fundamentem nowoczesnej medycyny.

Stowa kluczowe: ludzkie komorki macierzyste, pluripotencjalne komoérki macierzyste

INTRODUCTION

Human stem cells became popular in almost every area of medicine. Scien-
tists worldwide attempt to find a perfect way of their isolation, which should be
low-effort, repeatable and without controversies. Furthermore, the tissue from
which the cells are obtained should have a significant regenerative potential [11].
Stem cells are a very wide concept, which includes many types of cells, but all of
them are pluripotent and can differentiate into various tissues with specific prop-
erties. They also have other features which depend on the tissue in which they
are located [35]. Nowadays, due to their extent, it is impossible to discuss every
human stem cell in one review. Hence, the populations mentioned are e.g. mes-
enchymal stem cells, adipose tissue-derived stem cells, epidermal stem cells, em-
bryonic stem cells, induced pluripotent human stem cells, bone marrow-derived
stem cells, or cardiac stem cells. In this review, we focus on clinical treatments in
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several areas of medicine, in which specific types of human stem cells show the
greatest therapeutic potential.

Mesenchymal stem cells are most commonly used nowadays, characterised by
relatively easy acquisition without an impact on human health [3]. In adulthood,
the most commonly studied stem-cell containing tissues are adipose, muscle, and
bone marrow [33]. While pluripotent stem cells are able to differentiate into all
three embryonic lineages, multipotent cells, e.g. hematopoietic stem cells, differ-
entiate into tissue specific cells, [12]. Clinical trials focus on their regenerative
potential and opportunities for improved functionality of damaged tissues [36].
Adult stem cell differentiation abilities depend on their tissue of origin [7]. Un-
fortunately, stem cells also have the potential for unlimited proliferation, which
can potentially lead to malignant progression [7]. Furthermore, some cells are
modified to exhibit angiogenic, neurotrophic, and anti-inflammatory abilities [10,
20]. Other modifications cause affinity to tumours, allowing the cells to transport
drugs or oncolytic viruses [20].

APPLICATION OF HUMAN STEM CELLS
IN ADVANCED TREATMENT PROTOCOLS

DERMATOLOGY

One of the most popular adult stem cells are mesenchymal stem cells, which
usually are obtained from umbilical cord blood. Sang Eun Lee et al. used these
cells to treat patients with recessive dystrophic epidermolysis bullosa [22]. Four
adults and two pediatric patients received three intravenous injections of human
umbilical cord blood mesenchymal stem cells (hUCB-MSCs), which yielded no
adverse side effects. The authors observed improvement in Birmingham Epider-
midis Bullosa Severity Score body surface area involvement, blister counts, pain,
pruritus, and quality of life. The maximal effect was observed after 56-112 days
after injections [22]. MSCs were also used in vitiligo (promote cell proliferation
and suppress oxidative stress-induced apoptosis in human melanocytes), melano-
ma (supplying INF-f and killing effect), photoaging (stimulation of collagen and
TGF-B production, inhibition of UVB-induced apoptosis), or atopic dermatitis
(suppressing T cell and B cells functions, decreasing serum IgE level) [23].

Other researchers examined the impact of adipose tissue-derived stem cells
(ADSCs) on wound healing. They proved that ADSCs have significant potential
for skin regeneration by repairing damaged or dead cells. They also have the abili-
ty to differentiate into dermal fibroblasts, endothelial cells, and keratinocytes. Ad-
ditionally, they can also act through autocrine and paracrine pathways, stimulating
the healing process. It has been shown that human stem cells can play a significant
role in wound healing, as well as in anti-aging processes [24].
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The next useful type of stem cells are epidermal stem cells. Researches showed
potential of these multipotent cells for autologous therapies in wound healing and
cutaneous repair. Their action is based primarily on angiogenesis, cell migration,
proliferation, and the re-epithelialization processes [42]. Unfortunately, many fac-
tors have an impact on the effectiveness of this therapy. For example, Gertraud
Eylert et al. showed that even doses of the ESC contained substances have signif-
icant importance in successful therapy [14]. Other dermatological conditions in
which it is possible to use human stem cells are non-healing ulcers, critical limb
ischemia [21], or radiation burns [19].

DIABETOLOGY

Embryonic stem cells (ESCs), induced pluripotent stem cells (iPSCs), and
adult mesenchymal stem cells (MSCs) are primarily used in clinical trials re-
garding treatment of type 1 and type 2 diabetes. Controversies of ESCs isolation,
which have unlimited differentiation potential, limited research on this cell type.
The most common type, because of its accessibility, is mesenchymal stem cells.
The most significant restriction in therapies with MSCs is their inability to suc-
cessfully differentiate into B-cells of the pancreas, whose role in the pathogenesis
of diabetes type 1 is vital. However, MSCs cause less exogenic insulin require-
ment and regression of disease advancement [34], which could be significant for
maintaining the desired glucose level [32].

Mesenchymal stem cells were also applied in clinical trials on diabetic kidney
disease. It is one of the most severe complications of diabetes, which strongly
affects patients’ quality of life. Researches showed that mesenchymal stem cells
from patients with DM type 1 do not differ significantly from healthy controls,
but patients with DM type 2 have MSCs with greater senescence, lower viability,
angiogenic and proliferative potential, and increased apoptosis. Despite this, both
autologous and allogeneic transplants resulted in a decrease in insulin require-
ments, levels of HbA1C and an increase in the levels of peptide-C, which is the
best marker of insulin production by the pancreas [37].

ONCOLOGY

The area with the biggest potential for human stem cells is oncology. Genet-
ically modified MSCs are promising carriers of anticancer agents, which could
inhibit growth processes by blocking growth factors or expressing specific cy-
tokines [26]. However, they also carry a significant threat of malignant differen-
tiation. Only precisely modified stem cells xouls lose their potential for uncon-
trolled growth. Molecular cancer development mechanisms are so complicated
that only their full discovery could allow clinicians to use stem cells safely [6].
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NEONATOLOGY

The next continuously evolving medical problem is premature birth, resulting
in many neonatal development complications. Mesenchymal stem cells were used
in new therapies of neonatal disorders, e.g. bronchopulmonary dysplasia, intra-
ventricular haemorrhage, or hypoxic-ischemic encephalopathy. The main function
of these cells in these therapies is their secretion of a wide range of growth factors
and cytokines with immunomodulating effects. On the other hand, the treatment
of neonatal complications is a complex subject, so it is necessary to better under-
stand these therapies and their long-term effects [1].

CARDIOLOGY

Human stem cells’ regenerative potential is pivotal for cardiomyocytes in the
myocardium [2]. Although in the past, the human heart was considered to be ul-
timately diversified and unable to regenerate, actual clinical studies prove that
this organ can probably rebuild itself to some extent by cardiomyocyte turnover.
In this context, scientists embryonic investigated are primarily stem cells, bone
marrow-derived stem cells, cardiac resident stem cells, skeletal myoblast cells,
cardiac stem cells, or MSCs [2, 27]. Pluripotential ESCs are sourced from the
embryo’s inner cell mass called the blastocyst, which poses a serious ethical prob-
lem [36]. Because of their ability to differentiate into all three germ layers, it is
possible to induce them towards mesodermal lineages [15]. The greatest threat in
using ESCs is the possibility of immunologic rejection or teratoma formation [2].
Furthermore, induced pluripotent stem cells can form cardiomyocytes, but also
pose the risk of malignant progression, as well as are associated with relatively
complicated isolation procedure. The most important influence of MSCs cardi-
ac tissue is based on paracrine signalling (secretion transforming growth factor
B, vascular endothelial growth factor [VEGF], stromal cell-derived factor, and
epidermal growth factor), neovascularization (secretion pro-angiogenic factors,
VEGTF, hepatocyte growth factor [HGF], insulin growth factor [IGF-1]), immuno-
modulation (MSCs can suppress the proliferation, induce the apoptosis of T cell,
and stimulate regulatory Treg cells, which improve wound healing) [6, 25, 27].
MSC:s are relatively easy to obtain [40], but they are a heterogeneous population
and have limited differentiation potential [27]. Their additional advantage is a re-
duced expression of MHC (major histocompatibility complex) class I and lack
of MHC class I, allowing their full allogeneic and autologous use [5]. System-
ically, cardiac stem cells promote systolic motion improvement, increasing left
ventricular ejection fraction, decreasing infarct size, as well as increase NYHA
score, which is a desired effect for all therapies in heart failures. Similar effects
are attributed to skeletal myoblasts, which are also able to form new small vessels
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[17], but are associated with more complications, such as arrhythmias [36]. Bone
marrow-derived stem cells have the capability to create heart-cell tissue, but be-
cause of their multipotency, there is a risk of their differentiation into other tissues
like bone, cartilage, or fat [15].

PSYCHIATRY

Psychiatry uses human stem cells in another aspect. When other medicine
areas use them in therapies, psychiatrists investigate stem cells as a diagnostic
tool. Stem cells in the peripheral blood and factors such as complement cascade
cleavage fragments or bioactive phospholipids, responsible for influencing these
cells, are thought to increase stress levels. Furthermore, in psychotic disorders, the
amount of these elements was found to be higher. Hence, they have the potential
to be specific markers for some psychiatric diseases and could verify treatment
effectiveness [41].

PULMONOLOGY

Seyeon Oh et al. evaluated the mesenchymal stem cell application efficiency in
pulmonary arterial hypertension (PAH). The best improvement in right ventricular
function was noticed with application of umbilical cord blood mesenchymal stem
cells (UCD-MSCs), compared ADSCs or bone marrow-MSCs (BM-MSCs). Ther-
apies with BM-MSCs and UCB-MSCs cause right ventricular pressure overload
reduction and improve the right ventricle’s hemodynamic parameters. The next
effect was noted in vascular remodelling after human stem cell application; ther-
apy based on these cells showed protective effects on the medial wall thickening,
perivascular fibrosis, and vascular cell proliferation [28].

Acute respiratory distress syndrome (ARDS) significantly handicaps gas ex-
change in the lungs, which causes hypoxemia as an effect of inflammatory pulmo-
nary oedema. ARDS is a high mortality disease, statistically close to HIV infec-
tion, breast cancer, or asthma. In ARDS treatment, the most promising solutions
are based on mesenchymal stem cells. Their first function is the suppression of
T-cell proliferation and modification of activities of dendritic cells, B cells, mac-
rophages, and neutrophils. In bacterial sepsis, which is the most common cause of
ARDS, MSCs change macrophage phenotype and activate CD4 and CDS8 T cells,
which stops inflammatory cytokine production. Their second function is support-
ing wound repair by controlling inflammatory cells and expression of growth fac-
tors like vascular endothelial growth factor, fibroblast growth factor, and keratino-
cyte growth factor [9]. Thus, these cells affect both the critical inflammatory stage
and the healing stage after the improvement of the patient’s condition.

The other severe and fatal disease for which human stem cells can be the new
therapeutic method is cystic fibrosis. The CFTR gene mutation, encoding a pro-
tein kinase A-regulated anion channel necessary to the absorption and secretion of
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chloride and bicarbonate ions, is the cause of CF. ESCs and iPSCs with blocked
CFTR genes can be useful in both in vitro and in vivo research about cystic fi-
brosis to better understand this illness’s pathophysiology and new accelerate new
treatment discovery. In clinical trials, there are suggestions that mesenchymal
stem cells, with their anti-inflammatory and anti-bacterial activities, paracrine
mediators, and ability to differentiate to airway epithelial cells, can be useful in
tissue repair combined with cytoprotective effect. Other cells, such as autologous
hematopoietic stem cells, could also be modified to express the correct CFTR
gene and transplanted to the patient [8].

COVID-19

One of the newest research type involving human stem cells aims to treat com-
plications of Coronavirus disease 2019, caused by severe acute respiratory syn-
drome coronavirus 2 (SARS-CoV-2). Mesenchymal stem cells were used in HSN1
viral infection therapies and showed effective modification of lung pathophysiolo-
gy. Recent studies from China, Spain, and the United States proved that the use of
mesenchymal stem cells (umbilical cord mesenchymal stem cells) improves patient
clinical conditions, confirming the results of laboratory tests. C-reactive protein, in-
terleukin-6, tumour necrosis factor-o, ferritin, LDH, lung inflammation symptoms,
and a fraction of inspired O, showed a decline when lymphocytes, neutrophils,
interleukin-10, and pulmonary function increased [4]. Seyed-Mohammad Reza
Hashemian et al., in their clinical trials, suggests similar conclusions. Additionally,
a decrease in interleukin-8 and interferon-y, and an increase in interleukine-4 was
reported. All trials proved that high doses of MSCs are relatively safe, well-tolerat-
ed, and can meaningfully improve patients’ clinical condition [16].

ORTOPHOEDICS

In orthopaedics, scientists try to find applications for human stem cells in treat-
ment of several diseases. First of all, treating long-bone defects was investigated in
a few trials. Durfane et al. used autologous adipose stem cells transplanted into the
damaged bone in the special artificial 3D-structure. There were no observed acute or
long-term side effects. Moreover, human stem cells showed a positive effect on the
treatment of osteonecrosis. Bone marrow aspirate concentrate or MSCs, in a trial
performed by Sen et al., showed long-term pain relief, reduced clinical joint symp-
toms, and improved condition of the necrotic hips. Similar effects and stimulation
of progenitor cells were noticed in long bone non-union fractures, tibial osteoto-
mies, distraction osteogenesis, spine fusion, and other fractures. In osteoarthritis,
stem cells provoke cartilage regeneration and create hyaline-like tissue with usually
complete coverage of damaged area by new cells [18]. Different types of stem cell
injections could be successfully applied in osteoarthritis treatment [31], but it is
necessary to have more data before implementing this therapy in daily practice.
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NEUROLOGY

Alzheimer’s disease is one of the most severe neurological illnesses. In clinical
trials, scientists use embryonic stem cells, mesenchymal stem cells, brain-derived
neural stem cells, and induced pluripotent stem cells. The desirable therapeutic
mechanism relies on the modulation of inflammation, protection from amyloid-beta
neurotoxicity, stimulation neurogenesis and synaptic connectivity, anti-amyloido-
genic activity, and regeneration of depleted neural networks. Several pre-clinical
studies showed positive effects with significant changes in the examination, such
as decreased hippocampal amyloid b deposit and reduced number of amyloid b
plaques, as well as reduced pro-inflammatory cytokines (IL-1B, TNF-a), and in-
creased anti-inflammatory cytokines (IL-4, IL-10, TNF). Moreover, clinical stud-
ies using MSCs showed safety and tolerability. Only one clinical trial didn’t show
any clinical improvement 24 months after injections, but a few still undergoing [13].

In multiple sclerosis, the best-researched cells are MSCs and bone marrow-de-
rived cells. Many trials show promising results for stem cell therapies. Primary
remyelination, which is the main goal of therapies, was observed after injections
with MSCs and BMDCs. While the mechanism of this occurrence is unclear, these
cells can migrate into the brain and spinal cord. Their next therapeutic function
is the suppression of inflammation and immune modulation, which is also used
in other areas of medicine. Moreover, neuroprotection and suppression of axon
apoptosis have a meaningful impact on patient condition [38].

In Parkinson’s disease, dopaminergic neurons are gradually damaged, which
causes tremor, slowness of movement, rigidity, and postural instability. The first stem
cell transplantation for treatment of this disease was performed using foetal cells [29,
30, 39]. Because of the ethical problems, there is no chance to create standardized
therapy based on the aforementioned cells, despite the effectiveness in dopamin-
ergic neurons’ regeneration. An alternative therapy could be based on pluripotent
stem cells [29], which are similar to embryonic cells, and give comparable functional
properties. Scientists expect that stem cell transplantation will give similar effects to
levodopa (pharmacological treatment), improve clinical conditions, reduce bradyki-
nesia, rigidity, dystonia, tremor, pain, and improve facial expression [30].

CONCLUSIONS

Human stem cells have great potential in almost every field of medicine. Their
regenerative abilities seem to be a solution for many diseases that involve signifi-
cant damage of physiological tissue. On the other hand, they can also be an excel-
lent marker for the development of various diseases. Many cell types and a wide
range of isolation methods give possibilities to find a treatment suitable cell pop-
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ulation showing the best effectiveness. Unfortunately, their potential for uncon-
trolled and untargeted differentiation is a serious threat. Obtaining the desired
way to control stem cells and direct their capacity to multiplication is probably
a solution for most methodological problems. Thus, the need to better understand
the aforementioned cells is undeniable, but the current conclusions nevertheless
offer great hopes for the development of future therapies.
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OPTOGENETYKA JAKO NARZEDZIE
W BADANIACH NAD CHOROBA ALZHEIMERA

OPTOGENETICS AS A TOOL IN THE STUDY OF ALZHEIMER’S DISEASE
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Streszczenie: Choroba Alzheimera (ang. Alzheimer's disease, AD) jest przewleklym, postepu-
jacym schorzeniem, ktoérego etiopatogeneza do dzi$ nie zostala w peini wyjasniona. Otgpienie
bedace koncowa czgécig procesu zmian neuropatologicznych w przebiegu AD, stanowi olbrzymie
obciagzenie dla spoteczenstwa i wymaga rozwoju nowych narzedzi (w tym nowoczesnych technik
biologii molekularnej) dajacych mozliwo$¢ lepszej charakterystyki podtoza tej choroby i wyznacze-
nia nowych kierunkéw terapeutycznych. Optogenetyka jest jedng z nowszych technik wykorzy-
stywanych w badaniu mechanizméw chorob uktadu nerwowego, ktora umozliwia monitorowanie
aktywnosci neurondw poprzez modyfikacje ich fizjologicznych funkcji. Metoda ta polega na kon-
trolowaniu aktywnosci neuronalnej za pomoca $wiatta. Wrazliwos$¢ komorek na §wiatto uzyskuje si¢
poprzez wprowadzenie do organizmu gendéw kanalow jonowych alg lub bakterii, ktore ulegaja wbu-
dowaniu w bton¢ komodrkowa, a nastgpnie wzbudzajg si¢ po zadziataniu §wiattem. W zaleznosci od
uzytego genu mozna uzyskaé nasilenie lub zahamowanie aktywno$ci komoérki nerwowej. Niniejsza
publikacja ma na celu przyblizenie podstaw optogenetyki i stanowi przeglad prac zwiazanych z jej
zastosowaniem w badaniu patomechanizméow AD.

