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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Mikrofilamenty, mikrotubule i filamenty posrednie tworza cytoszkielet. Odgrywaja one wazna
role w ruchu komérki, podziatach, transporcie, apoptozie, proliferacji, transformacji nowotwo-
rowej oraz réznicowaniu. Wspomniane procesy sa zwiazane ze zmiana ksztattu komorki, w kto-
rym aktywny udzial biora biatka cytoszkieletu. W komorkach niemig$niowych aktyna jest pod-
stawowym biatkiem mikrofilamentéw, tubulina — mikrotubul, natomiast wimentyna jest jednym
z biatek charakterystycznych dla filamentéw posrednich. R6znicowanie komérek jest procesem
nierozerwalnie zwigzanym z powstawaniem tkanek i organéw. Natomiast indukcja ré6znicowania
komoérek nowotworowych moze si¢ sta¢ jednym ze sposobdw leczenia, zwlaszcza chordb roz-
rostowych krwi. W badaniach dotyczacych réznicowania komérek linii biataczek ludzkich na-
ukowcy stosuja cytokiny, retinoidy, a takze estry forbolu oraz witaming D,. Z ich badai wyni-
ka, ze szlaki transdukcji sygnatéw z udziatem tych czasteczek sa rézne. Retinoidy i witamina D,
wplywaja na transkrypcje genéw gtéwnie poprzez receptory jadrowe, a cytokiny przez receptory
obecne na powierzchni komérki. Wyniki badan wyraznie wskazuja na reorganizacje aktyny, tu-
buliny i wimentyny podczas réznicowania komoérek biataczki, ale ciagle nie wiadomo czy zmia-
ny te sa przyczyna czy nastgpstwem tego procesu.

cytoszkielet ¢ komorki biataczek ludzkich HL-60 i K-562 ¢ roznicowanie

Key words:

Summary

Microfilaments, microtubules, and intermediate filaments form the cytoskeleton. These substruc-
tures play a significant role in cell motility, transport, divisions, differentiation, tumor transforma-
tion, and apoptosis. These processes are related with changes in cell shape, in which cytoskeletal
proteins take an active part. In non-muscle cells, actin is an essential constituent of microfila-
ments, tubulin forms microtubules, and vimentin is one of the characteristic proteins of interme-
diate filaments. The differentiation of cells is associated inseparably with tissue and organ forma-
tion, and the induction of malignant cell differentiation can be a method of treatment, especially
in hematopoietic steam cell disease therapy. In studies on tumor cell differentiation, agents such
as cytokines, retinoids, forbol esters, and vitamin D, are the most commonly used, and results
show these substances may participate in different pathways of signal transduction. Retinoids and
vitamin D, mostly affect gene transcription via nuclear receptors, whereas cytokines act through
membrane receptors. The results of studies show actin, tubulin, and vimentin reorganization du-
ring the differentiation of leukemia cells, but it remains unknown whether the observed changes
are the cause or the result of the differentiation process.

cytoskeleton ¢ human leukemia cells HL-60 and K-562 - differentiation
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ABP’s - biatka wigZzace aktyne; ADF - czynnik depolimeryzujacy aktyne; ATP - adenozynotrdjfosforan;

fMLP - formylo-metionyloleucynylofenyloalanina; G-CSF - czynnik stymulujacy kolonie granulocytw;
GM-CSF - czynnik stymulujgcy kolonie granulocytarno-makrofagowe; IL-8 - interleukina 8; IP, - inozytolo-(4,5)
bisfosforan; MAP - biatka zwigzane z mikrotubulami; mRNA - informacyjny RNA; MT - mikrotubule;

PLSCR1 - izoforma 1 skramblazy fosfolipidowej; PMA - 12-octan-13-mirystynianoforbolu; PMN - leukocyty
polimorfonuklearne; RAR - receptor kwasu retinowego; ROCK - kinazy biatek Rho; RXR - receptor retinoiddw;
TNF - czynnik martwicy nowotworu; TPA - 13-octan-12-0-tetradekanoiloforbolu; TRAF - receptor zwigzany z TNF.

Adres autorki:
Wykaz skrotow:
ATRA - kwas catkowicie trans retinowy; DAG - diacyloglicerol; DMSO - dwumetylosulfotlenek;
NBT - btekit nitrotetrazolowy; PDTC - ditiokarbaminian pirolidyny; PKC - kinaza biatkowa C;
1. Wstep

Komoérki nowotworowe charakteryzuja si¢ uposledzonym
mechanizmem apoptozy, a ich niekontrolowane podziaty
powoduja powstawanie guzéw. Zréznicowanie tych ano-
malnych komérek umozliwia wprowadzenie ich na droge
programowanej §mierci, a wigc jest jedna ze strategii tera-
pii przeciwnowotworowej [12,24,39,41]. W latach 70. XX
w. badania Frienda i wsp. [17] ujawnily mozliwos¢ réz-
nicowania komoérek biataczki w normoblasty, ktére utra-
cily zdolnos¢ do podzialéw. W nastgpstwie tego procesu
dochodzi do ekspresji czgSci genomu zmieniajacej feno-
typ komorki. Na podstawie badar stwierdzono, ze zwiazki
chemiczne, takie jak retinoidy czy cytokiny kieruja komor-
ki na drogg réznicowania. Retinoidy jako poliizoprenowe
pochodne witaminy A sa zwiazkami o naturze hydrofo-
bowej i podobnie jak steroidy (hormony gonad, kory nad-
nerczy, witamina D) czy tyroidy (hormony tarczycy) regu-
luja metabolizm komérki przez oddziatywanie na proces
transkrypcji. Receptorami tych zwiazkéw sa rozpuszczal-
ne biatka znajdujace si¢ wewnatrz komoérki. Wiazac reti-
noid ulegaja dimeryzacji i tworza hetero- lub homodime-
ry petniace funkcje czynnikéw regulujacych transkrypcje.
Rodzaj dimeryzacji decyduje o charakterze oddziatywan
z DNA. Jadrowe receptory retinoidéw funkcjonuja w dwu
postaciach — RAR (retinoic acid receptor) i RXR (recep-
tor kwasu 9-cis retinowego). Pierwszy z nich jest biatkiem
wiazacym ATRA, kwas 9-cis retinowy i kwas 13-cis reti-
nowy. Omawiany receptor tworzy wytacznie heterodime-
ry z receptorem RXR i jako taki oddziatuje z elementami
odpowiedzi na retinoidy w DNA. Ligandem RXR w od-
roznieniu od RAR jest tylko 9-cis RA. Receptor ten ule-
ga hetero- i homodimeryzacji. Partnerami RXR w hetero-
dimerach sa receptory RAR, receptory hormonéw tarczycy,
a takze witaminy D oraz receptory czynnika proliferacji
peroksysoméw [38]. Warto w tym miejscu zwroci¢ uwa-
ge na mozliwos$¢ wspdlnego regulowania ekspresji genéw
przez dwie rézne czasteczki sygnatowe. Okazatlo si¢ row-
niez, iz RAR tworzy kompleksy takze z izoforma delta ki-
nazy biatkowej C i w tej postaci oddziatuje z elementami
odpowiedzi retinoidowej w DNA [65]. Kwas retinowy mo-

duluje transkrypcj¢ wielu genéw, m.in. wptywa na synteze
mRNA wimentyny i tymozyny — komponentéw cytoszkie-
letu. Indukuje réwniez ekspresje¢ biatka F52/Mac Marck,
bedacego substratem kinazy biatkowej C podczas tworze-
nia struktur cytoszkieletu [45]. Ponadto izomery kwasu re-
tinowego moga oddziatywa¢ na komérke nie tylko przez
regulacj¢ ekspresji genéw, ale réwniez modulujac aktyw-
nos¢ niektérych enzyméw np. izoform kinazy biatkowej C
delta i zeta (PKCJ, PKCC) [37]. ATRA stymuluje fosfory-
lacje PKCS umozliwiajac tym samym jej p6Zniejsze pota-
czenie z izoforma o receptora RAR [31].