Stowa kluczowe: choroba Alzheimera; optogenetyka; opsyny

Summary: Alzheimer’s disease, (AD) is a chronic and progressive disorder whose etiology has not
been fully elucidated to this day. Dementia, the final part of neuropathological changes in AD,
is an enormous burden on society and requires the development of new tools (including modern
molecular biology techniques) to determine the causes of this disease and setting new drug targets.
Optogenetics is the new experimental method for studying the mechanisms of the nervous system
disorders, which allows monitoring the activity of individual neurons by modifying their functions.
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This method involves the use of light to control neural activity. Light-sensitive cells are achieved by
introducing into the body genes of algae or bacteria ion channels, which are incorporated into the
cell membrane and then excited when exposed to light. Depending on the gene used, the activity of
the nerve cell can be increased or inhibited. The main aim of this publication was to present the cur-
rent knowledge of optogenetics and its potential application in the study of AD pathomechanisms.

Keywords: Alzheimer’s disease; optogenetics; opsins

WSTEP

Choroba Alzheimera zostala opisana po raz pierwszy ponad 100 lat temu
przez niemieckiego psychiatre i neuropatologa Aloisa Alzheimera, ktory przez 5
lat zajmowat si¢ leczeniem 50-letniej pacjentki z postepujacym zanikiem funk-
cji poznawczych, manifestowanym problemami z pamiegcia, nieprzewidywalnym
zachowaniem i ograniczong zdolno$cia pojmowania otaczajacej ja rzeczywisto-
sci. Po jej $mierci w 1906 1., przeprowadzit sekcje zwlok, w trakcie ktorej za-
uwazytl odmiennos$ci w mozgu i opisat je jako ogniska odkladania si¢ nieznane;j
mu substancji w korze mozgu i osobliwe zmiany w neurofibrylach [30]. Obecnie
wiadomo, ze gtownym wyznacznikiem procesow patologicznych zachodzacych
w mozgu jest obecnos$¢ poltozonych zewnatrzkomérkowo ztogéw amyloidu beta
(ang. amyloid beta, AB) i wewnatrzkomorkowo splatkow neurofibrylarnych (ang.
neurofibrillary tangles, NFTs), skutkujaca degeneracja neuronoéw [31]. Dzigki
nowoczesnym metodom badawczym mozliwy jest ciggly postep w lepszym rozu-
mieniu funkcjonowania mdzgu, zwigzany zaréwno z jego prawidtowa pracg jak
i w stanach chorobowych. Szczegdlnie godnym uwagi rozwigzaniem wydaje si¢
optogenetyka, ktorej precyzja pozwalajaca na selektywna aktywacje wybranych
grup komorek stwarza obiecujace perspektywy badawcze.

W ujeciu ogdlnym, optogenetyka jest nowa i intensywnie rozwijajaca si¢ ga-
tezia nauki zajmujacg si¢ tworzeniem komorek wrazliwych na §wiatto. Pierwsze
spekulacje zwigzane z jej powstaniem pojawity si¢ juz w 1979 r., kiedy to James
Watson zauwazajac ograniczenia 6wczesnych metod, postulowal powstanie tech-
niki polegajacej na pobudzaniu tylko wybranych neuronéw, a nieco p6zniej, na
jednym ze swoich wykladow, zaproponowat wykorzystanie do tego celu Swiatta
[4]. Niezaleznie od tej koncepcji, juz kilka lat wezesniej (w 1971 r.), dwdjka bada-
czy D. Oesterhelt i W. Stoeckenius odkryta w btonie bakterii Halobacterium ha-
lobium biatko bakteriorodopsyne petniace funkcje pompy aktywowanej zielonym
swiattem [24]. Nastepne lata przyczynity si¢ do opisania nowych bialek z grupy
opsyn (glikoproteiny bedace sktadnikami swiattoczutych barwnikow) funkcjonu-
jacych jako pompy i kanaty btonowe w odpowiedzi na dziatanie §wiatta o okre-
slonej diugosci fali. Przez dlugi czas odkrycia te nie przektadaty si¢ na wyko-
rzystanie biatek w badaniach z uzyciem zywych organizméw. Najwigksze obawy
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zwigzane byly bowiem z dostarczeniem gendéw opsyn, w ilosci pozwalajacej uzy-
ska¢ wymierny efekt w postaci zmiany aktywnosci komoérkowej. Przetom w ich
wykorzystaniu nastgpit dopiero w 2005 roku, kiedy to grupa naukowcow pod kie-
runkiem ES. Boydena z wykorzystaniem wektora lentiwirusowego zaindukowata
gen kanatorodopsyny ChR2 w neuronach szczurzego hipokampa (parzysta struk-
tura zlokalizowana w ptacie skroniowym mozgu), uzyskujac nad nimi kontrole po
stymulacji krotkimi impulsami §wiatta niebieskiego [3]. W tym samym roku ze-
spot G. Nagela dowiodt, ze ChR2 w komorkach nicienia Caenorhabditis elegans
oddzialuje na jego aktywno$¢ motoryczng, gdyz po zastosowaniu niebieskiego
swiatta aktywujacego opsyn¢ zauwazono wyrazne obkurczenie ciata zwierzecia,
ktorego nie zaobserwowano w grupie kontrolnej [23]. Efekty byty na tyle obiecu-
jace, ze juz 2 lata pozniej Zhang i wspotpracownicy podjeli probe zaindukowania
w neuronach motorycznych Caenorhabditis elegans gendow zaréwno ChR2 jak
i halorodopsyny NpHR (ang. halorhodopsin), udowadniajac tym samym mozli-

RYCINA 1. Schemat dziatania optogenetyki na przyktadzie zastosowania ChR2. A: wstawienie
genu opsyny i znacznika fluorescencyjnego wraz promotorem i wiaczenie ich do wirusa stanowia-
cego wektor; B: wstrzyknigcie wirusa do wybranego regionu moézgu, ktory dzigki promotorowi
znajduje docelowe komorki i wywotuje w nich ekspresje gendw opsyn; C: zastosowanie niebieskie-
go $wiatta za pomoca widkna optycznego, ktore powoduje D: aktywacje i depolaryzacje neuronu.
Opracowanie wlasne na podstawie [28]

FIGURE 1. Diagram of optogenetics on the example of the use of ChR2. A: insertion of the opsin
gene and the fluorescent tag together with the promoter and their integration into the vector virus;
B: injection into a selected region of the brain of the virus which, thanks to a promoter, finds target
cells and expresses the opsin genes therein; C: application of blue light by means of an optical fiber
which causes D: activation and depolarization of the neuron. Based on [28]
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wos$¢ kontroli roznych opsyn w jednym organizmie [39]. W ten wlasnie sposob
powstata metoda zwana optogenetyka, ktora bazuje na indukowaniu gendéw opsyn,
ukierunkowanych promotorem, do wybranych populacji neuronéw, za pomoca
wektora (najczesciej wirusowego), a nastepnie ich aktywacje poprzez zadzialanie
swiattem (Ryc. 1). Obecne proby wykorzystania tej metody koncentrujg si¢ na
wielu schorzeniach osrodkowego uktadu nerwowego m.in. chorobie Huntingtona,
chorobie Parkinsona, epilepsji czy tez AD [17, 26, 37, 38]. Optogenetyka znalazta
rowniez zastosowanie w schorzeniach uktadu krazenia pozwalajac na modulacje
akcji serca, czy tez cisnienia krwi, udowadniajgc tym samym niezwykle szerokie
spektrum uzycia opsyn do kontroli r6znych narzadéw za pomoca $wiatla [14].

OPSYNY - KLASYFIKACJA

Grupe opsyn mozna sklasyfikowaé¢ na kilka sposobow, np. uwzgledniajac
ich pochodzenie, funkcje, strukture czasteczki, czy typ chromoforu. Najczesciej
dokonuje si¢ podziatu na dwa typy, majac na uwadze ich pochodzenie. Opsyny
typu I wystepuja w postaci kanatu lub pompy u bakterii, glonéw i archeonow. Ze
wzgledu na fakt, Zze znacznie szybciej wplywaja na pobudliwos¢ neurondéw niz
opsyny typu II, znalazty zastosowanie w modulacji aktywnosci komorkowe;j.

TABELA 1. Podzial opsyn z uwzglednieniem ich zrédta pochodzenia i wptywu na aktywnos$¢ ko-
moérkowa. Opracowanie wiasne na podstawie [4, 5, 9, 39]

TABLE 1. Classification of opsins considering their origin and effect on cellular activity. Based on
[4,5,9,39]

CHARAKTER Py
DZIALANIA OPSYNA ZRODLO
Pobudzajacy ChR2 wystepuje w btonie komorkowej algi Chlamydomonas
reinhardltii
VChR1 wystepuje w blonie komérkowej algi Volvox carteri
ChETA powstata na bazie ChR2
ChIEF chimera ChR2 i ChR1
SSFO syntetyczna, o dtugim okresie dziatania
Hamujacy NpHR wystepuje w blonie komorkowej archebakterii
Natronomonas pharaonis
Arch wystepuje w btonie komorkowej archebakterii
Halorubrum sodomense

Z kolei opsyny typu Il sg receptorami sprz¢zonymi z biatkiem G i zdecydo-
wanie wolniej reaguja na $wiatto niz typ 1. Wystepuja u zwierzat, biorg udziat
w procesie widzenia iregulacji rytméw dobowych. Obydwa typy do swojego
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dziatania wymagajg retinalu, ktéry po przytaczeniu si¢ do opsyny tworzy rodop-
syne. Jest to biatko wrazliwe na §wiatto, ktore po absorpcji fotonu $§wiatta zmienia
swoja konformacje, czego konsekwencja jest modyfikacja potencjatu blonowego
komorki [9]. Poczatkowo wystepowaty obawy odno$nie braku retinalu w mozgu,
ale okazato si¢, ze mdzg ssakow zawiera jego niewielkie ilosci, ktore sa wystar-
czajace do prawidlowego dziatania opsyn [4].

W zaleznosci od efektu wywieranego na komoérke, opsyny mozna podzieli¢ na
pobudzajace i hamujace (Tab. 1).

OPSYNY POBUDZAJACE

Do tej grupy, warunkujacej depolaryzacj¢ btony komorkowej, zaliczamy m.in.
kanatorodopsyny: ChR2 (ang. Channelrhodopsin-2), VChR1 (ang. Channelrhod-
opsin-1), stopniowo dziatajace SFOs (ang. Step-Function Opsins) iultraszyb-
kie syntetyczne ChETA (powstata na bazie ChR2 w wyniku mutacji punktowe;j
E123T) oraz ChIEF (chimera ChR2 i ChR1) [9, 18]. ChR2 pochodzi z Chlamydo-
monas reinhardtii 1 jest kanatem aktywowanym niebieskim swiattem, co indukuje
naptyw jonow sodu do wnetrza komorki i jej depolaryzacje. Potwierdzono, ze
obecnos¢ ChR2 nie zaburza czynnosci btony komoérkowej, nie zwigksza réwniez
ryzyka apoptotycznej $mierci neuronow [3]. ChR2 byla pierwsza opsyna uzyta
w doswiadczeniach z zakresu optogenetyki i dzieki swojej skutecznosci znalazta
szerokie zastosowanie w tej dziedzinie. Z kolei VChR1 pochodzi z Volvox carteri
i rowniez jest kanatorodopsyna wywotujaca depolaryzacje. W odrdznieniu od po-
przedniej jest aktywowana §wiattem zottym i zielonym. Ze wzgledu na najwigk-
sze wzbudzenie $wiattem o dlugosci fali 535 nm okresla si¢ jg jako przesunicta
w strong czerwieni w poréwnaniu do ChR2 (dlugos¢ fali wzbudzenia: 460 nm).
Jest to niezwykle istotna cecha w sytuacjach wprowadzenia dwoch lub wigcej
rodzajow opsyn (i koniecznosci aktywacji tylko jednej z nich), dzigki ktorej nie
dochodzi do pokrywania si¢ réznych widm [9]. ChR2 jest przedmiotem intensyw-
nych badan i ciggtych modyfikacji, czego przyktadem jest mutacja jednogenowa
polegajaca na zastgpieniu argininy histydyng w potozeniu 134, ktéora wywotala
wzmocnienie pradow komorkowych i wolniejsze zamykanie kanatow jonowych,
a wariant ten nazwano H134R. Z drugiej strony, opracowanie opsyn ChETA
i ChIEF, ktore zamykajg si¢ szybciej, uniemozliwilo w ten sposdb wystepowanie
dodatkowych potencjatow czynnosciowych po zastosowaniu pojedynczego im-
pulsu [5, 19]. Dzigki temu ChETA znalazta zastosowanie w walce z glejakiem,
gdyz dostarczenie jej i aktywacja wytacznie w komorkach nowotworowych do-
prowadzita do ich nadmiernej depolaryzacji, apoptozy a w konsekwencji spadku
objetosci guza [36]. Przeciwienstwem do nich jest SFO otrzymana w wyniku do-
konanej zamiany cysteiny na seryne, alaning lub treoning w pozycji 128 tancucha
polipeptydowego biatka ChR2. Mutacja ta ma na celu wydtuzenie aktywnosci
kanatu nawet po wytaczeniu §wiatta. Z drugiej strony, aktywno$¢ SFO mozna za-
hamowa¢ w dowolnym momencie poprzez zastosowanie zottego impulsu. Kolej-
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na SFO (ChR2 D156A) wykazuje funkcjonowanie do o$miu minut, a potgczenie
tych obu zmian spowodowato powstanie SSFO (ang. Stabilized SFO) dziatajacej
do pot godziny po zakonczeniu stymulacji §wiattem. Istotng zaleta wynikajaca z jej
wlasciwosci jest duza wrazliwos¢ na iluminacje, dzigki czemu mozna zastosowac
mniej inwazyjne metody do pobudzania glebiej potozonych obszarow mozgu [9].

OPSYNY HAMUJACE

Kolejna grupa opsyn jest wykorzystywana do hamowania aktywno$ci neu-
ronéw. Nalezy do niej halorodopsyna NpHR i pompy wywotujace odprowadze-
nie protondw na zewnatrz komorki (np. Arch wystepujaca w btonie komorkowe;j
archebakterii Halorubrum sodomense). NpHR pochodzi z archebakterii Natro-
nomonas pharaonis 1 powoduje naptyw jonoéw chloru do wnetrza komoérki pod
wplywem zoéltego $wiatta, indukujac w ten sposob hiperpolaryzacje. Poczatkowo
problemem okazata si¢ ekspresja NpHR, do ktorej dochodzito w retikulum endo-
plazmatycznym, jednak dzigki dokonanym modyfikacjom powstata jej ulepszona
wersja eNpHR3.0 majaca znacznie wigksze powinowactwo do btony komorkowe;j
[9]. Ekspresja opsyn jest mozliwa do weryfikacji dzigki zwigzanym z nimi barwni-
kami fluorescencyjnymi (np. biatko 190 zéltej fluorescencji — ang. yellow fluore-
scent protein, YFP; tdTomato, mCherry) dostarczanymi wspolnie na wektorze wi-
rusowym, umozliwiajacymi pdzniejsze wykrycie wyznakowanych neuronow [13].
Barwniki fluorescencyjne sa wzbudzane $wiatlem o okreslonej dlugosci fali (np.
530 nm dla tdTomato), a uwidocznione w ten sposob neurony analizowane mikro-
skopowo pod wzgledem lokalizacji, czy gestosci ich wystgpowania, w wybranym
fragmencie badanego obszaru. Uzyskane wyniki stanowig wskaznik dynamiki pro-
cesow, w ktore zaangazowane sa wyznakowane populacje komorek [16].

METODY WPROWADZANIA GENOW OPSYN

Sukces metody uzalezniony jest od wielu czynnikoéw, w szczegolnosci od pra-
widlowego zaindukowania genu opsyny i uzyskania jej ekspresji. Wtasciwe do-
starczenie genu opsyny moze by¢ osiggnigte na wiele réoznych sposobow. Jednym
z nich jest mikroiniekcja wektora wirusowego kierowanego przez promotor spe-
cyficzny dla danej populacji komorek. Mozna je stosowac u szerokiej grupy zwie-
rzat, od gryzoni az po naczelne, wprowadzajac do komorki docelowej wiele kopii
genow, zapewniajac tym samym wysoki poziom ekspresji. Wektory te sa dobrze
tolerowane przez dtugi czas aich dzialanie nie powoduje skutkéw ubocznych.
Najczesciej stosuje si¢ wirusy zalezne od adenowirusow (ang. adeno-associated
virus, AAV) i lentiwirusy, cho¢ w uzyciu sa takze wirus opryszczki (ang. herpes
simplex virus, HSV-1) lub wirus wscieklizny [9]. Powszechnie wykorzystywa-
nym promotorem jest acetylotransferaza cholinowa wykazujaca powinowactwo
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do neurondéw cholinergicznych lub kinaza Ila zalezna od wapnia i kalmoduliny
(ang. Ca’*/calmodulin-dependent protein kinase lio, aCaMKII) [2, 20]. W przy-
padku aCaMKII nalezy jednak zachowac¢ ostroznos¢ w aplikowaniu, gdyz zespot
Miyashity wykazal, ze jej 80-dniowa ekspresja w skojarzeniu z ChR2 moze skut-
kowa¢ nieprawidtowosciami w budowie aksondw w postaci cylindrycznych i kie-
lichowatych zwyrodnien, ktorych nie zauwazono po zmianie promotora na CAG
(swoja nazwe zawdziecza wchodzacym w jego sktad sekwencjom: wirusa cytome-
galii — CMYV, kurzej beta-aktyny oraz kroéliczej beta-globiny) [10, 20]. Najwigksza
niedogodnos$cig w uzyciu wektorow wirusowych jest ich ograniczona pojemnosc,
co zmniejsza mozliwosci stosowania promotorow o wigkszych rozmiarach i tym
samym ogranicza ich dostarczanie do wybranych populacji komorek. Problem ten
zostat rozwiazany dzieki transgenicznym zwierzetom posiadajacym rekombina-
z¢ Cre w komorkach, do ktorych nalezy wprowadzi¢ gen opsyny. Rekombinaza
Cre jest enzymem odpowiedzialnym za rekombinacje DNA pomiedzy sekwen-
cjami loxP, ktore wystepuja po obu stronach dostarczanego genu opsyny. Kazda
z sekwencji loxP zbudowana jest z 34 par zasad, a ich ukierunkowanie wzgle-
dem siebie pozwala na usuni¢cie lub odwrdcenie fragmentu DNA mig¢dzy nimi
w obecnosci rekombinazy Cre. Poprzez wstrzyknigcie w wybrany obszar mozgu
wektora wirusowego dostarcza si¢ odwrdcong sekwencje genu opsyny oflankowa-
ng sekwencjami loxP. Ostatecznie, do zadziatania rekombinazy Cre i wbudowania
genu opsyny w btong neuronu powinno doj$¢ jedynie w docelowych komorkach
wykazujgcych ekspresje rekombinazy u transgenicznych zwierzat [33].