Réznicowanie linii komérek ludzkich biataczek wywotu-
ja takze TPA i PMA. TPA podobnie jak PMA jest jednym
z estrow forbolu — pierscieniowych hydrofobowych czaste-
czek, bedacych silnymi aktywatorami kinazy biatkowej C
(PKC). Kinaza ta nalezy do biatek funkcjonujacych w szla-
kach transdukcji sygnatéw odbieranych przez receptory bto-
ny komoérkowej. Naturalnym aktywatorem PKC jest dia-
cyloglicerol (DAG) — czasteczka glicerolu zestryfikowana
resztami nasyconego i nienasyconego kwasu ttuszczowe-
go. DAG jest produktem aktywnosci fosfolipazy C (PLC),
enzymu degradujacego jeden z blonowych fosfoinozytoli.
Estry forbolu jako zwiazki syntetyczne sa aktywniejsze niz
DAG przez to wywoluja znacznie silniejsze efekty w ko-
morce. Aktywna PKC fosforyluje kolejne biatka substra-
towe, do ktérych zaliczane sa m.in. kinazy MAP (mitogen
activated protein) regulujace cykl komoérkowy. Estry forbo-
lu znane sa jako czynniki aktywujace proliferacje komdrek
nowotworowych. PKC reprezentuja wiele izoform, jedna
z nich jest izoforma & (PKCJ). Liczne badania wskazuja na
dwojaki charakter tej kinazy. PKC ufosforylowana przez
kinaze¢ tyrozynowa, bedaca receptorem insulinopodobne-
go czynnika wzrostu (IGF) katalizuje transfer fosforanu na
kolejne biatka regulujace aktywnos¢ kinaz MAP, powodu-
jac tym samym ich aktywacje i stymulacjg proliferacji. Co
ciekawe, PKC3J nie jest wymagana w proliferacji komérek
prawidlowych. TPA moze zaréwno stymulowaé podziaty
komorkowe, jak i przyczynia¢ si¢ do ubikwitynozaleznej
degradacji PKC3 takze promujacej rozw6j nowotworu [26].
Estry forbolu nie tylko indukuja powstanie i rozwéj nowo-
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twordw, ale réwniez moga hamowac te procesy i wprowa-
dza¢ komorki w procesy réznicowania i apoptozy. Jest to
mozliwe dzigki réznym izoformom kinaz PKC oraz ple-
jotropowym efektem dziatania innych czynnikéw. ATRA
i PMA powoduja fosforylacje PKCS. Z kolei kinaza ta in-
dukuje ekspresj¢ izoformy 1 skramblazy fosfolipidowej
(PLSCR1 — phospholipid scramblase 1) — enzymu kata-
lizujacego wymiang lipidéw w obrgbie obu warstw btony
komoérkowej. Ekspozycja fosfatydyloseryny w zewngtrz-
nej warstwie btony jest nieodzownym elementem proce-
su apoptozy i wymaga aktywnosci PLSCR1. Apoptoza,
jak juz wczesniej stwierdzono, jest integralnym elemen-
tem procesu réznicowania. W kontekscie wspomnianych
badan ciekawa wydaje si¢ informacja o umiejscowieniu
skramblazy w jadrze komérkowym. Ben-Efraim i wsp. [4]
wskazuja na rolg PLSCR1 jako czynnika transkrypcyjnego
podczas réznicowania komdrek ostrej biataczki promielo-
cytarnej (APL). Godnym odnotowania jest to, ze zarOw-
no DMSO, jak i witamina D, nie powodowaty fosforyla-
cji PKCd i nie wptywaty na zahamowanie rozwoju guzéw
z udzialem opisanego szlaku [65].

Cytoszkielet stanowi elastyczny i dynamiczny uktad biat-
kowych widkien o zréznicowanej strukturze. Ztozony jest
z mikrofilamentéw, filamentéw posrednich oraz mikrotu-
bul, ktére wraz z biatkami im towarzyszacymi tworza sie¢
taczaca jadro komoérkowe, organella oraz btong cytopla-
zmatyczng [21]. Cytoszkielet warunkuje utrzymanie ksztat-
tu oraz ruch organelli i catej komérki [60]. Wptywa takze
na przekazywanie sygnaléw oraz zmiany morfologiczne
zachodzace podczas proliferacji, réznicowania i transfor-
macji. Kazda z klas wtdkien wchodzacych w sktad cy-
toszkieletu r6zni si¢ morfologia oraz sktadem chemicz-
nym [19,21].

Regulacja struktur cytoszkieletu odbywa si¢ z udziatem
biatek towarzyszacych, takich jak ABP, ADF czy MAP.
W warunkach apoptozy indukowanej réznymi czynnikami
zaobserwowano zmiany w strukturach bialek cytoszkiele-
tu spowodowane m.in. aktywnoscia kaspaz [10].

2. REORGANIZACJA AKTYNY POD WPLYWEM RETINOIDOW I CYTOKIN

Aktyna jest jednym z gléwnych biatek cytoszkieletu. W or-
ganizmach eukariotycznych wystepuje w komorkach za-
réwno migs$niowych jak i niemig$niowych. W komérkach
ludzkich wyrézniamy 6 postaci aktyny, kodowanych przez
6 r6znych genéw [51]. Ze wzgledu na réznice w sekwen-
cji aminokwasowej, opisuje si¢ 6 postaci aktyny m.in. 4
postacie a-aktyny, wystgpujace w mig$niach poprzecznie
prazkowanych oraz B i v, charakterystyczne dla komérek
migsni gtadkich oraz niemigsniowych. Rozréznia sig tak-
ze y-aktyne charakterystyczng dla Acanthamoeba [57]. Od
strony morfologicznej obserwuje si¢ dwie postacie akty-
ny: monomeryczng G-aktyng (globularng) oraz fibrylarna
F-aktyng. Zwiazanie z G-aktyna ATP zapewnia jej odpo-
wiednig konformacjg, umozliwiajaca oddzialywanie mono-
meréw w procesie polimeryzacji. Aktyna umiejscowiona
jest gtéwnie w czegsci korowej komorki. Filamenty akty-
nowe moga by¢ rowniez zorganizowane w uporzadkowa-
ne, réwnolegte wiazki zwane widknami naprgzeniowymi.
Najczesciej jednak wystgpuja w postaci krétkich widkie-
nek w warstwie korowej tworzac siateczke mikrofilamen-
tow [19,21,28].

HL-60

N

PMA TPA PMA
GM-CSF Wit. D3 ATRA
Maslan sodu DMSO
G-CSF

RA

monocyty

makrofagi l
makrofagi

granulocyty

Ryc. 1. Schemat réznicowania komérek linii HL-60 pod wptywem
réznych czynnikow. ATRA — kwas catkowicie trans
retinowy, DMSO — dwumetylosulfotlenek, G-CSF — czynnik
stymulujacy kolonie granulocytéw, GM-CSF — czynnik
stymulujacy kolonie granulocytarno-makrofagowe,

PMA — 12-octan-13-mirystynianoforbolu, RA — kwas
retinowy, TPA — 13-octan-12-0-tetradekanoiloforbolu

W interfazowych komérkach HL-60 obserwowanych w mi-
kroskopie fluorescencyjnym, aktyna jest widoczna w postaci
kroétkich, cienkich wigzek umiejscowionych w przestrzeni
migdzy btong cytoplazmatyczna a jadrem [67]. W komor-
kach, ktére przyczepiaja si¢ do podioza przybiera postac
sztywnych widkien, rozciggajacych si¢ przez calag komor-
ke, z ktérych czgs¢ jest zakotwiczona do btony komdrko-
wej [25]. Natomiast w neutrofilach polimorfonuklearnych
(PMN), aktyna istnieje w postaci krétkich cytoplazmatycz-
nych filamentéw, wigzacych na koricach gelsoling oraz jako
tréjwymiarowa sie¢ zwigzana z innymi biatkami wigzacy-
mi aktyne (ABP’s) [64].

Po zadziataniu kwasu retinowego i dwumetylosulfotlen-
ku (DMSO) naukowcy obserwowali reorganizacje aktyny
[40,47]. Na podstawie dotychczasowych badani wiadomo,
ze w komorkach linii ludzkiej biataczki promielocyto-
wej HL-60 i K-562 réznicowanie w granulocyty wywotu-
ja ATRA, DMSO oraz GM-CSF, natomiast dyferencjacje
w makrofagi powoduje PMA i GM-CSF. Witamina D,, ma-
$lan sodu oraz TPA stymuluja ré6znicowanie monocytowo/
makrofagowe [8,16, 23,30,32,43,44,47,52,53, 61] (ryc.1).

Kwas retinowy (RA) pobudza do réznicowania w neutrofi-
le nie tylko komorki linii HL-60, ale takze prawidtowe ko-
morki progenitorowe szpiku oraz komorki ostrej biataczki
promielocytowej (NB4) [9,63]. Badania Veselskiej i wsp.
[62] wykazaly wptyw kwasu kawowego na réznicowanie
si¢ komdrek HL-60 w granulocyty. Obecnos¢ kwasu ka-
wowego w stezeniach 13 uM lub 52 uM w hodowli zawie-
rajacej RA, zwigkszala liczbg zréznicowanych komorek.
Olins i wsp. [47] wykazali, ze RA w komdrkach HL-60 in-
dukuje ich dojrzewanie, podczas ktérego nastepuja zmia-
ny w strukturze zaréwno jadra jak i cytoplazmy. Komoérki
podczas tego procesu nabywaja cech charakterystycznych
dla granulocytéw, m.in. zdolnos¢é migracji i apoptozy.
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Komérki linii HL-60, podobnie jak neutrofile, podczas r6z-
nicowania granulocytowego wykazuja rozpad jadra na ptaty,
wzmozong ekspresje antygenu CD11b, zdolnos¢ redukcji
NBT oraz mozliwos¢ fagocytozy. Po chemicznie induko-
wanej dyferencjacji, komoérki linii HL-60, w poréwnaniu
z neutrofilami wykazuja wigkszy odsetek niedojrzatych
morfologicznie jader [47].

Roéznicowanie komdrek prowadzi do wzrostu catkowitej ilo-
Sci aktyny oraz biatek z grupy ABP [47,64]. Badania z za-
stosowaniem techniki immunoblotingu wykazaly wzrost
poziomu frakcji F-aktyny o prawie 50% w komoérkach pod-
danych dziataniu kwasu retinowego. Apoptoza wystgpowata
po pigciu dniach od wzbogacenia hodowli w kwas retinowy.
Komérki linii HL-60 w czasie procesu réznicowania mie-
loidalnego wywotanego DMSO, nabyty prawdopodobnie
na skutek syntezy aktyny de novo, zdolnos¢ ruchu towa-
rzyszaca wzrostowi ilosci tego biatka [27]. Natomiast po
potraktowaniu komérek HL-60, ATRA i PMA dochodzito
w nich do spadku ilosci aktyny. Zmiany te byty prawdopo-
dobnie spowodowane wzrostem ilosci cialek apoptotycz-
nych, §wiadczacych o zaawansowaniu procesOw prowa-
dzacych do Smierci komorki [63].