WZBUDZANIE SWIATLEM

Warunkiem aktywacji opsyn jest ich wzbudzenie poprzez zastosowanie §wia-
tta o odpowiedniej dtugosci fali. Dokonuje sie tego z reguly poprzez zastosowanie
laserow lub diod elektroluminescencyjnych (LED). Rozwazajac wybor metody
nalezy uwzgledni¢ m.in. takie czynniki jak lokalizacja aktywowanych neuronow,
intensywnos$¢ swiatla, jak rowniez koszty [35]. Obydwie te metody sa inwazyj-
ne, gdyz zard6wno implantacja LED jak i wtokien zwigzanych z laserami wymaga
zabiegu operacyjnego, jednak mogg by¢ stosowane zardéwno w badaniach in vitro
jak iin vivo [5]. Implanty LED w doswiadczeniach ze stymulacjg powierzchow-
nych warstw kory moga by¢ umieszczone bezposrednio nad moézgiem, ale ich
uzyteczno$¢ jest ograniczona w przypadku glebiej polozonych regionow, gdyz
maja niska wydajnos¢ w skojarzeniu z widknami optycznymi i podczas swojej
pracy generuja ciepto. Widkna optyczne mozna przycig¢ do odpowiedniej dtugo-
$ci i umieszczac jedno- lub dwustronnie, a ich implantacja odbywa si¢ na drodze
kaniulacji [35]. Ze wzgledu na wyzej wymienione trudnos$ci, w wiekszosci ba-
dan, wykorzystuje si¢ lasery, ktore sg lepiej zintegrowane ze $wiattowodami, maja
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wysoka moc i mogg by¢ stosowane w potaczeniu z innymi metodami [9]. Jedna
z nich, w celu monitorowania aktywnosci elektrofizjologicznej, jest uzycie elek-
trod wolframowych lub silikonowych, ktorych odczyt pozwala na stwierdzenie
czy dana opsyna rzeczywiscie zostata pobudzona, a jesli tak, to z jaka mocg [5].

ZASTOSOWANIE OPTOGENETYKI W BADANIACH
NAD CHOROBA ALZHEIMERA

Trudnos$ci w jednoznacznym ustaleniu mechanizmoéw patogenezy AD i ogra-
niczone mozliwosci diagnostyczno-terapeutyczne sktaniaja do poszukiwania no-
wych metod ,,walki” z tg choroba. Interesujgce rozwigzanie stanowi optogenety-
ka, gdyz jej selektywnos¢ w aktywacji docelowych sieci neuronalnych pozwala
precyzyjnie wskaza¢ miejsca, w ktorych dochodzi do dysfunkcji. Zastosowanie
tej techniki w zwierzecych modelach AD przyczynia si¢ do lepszego poznania
patomechanizmu choroby. Co wigcej, przynosi rowniez efekty w postaci poprawy
wynikow w testach behawioralnych, w poréwnaniu do zwierzat AD niepodda-
nych optogenetycznej stymulacji. Metody optogenetyczne obejmujg szerokie
spektrum hipotez dotyczacych genezy choroby, zas w kontek$cie neuroanato-
micznym skupiaja si¢ przede wszystkim na formacji hipokampa. Hipokamp sta-
nowi obiekt intensywnych badan, gdyz za pomocg rezonansu magnetycznego
wielokrotnie wykazano u pacjentow z AD atrofie wszystkich jego obszarow
(w szczegblnosci CA1l) w porownaniu do 0séb zdrowych [1, 6]. Roy 1 wspotpra-
cownicy postanowili sprawdzi¢ za pomocg optogenetyki, czy pogorszenie pamig-
ci we wezesnych stadiach choroby zwigzane jest z zaburzeniem procesu konsoli-
dacji, czy tez rekonsolidacji sladow pamieciowych, a nastepnie czy zmiany te
mozna odwrdci¢. W doswiadczeniu, myszy poddano testowi kontekstowego wa-
runkowania strachem (ang. contextual fear conditioning, CFC) i zauwazono, ze
te, ktore stanowity model poczatkowego AD zatrzymywatly si¢ w bezruchu znacz-
nie stabiej niz kontrolne. Nastepnie u obu grup, za pomoca niebieskiego Swiatla,
przy czestotliwosci 20Hz aktywowano ChR2 w neuronach zakretu zgbatego hipo-
kampa (ang. dentate gyrus, DG), co pozwolito na osiggni¢cie takich samych wy-
nikow, jednak efekt utrzymywal si¢ mniej niz jeden dzien. W synapsach drogi
przeszywajacej (potaczenia kory $rédwechowej z formacja hipokampa) na ko-
morkach DG za pomoca metod optogenetycznych, przy czestotliwosci 100Hz za-
indukowano dlugotrwate wzmocnienie synaptyczne (ang. long term potentiation,
LTP), ktére spowodowato wzrost liczby kolcéw dendrytycznych (niewielkich wy-
pustek zlokalizowanych na koncach dendrytow) warunkujacych lepsze rezultaty
w CFC. Natomiast zniszczenie neuronow DG na drodze ablacji przyniosto od-
wrotny skutek. Optogenetyczne LTP pozwolito takze myszom, z modelowanym
poczatkowym AD, przywrocenie pamigci dtugotrwatej, ktore wykazano w testach
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biernego unikania i rozpoznawania nowych obiektow. Badanie to wskazuje na
potencjalny zwiazek pogorszenia pamieci z zaburzeniem procesow jej rekonsoli-
dacji, a wybiorcze pobudzanie komoérek DG jako jedna z mozliwych metod w le-
czeniu wezesnego stadium choroby [28, 29]. Perusini i wspotpracownicy roéwniez
powigzali spadek zdolnosci poznawczych z dysfunkcjag DG wykorzystujac mysie
modele AD z indukowanym systemem rekombinazy Cre. Zaobserwowano, ze
zwierzeta stanowigce model AD uzyskuja znacznie gorsze wyniki w testach roz-
poznawania innych osobnikow i CFC, a takze mniej chetnie spedzaja czas w nowo
otwartym ramieniu labiryntu w ksztatcie litery Y. Optogenetyczna stymulacja nie-
bieskim §wiattem przy czestotliwosci 10Hz spowodowata aktywacje ChR2, co
pozwolito myszom AD osiagnaé podobne rezultaty w treningu CFC. Analiza im-
munohistochemiczna mozgow zwierzat AD wykazata brak zsynchronizowanej
aktywnosci komorek oznaczonych biatkiem wzmocnionej z6ttej fluorescencji
(ang. enhanced yellow fluorescent protein, EYFP) z pozostatymi, ktérych marke-
rem byta ekspresja genu Arc wystepujacego w neuronach glutaminergicznych for-
macji hipokampa i odpowiadajacego m.in. za konsolidacj¢ pamigci. Z kolei u my-
szy poddanych optogenetycznej stymulacji aktywnos$¢ tych obu populacji komoérek
byta skoordynowana. Wyniki te wskazuja, ze deficyty pamigci moga by¢ spowo-
dowane pobudliwo$cia niewlasciwych komorek podczas prob przywolywania
wspomnien, co moze leze¢ u podstaw patomechanizmu AD [27]. Zastosowanie
metod optogenetycznych przy czestotliwosci 40Hz wptyneto takze na modyfika-
cje morfologiczng mikrogleju i produkcje Ap w mysim modelu AD. Za pomoca
ChR2 przez godzing pobudzano niebieskim $wiattem interneurony regionu CAl
hipokampa, co spowodowato spadek poziomu AP. Jednym z efektow byto row-
niez zmniejszenie ilosci C-koncowych i N-koncowych fragmentow biatka prekur-
sorowego amyloidu (ang. amyloid precursor protein, APP), ktére moze wskazy-
waé na jego zredukowane wytwarzanie. Za pomocg sekwencjonowania RNA
wykazano silng ekspresje genow odpowiedzialnych za wzrost aktywnos$ci neuro-
nalnej takich jak: Nrdal, Arc i Npas4. Zaobserwowano rowniez zwigkszong eks-
presje genow zwiazanych z regulacja migracji, adhezji i markeréw proliferacji
mikrogleju. Nie zauwazono zmian w ekspresji genow markerow prozapalnych
(IL-6, IL1-B), czy przeciwzapalnych (IGF-1). Zarejestrowano zmiany morfolo-
giczne komorek mikrogleju w postaci zwigkszenia ich $rednicy, liczby a takze
skrécenie trwania podstawowych procesow fizjologicznych, czyli zmian prowa-
dzacych do zwigkszenia wlasciwosci fagocytarnych. Wyniki te znalazty potwier-
dzenie w obserwacjach wskazujacych na znaczny wzrost poziomu wewngtrzko-
morkowego AP (85.6% vs. 31.7%). Podobnych zmian nie odnotowano w grupie
kontrolnej, co jednoznacznie wskazuje na zwigkszony wychwyt AP po zastosowa-
niu optogenetycznej stymulacji [11]. Inne badania réwniez z udziatem ChR2, ale
przy czestotliwosci 10Hz i ekspresji tej opsyny w neuronach glutaminergicznych,
wykazaly spadek IL-6 i kwasnego biatka widkienkowego (ang. glial fibrillary
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acidic protein, GFAP) bedacego réwniez markerem stanu zapalnego. Zauwazono,
ze myszy z wstrzyknietym uprzednio do DG AP, poddawane przez 7 dni 5-minu-
towej optogenetycznej stymulacji, uzyskiwaly znacznie lepsze wyniki w tescie
rozpoznawania nowosci niz grupa kontrolna. Spgdzaty one zdecydowanie wigcej
czasu przy nowym obiekcie, jednak efekt ten nie byt juz zauwazalny nastepnego
dnia. Analiza immunohistochemiczna wykazata wzrost ekspresji NeuN i synapsy-
ny w DG, a w hipokampie — receptoréw mGluR S5, podjednostek receptora NMDA
(NMDAR; selektywnie aktywowany przez kwas N-metylo-D-asparaginowy) —
GluN1 i receptora AMPA (AMPAR; selektywnie aktywowane przez kwas a-ami-
no-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy) — GIluR2. Zaré6wno mGIluR5
jak i GluN1 sg zaangazowane w powstawanie LTP, dtugotrwatego ostabienia sy-
naptycznego (ang. long-term depression, LTD) w hipokampie i procesy uczenia
sie, co pozwala przypuszcza¢ ze optogenetyczna stymulacja wywiera istotny
wplyw na lepsza konsolidacje sladow pamieciowych i wskazuje zasadnicza role
aktywacji neuronow glutaminergicznych w procesach powstawania pamig¢ci krot-
kotrwatej [12, 21, 34]. Jak wykazali Zhang i wspotpracownicy optogenetyczna
stymulacja GABA-ergicznych neurondéw regionu CA1 hipokampa o cze¢stotliwo-
sci w zakresie fal gamma pozwolita na normalizacj¢ ich aktywnosci w mysich
modelach AD. Przelozyto si¢ to na poprawe wynikéw w labiryncie wodnym Mor-
risa, gdyz zwierzeta AD, w kolejnych dniach, znacznie zmniejszyly dystans do
platformy w poréwnaniu z grupa kontrolng, w ktorej nie doszto do aktywacji
ChR2 niebieskim $wiattem. Zauwazono, wzrost pozioméw biatka LC3 i bekliny 1
stanowigcych markery procesu autofagii, a takze spadek ekspresji GFAP i cytokin
prozapalnych takich jak: TNFa, IL-1B, IL-6. Za pomoca analizy immunohistoche-
micznej wykazano rowniez spadek poziomu AP, a uzyskane wyniki wskazuja se-
lektywna stymulacje neuronow GABA-ergicznych jako skuteczng metode odwra-
cania deficytdéw pamigci w AD [38]. O’Riordan i wspotpracownicy badajac
mechanizmy neuroplastycznosci w AD zauwazyli, ze kompetycyjni i nickompe-
tycyjni antagonosci receptora NMDA hamujg powstawanie LTD indukowanego
wczesniej optogenetyczng stymulacja o niskiej czgstotliwosci — 1Hz przy uzyciu
H134R w regionie CA3 szczurzego hipokampa. Wykazano takze, ze w fizjolo-
gicznych warunkach LTD jest symetryczne, a po obustronnym wstrzyknigciu AP
zdecydowanie latwiej zachodzi w lewym hipokampie. Efekt ten zostaje jednak
zaburzony w obecno$ci negatywnego modulatora allosterycznego receptora
mGluRS, ktory wigzac sie w miejscu innym niz ligandy powoduje znacznie stab-
sza lateralizacje [25]. Metody optogenetyczne wykorzystano rowniez w bada-
niach nad rolg mechanizméw kompensacyjnych w AD. Jednym z nich jest spro-
uting zakonczen cholinergicznych w hipokampie, czyli rozgat¢zianie si¢ aksonow,
majacy na celu rownowazenie ubytkow glutaminergicznych z kory srodwecho-
wej. Zastosowano mysie modele AD z ekspresja ludzkiej apolipoproteiny —
APOE3 lub APOE4 ze wzgledu na fakt, ze sprouting jest zalezny od ApoE, gdyz
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wplywa ona na transport cholesterolu i lipidow niezbgdnych do budowy bton ko-
morkowych. Zwierzetom uszkodzono kore srédwechowa i zauwazono, iz samce
APOE4 osiaggaja znacznie gorsze rezultaty w labiryncie Barnesa. Poddano je
optogenetycznej stymulacji z wykorzystaniem ChR2 i po 30 dniach zaobserwo-
wano cholinergiczny sprouting. Dane te znalazty odzwierciedlenie w poprawie
wynikow w labiryncie Barnesa, gdyz myszy tatwiej znajdowaty droge do wyjscia,
a takze odnotowano normalizacje synchronicznych potencjatow o zwigkszonej
czestotliwo$ci w DG wywotanych uprzednim uszkodzeniem kory srodwechowe;j
[2]. Przemiany AP w przebiegu AD moga by¢ rowniez zwigzane z zaburzeniem
wolnych oscylacji, czyli fal mézgowych w zakresie 0,5-1Hz odpowiedzialnych
m.in. za konsolidacje pamie¢ci podczas snu [22]. Zauwazono, ze mysie modele AD
wykazujg dysfunkcje w tym przedziale czestotliwosci, ktora mozna pokonaé za
pomoca optogenetyki. Aktywacja neuronow piramidowych V warstwy kory so-
matosensorycznej za pomoca ChR2 przy 1,2Hz spowodowata znaczny wzrost
mocy fal, ale efekt ten zanikal po zaprzestaniu dzialania niebieskim $wiattem. Po
miesigcznej stymulacji przy 0,6Hz ikolejnym miesigcu przerwy zauwazono
znaczny spadek poziomu AP, podczas gdy u myszy AD niepoddanych pobudzeniu
wzrdst on niemal dwukrotnie. Warty odnotowania jest réwniez fakt, ze cho¢ eks-
presja ChR2 wystepowata tylko po lewej stronie, to efekt, w postaci zmniejszenia
zawartosci AP, widoczny byl w obydwu poétkulach. Pogorszenie funkcji neuro-
néw piramidowych V warstwy kory somatosensorycznej w AD wiaze si¢ takze ze
zmianami zwyrodnieniowymi aksonéw wynikajacych m.in. z zaburzonej home-
ostazy wapniowej. Podczas tego badania zaobserwowano ze optogenetyczna ak-
tywacja hamuje ten proces na 3 miesigce, a takze przywraca ekspresje receptoréw
GABA, i GABA[15].

PODSUMOWANIE

AD jest obecnie nieuleczalng, wolno postepujaca chorobg neurodegenera-
cyjna o slabo wyjasnionej etiologii. Istotng zaleta optogenetyki pozwalajaca na
lepsze zrozumienie tego schorzenia jest pobudzanie, badz tez hamowanie jedy-
nie okreslonych grup komorek, ktore pozwala wskaza¢ miejsca, gdzie dochodzi
do dysfunkcji. Jak dotad, zastosowanie optogenetyki przyczynito si¢ do lepszego
poznania patogenezy tej choroby uwzgledniajac czynniki takie jak: stan zapalny,
wolne oscylacje, czy mechanizmy kompensacyjne stanowigc tym samym cenng
wskazowke w wyznaczaniu nowych koncepcji dotyczacych patomechanizméow
AD [2, 11, 15]. Uzyskane w modelach zwierzgcych wyniki takie jak np. poprawa
funkcji pamigciowych w testach behawioralnych stwarzaja roéwniez mozliwo$¢
nowych kierunkow badan na terapia AD [28]. Metoda ta ciagle si¢ rozwija — po-
wstajg nowe rodzaje opsyn i promotorow, co umozliwia np. kontrolg wieloopsy-
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nowa. Nalezy zauwazy¢ takze ograniczenia tej metody. W tym aspekcie wska-
zuje sie, ze najwigksza wadg optogentyki jest jej inwazyjnos¢, chociaz obecne
doswiadczenia pokazuja, ze kaniulacja nie niesie za sobg powazanych powiktan.
Kolejny problem stanowi czas utrzymywania si¢ efektow optogenetycznej sty-
mulacji, gdyz jak wykazali Wang i wspotpracownicy poprawa funkcji pamigcio-
wych zanikala nastgpnego dnia po uptywnie 7 dni codziennego 5-minutowego
pobudzania swiattem [34]. Z drugiej strony, przy zastosowaniu optogenetycznej
stymulacji przez miesiac korzystne efekty zwigzane z zahamowaniem zmian zwy-
rodnieniowych aksonow, czy tez przywroceniem prawidtowej ekspresji recepto-
row GABA, i GABA, utrzymywaly si¢ znacznie dtuzej, gdyz az 3 miesigce [15].
Poki co, gtdownie ze wzgledu na swoja inwazyjno$é, optogenetyka stosowana jest
przede wszystkim w laboratoriach. Jednak niezaleznie od tego, czy metoda ta be-
dzie w przysztosci przedmiotem badan klinicznych, ma bardzo duzy potencjat
1 moze istotnie wplyna¢ na wyjasnienie podtoza wielu chordb, a to z kolei przy-
czyni¢ si¢ do efektywniejszej farmakoterapii.
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KSZTALT JADRA W KOMORKACH ORGANIZMOW
EUKARIOTYCZNYCH I JEGO
POTENCJALNE ZNACZENIE BIOLOGICZNE

NUCLEAR SHAPE IN EUKARYOTIC CELLS AND ITS
POTENTIAL BIOLOGICAL SIGNIFICANCE

Aneta W. GRYMANOWSKA, Robert K. FILIPKOWSKI

Pracownia Behawioralno-Metaboliczna, Instytut Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN, Warszawa

Streszczenie: Morfologia jadra ma kluczowe znaczenie w zachowaniu prawidtowego funkcjonowa-
nia komoérki eukariotycznej, jednak mechanizmy kontrolujace ksztatt jadra komorkowego a takze
funkcje ksztattu jadra sa mato poznane. Z kolei nietypowa dla danej komorki morfologia jadra jest
powiazana ze stanami chorobowymi. Najlepiej pod tym wzgledem poznane sa komodrki nowot-
worowe, u ktorych nietypowy ksztatt jadra jest jednym z elementow wykorzystywanych w diag-
nostyce i prognozowaniu przebiegu choroby. W niniejszej pracy omdéwione zostaty wyniki badan
nad mechanizmami regulujacymi ksztalt jadra — w szczegolnosci ukazana zostata rola lamin, biatek
KASH i SUN, jak rowniez jadrowych komplekséw porowych. Omoéwiona zostata rowniez rola ksz-
taltu w organizacji przestrzennej chromatyny, funkcjonowaniu neutrofili, a takze w rozwoju now-
otwordw i laminopatii.

Stowa kluczowe: blona jadrowa, laminy, chromatyna, neutrofil, komorka nowotworowa

Summary: The morphology of the nucleus is significant for proper physiological functioning of
a eukaryotic cell, yet the mechanisms and functions of nuclear shape regulation remain still to be
elucidated. It has long been observed that altered nuclear morphology correlates with certain dis-
ease states. Most notably, neoplastic cells in which the atypical shape of the nucleus is one of the
elements used in the diagnosis and prognosis of the disease, are the best known in this respect. Here
we review recent findings studying the mechanisms regulating nuclear shape, in particular the role
of' laminae, KASH and SUN proteins, as well as nuclear pore complexes is presented. We also show
and discuss the role of nuclear shape in spatial chromatin organization, functioning of neutrophils as
well as the development of cancer and laminopathies.

Keywords: nuclear membrane, lamina, chromatin, neutrophil, cancer cell
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WSTEP

Wiele elementow strukturalnych jadra komorkowego kontrolujg jego ksztatt.
Otoczka jadrowa (ang. nuclear envelope, NE) jest zbudowana z dwoch bton
biatkowo-lipidowych — zewnetrznej (ang. outer nuclear membrane, ONM) i we-
wnetrznej (ang. inner nuclear membrane, INM) blony jadrowej. W przestrzeni
pomiedzy ONM i INM znajduja sie jadrowe kompleksy porowe (ang. nuclear
pore complex, NPC), ktore biorg udzial w transporcie czgsteczek pomiedzy ja-
drem komoérkowym a cytoplazma. Do INM przylega blaszka jadrowa, ktora skta-
da si¢ z sieci delikatnych wtokien biatkowych, utworzonych z biatek klasy lamin.
Blaszka jadrowa stanowi pewnego rodzaju rusztowanie dla NE, inaczej zwane nu-
kleoszkieletem, a laminy wchodzace w jej sktad wiagza si¢ z chromatyna. L.aczni-
kiem pomiedzy nukleoszkieletem a cytoszkieletem jest kompleks biatkowy zbu-
dowany z biatek SUN i KASH (ang. linker of nucleoskeleton and cytoskeleton,
LINC). Interakcje pomigdzy INM i biatkami SUN oraz ONM z biatkami KASH
regulujg funkcjonowanie LINC.

Zmiany ksztaltu jadra sa powigzane z roéznicowaniem, rozwojem, a takze
z chorobami. Odmienna morfologia jadra bardzo czesto wystepuje w komodrkach
nowotworowych. Fizjologiczne znaczenie odmiennego ksztaltu jadra nie zosta-
fo dobrze poznane, ale wiadomo, ze moze wptywaé na organizacj¢ chromatyny
a takze ekspresj¢ genow, w szczegolnosci w kontekscie rozwoju i progresji choro-
by nowotworowej. Dlatego tez bardzo istotnym jest zrozumienie mechanizmow,
ktore reguluja ksztatt i rozmiar jadra.

W niniejszej pracy omoéwione zostang wyniki badan niedawno opublikowa-
nych prac, w ktérych badano mechanizmy regulujace ksztalt komorki, w szcze-
goblnosci role elementdw strukturalnych, takich jak cytoszkielet, otoczka jadrowa,
blaszka jadrowa, jadrowe kompleksy btonowe, a takze kompleks biatkowy LINC.
Omowiona zostanie rowniez potencjalna funkcja odmiennego ksztaltu jadra i jego
biologicznego znaczenia w stanach chorobowych na przykladzie komorki nowo-
tworowej, a takze w zdrowej komorce na przyktadzie neutrofili.

CZYNNIKI WPLYWAJACE NA KSZTALT JADRA

LAMINY
Wyniki wielu badan potwierdzaja, ze laminy biora udziat w regulacji ksztattu
jadra komorkowego. Sa one gtdwnym sktadnikiem blaszki jadrowej (Rye. 1), wy-
stepuja u wszystkich zwierzat, natomiast stwierdzono ich brak u ro$lin, a u niz-
szych eukariontow wystepuja biatka lamino-podobne. Istnieja dwie gtdéwne grupy
lamin jadrowych: typ A/C i typ B, ktore tworzg sie¢. U ssakow laminy typu A sa
kodowane przez gen LMNA, a laminy typu B sg kodowane przez geny LMNBI
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1 LMNB2. Geny lamin maja wiele wariantow sktadania prekursorowego mRNA
(np. lamina C jest wariantem sktadania prekursorowego mRNA genu LMNA).
U wigkszo$ci bezkregowcow wystepuje tylko jedna izoforma laminy, podobna do
laminy B wystepujacej u ssakow.

Niektore mutacje w genach kodujacych laminy, w enzymach przeksztatcaja-
cych laminy lub w biatkach zwigzanych z laminami odpowiadajg za choroby z gru-
py laminopatii [9]. Jedng z najbardziej charakterystycznych cech obserwowanych
w laminopatiach spowodowanych mutacja w genie LMNA jest nietypowa morfolo-
gia jadra, co wskazuje na znaczenie blaszki jadrowej w utrzymaniu prawidtowego
ksztattu jadra komoérkowego. Mutacja tego typu wystepuje w zespole Hutchinso-
na-Gilforda (HGPS), tak zwanym syndromie przedwczesnego starzenia si¢. Poja-
wienie si¢ tej mutacji prowadzi do zaburzenia stabilnos$ci struktury jadra i ekspresji
genow [64]. Komorki pacjentow z HGPS wykazuja znieksztalcone jadra, w ktorych
charakterystyczne sa wpuklenia otoczki jadrowej a takze pecherzyki jadrowe, czyli
wystajace fragmenty otoczki jadrowej majgce ksztatt pecherzy [70]. Warto podkre-
sli¢, ze, normalnie starzejace si¢ komorki wykazuja podobny fenotyp [49].
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RYCINA 1. Kompleks LINC sktada si¢ z biatka z domena KASH, ulokowanego w zewnetrzne;j
btonie jadrowej (ONM) i biatka z domeng SUN, zakotwiczonego w wewng¢trznej btonie jadrowe;j
(INM). Pod powierzchnia bton jadrowych znajduje si¢ blaszka jadrowa, ktérej gtownym sktadni-
kiem sg laminy. Biatka SUN wchodza w interakcje z biatkami INM, natomiast biatka KASH wiaza
si¢ z elementami cytoszkieletu, np. aktyna, mikrotubulami
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FIGURE 1. LINC is built of KASH protein domain which is placed in outer nuclear membrane
(ONM) and SUN protein domain which is located in the inner nuclear membrane (INM). At the pe-
riphery of the nuclear envelope lies a meshwork nuclear lamina. SUN proteins interact with proteins
located in INM, whereas KASH proteins bind to cytoskeleton, e.g. actin filaments, microtubules

W laminopatiach cechg wspdlng odmiennej, zdeformowanej morfologii jadra
sa zmiany pojawiajace si¢ w laminach (np. mutacje w genach lamin), jednakze
w kazdym przypadku wystepuje inny efekt oddziatywania mechanicznego lamin
na jadro. Mutacja laminy A, w wyniku ktorej powstaje biatko progeryna, przy-
czynia si¢ do zwickszenia sztywnosci jadra, podczas gdy brak laminy A powoduje
zmniejszenie jego sztywnos$ci [55]. Z kolei utrata przez komorki laminy B nie
przyczynia si¢ do powstania znaczacych zmian lub, w niektorych przypadkach,
moze prowadzi¢ do zwickszonej sztywnosci jadra, ale jest to zalezne od ilosci la-
miny A [50, 51, 52, 54]. Laminy A sg takze bardzo istotne w komorkach migruja-
cych przez ciasne przestrzenie tkankowe, gdzie jadro komoérkowe poddawane jest
sitom nacisku, staje si¢ spr¢zone i napigte [18, 26, 45]. Doswiadczenia na jagdrach
komérkowych traktowanych enzymem rozktadajacym chromatyng — MNazg [1,
4] pokazuja, ze same laminy nie sa w stanie utrzymac ksztattu jadra. Blaszka ja-
drowa wygina si¢ pod napr¢zeniem mechanicznym, gdy nie jest podtrzymywana
przez chromatyng. Chromatyna jest heterogennym polimerem, ktory wypehia
przestrzen jadra [40]. Poszczegolne fragmenty chromatyny wchodzg w interakcje
ze sobg, a takze z elementami NE [15, 24]. Pokazano, Ze réznice w upakowaniu
chromatyny odpowiadaja zmianom jej sztywnosci [16, 18]. Ponadto wyniki wielu
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prac pokazujg, ze chromatyna jest sztywnym elementem reagujagcym na sity me-
chaniczne oddziatujace na jadro [10], otoczonym elastyczng siecia lamin. Okazu-
je sie zatem, ze deformacje ksztattu jadra zaleza nie tylko od biomechanicznych
wlasciwosci lamin, ale rowniez od chromatyny.

BIALKA KASH I SUN

Zarowno u nizszych, jak i wyzszych organizméw eukariotycznych NE zawie-
ra biatka z domeng KASH i SUN, ktore fizycznie tacza cytoszkielet z blaszka ja-
drowa (u wyzszych eukariontéw) lub chromatyna (u drozdzy). Biatka z domena
KASH (Klarsicht-Ancl-syne 1 homolog) sa zakotwiczone w ONM, podczas gdy
biatka z domeng SUN (Sad1/UNC-84) sa ulokowane w INM (Rye. 1) [22, 30, 46].
Konce C biatek z domeng KASH i SUN oddzialuja ze sobg w przestrzeni miedzy-
btonowej otoczki jadrowej, tworzgc mostki blonowe zwane LINC [13]. N-koniec
biatka z domeng SUN znajduje si¢ w nukleoplazmie i oddziatuje z chromatyna
u drozdzy, a u wyzszych eukariontéw — z biatkami INM np. emeryna, receptorem
laminy B, a takze z biatkami nukleoszkieletu np. laming A. Cytoplazmatyczna
czeg$¢ biatek z domeng KASH wchodzi w interakcje z réznymi elementami cy-
toszkieletu, w tym wtdéknami aktynowymi i mikrotubulami (Rye. 1). Kompleks
LINC odgrywa kluczowa role w przestrzennej organizacji jadra, przemieszczaniu
si¢ chromosomow i w regulowaniu sit mechanicznych oddziatujacych na jadro.
Sity mechaniczne sg przekazywane przez kompleks LINC do blaszki jadrowe;.

Sity mechaniczne wptywaja rowniez na integralnos$¢ otoczki jadrowej, jak i na
ksztatt jadra. W liniach komoérkowych HelLa wyciszenie ekspresji genow kodu-
jacych biatka z domeng SUNI i SUN2, zwigksza przestrzen perinuklearng (prze-
strzen miedzy wewnetrzng btona jadrowa i zewnetrzna blong jadrowa) [13]. Wy-
kazano, ze obnizenie zawartosci okreslonej izoformy nespryny (biatka z domena
KASH) prowadzi do szeregu zmian ksztattu jadra, od niewielkiego wybrzuszenia
otoczki jadrowej do powaznie znieksztatconych ogromnych jader [31]. Podobnie
u §luzowca Dictyostelium discoideum mutacja biatka Sun-1, w wyniku ktorej nie
powstaje domena wigzaca chromatyng, dochodzi do powaznych deformacji jadra
[72]. Ponadto w neutrofilach, u ktérych jadro jest wieloptatowe, pokazano brak
wystgpowania lub nizsze st¢zenie niektorych biatek kompleksu LINC w poréwna-
niu do makrofagow, ktorych jadra wykazuja owalny ksztatt. Sugeruje to, ze poziom
ekspresji genow biatek tworzacych kompleks LINC moze by¢ regulowany w celu
kontrolowania ksztattu i architektury jadra. Zatem kompleks LINC wraz z innymi
biatkami odgrywa znaczacg rolg w utrzymaniu prawidtowego ksztattu jadra.

JADROWE KOMPLEKSY POROWE
Architektura wewnatrzjadrowa jest takze regulowana przez aktywnos¢ NPC,
ktore stanowia pier$cieniowate, wodne kanaty zapewniajace kontakt pomigdzy
nukleoplazmg a cytoplazmg, odgrywaja znaczacg rolg w regulacji transkrypcji
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[12, 27, 42], a takze w regulacji transportu makromolekut poprzez btong jadrows.
Kazdy kompleks NPC zlozony jest z ponad 30 réznych biatek nazywanych nukle-
oporynami (ang. nucleoporin, Nup). Schemat budowy kompleksow porowych jest
zachowany w ewolucji, mimo ze u poszczegdlnych gatunkoéw moga wystgpowaé
znaczne roznice w ich rozmiarach. U ssakow masa NPC wynosi 60-125 MDa,
u drozdzzy 40-60 MDa [17].

W badaniu nad zabg Xenopus wykazano, ze zmniejszenie zawartosci Nup188
doprowadzito do zwickszonego tempa transportu biatek z cytoplazmy do we-
wngetrznej btony jadrowej, a nastgpnie do zwigkszenia rozmiaru jadra [57]. Warty
uwagi jest fakt, ze zmniejszenie zawarto$ci Nup188 wplynelo tylko na tempo
transportu biatek, a nie na rozmiar transportowanych biatek, ktory jest ograni-
czony do 40 kDa [38], a takze zachowana zostala zasada nieprzepuszczania bia-
lek zewnetrznej btony jadrowej czy tez biatek siateczki Srddplazmatycznej [57].
Zatem Nup188 oraz inne biatka NPC moga kontrolowa¢ tempo przeptywu bialek
z cytoplazmy do wewngtrznej btony jadrowej, uczestniczac w utrzymaniu prawi-
dlowego rozmiaru i ksztattu jadra.

filamenty cytoplazmatyczne
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pierscien miedzyblonowy
piersciert wewnetrzny
INM

koszyk poru

RYCINA 2. Schemat przedstawiajacy przekroj jadrowego kompleksu porowego, ktory sktada si¢
z trzech pierscieni: zewngtrznego, mi¢dzyblonowego i wewngtrznego, a takze z koszyka poru. Kaz-
dy z elementow jadrowego kompleksu porowego zbudowany jest z kilku rodzajow biatek. Pierscien
zewngetrzny znajduje si¢ w zewnetrznej btonie jadrowej (ONM), a pierscien wewngtrzny umiejsco-
wiony jest w wewnetrznej blonie jadrowej (INM)
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cytoplasmic filaments

ONM
outerring
transmembrane ring
innerring
INM

nuclear basket

FIGURE 2. A cross section of a nuclear pore complex which is built of three rings: outer, trans-
membrane and inner, and also a nuclear basket. Every structure of the nuclear pore complex is built
of various proteins. The outer ring is located in the outer nuclear membrane (ONM), and the inner
ring is placed in the inner nuclear membrane (INM)

Wyeliminowanie Nupl170 w szczepie drozdzy pozbawionym transbtonowego
biatka Pom152 (ang. pore membrane protein 153) prowadzi do deformacji jadro-
wych [1]. Jednym z potencjalnych mechanizméw, ktéry wptywa na ksztatt jadra
na skutek zmian w biatkowym sktadzie porow jadrowych moze by¢ oddziatywanie
migdzy biatkami NE a wnetrzem jadra. Jezeli zmienione pory jadrowe zaburzaja
taczenie NE z biatkami strukturalnymi jadra komérkowego, NE moze by¢ bardziej
podatna na sity ciggnace oddziatujace na jadro komorkowe poprzez cytoszkielet,
np. podczas migracji [69]. Zmiany w sktadzie biatkowym poréw jadrowych, moga
prowadzi¢ do niekontrolowanego rozrostu otoczki jadrowej i zmiany ksztattu jadra.