Olins i wsp. [47] badajac wptyw fMLP na komorki linii
HL-60 obserwowali polimeryzacj¢ aktyny oraz wzrost jej
ilosci w czesci korowej cytoplazmy. Komorki niezréznico-
wane nie wykazywaty znaczacych zmian w wyniku dzia-
tania fMLP. Sham i wsp. [54,55] na podstawie swoich ba-
dan stwierdzili, ze komorki linii HL-60 nie byty zdolne do
polimeryzacji aktyny ani do chemotaksji po potraktowaniu
fMLP i IL-8. Natomiast te same komérki poddane dziataniu
ATRA i DMSO uzyskiwatly zdolno$¢ polimeryzacji aktyny
w odpowiedzi na wyzej wymienione czynniki.

Podczas badar z zastosowaniem czynnikéw nalezacych do
rodziny cytokin — GM-CSF, G-CSF oraz TNF zauwazono
spadek fluorescencji F-aktyny, co odpowiadato jej depo-
limeryzacji towarzyszacej reorganizacji cytoszkieletu ak-
tynowego podczas réznicowania [15,36]. Zwiazki te tacza
si¢ z receptorami na powierzchni komoérek, ktére naleza do
klasy receptoréw cytokin i nie maja aktywnosci kinazy ty-
rozynowej [1,3,13,59]. Ligandami tego receptora sa takze
hematopoetyna oraz interleukiny 2,5,7,9 i 15. Za wigzanie
tych czynnikéw odpowiada izoforma receptora IA, charak-
teryzujaca si¢ obecnoscia w domenie zewnatrzkomorkowe;j
fragmentu fibronektynopodobnego typu III, zawierajacego
konserwatywne reszty WS (tryptofan-seryna). Segment we-
wnatrzkomdrkowy ma zdolnos$¢ oddziatywania z cytopla-
zmatycznymi kinazami tyrozynowymi. Istnieje kilka drég
transdukcji sygnatu z udziatem wspomnianych biatek. Na
nich opiera si¢ aktywacja kinaz Jak (kinazy Janusa), ktére
fosforyluja biatka z grupy Stat (signal transducer and ac-
tivator of transcription) [7]. Ufosforylowany czynnik Stat
dimeryzuje i trafia do jadra komérkowego, gdzie powoduje
transaktywacj¢ wybranych genéw np. kodujacych podjed-
nostke receptora Fcy. Receptory niemajace wtasnej aktyw-
nosci kinazowej pobudzaja ekspresj¢ genéw c-myc, c-fos,
c-jun z udziatem kinaz Syk lub LcK zaliczanych do gru-
py c-Src. W podobny sposéb na komérke wptywa TNF. Po
zwiazaniu liganda receptor ulega trimeryzacji, a proces ten
zachodzi z udzialem dwdch biatek towarzyszacych recep-
torowi: TRAF 11 TRAF 2. Aktywacja tego receptora sty-
muluje szlak sfingomielinowy. Aktywnos¢ sfingomielinazy

prowadzi do powstania ceramidu regulujacego funkcje fos-
fataz i kinaz aktywowanych ceramidem. Oba enzymy odpo-
wiadaja za modulacj¢ aktywnosci czynnika transkrypcyj-
nego NF-kB indukujac tym samym réznicowanie komérek.
Aktywacja fosfolipazy D (PLD) przez ceramid wprowadza
komorke w proces apoptozy [45]. Chodniewicz i Zhelev [11]
w toku swoich doswiadczenl zaobserwowali polimeryzacje
aktyny w ludzkich neutrofilach stymulowana GM-CSF lub
insuling. Autorzy zaproponowali model, w ktérym przeka-
zanie sygnatu z powierzchni komoérki wiedzie przez dwa
niezalezne szlaki kinazy Src, Rho, ROCK i PKA lub ki-
nazg biatkowa C wymagajaca hydrolizy IP,.