Wykazano, ze w neuronalnych komoérkach progenitorowych interakcje
Nupl153 z czynnikiem transkrypcyjnym Sox2 wptywaja na architekture we-
wnatrzjagdrowa. Interakcja Nupl53 i Sox2 reguluje proces roznicowania si¢
progenitorow, utrzymujac stalg pul¢ niezréoznicowanych komorek. Stwierdzono
wystepowanie korelacji pomiedzy interakcja Nup153 z promotorami gendéw lub
miejscami transkrypcji a, odpowiednio, zwigkszong lub zmniejszong ekspresja
genow, natomiast hamowanie ekspresji Nupl53 zmienia genomowa lokalizacje
Sox2 i indukuje réznicowanie [58].
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CHROMATYNA I EKSPRESJA GENOW

Chromatyna lub biatka zwigzane z chromatyna wchodza w interakcje z mig-
dzyblonowymi biatkami otoczki jadrowej, porami jadrowymi i laminami [33].
Biorgc pod uwage zwigzek miedzy NE, blaszka jadrowa i chromatyna, mozna
przypuszczaé, ze zmiany ksztattu jadra moga wptywac na ekspresje gendw i na-
prawe DNA, przyczyniajac si¢ w ten sposob do przyspieszenia starzenia sie,
wywotania procesu chorobowego czy tez wystapienia prawidlowego procesu fi-
zjologicznego. Wykorzystujac metode do badania organizacji przestrzennej chro-
matyny, przy minimalnym zakltoceniu jej trojwymiarowej struktury, wykazano,
ze w jadrach ludzkich fibroblastoéw w spoczynku i w trakcie podziatu, wystepuje
ustalona kolejnos¢ prometafazowych chromosomoéw i terytoriow chromosomo-
wych [6]. W tych komdrkach, ktére maja plaskie elipsoidalne jadra, chromoso-
my byly ulozone wedtug wielkos$ci, przy czym mniejsze chromosomy prawdo-
podobnie znajdowaly si¢ blizej srodka jadra, a wicksze chromosomy czesciej
znajdowaty si¢ w obwodowej czeséci jadra. W przeciwienstwie do rozmieszczenia
chromosomow w limfocytach i innych typach komorek ludzkich, ktore majg jadra
kuliste i w ktorych rozmieszczenie chromosomow nie jest zwigzane z wielkoscia,
ale z gestoscig gendw. Chromosomy z duza gesto$cia genow wystepuja zwykle
blizej srodka jadra, podczas gdy chromosomy ubogie w geny znajduja si¢ w cze-
$ci obwodowej jadra [7]. Te obserwacje nasuwajg pytanie o to, jaki wpltyw na
rozmieszczenie terytoriow chromosomowych ma ksztatt jadra.

Topologicznie powigzane domeny (ang. topologically associated domains,
TAD) w genomach zwierzat stanowiag regiony chromosomalne, ktére zwykle
znajduja si¢ blisko siebie. W obrebie jednego TAD wystepuja interakcje i tworza
si¢ petle chromatyny migdzy regionami regulacyjnymi cis, takimi jak wzmacnia-
cze, promotory i izolatory, ktore reguluja ekspresje genow. Sasiadujace ze soba
TAD sg izolowane od siebie, w tym m.in. przez biatko CTCF (ang. CCCTC-bin-
ding factor), geny porzadkowe i retrotranspozony [2, 20, 34]. Znaczenie CTCF
w organizacji chromosomow wykazano poprzez zmiang orientacji lub pozycji
miejsc wigzania CTCF, ktére prowadza do skrocenia petli chromatyny i zmian
architektury przestrzennej chromosomoéw [25, 32]. Podczas gdy niektore aspekty
organizacji TAD sa takie same dla wielu réznych typow komorek [20], zmiany
interakcji TAD zachodzg na skutek réznicowania i w odpowiedzi na zmiany §ro-
dowiska zewnetrznego [5, 20, 47, 53, 67]. Wplyw rozmiaru i ksztattu jadra na
organizacj¢ TAD jeszcze nie zostat zbadany.

Domeny zwiazane z laming (ang. lamina associated domains, LAD) to tran-
skrypcyjnie represyjne domeny chromatyny zlokalizowane w otoczce jadrowe;.
LAD sg na og6t wzbogacone w represyjne modyfikacje histondw [59], a umiejsco-
wienie aktywnych genow przy blaszce jadrowej moze prowadzi¢ do ich wycisze-
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nia. Dla przyktadu w ludzkich embrionalnych komoérkach macierzystych i ciatkach
zarodkowych aktywne geny cyklu okotodobowego sa wyciszane po przeniesieniu
do LAD przez polimeraze poli-ADP rybozy PARP1 (ang. poly ADP ribose poly-
merase) 1 uczestniczace w tym procesie CTCF [74]. Laminy reguluja organizacj¢
przestrzenng chromatyny poprzez interakcje z poszczegdlnymi domenami LAD.
Dla przyktadu u muszki Drosophila laminy typu B wchodzg w interakcje z bial-
kiem Wash (ang. washout), biatko nalezace do rodziny biatek WAS (ang. Wiskott-
-Aldrich syndrome), aby zachowa¢ prawidlowa organizacje LAD i chromosomow
[63]. Wyeliminowanie laminy B w mysich embrionalnych komorkach macierzy-
stych zmniejszyto liczbe interakcji migdzy poszczegélnymi regionami chroma-
tyny, ktore tworzyly LAD w mysich embrionalnych komoérkach macierzystych
z prawidlowg zawartoscig laminy B, a blaszkg jadrowa [75]. Wiadomo, Ze laminy
1 inne biatka znajdujace si¢ w blaszce jadrowej wptywaja na rozmiar i ksztatt jadra,
mozna spekulowa¢ zatem, ze wplywaja takze na organizacje LAD.

Chromatyna moze wystgpowac¢ w postaci euchromatyny lub heterochromaty-
ny, przy czym ta ostatnia czg¢sto znajduje si¢ na obrzezach jadra. Zmiany w ilosci
heterochromatyny i euchromatyny sg rowniez powszechnie spotykane w nowo-
tworach i innych chorobach [35]. Modyfikacje histonéw, ktére znacznie zwigk-
szaja poziom euchromatyny powoduja ostabienie sztywnosci jadra, jego niepra-
widtowa morfologie i pekniecia [56]. Dla przyktadu nadekspresja genu biatka
jadrowego HMGNS (ang. high mobility group N5) rozrywa tacznik histonowy
H1, co powoduje zmniejszenie zageszczenia chromatyny, stabilnosci i sztywno-
$ci jadra, a w konsekwencji prowadzi do jego pgcznienia [21]. Utrzymanie pra-
widlowego ksztattu obserwowano po zwickszeniu zawarto$ci heterochromatyny
zaro6wno w przypadku zaburzen zwigzanych z modyfikacja histonow, ale rowniez
zaburzen zwigzanych z laminami, w tym w komorkach z nadmierng acetylacja
histonow, zmniejszong zawartoscig laminy B1 Iub nadekspresja progeryn, a tak-
ze w komorkach pacjentow z zespotem Hutchinsona-Gilforda [55, 56]. Wykaza-
no réwniez, ze utrata chromatyny na obrzezach jadra, ktéra nastepuje na skutek
mutacji genu bialka wigzacego heterochromatyn¢ z laming, PRR14 (ang. proli-
ne rich protein 14), przyczynia si¢ do powstawania zaburzen ksztaltu jadra [43].
Modyfikacje epigenetyczne, moga rowniez wptywac¢ na odksztalcanie jadra nie-
zaleznie od transkrypcji. Wykazano, ze biatko WDRS (ang. WD repeat domain
5), ktore jest jednym z kluczowych podjednostek komplekso6w metylotransferaz
histonowych H3K4, moduluje zdolnos¢ do poruszania si¢ komorki, jej morfologie
a takze zmiany w jadrze, ktore pojawiaja si¢ na skutek oddzialywania srodowi-
ska zewnetrznego. Utrata biatka WDRS powoduje zahamowanie metylacji H3K4
i uniemozliwia deformacj¢ ksztattu jadra, ktora jest niezbgdna do przeciskania si¢
przez ciasne przestrzenie tkankowe [66].
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NEUTROFILE JAKO NAJLEPIEJ POZNANY
PRZYKLAD ZDROWEJ KOMORKI Z JADREM
KOMORKOWYM O ODMIENNYM KSZTALCIE

Jednymi z najlepiej poznanych typéw komorek z nietypowym ksztattem jadra
sa neutrofile. Neutrofile s3 komoérkami uktadu odpornosciowego, ktore migru-
ja do ognisk infekcji. Ich cecha charakterystyczng jest posegmentowane jadro,
zwykle sktadajace si¢ z dwoch do pigciu ptatow, potaczonych cienkimi widknami
nukleoplazmy, w ktérych znajduje si¢ niewielka ilo§¢ chromatyny [56]. Ptatowa
struktura jadra powstaje w procesie roznicowania zwanym granulopoezg. Prekur-
sor mielocytow roznicujac do dojrzatego neutrofilu stopniowo zwieksza liczbe
ptatow. Analiza przestrzenna chromatyny wykazala, ze wickszo$¢ chromosomow
jest losowo rozmieszczona [57].

Uwaza si¢, ze posegmentowanie jadra umozliwia neutrofilom przechodze-
nie przez male szczeliny w $rodblonku i przestrzeni zewnatrzkomorkowej [56].
W przypadku anomalii Pelger-Hueta, ktoéra wywotana jest mutacja w genie recep-
tora laminy B, granulocyty obojetnochtonne nie sag w stanie uformowac prawidto-
wo wieloptatowego jadra; wystepuja u nich takze zaburzenia migracji [58]. Ptato-
wanie (lobulacja) jadra jest zalezne nie tylko od receptora laminy B, ale wigze si¢
takze ze zmniejszeniem ilosci niektorych biatek blaszki jadrowej i zalezy od mi-
krotubul [59]. Neutrofile majg takze wicksza réznorodnos¢ dtugosci linkera DNA
miedzy nukleosomami niz limfocyty T, co wskazuje na zwigkszong elastycznos¢
chromatyny [60]. Jednakze okazalo si¢, Ze wystgpowanie posegmentowanego ja-
dra nie jest absolutnie konieczne do migracji neutrofili chociaz zdecydowanie
moze ja wspomagac [61].

Granulocyty majg mniejsza ilo$¢ lamin w poroéwnaniu do makrofagéw i mo-
nocytow — gtdwnie mniejsza jest ilos¢ laminy A i C, wicksza —laminy B. Stosunek
ilosci laminy A do laminy B wptywa na elastycznos$¢ jadra [6]. Zaburzenia lamin
zwigzane z normalnym starzeniem si¢ wplywaja na ksztatt jadra wszystkich gra-
nulocytow, w wyniku zmian w sztywnosci i strukturze blaszki jadrowej [62, 63].
Te zwigzane z wiekiem defekty w strukturze blaszki jadrowej sg rowniez widocz-
ne w laminopatiach, takich jak zespdt Hutchinsona-Gilforda [64].

Hipersegmentacja neutrofili do szesciu lub wiecej ptatow jest zwiazana z nie-
dokrwistoscig megaloblastyczna wynikajaca z niedoboru witaminy B12 i kwasu
foliowego oraz niedokrwisto$cig spowodowana niedoborem zelaza [65]. Jest ona
rowniez zwigzana z zespotem Bouchera-Neuhdusera — defektem metabolicznym
lipidow [66]. U szczuréw niedobdr witaminy A spowodowal hiposegmentacje,
zwigzang z koniecznoscig obecnos$ci retinoidow w réznicowaniu promielocytow
do dojrzatych neutrofili [67]. Wystepuje wigc wiele §ciezek sygnalowych, ktore
kontroluja powstanie ptatowej morfologii jadra neutrofili.
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JADRA KOMOREK NOWOTWOROWYCH
JAKO PRZYKLAD ODMIENNEGO
KSZTALTU JADRA W STANIE CHOROBOWYM

Nieprawidtowy ksztalt jadra jest cechg charakterystyczng komorek nowotwo-
rowych, jedna z cech diagnostycznych nowotwordw jest pleomorfia, czyli zwigk-
szona réznorodnos¢ ksztaltow i rozmiaréw jader. Pleomorfia nasila si¢ w miare
rozwoju nowotworu. Zwiazek migdzy mutacjami wystepujacymi w komorkach
nowotworowych a morfologig ich jader jest mato poznany. Pojawia si¢ wigc
pytanie, czy zmiany w ksztalcie jadra przyczyniaja si¢ do powstawania mutacji
w DNA tych komorek, czy sg jedynie ich konsekwencja.

Potwierdzono zalezno$¢ migdzy nieprawidtowym ksztattem jadra a niestabil-
noscig chromosomow [23]. Niestabilne chromosomy zwykle prowadza do powsta-
wania pecherzykow jadrowych. Na przyktad genomowe badanie RNAi w ludz-
kich komoérkach zidentyfikowato wiele gendw, ktérych wyciszenie doprowadzito
do odksztalcenia jadra [36]. Geny te byly rowniez potrzebne do prawidlowej se-
gregacji chromosomow, co pokazuje zwiazek miedzy organizacjg przestrzenna
chromosomoéw a ksztattem jadra. Mozna spekulowaé, ze zmiany ksztattu jadra
spowodowane nieprawidtowa segregacja chromosoméw moga z kolei prowadzié
do zmian w ekspresji genow, ktore dodatkowo zmieniajg funkcje, potencjalnie
przyczyniajac si¢ do mutacji DNA komorek.

Niedawno pokazano, ze poddawanie komorek osteosarkomy dzialaniu nad-
tlenku wodoru (H,0,) indukowato zalezne od st¢zenia zmiany ksztaltu jadra, ktore
ustgpowaty pod wpltywem dziatania przeciwutleniacza N-acetylo-L-cysteiny lub
nadekspresji katalazy. Okazato si¢ rowniez, ze bardziej podatne na dziatanie nad-
tlenku wodoru byty komorki mitotyczne, co sugeruje, ze H,O, wptywa glownie na
procesy rozpadu i ponownego skladania otoczki jadrowej w trakcie podziatu ko-
morkowego. Zbadano wptyw H,O, na aktywnos¢ fosfatazy biatkowej 2A (ang. pro-
tein phosphatase 24, PP2A), ktora bierze udziat w ponownym sktadaniu otoczki ja-
drowej podczas mitozy, i wykazano, ze H,O, zmniejsza aktywnos¢ PP2A. Ponadto
wykazano, ze nadekspresja PP2A cze$ciowo niweluje efekt wywotany dziataniem
H,O,. W tym samym badaniu wykazano réwniez, ze H,O, wptywa takze na niepra-
widtowa lokalizacje biatek BAF (ang. barrier-to-autointegration factor), ktore sa
substratem PP2A w czasie telofazy. Ten efekt byl zwigzany ze zmiang lokalizacji
lamin A/C, a nadekspresja PP2A zapobiegta tym zmianom [3].

Zmiany w morfologii jader komérkowych w nowotworach powiazane sg ze
zmianami w sktadzie otoczki jadrowej. Zawartos¢ lamin w otoczce jadrowej zmie-
nia si¢ w niektérych nowotworach, w szczegolno$ci zmniejsza si¢ stezenie lamin
A/C [8]. Dla komérek migrujacych te zmiany mogg przyczyniaé si¢ do wigkszej
elastycznosci otoczki jadrowej i utatwi¢ przemieszczanie si¢ komorek w obrebie
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przestrzeni miedzykomorkowej, co z kolei prowadzi do powstawania przerzutow
[8]. Nalezy rowniez zwroci¢ uwage na to, ze zmiany w skladzie otoczki jadrowej
moga wplywac takze na szlaki sygnatowe i doprowadzaé do zmian w transkrypcji
komorek nowotworowych.

Kolejng cechg morfologiczng odrdzniajacg komorki nowotworowe od zdro-
wych jest odmienny uktad chromatyny, w zwigzku z tym podejmowane sg proby
kliniczne opracowania terapii opartych na modyfikacjach epigenetycznych. Cha-
etocyna jest inhibitorem metylotransferazy histonowej (posredniczacej w trimety-
lacji lizyny 9 histonu H3, markera konstytutywnej heterochromatyny). Poddawa-
nie fibroblastow dziataniu chaetocyny powoduje reorganizacje ich chromatyny.
W tych komorkach chromatyna o duzej ggstosci genow jest ulokowana w obwo-
dowych cze$ciach terytoridow chromosomowych [29].

Poszczegblne nowotwory maja swoje wlasne cechy wyrdzniajagce — na przy-
ktad rak cewki moczowej mozna odrézni¢ od zdrowej tkanki za pomoca szczego6l-
nie duzych jader [44]. Moze to by¢ cenne narzedzie do prognozowania przebiegu
choroby, a takze samej diagnozy. Cechy morfologiczne jader, takie jak ich syme-
tria i rozmiar, moga wskazywac na reakcj¢ pacjenta na chemioterapie [19, 37].

Podsumowujac, istnieje wiele mechanizmoéw, ktore przyczyniajg si¢ do powsta-
nia nieprawidtowej morfologii jadra w komodrkach nowotworowych, a ponadto dla
danego typu nowotworu mozna odr6zni¢ charakterystyczne jej cechy. Dlatego war-
to pracowa¢ nad rozwojem narzedzi przeznaczonych do diagnozy i przewidywa-
nia postgpu choroby, ktére umozliwig rozréznienie stadidw jej zaawansowania na
podstawie oceny zmiennoS$ci ksztattu jadra, a takze bedg mogly by¢ wykorzystane
w badaniach nad oceng efektu terapeutycznego nowych metod leczenia.

PODSUMOWANIE

Regulacja ksztattu jadra jest bardzo ztozonym i wieloczynnikowym proce-
sem. Wiele biologicznych czynnikow wplywajacych na ksztatt jadra zostato juz
dobrze poznanych i opisanych. Poznajac te czynniki dostrzegamy, ze ksztatt jadra
jest niezwykle istotng cecha komorki, powigzang z jej funkcjonowaniem. Wiele
wskazuje na to, ze wazng role w regulacji ksztattu jadra odgrywaja mechanizmy
biofizyczne zalezne od interakcji chromatyny, lamin i cytoszkieletu. Nadal jednak
pozostaje wiele pytan o to, jak te komponenty ze sobag wchodzg w interakcje, ja-
kie mechanizmy molekularne stoja za tymi procesami, czy wystepuja specyficzne
modyfikacje histondéw i czynniki modelujgce chromatyng, ktore odpowiadaja za
ksztatt jadra. Nie jest znane to, w jaki sposob ksztalt jadra wptywa na organizacje
przestrzenng chromatyny — tu nadzieje wigze si¢ z wykorzystaniem metody Hi-C,
ktora umozliwia szczegdtowe zbadanie przestrzennej organizacji chromatyny. Po-
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jawia si¢ pytanie rowniez o to, jak modyfikacje chromatyny, ktore regulujg ksztalt
jadra wplywaja na transkrypcje. Odpowiedzi na te pytania pozwolg zrozumiec,
jak organizacja przestrzenna chromatyny oraz ksztalt jadra wptywa na wiele waz-
nych procesow biologicznych takich jak cykl komérkowy, rozwdj, homeostaza
czy tworzenie si¢ tkanek. Badania ksztattu jadra mogg przyczynic si¢ do rozwoju
nowych rozwigzan diagnostycznych i terapeutycznych dotyczacych nowotworow,
dystrofii, progerii, a takze pozwoli¢ nam lepiej zrozumie¢ procesy starzenia si¢.
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Streszczenie: Promieniowanie UV jest jednym z najwazniejszych czynnikéw ryzyka powstawania
nowotwordéw skory zaréwno w populacji ogélnej, jak tez w grupie chorych po przeszczepieniach
narzadowych. Objawy kliniczne oparzenia stonecznego maja znamienne skutki molekularne na
powstawanie nowotworéw skory. Kancerogenny wptyw promieniowania UV polega glownie na
mechanizmach bezposredniego uszkodzenia komorkowego DNA, posredniego uszkodzenia DNA
przez reaktywne formy tlenu oraz immunosupresji. Ostabieniu ulega miejscowa odpornos$é w skorze
(hamowanie reakcji nadwrazliwosci kontaktowej), wystepuje tez zmiana w morfologii i funkcji
komorek Langerhansa, zmniejszenie zdolnosci komorek Langerhansa do prezentowania antygenu,
uwalniania IL-10, TNF, IL-1, cis-UCA, hamowania ogoélnej odpowiedzi immunologicznej (ham-
owanie reakcji nadwrazliwoéci typu péznego), uwalniania IL-1a, TNF i prostaglandyn E2, IL-10.

UVB wykazuje dziatanie genotoksyczne, od powstawania substytucji pojedynczych zasad w miejs-
cach zasad pirymidynowych, np. cytozyna (C) na tymina (T) czy tez do mutacji tandemowych — CC
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na TT, poprzez aberracje chromosomowe do mutacji genomowych — poprzez wytworzenie fotopro-
duktow — dimerycznych form z sgsiadujacych zasad pirymidynowych, gltéwnie cyklobutanowych
dimeréw pirymidynowyh i w mniejszym stopniu fotoproduktow typu 6-4.

UVA uszkadza DNA glownie przez generowanie reaktywnych form tlenu, ktére indukuja powstanie
uszkodzen oksydacyjnych w postaci modyfikacji zasad azotowych (8-oksyguanina), jednoniciowych
pekniec i rzadziej dwuniciowych peknie¢ w tancuchu DNA. Gtéwnym mechanizmem odpowiedzial-
nym za napraw¢ uszkodzen DNA jest NER (Nucleotide Excision Repair). Wyr6znia si¢ dwie odrebne
drogi dziatania NER: GG-NER oraz TC-NER. Innym mechanizmem zapobiegajacym kumulacjom
mutacji jest MMR (Mismatch Repair). U chorych, u ktorych komorki wykazujg wadliwy MMR do-
chodzi do tolerancji inkorporowanej 6-TG w DNA, a przez dalsza replikacje DNA z nienaprawionymi
btedami dochodzi do kumulacji mutacji i jednoczesnie zahamowania procesu apoptozy. Defekt MMR
pozwala zatem na przezycie i wzrost komodrek z uszkodzonym DNA, powodujac nowotworzenie.
Wiadomo, ze podstawowe leki immunosupresyjne, takie jak cyklosporyna A, takrolimus oraz az-
atiopryna zaburzaja mechanizm naprawy NER, przez co prowadza do mutagenezy indukowanej
promieniowaniem UV w skorze i zwigkszaja ryzyko skornej kancerogenezy, azatiopryna zaburza
réwniez MMR. Cyklosporyna A ma rowniez dziatanie hamujace apoptoze, co moze zwigksza¢ mu-
tagenez¢ indukowana promieniowaniem UV i kancerogeneze¢. Natomiast nowa generacja lekow —
inhibitory mTOR (sirolimus, ewerolimus) przez hamowanie kinazy mTOR w szlaku AKT moze
zaburza¢ kontrole cyklu komérkowego i indukowaé apoptoze, zwlaszcza w komorkach, w ktorych
supresorowano biatko p53. Dziatanie to daje efekt przeciwnowotworowy, jednoczeénie z dziatani-
em immunosupresyjnym, co jest istotne u chorym po przeszczepieniu narzadow.

Stowa kluczowe: UV, immunosupresja, rak skory, czerniak, przeszczepienie narzadow

Summary: UV irradiation is one of the main risk factors for the emergence of skin cancers in the
general population as well as in the group of patients after organ transplants. Clinical symptoms of
sunburn have significant molecular effects on the emergence of skin cancers. Carcinogenic effect
of UV is mainly based on the mechanisms of direct DNA injury, indirect injury of DNA by reactive
oxygen species and immunosuppression. Local resistance in skin is being weakened (suppressing
of contact hypersensitivity response), changes in morphology and functions of Langerhans’ cells,
reducing the ability of Langerhans’ cells to present the antigen, releasing IL-10, TNF, IL-1 cis-UCA,
suppressing general immune answer (suppressing delayed type hypersensitivity), releasing IL-1a,
TNF and prostaglandins E2, IL-10.

UVB is unequivocally genotoxic, from the substitution of single nucleotid, for example cytosine
(C) to thymine (T), chromosomal aberrations to genome mutations — through the formation of pho-
toproduct — dimeric forms from pyridine bases, mainly cyclobutane pyrimidine dimers to a lesser
degree in pyrimidine-(6-4)-pyrimidine photoproducts.

UVA injures DNA mostly through the generativity of reactive oxygen species, which induces the
production of oxidative injuries in the shape of the modification of nucleotide bases (8-oxoguanine),
single-strand breaks and in a lesser degree double-strand breaks in DNA.

The main mechanism responsible for the repairing of injured DNA is NER. There are two different
ways of its acting: GG-NER and TC-NER. Another mechanism that prevents cumulation of muta-
tions is MMR (Mismatch Repair). MMR-dependent processing is linked to apoptosis, and inactiva-
tion of repair provides an escape from thiopurine-induced cell death. Thus, MMR-deficient cells can
tolerate 6-TG in their DNA, and their resistance to killing by 6-TG is well documented.

It’s already known that basic immunosuppressive medicines, such as cyclosporine A, tacrolimus and
azathioprine, harm the NER’s repairing mechanism and they may lead to mutagenesis induced by
UV in the skin or the increase of the risk of skin’s carcinogenicity; azathioprine disturbs also MMR.



WPLYW PROMIENIOWANIA UV NA POWSTAWANIE NOWOTWOROW SKORY... 61

Cyclosporine A presents also acting that suppresses apoptosis, which may increase the mutagenesis
induced by UV and carcinogenicity.

On the other hand, the new generation of medicines — mTOR inhibitors (sirolimus, everolimus),
because of the effect of suppressing kinase mTOR in AKT pathway, may harm the control of cell
cycle and induce apoptosis, especially in the cells where protein p53 has been suppressed. This
acting causes anticancer effects simultaneously with immunosuppressive acting, which is important
for patients after organ transplants.

Keywords: UV, immunosuppression, skin cancer, melanoma, organ transplantation

Wykaz stosowanych skrotow: 6-4PPs — fotoprodukty typu 6-4 (ang. pyrimidine-(6-4)-pyrimidine
photoproducts), 6-TG — 6-tioguanina (ang. 6-thioguanine), 8-0x0G — 8-oksyguanina (ang. §-ox-
oguanine), AKT — serynowo-treoninowa kinaza biatkowa (ang. serine/threonine-specific protein
kinase), ATF3-aktywujacy czynnik transkrypcyjny (ang. Activating Transcription Factor 3), AZA
— azatiopryna (ang. azathioprine), BCC — rak podstawnokomoérkowy (ang. Basal Cell Carcino-
ma), C — cytozyna (ang. cytosine), CD4 — antygen roznicowania komorkowego 4 (ang. Cluster
of Differentation 4), CHS — reakcja nadwrazliwosci kontaktowej (ang. Contact Hypersensitivity
Response), CNI — ihibitory kalcyneuryny (ang. Calcineurin Inhibitors), CPDs — cyklobutanowe
dimery pirymidynowych (ang. Cyclobutane Pyrimidine Dimers), CsA — cyklosporyna A (ang. Cy-
closporine A), DSBs — dwuniciowe pgknigcia DNA (ang. Double-Strand Breaks), DTH — reakcja
nadwrazliwosci typu poznego (ang. Delayed Type Hypersensitivity), EVERO — ewerolimus (ang.
everolimus), G — guanozyna (ang. guanosine), GG-NER — globalna naprawa NER genomu (ang.
Global Genome NER), GSO3 — sulfonian guaniny (ang. guanine-6-sulfonate), HPV — wirus brodaw-
czaka ludzkiego (ang. Human Papilloma Virus), H-RAS oncogene — onkogen H-RAS (ang. Harvey
rat sarcoma viral oncogene homolog), HR — rekombinacja homologiczna (ang. Homologous Re-
combination), HSV — wirus opryszczki pospolitej (ang. Herpes Simplex Virus), IL-1 — interleukina
1 (ang. interleukin 1), IL-10 — interleukina 10 (ang. interleukin 10), MHC — gtowny uktad zgod-
nosci tkankowej (ang. Major Histocompatibility Complex), MK — migsak Kaposiego (ang. Kaposi
Sarcoma), MMF — mykofenolan mofetylu (ang. Mycophenolate Mofetil), MMR — naprawa bt¢dnie
sparowanych zasad azotowych (ang. Mismatch Repair), MPS — mykofenolan sodu (ang. mycophe-
nolate sodium), mTOR Kkinase — kinaza bialkowa treoninowo-serynowa (ang. mammalian target of
rapamycin kinase), NER — naprawa przez wycigcie nukleotydu (ang. Nucleotide Excision Repair),
NFAT - czynnik jadrowy aktywowanyck komorek T (ang. Negative calcineurin/nuclear Factor
of Activated T cells), NHEJ — scalanie nichomologicznych koncéw DNA (ang. Non-Homologous
End Joining), NMSC — nieczerniakowe nowotwory skory (ang. Non- Melanoma Skin Cancers),
OTRs — biorcy narzaddéw (ang. Organ Transplant Recipients), PREX2 (ang. Phosphatidylinosi-
tol-3,4,5-Trisphosphate Dependent Rac Exchange Factor 2), PSI — inhibitory sygnatu proliferacji
(ang. Proliferation Sygnal Infibitors), RAC1 — (ang. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1),
RAPA — rapamycyna (ang. rapamycin), ROS — reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen Spe-
cies), SCC — rak kolczystokomorkowy (ang. Squamous Cell Carcinoma), SCLE — posta¢ podostra
skorna tocznia rumieniowatego (ang. Subcutaneous Lupus Erythematodes), SIR — sirolimus (ang.
sirolimus), SSBs — jednoniciowe peknigcia DNA (ang. Single-Strand Breaks), T — tymina (ang.
thymine), TAC — takrolimus (ang. tacrolimus), TC-NER — naprawa NER sprzezona z transkrypcja
(ang. Transcription-Coupled NER), Thl — limfocyty pomocnicze 1 (ang. T helper 1 limphocytes),
Th2 — limfocyty pomocnicze 2 (ang. T helper 2 limphocytes), TNF-a — czynnik martwicy nowotwo-
ru o (ang. tumor necrosis factor- o), TGF — transformujacy czynnik wzrostu beta (ang. Transform-
ing Growth Factor beta), cis-UCA — izomer cis kwasu urokanowego (ang. cis isomer of Urocanic
Acid), trans-UCA — izomer trans kwasu urokanowego (ang. trans isomer of Urocanic Acid), UCA
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— kwas urokanowy (ang. Urocanic Acid), UV- promieniowanie ultrafioletowe (ang. Ultraviolet ra-
diation), UVA — promieniowanie ultrafioletowe typu A (ang. Ultraviolet radiation type A), UVB —
promieniowanie ultrafioletowe typu B (ang. Ultraviolet radiation type B), UVC — promieniowanie
ultrafioletowe typu C (ang. Ultraviolet radiation type C), XP — skora pergaminowata i barwnikowa
(ang. Xeroderma Pigmentosum), XRCC2 — biatko (ang. X-ray Repair Cross-Complementing protein
2), XRCC3 - biatko (ang. X-ray Repair Cross-Complementing protein 3).

WSTEP

Nowotwory sg jedng z gldwnych przyczyn zgonu chorych po przeszczepieniu
narzadow. Wsrod wszystkich nowotwordéw powstajacych de novo po transplan-
tacji najczestsze sa nowotwory skory. Ryzyko rozwoju raka skory u biorcow
przeszczepu — OTRs (ang. Organ Transplant Recipients), zalezy od wielu czyn-
nikéw (Tab. 1). Jednym z czynnikéw ryzyka majacym wptyw na kancerogeneze
skorng jest promieniowanie stoneczne, zwlaszcza krotkofalowe promieniowanie
ultrafioletowe. Zwigzek miedzy ekspozycja na promieniowanie sloneczne a wy-
stepowaniem rakow skory, ktory jest dobrze poznany w populacji ogdlnej istnieje
rowniez w populacji OTRs [42].

Ryzyko rozwoju nowotworow zto§liwych skory po transplantacji narzadow jest
znacznie wyzsze wsrod pacjentow zamieszkujacych strefe podzwrotnikowsa i zwrot-
nikowa. Obserwuje si¢ to szczegolnie wérdd pacjentow z fototypem I-I11 wedtug
klasyfikacji Fitzpatricka, zamieszkujagcych wyzej wymienione strefy. Nowotwory
te sg rzadsze u Azjatéw, np. w Japonii, gdzie ryzyko rozwoju raka skory i migsaka
Kaposiego — MK (ang. Kaposi Sarcoma) jest bardzo niskie [44, 22]. Wiadomo, Ze
u OTRs rasy kaukaskiej ze strefy podzwrotnikowej ryzyko raka kolczystokomorko-
wego — SCC (ang. Squamous Cell Carcinoma) wzrasta 65-250 razy, natomiast raka
podstawnokomodrkowego — BCC (ang. Basal Cell Carcinoma) okoto 10-krotnie [20,
31]. Natomiast w populacji zamieszkujacej strefe umiarkowang ryzyko tych nowo-
twordw jest mniejsze (wzrasta okoto 34-krotnie) [31, 25, 6].

Stopien ryzyka wystgpowania czerniaka u OTRs nie jest dokladnie znany
i bywa opisywany jako identyczny jak w grupie chorych immunokompetentnych
albo zwickszony nawet 12-krotnie [7]. Z badan wynika, ze BCC i czerniak sg zwia-
zane z krotkimi, intensywnymi ekspozycjami na promieniowanie ultrafioletowe
— UV (ang. Ultraviolet radiation) oraz epizodami ci¢zkich poparzen stonecznych.
Ryzyko SCC rosnie u chorych z wysoka kumulacyjna ekspozycja na promieniowa-
nie UV. Obserwacje kliniczne wskazuja, ze nowotwory skory indukowane przez
przewlekta ekspozycje stoneczng sg znacznie bardziej immunogenne i podatne na
reakcje odpowiedzi immunologicznej. W badaniach prowadzonych na myszach ob-
serwowano regresje guzow o charakterze SCC wywotanych promieniowaniem UV,
po przeniesieniu komoérek nowotworowych z hodowli do gospodarza immunokom-
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petentnego. Wzrost nowotworow skory obserwowano jedynie u osobnikéw podda-
nych immunosupresji oraz u zwierzat z prawidtowym uktadem immunologicznym
w przypadku rakéw SCC wywotanych czynnikami chemicznymi.