Veselska 1 wsp. [62,63] oceniali dynamik¢ zmian cytosz-
kieletu w komérkach linii HL-60 inkubowanych w obecno-
Sci ATRA i PMA na podstawie intensywnosci fluorescencji
F-aktyny. Obserwowali przeksztalcanie si¢ regularnej sie-
ci mikrofilamentéw aktynowych w skupiska aktyny, ktére
w poézniejszych etapach tworzyly w cytoplazmie sie¢ dtu-
gich witékien. Autorzy ci uwazaja, ze te struktury odgrywaja
role w powstawaniu paczkéw apoptotycznych i maja wplyw
na dezintegracj¢ komoérek w ciatka apoptotyczne. Podczas
réznicowania w granulocyty i makrofagi cytoszkielet akty-
nowy nie podlegat zadnym znaczacym zmianom struktural-
nym w komoérkach obecnych w zawiesinie, jednakze nieprzy-
czepionych do podtoza. Natomiast w komorkach, ktére na
skutek zréznicowania przyczepity si¢ do podtoza, zaobser-
wowano charakterystyczna przebudowe filamentéw aktyno-
wych. W tym wypadku aktyna formowata bardzo regularna
sie¢ z duza iloscia drobnych skupien, tworzac w niektérych
komorkach wigksze agregaty. Jadra komoérek réznicujacych
si¢ pod wplywem ATRA wykazywaly cechy apoptozy. Sie¢
aktynowa w tych komoérkach byta catkowicie zniszczona, jed-
nakze komorki nie rozpadaty si¢ na ciatka apoptotyczne.

3. ZMIANY W STRUKTURZE FILAMENTOW POSREDNICH PODCZAS
ROZNICOWANIA KOMOREK

Filamenty posrednie zostaty zaobserwowane w potowie lat
60 ub.w. [5]. Uzyskaty swoja nazwe ze wzgledu na wymiar
ich poprzecznego przekroju, ktéry miesci si¢ pomigdzy
Srednica mikrofilamentéw i mikrotubul. Filamenty posred-
nie wydaja si¢ pod wzgledem morfologicznym jednorod-
nym systemem, jednakze biorac pod uwagg ich sktad che-
miczny wykazuja duza réznorodno$¢. U ludzi co najmniej
65 genéw koduje biatka wchodzace w sktad filamentéw po-
Srednich [48]. Ze wzgledu na rozmieszczenie tkankowe oraz
sktad biatkowy filamenty posrednie dzielimy na: keraty-
nowe (cytokeratyny), desminowe, wimentynowe, glejowe
oraz neurofilamenty. Pierwsze z nich wystgpuja w komor-
kach nabtonkowych pochodzenia ekto- i endodermalnego.
Filamenty desminowe zaobserwowano zaréwno w komor-
kach migsniowych jak i niemig$niowych, natomiast struk-
tury wimentynowe tylko w komdérkach niemig$niowych po-
chodzenia mezodermalnego. Filamenty glejowe to struktury
obecne w komoérkach glejowych pochodzenia neuroekto-
dermalnego, a neurofilamenty wykryto tylko w neuronach.
Do wielogenowej rodziny biatek naleza takze m.in. laminy
(gtéwny sktadnik blaszki jadrowej), nestyny (cewa nerwo-
wa) oraz peryferyny (neurony obwodowe) i interneksyny
(osrodkowy uktad nerwowy) [6]. Zmiany w organizacji fi-
lamentéw posrednich moga by¢ zwigzane ze zmiang funk-
cjonowania komorki, potaczeniami pomigdzy filamentami
posrednimi oraz stanem chorobowym [34].
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System filamentéw posrednich jest $cisle powiazany z po-
zostatymi biatkami cytoszkieletu [49]. Zapadanie sig fila-
mentow wimentynowych w regionie okotojadrowym pod-
czas dziatania na komérki mezenchymatyczne kolchicyna,
sugeruje ich $cisty zwiazek z systemem mikrotubul [2].

Zmiany ekspresji wimentyny oraz innych biatek wchodza-
cych w sktad cytoszkieletu, byty opisywane podczas badan
z uzyciem linii komérkowych réznicujacych si¢ zaréwno
w kierunku granulocytéw, jak i monocytéw [9,47].

W komérkach linii HL-60 wimentyna wykazuje niski po-
ziom ekspresji i znaczne rozproszenie [19]. W wyniku dzia-
fania kwasu retinowego rozproszona w komdérkach kon-
trolnych wimentyna organizuje si¢ w sie¢ filamentéw [40].
Przeprowadzone kilka lat p6Zniej badania Olinsa i wsp.[47]
wskazuja, ze dzialanie RA na lini¢ komérek HL-60/S4 (klon
wrazliwy na RA) przez okres 4 dni spowodowato drastyczny
spadek (okoto 95%) ilosci wimentyny. Analiza obecnosci
tego biatka z zastosowaniem immunoblotingu potwierdzita
wyniki uzyskane w immunofluorescencji [47]. Takahashi
[58] badajac wptyw RA na komérki HL-60 wykryt frak-
cj¢ filamentéw wimentynowych rozpuszczalng w buforze
z dodatkiem Tritonu, sugerujac silne potaczenie laminy B
z badanym biatkiem. Przeprowadzone w latach pézniej-
szych badania ujawnity korelacje dwoch filamentéw po-
Srednich: wimentyny i laminy. Po zadziataniu kwasem re-
tinowym nastgpuje spadek ilosci zaréwno lamin A, B1, C,
jak i wimentyny [46]. Wyniki tych prac pozwalaja na wy-
sunigcie wniosku, ze RA powoduje degradacje wimentyny
oraz wplywa na jej organizacje w sie¢ filamentéw, gtow-
nie w poblizu jadra komérkowego.