TABELA 1. Czynniki ryzyka rozwoju nowotwordw skory u chorych po przeszczepieniu narzadow
TABLE 1. Risk factors for developing a skin cancer among organ transplant recipients

Wspélne z populacja ogélng

Specyficzne dla populacji po
przeszczepieniach narzadow

Srodowiskowe Genetyczne
Wiek Fototyp skéry 1111, Przetoka shuzaca do dializ
Niezdolno$¢ do opalania

Przewlekle blizny, Kolor oczu Przyczyna niewydolnos$ci narzadu

owrzodzenia (wielotorbielowatos¢ nerek kiebuszko-

przetoki we zapalenia nerek, pierwotne stward-
niajace zapalenie drog zotciowych,
nefropatia analgetyczna [24, 32])

Szeroko$¢ geograficzna Kolor wlosow Czas trwania dializoterapii

Ekspozycja na promieniowanie
UV, jonizujace

Pochodzenie etniczne

Przyjmowanie lekow immu-
nosupresyjnych w okresie
przedtransplantacyjnym

Infekcja wirusem brodawczaka | Ple¢ meska Wystapienie ogniska SCC w okresie
ludzkiego — HPV przedtransplantacyjnym

Infekcje bakteryjne (przewlekta

gruzlica skory) Rodzaj przeszczepionego narzadu
Palenie tytoniu HLA-A11 Rodzaj i czas trwania leczenia immu-

Otylosé

Polimorfizm genu p53

Stres oksydacyjny, wolne
rodniki tlenowe — ROS

Polimorfizm genu
promotorowego I1-10

Polimorfizm genu GST

nosupresyjnego po przeszczepieniu

CHARAKTERYSTYKA PROMIENIOWANIA UV

W zaleznosci od dtugos$ci fali, promieniowanie UV mozna podzieli¢ na pro-
mieniowanie ultrafioletowe typu A — UVA (ang. Ultraviolet radiation type A), pro-
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mieniowanie ultrafioletowe typu B (ang. Ultraviolet radiation type B) i promie-
niowanie ultrafioletowe typu C (ang. Ultraviolet radiation type C). Promieniowanie
UVC jest catkowicie pochtaniane przez atmosfer¢ i nie dociera do powierzchni Zie-
mi. Mimo, ze czg$¢ promieniowania UVB jest pochtaniana przez warstwe¢ ozonowa
w stratosferze, a ilos¢ frakcji UVB docierajgca do powierzchni Ziemi jest znacznie
mniejsza w stosunku do UVA, to promieniowanie UVB jest jednak w najwigkszym
stopniu odpowiedzialne za reakcje oparzenia slonecznego i najprawdopodobniej
rowniez za proces kancerogenezy skory. Wiadomo, ze powyzej 80% efektywne;j
dawki promieniowania UV pochodzi z pasma UVB. Efekt oparzenia slonecznego
oraz wtorny proces kancerogenezy sa skutkami pierwotnego uszkodzenia DNA in-
dukowanego promieniowaniem UV, przede wszystkim UVB [15].

TABELA 2. Wplyw promieniowania UV na skorg (zrodlo [42])
TABLE 2. The impact of UV radiation on the skin (source [42])

e reakcja zapalna w skorze

*  apoptoza komorek

e rozszerzenie naczyn krwiono$nych
*  przenikanie leukocytow

*  uszkodzenie DNA z wytworzeniem np.
8-oksoguaniny

e hamowanie reakcji nadwrazliwosci kontak-
towej — CHS

e zmiany w morfologii i funkcji komorek
Langerhansa

e zmniejszenie zdolnosci komoérek Langerhan-
sa do prezentowania antygenu

¢ uwolnienie IL-10, TNF-alfa, IL-1 kwasu
cis-urokanowego

e hamowanie reakcji nadwrazliwosci typu
poznego — DTH

e uwolnienie IL-1 alfa, TNF alfa, prostaglan-
dyn E2, IL-10
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WPLYW PROMIENIOWANIA UV NA SKORE

Reakcja skory na nadmierne dziatanie promieniowania UV jest oparzenie sto-
neczne, w ktorym poczatkowo dochodzi do silnej reakcji zapalnej, a nastepnie $§mier-
ci komorek naskorka w procesie apoptozy (Tab. 2). Nastepuje rozszerzenie naczyn
krwiono$nych, wynaczynianie, przenikanie leukocytow, uwalnianie prostaglandyn
1 innych mediatoréw zapalnych z uszkodzonych keratynocytow, skutkiem tego jest
powstanie rumienia i narastanie obrzgku. Po intensywnym oparzeniu stonecznym
tworzg si¢ pecherze, a nastepnie ztuszcza si¢ powierzchnia naskorka. Fototypy I -111
wg klasyfikacji Fitzpatricka sa szczeg6lnie narazone na reakcj¢ oparzenia.

Skéra poddawana przewleklemu narazeniu na promieniowanie UV stopniowo
adaptuje si¢ do czynnika uszkadzajacego, jakim jest promieniowanie UV. Nad-
mierne reakcje zapalne w skorze sa naturalnym czynnikiem obrony organizmu.

PROCESY MOLEKULARNE WYWOLYWANE
PRZEZ UV W SKORZE

Promieniowanie UV powodujac utlenianie biatek zaangazowanych w budowe
cytoszkieletu, metabolizm i transdukcje sygnatu (czego najczestszg postacia jest
karbonylacja) przyczynia si¢ do uszkadzania proteomu. Akumulacja nadmiernie
karbonylowanych protein moze doprowadzi¢ do kancerogenezy przez wytwarza-
nie ROS o aktywnosci genotoksycznej jak i przez bezposrednie uposledzanie sys-
temu detekcji uszkodzen DNA, zwiekszajac ryzyko, ze uszkodzone DNA ulegnie
replikacji generujac onkogenne mutacje [49].

Reaktywne formy tlenu — ROS (ang. Reactive Oxygen Species), generowa-
ne przez komorki narazone na stres zwigzany z promieniowaniem gtéwnie UVA,
ale tez i UVB, moga powodowa¢ posrednie uszkodzenia zasad DNA i wytworze-
nie produktow, takich jak 8-oksyguanina-8-0xoG (8-oxoguanine). Mechanizmy
obronne skoéry angazujg rézne czasteczki wytapujace wolne rodniki, tworzace si¢
w wyniku promieniowania UV. Tiole, melanina i antyoksydacyjne systemy enzy-
matyczne i nieenzymatyczne absorbuja i eliminuja prawie wszystkie potencjalnie
kancerogenne elementy uszkadzajace DNA. Promieniowanie UV moze by¢ ab-
sorbowane przez wiele chromoforéw, izomery trans kwasu urokanowego -trans-
-UCA (ang. trans isomer of Urocanic Acid), lipidy btony komorkowej, pierscie-
nie hemu w erytrocytach warstwy brodawkowatej skory wtasciwej, hemoglobine
oraz przez samo DNA.

System naprawiajacy DNA, ktory jest obecny we wszystkich komorkach
i skutecznie niweluje uszkodzenia DNA, jest najbardziej skuteczny w keratyno-
cytach naskorka. To wlasnie keratynocyty jako pierwsze sg narazone na ekspozy-
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cje sloneczng i majg znacznie skuteczniejsze mechanizmy naprawcze DNA niz
np. limfocyty T. Mechanizmy te z czasem trwania ekspozycji na UV oraz z wie-
kiem chorego moga powodowaé gromadzenie bledow w kodzie genetycznym
i doprowadzi¢ do kancerogenezy. Niedobor lub nieprawidlowe dziatanie réznych
elementdéw systemu naprawy uszkodzen DNA prowadzi do réznych typdéw geno-
fotodermatoz, np. skory pergaminowej i barwnikowej -XP (Xeroderma Pigmen-
tosum), w ktoérej pacjenci rozwijajg wszystkie rodzaje nowotwordéw ztosliwych
skory juz we wezesnym okresie zycia.

IMMUNOSUPRESYJNY WPLYW
PROMIENIOWANIA UV NA SKORE

Promieniowanie UV, oprdocz bezposredniego wplywu na procesy prowadzace
do uszkodzenia DNA, wykazuje rowniez znaczacy wplyw na lokalng i ogdlng
odpowiedz immunologiczng (Tab. 2).

Indukowana szczegolnie przez promieniowanie UVB lokalna immunosupre-
sja, hamuje reakcj¢ nadwrazliwosci kontaktowej — CHS (ang. Contact Hypersen-
sitivity Response), wywolywang przez rozne hapteny, §wiadczaca o aktywnosci
komorek dendrytycznych w skorze. Za inhibicje tej reakcji odpowiadajg wyin-
dukowane przez promieniowanie UVB zmiany w morfologii i funkcji komorek
Langerhansa w naskorku. Prowadzi to do unieruchomienia lub w przypadku wy-
sokich dawek promieniowania UV $mierci tych komorek. Dochodzi do uwolnie-
nia wielu rozpuszczalnych czynnikow immunosupresyjnych, takich jak interleu-
kiny-10 (ang. interleukin 10, 1L-10), czynnika martwicy nowotworu — TNF (ang.
Tumor Necrosis Factor), interleukiny-1 (ang. interleukin 1, 1L-1), czy izomeru cis
kwasu urokanowego — cis-UCA (ang. cis isomer of Urocanic Acid).

Promieniowanie UVB roéwniez zmniejsza zdolnos¢ komorek Langerhansa do
prezentowania antygenow, zaleznych od gtownego uktadu zgodnosci tkankowe;j
-MHC (ang. Major Histocompatibility Complex).

Napromieniowanie komorek Langerhansa niskg dawka promieniowania UVB
powoduje takze preferencyjng aktywacje komoérek CD4+ (ang. Cluster of Differ-
entation 4) w populacji limfocytéw pomocniczych 2 — Th2 (ang. T helper 2 lym-
phocytes). Brak aktywacji komorek CD4+ i limfocytow pomocniczych 1 — Thl
(ang. T helper 2 lymphocytes) sprawia, ze komorki Langerhansa zmieniajg si¢
z immunogennych na tolerogenne komorki prezentujace antygen [48]. IL-10 po-
chodzaca z indukowanych promieniowaniem UV keratynocytow hamuje funkcje
prezentowania antygenu przez komorki Langerhansa [3, 13].

Inny czynnik immunosupresyjny — czynnik martwicy nowotworu o — TNF-a
(ang. Tumor Necrosis Factor-a), jest prawdopodobnie zaangazowany w migracj¢
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komoérek Langerhansa z eksponowanej na promieniowanie UV skéry do regio-
nalnych weztow chtonnych, gdzie komorki te prezentujg antygeny limfocytom T.
Przypuszcza si¢ rowniez, ze geny TNF-0 mogg determinowac reakcje wrazliwo-
$ci skory na promieniowanie UVB [36].

Wyzsze dawki promieniowania UVB u myszy (>2 kJ/m?) powoduja zaha-
mowanie zardwno nadwrazliwo$ci kontaktowej CHS, jak i nadwrazliwosci typu
poznego -DTH (ang. Delayed Type Hypersensitivity), a to wplywa na ogoélna od-
powiedz immunologiczng [2, 4, 13, 51, 52]. Dochodzi do zaburzen w sygnalizacji
w wyniku powstawania mutacji fotoreceptora DNA. Pojawiajg si¢ zmiany struk-
turalne w receptorze kwasu urokanowego- UCA (ang. Urocanic Acid) i dochodzi
do uwolnienia wielu mediatorow o wlasciwosciach immunosupresyjnych, takich
jak IL-1a, TNF-a, prostaglandyn E2 i IL-10 [3, 5, 14, 38, 46, 50, 54].

Indukowana przez UVB immunosupresja jest odpowiedzialna za hamowanie
odpornosci komorkowej i w zwiazku z tym jest czynnikiem wyzwalajacym i wa-
runkujacym rozwdj i przebieg wielu chorob skory. Przede wszystkim przyczynia
si¢ do wywotania zapalenia i $mierci komorek naskorka, przedwczesnego starze-
nia si¢ skory i zapoczatkowania kancerogenezy skornej. Odgrywa réwniez bar-
dzo wazng rolg¢ w rozwoju wielu fotodermatoz, takich jak wielopostaciowe osutki
swietlne, pokrzywka stoneczna, reakcje fototoksyczne i fotoalergiczne, przewle-
kte postoneczne zapalenie skoéry oraz fotodermatoz wtérnych, takich jak porfi-
rie [11, 28, 29]. Doskonale poznana jest takze zalezno$¢ oparzenia stonecznego
i zaostrzenia zmian skornych w przebiegu tocznia rumieniowatego, szczegodlnie
jego postaci obrzekowej (lupus tumidus) czy postaci podostrej skornej tocznia
rumieniowatego — SCLE (ang. Subcutaneous Lupus Erythematodes), jak i chorob
infekcyjnych — aktywacja zakazenia wirusem opryszczki zwyklej — HSV (ang.
Herpes Simplex Virus).

BEZPOSREDNI WPLYW PROMIENIOWANIA UV NA DNA

Uszkodzenia DNA indukowane przez promieniowanie UV moga spowodo-
waé zmiany w genomie, zaczynajac od subtelnych mutacji punktowych (zmiana
pojedynczej zasady) do ogromnych aberracji chromosomowych, a nawet tworze-
nia mikrojader — matych satelit jader glownych. Najbardziej krytyczna fazg cyklu
komoérkowego w nabywaniu mutacji genomowych jest faza S cyklu komorkowe-
go (Tab. 3).

Promieniowanie UVB jest tatwo absorbowane przez DNA, ze wzgledu na
duzg liczbe pierscieni aromatycznych w jego budowie. Dochodzi do uszkodzenia
DNA i wytwarzania dimerycznych form z sasiadujacych zasad pirymidynowych,
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gtownie cyklobutanowych dimeréw pirymidynowych — CPDs (ang. Cyclobuta-
ne Pyrimidine Dimers) 1 w mniejszym stopniu fotoproduktéw typu 6-4 — 6-4PPs
(ang. Pyrimidine-(6-4)-Pyrimidone Photoproducts), w stosunku 4:1. Fotoproduk-
ty te doprowadzaja do powstawania mutacji punktowych, polegajacych na substy-
tucji pojedynczych zasad w miejscach zasad pirymidynowych, np. C na T (okoto
70% wszystkich mutacji), czy tez do mutacji tandemowych — CC na TT (okoto
10%). Uwaza sie, ze mutacje te sa charakterystyczne dla dzialania promieniowa-
nia UV — UVR fingerprint [15, 27, 37]. Nowo odkryte onkogeny, takie jak RAC1
(ang. Ras-related C3 Botulinum Toxin Substrate 1) 1 PREX2 (ang. Phosphatidy-
linositol-3,4,5-Trisphosphate Dependent Rac Exchange Factor 2) prawdopodob-
nie predysponujg do rozwoju czerniaka skory. Mutacja RACI jest znamienna dla
promieniowania stonecznego, a mutacja PREX2 najczeSciej potwierdzana jest
w czerniakach z obszaru skory nastonecznianej [10, 17].

TABELA 3. Mechanizmy uszkodzenia DNA skory przez UV, (zrodto [42])
TABLE 3. Mechanisms of skin DNA damage by UV radiation (source [42])

CPDs , 6-4PPs
DSBs
mutacje punktowe C na T

Ll

mutacje tandemowe CC-TT

CPDs

DSBs

mutacje punktowe T na G
mutacje tandemowe TT-GG
ROS

SSBs, DSBs

Ll

{

Posredni mechanizm uszkodzenia zasad DNA przez ROS jest dos¢ wazny, jed-
nak dominujacym uszkodzeniem DNA w skorze indukowanym przez promienio-
wanie UVA jest tworzenie CPDs [37]. CPDs powoduja wzrost czestosci dwunicio-
wych peknig¢ DNA- DSBs (ang. Double-Strand Breaks) podczas replikacji DNA
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w fazie S cyklu komorkowego [12]. ROS generowane wskutek absorpcji promie-
niowania UVB, a gtéwnie UVA przez chromofory komoérkowe moga powodowaé
uszkodzenia DNA, ktore prowadza do powstawania jednoniciowych peknig¢ DNA
— SSBs (ang. Single-Strand Breaks) i w mniejszym stopniu DSBs. Przyjmuje si¢, ze
pojedyncze nienaprawione DSB wystarcza do indukcji procesu apoptozy komorki.

Generowane ROS oraz CPDs powodujg autofagi¢ (samotrawienie komorki).
Dysregulacja tego szlaku przyczynia si¢ do rozwoju chorob skory, w tym kance-
rogenezy [45].

Polimorfizm genoéw, ktoére koduja biatka biorgce udzial w naprawie DSBs-
XRCC2 (ang. X-ray Repair Cross-Complementing Protein 2), XRCC3 (ang. X-ray
Repair Cross-Complementing Protein 2), ligaza IV, wptywaja na zdolno$¢ napraw-
cza DNA i warunkuja wzrost ryzyka kancerogenezy indukowanej promieniowa-
niem UV. Pacjenci, u ktorych wykryto nowotwor skory, wykazujg znacznie wieksza
wrazliwo$¢ na powstawanie DSBs w leukocytach napromieniowanych UV [18, 53].

Uszkodzenia o charakterze DSBs sa powodowane rowniez przez wiele innych
genotoksycznych czgsteczek, dlatego nie sa one wylgcznie znamienne dla promie-
niowania UV.

MECHANIZMY NAPRAWCZE USZKODZEN
WYWOLANYCH PROMIENIOWANIEM UV W SKORZE

Gléwnym mechanizmem odpowiedzialnym za naprawe uszkodzen DNA jest
naprawa przez wyciecie nukleotydu — NER (ang. Nucleotide Excision Repair). Po-
lega na mechanizmie ,,wytnij i wklej”, ktory angazuje wiele enzymow, umozliwia-
jacych rozpoznawanie i wycinanie oligomerow zawierajacych uszkodzenia oraz
wypetnianie luk w nici DNA. Wyrd6znia si¢ dwa odrgbne dziatania NER: globalna
naprawa NER genomu -GG-NER (ang. Global Genome NER) oraz naprawa NER
sprzgzona z transkrypcja — TC-NER (ang. Transcription-Coupled NER). GG-NER
zajmuje si¢ uszkodzeniami DNA nie poddawanego transkrypcji, zawartego w wigk-
szosci genomu, natomiast TC-NER dotyczy transkrybowanej nici aktywnego genu
i usuwa uszkodzenia hamujace polimerazg¢ RNA podczas transkrypcji. GG-NER
1 TC-NER r6znig si¢ sposobem rozpoznawania uszkodzenia i biologicznymi skut-
kami dziatania [47]. GG-NER chroni przed mutacjami w genomie powstatymi na
skutek replikacji nienaprawionych uszkodzen, ktore mogtyby prowadzi¢ do nowo-
tworzenia, natomiast TC-NER zapewnia prawidtowg i skuteczng transkrypcje ge-
néw, ktora odgrywa wazng role w ochronie przeciw starzeniu.