W czasie doswiadczenia z uzyciem TPA zaobserwowano
w komorkach linii biataczek ludzkich rozwdj sieci wtdkien
o podobnym uktadzie jak w monocytach i makrofagach.
Dellagi [14] badajac wptyw TPA na komérki linii HL60
oraz U937 zauwazyt bogata sie¢ podobna do sieci w pra-
widtowych monocytach. TPA powodowal wzrost funkcjo-
nalnego transkryptu, natomiast spadek ekspresji mRNA byt
uzalezniony od stezenia ATRA. Wzrost ilosci wimentyny
pod wplywem dziatania TPA zaobserwowat takze w swo-
ich badaniach Olins i wsp. [46]. Tak jak i w przypadku
opisywanego wczesniej dziatania RA na ilos¢ wimentyny
i laminy tak i po zadziataniu TPA wida¢ zalezno$¢ mieg-
dzy tymi biatkami. Jednakze pod wplywem estrow forbo-
lu zaréwno ilo$¢ wimentyny jak i lamin A, B1 i C gwal-
townie rosnie [46].

Badania ekspresji genu wimentyny w komorkach linii
HL-60, a takze NB4 podczas réznicowania indukowane-
go RA wskazuja na obnizona jego ekspresjg, natomiast
w wyniku dziatania estrami forbolu poziom ekspresji genu
zwigkszal si¢ [50]. Doswiadczenia ostatnich lat ujawni-
ly jednak, ze preinkubacja komérek linii HL-60 z PDTC
(ditiokarbaminian pirolidyny) powoduje zahamowanie
dziatania TPA. Miejsce wiazace NFxB jest umiejscowio-
ne w regionie promotora genu kodujacego wimentyneg,
a wigc ekspresja wimentyny jest regulowana z udzialem
NFkB. Aktywnos¢ NFkB jest regulowana przez status ok-
sydacyjno-redukcyjny komérki zalezny od jonéw metali.
Koordynacyjne zwiazanie Fe** przez PDTC blokuje tran-
skrypcyjna funkcj¢ NFkB, co z kolei wplywa na obnize-
nie syntezy mRNA wimentyny [66].

Ekspresje genu wimentyny badano réwniez w innych li-
niach komérkowych. W cytoplazmie komérek K-562 nie-
traktowanych czynnikami pobudzajacymi réznicowanie,
wystepowaly typowo skrecajace sig spiralnie wiazki wi-
mentyny i cytokeratyny (keratyny). Po trzech dniach ho-
dowli w obecnosci TPA ilo§¢ wimentyny i cytokeratyny
znacznie wzrastala, a oba biatka wystgpowaty w posta-
ci duzych sferycznych agregatéw oraz widkien [29].
ATRA wptywal na gestos¢ sieci i kierunkowos¢ widkien.
Komoérki NB4 inkubowane z ATRA wykazywaty wzrost
zdolnos$ci do migracji. Badania te wskazuja, ze reorgani-
zacja sieci wimentynowej i ekspresja tych biatek jest sci-
Sle kontrolowana przez regulacj¢ wlasciwosci mechanicz-
nych tych komérek podczas réznicowania neutrofili [9].
Opisanej tendencji nie zaobserwowano podczas réznico-
wania w erytrocyty [42].

4. WPLYW CZYNNIKOW ROZNICUJACYCH NA MIKROTUBULE

Gtéwnym biatkiem budujacym mikrotubule jest tubuli-
na. Wraz z pozostalymi elementami cytoszkieletu dyna-
micznie uczestniczy w przestrzennej organizacji cytopla-
zmy, jest takze waznym bialkiem wrzeciona mitotycznego.
Podjednostka strukturalng mikrotubul jest heterodimer zbu-
dowany z czasteczek o i B tubuliny. Dimery te nastgpnie
tworza diugie protofilamenty budujace Sciany mikrotubuli.
Mikrotubule sa strukturami bardzo wrazliwymi na dziata-
nie takich alkaloidéw, jak kolchicyna, winblastyna i win-
krystyna. [18,20,22,35].