Wady w obrebie systemu TC-NER bardzo podnosza wrazliwo$¢ na dziatanie
promieniowania UV, powodujac ostre poparzenia stoneczne, natomiast w przy-
padku GG-NER nie obserwuje si¢ takiego wptywu. Nieprawidlowe dzialanie
GG-NER moze powodowac znaczacy wzrost mutagenezy 1 kancerogenezy, kto-
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re obserwuje si¢ np. u pacjentow z XP. Jesli uszkodzenia DNA, CPDs i 6-4PPs
nie sg usuniete z transkrybowanych nici DNA, komorka jest bardziej wrazliwa
na zahamowanie cyklu komoérkowego i apoptoze. Zatrzymanie cyklu pozwala na
uzyskanie dluzszego czasu na naprawe, uruchomienie alternatywnych mechani-
zmow naprawy, takich jak rekombinacja homologiczna — HR (ang. Homologous
Recombination) lub scalanie niechomologicznych koncow DNA — NHEJ (ang.
Non-Homologous End Joining).

Natomiast wyzwolona apoptoza powoduje $Smier¢ komorki, ktéra mogtaby
by¢ replikowana z nadmiernie uszkodzonym genomem i co mogloby powoli spo-
wodowa¢ wzrost liczby btedow w trakcie replikacji. Nieprawidtowo$¢ w obrebie
GG-NER, jak to si¢ dzieje w przypadku pacjentoéw XP typu C (najczgstszy typ
XP w populacji rasy biatej), nie wyzwala sygnatow alarmowych w celu zahamo-
wania cyklu komérkowego, a apoptoza nie jest wzmozona. Wigze si¢ to z tym,
ze TC-NER jest wciaz sprawne i komorka z uszkodzeniem istniejacym w jej nie-
transkrybowanym DNA moze nadal replikowac. Replikacja takiego uszkodzenia
DNA jest jednak zwiazana ze zwickszong mutagenezg. U pacjentow z XP, z cigz-
kim defektem GG-NER, przy braku $cistej ochrony przed promieniowaniem UV,
powstaje wiele rakow skory juz w wieku dziecigcym; pacjenci ci umieraja przed
osiagnieciem 20 roku zycia.

ROLA LEKOW IMMUNOSUPRESYJNYCH
ORAZ ICH WSPOLDZIALANIE Z UV
W ETIOPATEGENIE NOWOTWOROW SKORY

Istnieje wiele mechanizmow, ktéorymi leki immunosupresyjne wptywaja na
mutagenez¢ indukowang promieniowaniem UV w skorze izwigkszaja ryzyko
kancerogenezy. Do podstawowych lekow stosowanych wsrod chorych wymaga-
jacych immunosupresji zalicza si¢ cyklosporyne A — CsA (ang. cyclosporine A),
takrolimus — TAC (ang. tacrolimus) oraz azatiopryng — AZA (ang. azathioprine)
oraz leki nowej generacji jak mykofenolan mofetulu — MMF (ang. mycophenolate
mofetil)/ mykofenolan sodu — MPS (ang. mycophenolate sodium) czy sirolimus —
SIR( ang. sirolimus)/ ewerolimus — EVERO (ang. everolimus).

CsA wykazuje dziatanie hamujace apoptoze, co moze zwigksza¢ mutagene-
z¢ indukowang promieniowaniem UV i kancerogenez¢. Udowodniono, ze CsA
sprzyja wzrostowi guza i przerzutom przez wzrost ekspresji transformujgcego
czynnika wzrostu beta — TGF B (ang. Transforming Growth Factor beta), nie-
zaleznie od jej dzialania immunosupresyjnego [21, 55]. Nowotwory promowane
przez stosowanie CsA wytwarzaja rowniez wigcej VEGF (ang. Vascular Endothe-
lial Growth Factor), co rbwniez przyspiesza przerzutowanie [19]. Ponadto wzrost
odsetka tandemowych mutacji obserwowanych w mutacji biatka p53 u chorych po
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przeszczepieniu narzagdéw moze by¢ zwigzany ze spowalniajagcym naprawe DNA
i hamujacym apoptoze dzialaniem CsA, ktora jest czedciej stosowana niz AZA.
W przeciwienstwie do CsA wydaje sig¢, ze mutacja biatka p53 nie powstaje po fo-
touwrazliwieniu przez AZA, jednak catkowita liczba przebadanych mutacji jest
zbyt mata, by moc to potwierdzi¢ [34, 43]. Dotychczas nie podjgto rowniez proby
znalezienia zalezno$ci migdzy mutacjg w genie p53 a poszczegolnymi schematami
immunosupresji lub tez grupy badane byty zbyt male, by wyciagna¢ takie wnioski.

CsA wchodzi rowniez w interakcje z mechanizmami naprawy DNA promujac
powstawanie nowotworow. Poprzez inhibicje kalcyneuryny, ktora jest zaangazo-
wana w NER, CsA zmniejsza zdolno$ci NER. Przyczynia si¢ do tego takze dzia-
lanie CsA na supresje¢ biatka p53, posredniego inicjatora NER [30].

Badania wskazujg na role aktywujgcego czynnika transkrypcyjnego ATF3
(ang. Activating Transcription Factor 3) w rozwoju SCC, bedacego wynikiem
terapii inhibitorami kalcyneuryny CNI (ang. Calcineurin Inhibitors). Wskazano,
ze ATF3, jako onkogen hamujacy transkrypcje p53, jest promowany przez t¢ gru-
pe lekow, poniewaz jest pod kontrola NFAT (ang. Negative calcineurin/nuclear
Factor of Activated T cells). Dziunycz 1 wsp. analizowali wptyw promieniowania
UV na ekspresje ATF3 i jego potencjalny wptyw na rozwo6j SCC. Okazuje si¢, ze
ekspresja ATF3 wzrasta znamiennie przy zastosowaniu tacznym CsA z UVA [9].

Wedtug badan TAC hamuje apoptoze keratynocytow, a to promuje przetrwanie
i proliferacj¢ uszkodzonych przez UV komorek [35]. Mimo wspdlnego mechani-
zmu dziatania z CsA oraz podobnego nowotworowego potencjatu indukowane-
go przez wzrost TGF B [33], TAC wydaje si¢ mniej indukowac nieczerniako-
we nowotwory skory NMSC (ang. Non-Melanoma Skin Cancers) w porownaniu
z CsA. Kasiske i wsp. zbadali zalezno$¢ migdzy leczeniem immunosupresyjnym
a wystepowaniem NMSC. Stwierdzono mniej incydentow NMSC u chorych po
przeszczepieniu nerki otrzymujacych TAC, niz u chorych leczonych AZA [26].

Chociaz promieniowanie UVA ma mniejszy wptyw na uszkodzenia DNA
w poréwnaniu z promieniowaniem UVB, to niektore leki immunosupresyjne
stosowane u chorych po przeszczepieniu narzgdéw wzmacniajg wlasnie dziata-
nie UVA w uszkadzaniu DNA. Takim lekiem jest AZA, stosowana w tej grupie
chorych, ktéra w wyniku syntezy puryn, jako metabolit 6-tioguanina -6-TG (ang.
6-Thioguanine) ulega inkorporacji w DNA jako pseudozasada. Tworzy si¢ tioana-
log powodujacy uwrazliwienie komorek na promieniowanie UVA. Interakcja ta
generuje ROS, ktore utleniajg 6-TG do sulfonianu guaniny — GSO3 (ang. Guani-
ne-6-Sulfonate). W ten sposéb AZA indukuje uszkodzenia DNA i zwigksza wraz-
liwos¢ skory na poparzenia stoneczne spowodowane promieniowaniem UVA [39]
(Rye. 1). Te trzy produkty: CPDs, 6-4PPs i GSO3 blokuja transkrypcje i repli-
kacje DNA. W zwigzku z tym niezbedne sa mechanizmy naprawcze tych uszko-
dzen, ktére umozliwiaja zachowanie funkcjonalnosci komérkom i pozwalaja na
dalsze podzialy bez btedow.
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RYCINA 1. UV-zalezna kancerogeneza skorna z uwzglednieniem wptywu lekéw immunosupresyj-
nych, (zrédto [42] na podstawie [15])

FIGURE 1. UV-dependent cutaneous carcinogenesis including the effect of immunosuppressive drugs
(source [42] based on [15])
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AZA rowniez, jako tiopurynowy prolek, powoduje powstawanie tiopuryno-
wych nukleotydow przez wiaczanie do DNA 6-TG. 6-TG jest prekursorem uszko-
dzen DNA i substratem naprawy btednie sparowanych zasad azotowych — MMR
(ang. Mismatch Repair), migdzy dwoma komplementarnymi ni¢émi DNA. MMR
jest powigzany z procesem apoptozy, a inaktywacja tego mechanizmu powoduje za-
hamowanie $mierci komoérki. Komorki majace defekt MMR tolerujg inkorporowa-
na 6-TG w ich DNA, a przez dalsza replikacje z nienaprawionymi btedami docho-
dzi do kumulacji mutacji. Komorki te maja rowniez znacznie wigksza wrazliwos¢
na uszkodzenia DNA indukowane tiopurynami. Defekt MMR w skorze chorych po
przeszczepieniu narzadéw przyjmujacych przewlekle AZA pozwala na przezycie
i wzrost komorek z uszkodzonym DNA, powodujgc nowotworzenie. AZA ma tak-
ze znaczacy wpltyw na powstawanie klonéw komoérek z wadliwym MMR; zaburza
jego prace. Poniewaz proces MMR jednocze$nie warunkuje naprawe uszkodzen
indukowanych przez promieniowanie UV, u pacjentdéw leczonych AZA istnieje
znamiennie zwigkszone ryzyko rozwoju raka skory [39, 40]. AZA ponadto zmniej-
sza zdolno$¢ do naprawy uszkodzen DNA indukowanych przez promieniowanie
UV. Przyczyniajac si¢ do wytwarzania ROS, prowadzi ona do uszkadzania biatek,
przez co zmniejsza zdolno$¢ NER. Najprawdopodobniej AZA hamuje ostatni etap
NER- resynteze wycietych fotoproduktéw DNA zawierajacych oligonukleotydy.
Natomiast, zdaje si¢, ze AZA nie ma wplywu na zdolno$¢ nacinania uszkodzonych
przez UV nukleotydow, przez co peknigte nici mogg rekrutowac alternatywne me-
chanizmy naprawcze. Mechanizm ten ttumaczy zmniejszone ryzyko nowotworow
skory u chorych leczonych AZA w poréwnaniu z CNI [16, 30]. AZA nie jest juz
stosowana de novo w transplantologii, jednak pacjenci leczeni tym lekiem od wielu
lat wymagaja $cislego nadzoru dermatologicznego [42].

Wiadomo, ze MMF wprawdzie nie prowadzi do inkorporacji pseudozasad
w DNA, jednak jego hamujacy wplyw na syntez¢ puryn moze mieC nastgpstwa
w uzupehianiu luk w DNA przez NER. Dworkin i wsp., w badaniu na modelu
zwierzecym jednoczesnego wptywu UV irdéznych lekow immunosupresyjnych
(oprocz AZA), stwierdzili najmniej aberracji chromosomalnych w guzach u my-
szy leczonych MMF i SIR [8].

Hamowanie przez SIR, EVERO kinazy biatkowej treoninowo -serynowej —
mTOR (ang. mammalian Target of Rapamycin kinase) w szlaku serynowo-tre-
oninowej kinazy bialkowej — AKT (ang. serine/threonine-specific protein kinase)
moze zaburza¢ kontrol¢ cyklu komoérkowego i indukowac apoptoze, szczegdlnie
w komorkach, w ktorych supresorowano biatko p53 [23]. Hamowanie mTOR
sprawia, ze dziatajg antyproliferacyjnie, hamuja angiogeneze i wzrost guzow. In-
hibitory sygnatu proliferacji — PSI ( ang. Proliferation Signal Inhibitors) maja
przez to unikalne, podwdjne dziatanie- wykazuja efekt przeciwnowotworowy,
przy zachowanym efekcie immunosupresyjnym.
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Ponadto wiadomo, ze CsA oraz AZA zaburzaja mechanizm naprawy NER,
prowadzac do mutagenezy indukowanej promieniowaniem UV w skorze i zwigk-
szajac ryzyko skornej kancerogenezy.

MUTACJE p53 WYWOLANE PROMIENIOWANIEM UV

Nowotwory skoéry wykazuja znamienne dla promieniowania UV mutacje
w genie kodujacym biatko p53, czynniku transkrypcyjnym o wlasnosciach supre-
sora nowotworowego. Mutacje pS3 mozna stwierdzi¢ w 90% SCC oraz 50% BCC.
Zmiany przednowotworowe, takie jak rogowacenie stoneczne, ktdére moze by¢
stanem poprzedzajacym rozwoj SCC, czesto charakteryzuje si¢ mutacjg w obrgbie
tego biatka. Komorki wykazujgce nadekspresje zmutowanego biatka p53 mozna
zidentyfikowa¢ mikroskopowo, juz przed pojawieniem si¢ zmiany widocznej kli-
nicznie. Keratynocyty zawierajace zmutowane biatko p53, w przeciwienstwie do
komoérek SCC mogg nie wywotywaé odpowiedzi uktadu immunologicznego czy
mechanizmu eliminacji, zanim nie dojdzie do transformacji w inwazyjnego SCC.
W badaniach wykazano, ze zmutowane biatko p53 wystgpuje znacznie czesciej
u chorych po przeszczepieniu narzagdow w porownaniu z osobami immunokom-
petentnymi w skorze zdrowej graniczacej z SCC. Jest to prawdopodobnie wyni-
kiem dodatkowego lokalnego wptywu lekow immunosupresyjnych (AZA, CsA)
na komorki skéry w tej grupie chorych.

Badania przeprowadzone u 20 chorych z przeszczepionym narzadem, u kto-
rych rozwineto si¢ 25 rakéw skory, wykazaly wysoki odsetek (35%) mutacji tan-
demowych CC na TT w biatku p53. Podobne mutacje obserwuje si¢ u pacjentow
XP typu C, ktorzy maja defekt GG-NER.

SCC u o0s6b immunokompetentnych charakteryzuje si¢ réwniez wieloma
aberracjami chromosomowymi, w tym amplifikacja H-RAS (ang. Harvey Rat
Sarcoma). W grupie chorych po przeszczepieniu narzgdéw réwniez zostata po-
twierdzona amplifikacja onkogenu H-RAS w ogniskach SCC [1, 41].

PODSUMOWANIE

Ekspozycja na promieniowanie UV doprowadza do uszkodzenia DNA, RNA,
bialek i blon komérkowych, a nastepnie do uszkodzenia naskorka, tkanki tgcznej
i naczyn krwiono$nych. Promieniowanie UV nie tylko bezposrednio i posrednio
uszkadza DNA komorek, ale rowniez wywotuje zjawisko tolerancji immunologicz-
nej, uposledza zdolno$ci rozpoznawania i niszczenia komorek nowotworowych.

Reakcje te maja szczegdlne znaczenie u chorych po przeszczepieniu narzadow,
poddawanych przewleklemu leczeniu immunosupresyjnemu. Wykazano, ze niekto-
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re leki immunosupresyjne stosowane u tych chorych maja wplyw na uszkodzenie
komoérkowego DNA, wzmacniajac efekt genotoksyczny promieniowania UV.

AZA stosowana u OTRs, w wyniku syntezy puryn, jako metabolit 6-TG ulega
inkorporacji w DNA jako pseudozasada. Tworzy si¢ tioanalog powodujgcy uwraz-
liwienie komorek na promieniowanie UVA. Interakcja taka generuje ROS, ktore
utleniajg 6-TG do GSO3. GSO3 natomiast blokuje transkrypcje i replikacje DNA.

6-TG jest rowniez substratem naprawy uszkodzen DNA przez MMR. U cho-
rych, u ktérych komorki wykazuja wadliwy MMR dochodzi do tolerancji inkorpo-
rowanej 6-TG w DNA, a przez dalsza replikacj¢ DNA z nienaprawionymi bt¢da-
mi dochodzi do kumulacji mutacji i jednoczesnie zahamowania procesu apoptozy.
AZA ma takze znaczacy wplyw na powstawanie klonow komorek z wadliwym
MMR. W zwigzku z tym, Ze mechanizm MMR warunkuje naprawe uszkodzen in-
dukowanych réwniez przez promieniowanie UV, defekt MMR w skorze chorych
po przeszczepieniu narzadow przyjmujacych przewlekle AZA moze dodatkowo
znamiennie zwigksza¢ ryzyko rozwoju raka skory.

CNI (CsA oraz TAC) promujg rozwo6j nowotworow u pacjentow po transplan-
tacji glownie poprzez zaburzenie produkcji cytokin i wzrost TGF B, co wptywa na
procesy promujace angiogeneze¢ i wzrost guza. CsA powodujac hamowanie apopto-
zy 1 wzrost VEGF, promuje nie tylko kancerogeneze, ale tez przerzutowanie powsta-
tych nowotworéow. Zsumowane dziatanie CsA z UVA zwigksza ekspresje ATF3, co
skutkuje wigkszym ryzykiem powstania SCC. TAC wydaje si¢ mniej indukowac
nieczerniakowe nowotwory skory w poréwnaniu z CsA. CNI oraz AZA zaburzaja
mechanizm naprawy DNA- NER: AZA przez hamowanie ostatniego etapu procesu
—resyntezy wycietych fotoproduktow DNA zawierajacych oligonukleotydy, z kolei
CsA przez supresje kalcyneuryny i biatka p53 zaangazowanych w NER.

Nowa generacja lekow jak MMF, SIR, EVERO, w przeciwienstwie do lekow
standardowych m.in. ze wzgledu na wlasciwosci antyproliferacyjne wydaje si¢ wy-
kazywa¢ dziatanie przeciwnowotworowe. Korzystny efekt PSI to m.in. polaczenie
dziatania immunosupresyjnego z antyproliferacyjnym i hamowaniem wtdknienia.

Na rozwo6j nowotworéw wpltyw ma dhugos¢ leczenia immunosupresyjnego,
w tym roéwniez ewentualne leczenie przed transplantacjg. Dodatkowo, sumowanie
si¢ czynnikoéw ryzyka jak np. UV i leki immunosupresyjne, znamiennie zwigksza
czgsto$¢ nowotworzenia.
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