W komorkach interfazowych sie¢ mikrotubul ma swéj po-
czatek w okotojadrowym regionie MTOC (microtubule
organizing center). Witdkna, w zaleznosci od typu komé-
rek, moga by¢ pojedyncze lub tworzace réwnolegte wiazki
utozone wzdtuz dlugiej osi wypustek cytoplazmatycznych.
W cytoplazmie zaobserwowano takze pojedynczo rozpro-
szone tubule [47]. W komérkach linii HL-60 wyznakowana
tubulina wykazywata niewielka fluorescencje i byta row-
nomiernie rozproszona w cytoplazmie. W niezréznicowa-
nych komérkach HL-60, mikrotubule byty zorganizowane
w charakterystyczna sie¢ rozposcierajaca si¢ pod btona ko-
morkowa. Sie¢ ta byta zbudowana z bardzo dtugich wi6-
kien rozchodzacych si¢ z MTOC. Podczas mitozy wrzecio-
no podzialowe pozostawalo niezmienione [20,22].

W komorkach linii HL-60 po indukcji ré6znicowania granu-
locytowego kwasem retinowym nastapit wzrost liczby wia-
zek tubuliny [47]. W celu wykazania, ze przebudowa sktad-
nikéw cytoszkieletu jest zwiazana z réznicowaniem, a nie
z dziataniem RA zastosowano analiz¢ poréwnawczg roz-
ktadu bialek cytoszkieletu w komérkach HL-60, HL-60/S4
(klon wrazliwy na RA) oraz HL-60/R3 (klon o obnizonej
wrazliwosci na RA). W komorkach linii HL-60/S4 tubu-
lina, podobnie jak w komdrkach niezréznicowanych, wi-
doczna byta w okolicach jadra. Po dodaniu do hodowli
RA, mikrotubule ulegaly wydtuzeniu, a region centroso-
malny uktadat si¢ dystalnie wzgledem jadra podzielone-
go na platy. W komérkach niezréznicowanych o-tubulina
wystgpowata w postaci owalnej sieci mikrotubularnej roz-
ciagajacej si¢ od jadra do proksymalnie potozonego obsza-
ru centrosomalnego [47]. W makrofagach przyczepionych
do podtoza mikrotubule miaty wyglad sieci rownomiernie
rozmieszczonych wiazek w cytoplazmie, skumulowanych
gtéwnie w regionie perinuklearnym [63].
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TPA odpowiedzialny za réznicowanie komérek biataczki
w monocyty, powodowal fosforylacj¢ jednej z reszt tyro-
zyny w czasteczce tubuliny. Nastgpstwem tej reakcji byta
reorganizacja mikrotubul [33].

Veselska i wsp.[63] opisali przebudowe mikrotubul podczas
apoptozy w komoérkach linii HL-60 pobudzonych ATRA
i PMA do r6znicowania granulocytowego. Zaobserwowano,
iz r6znicom intensywnosci fluorescencji odpowiadata prze-
budowa strukturalna mikrotubul. Zauwazono takze wzrost
liczby komérek apoptotycznych oraz spadek liczby komo-
rek o prawidlowych rozmiarach. Podobnie jak w wypadku
aktyny, w koficowo zréznicowanych komédrkach zaobser-
wowano rozpad tubuliny podczas apoptozy.

Apoptoza w badanych komdrkach byta procesem towarzyszacym

réznicowaniu. W$réd komérek ulegajacych apoptozie mozna

wyréznié trzy typy rozmieszczenia mikrotubul w komoree:

* sporadycznie widziane komorki o zachowanej strukturze
mikrotubul i zawierajace jadro z cechami apoptozy,

* komorki z zupehnie zdepolimeryzowanymi mikrotubu-
lami, o jadrze apoptotycznym i nietknigta btona cyto-
plazmatyczng oraz cytoplazma,

PismiennicTwo

e komorki o stabym réwnomiernym lub punktowym sy-
gnale fluorescencji tubuliny w cytoplazmie [63].

5. Popsumowanie

Plastycznos$¢ biatek cytoszkieletu decyduje o ich podat-
nosci na czynniki promujace réznicowanie komorek.
Owe czynniki cechuje zréznicowanie chemiczne oraz
odmienne szlaki transdukcji sygnaléw. Zmiana fenoty-
pu komoérki nowotworowej jest jedng z mozliwosci tera-
pii. Przeznaczeniem zréznicowanych komorek jest za-
inicjowanie procesu apoptozy. W toku wspomnianych
prac niejednokrotnie obserwowano morfologiczne i/lub
biochemiczne cechy programowanej Smierci komorek.
Badania nad reorganizacja cytoszkieletu podczas rézni-
cowania stymulowanego réznymi zwiazkami chemicz-
nymi byty podejmowane wielokrotnie. Rezultatem tych
badan sa dobrze udokumentowane obserwacje zmian
w strukturze trzech gtéwnych komponentéw cytoszkie-
letu komorki. Jednak wciaz kwestia otwarta pozostaje
problem, na ktérym etapie dyferencjacji, obserwowane
zmiany w strukturze cytoszkieletu sa swoiste dla komor-
ki zré6znicowanej.
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