POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 37 2010 NR 3 (539-552)

ROLA DOMEN SPOKREWNIONYCH Z FIBRYNOGENEM
W ROZNICOWANIU 1 MIGRACJI KOMOREK
NOWOTWOROWYCH

THE ROLE OF FIBRINOGEN-LIKE DOMAINS
IN DIFFERENTIATION AND MIGRATION OF NEOPLASTIC CELLS

Michal Btazej PONCZEK

Katedra Biochemii Ogodlnej, Uniwersytet £.odzki

Streszczenie: C-koncowe sekwencje aminokwasowe, homologiczne do C-koncow fancuchéw fibrynogenu,
lacznie z tymi tancuchami zebrane zostaly w rodzing domen FRED. Domeny FRED zaangazowane sa w
interakcje migdzy biatkami, np. w fibrynogenie i angiopoetynach, lub wiaza si¢ z weglowodanami, np. w
fikolinach ssakéw. Domena FRED rozpowszechnila si¢ w wymienionych biatkach na skutek duplikacji i
tasowania egzonow w przebiegu ewolucji zwierzat wiclokomérkowych. W DNA cztowieka znajduje si¢ 24
genow, w ktorych kodowana jest sekwencja charakterystyczna dla domeny FRED. Funkcje produktow
niektérych z24 genéw, nadal nie sg znane. Przebadane biatka, majace domeng FRED, spetniaja zroznicowane
role w organizmie. Fibrynogen odpowiada za krzepnigcie krwi, angiopoetyny reguluja tworzenie nowych
naczyn krwionosnych, fibroleukina i fikoliny odgrywaja rolg w odpowiedzi immunologicznej, a tenascyny
posrednicza w interakcjach pomig¢dzy komdrkami i macierza zewnatrzkomorkowa. Tym co wigkszos¢ z nich
laczy, poza wspdlng C-koncowa domeng FRED, jest udziat w roznicowaniu i migracji komorek nowotworo-
wych. Wiele bialek FRED moze sta¢ si¢ potencjalnym znacznikiem w diagnostyce nowotworéw. Nie mozna
réwniez wykluczy¢ mozliwosci zastosowania tych biatek w terapii przeciwnowotworowe;j.

Stowa lduczowe: fibrynogen, tenascyna, fikolina, fibroleukina, domeny spokrewnione z fibrynogenem,
komorki nowotworowe.

Summary: C-terminals of amino acid sequences that are homological to fibrinogen chains, together belong
to family of FRED domains. FRED domains are engaged in protein — protein interactions, like in fibrino-
gen and angiopoietins or bind carbohydrate, like in mammal ficolins. FRED domain spread between
mentioned proteins by gen duplications and exon shuffling during evolution of multicellular animals.
There are 24 genes in human DNA in which characteristic for FRED sequence is coded. Functions of many
products of 24 genes still are not known. Studied proteins, with FRED domain, play different roles in
organism. Fibrinogen is responsible for blood clotting, angiopoietins regulate new blood vessels forma-
tion, fibroleukin and ficolins are important in immune system response, and tenascines intermediate in cell
and matrix interactions. The common feature, besides FRED domain, is participation in differentiation
and migration of neoplastic cells. Many of FRED proteins may be potential markers of neoplasm
diagnostics and application in therapies also can not be excluded.
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WSTEP

Fibrynogen, kluczowa glikoproteina krzepnigcia krwi jest heteroheksamerem
zawierajacym dwa zestawy trzech nieidentycznych tancuchéw polipeptydowych
A alfa, B beta i gamma, potaczonych ze soba wiazaniami dwusiarczkowymi. C-
konco-we czegsci domen tancuchow A alfa-E, B beta i gamma fibrynogenu zbudowane
sa z okoto 225 reszt aminokwasowych i ich funkcja polega na rozpoznawaniu i
wiazaniu innych molekut [6, 13, 26]. Podobne domeny C-koncowe wystepuja takze
w innych bialkach i zalicza si¢ je do nadrodziny FRED (ang. fibrinogen related
domains). Domeny FRED zaangazowane sa w interakcje migdzy biatkami, jak w
fibrynogenie i angiopoetynach, lub wiaza si¢ z weglowodanami, jak w fikolinach
ssakow lub tachylektynie SA bezkregowcow [4, 6, 13, 23, 47, 52].

Domeny FRED zawieraja cztery zachowane ewolucyjnie cysteiny zaangazowane
w tworzenie dwoch mostkéw -S-S-. Struktura domeny sktada sie z trzech
oddzielnych regionow (ryc. 1). Fragment N-koficowy, nazywany regionem A,
tworzony jest przez alfa helisg i beta kartke polaczone razem przez pierwsze wiazanie
dwusiarczkowe. Drugi fragment lub region B jest srodkowa czescia najwieksza.
Trzeci, zwany regionem P, tworzy dlugie obszary spiralne (ryc. 2) i zawiera drugie
wiazanie dwusiarczkowe. Fragment ten jest najbardziej zréznicowany ewolucyjnie
(ryc. 3) i ma wigkszo$¢ miejsc wigzacych ligandy oraz zwykle takze reszty
zaangazowane w wiazanie Ca®’ [6, 13, 26].

Domena FRED rozpowszechnita si¢ w wymienionych biatkach na skutek duplikacji
i tasowania kodujacego je DNA w przebiegu ewolucji zwierzat wielokomdrkowych
[14]. Za pomoca dopasowania sekwencji i przeszukania baz danych genomow z
uzyciem programu BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool) mozna
przesledzi¢ wystgpowanie domen FRED u prostszych organizméw [2]. Przynajmniej
jedno bialko zawierajace domen¢ FRED wystepuje juz u przedtkankowcow
(Parazoa), gdyz ekspresje pojedynczego genu udalo si¢ uzyskac¢ u gabki Suberites
domuncula [41]. Domena FRED jest zaledwie w 32% podobna do homologiczne;j
czesci tancucha gamma fibrynogenu cztowieka. Biatka odpowiadajace domenom
FRED sa juz dos¢ liczne u tak prostych zwierzat, jak jamochtony (np. Nematostella
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RYCINA 1. Schematyczne przedstawienie domeny FRED: C — zachowane cysteiny tworzace wigzania
dwusiarczkowe; x — pozostate reszty aminokwasowe; A, B, P — regiony w obr¢bie domeny

FIGURE. 1. Schematic representation of FRED domain: C — conserved cysteines involved in disulphide
bonds; x —the other amino acid residues; A, B, P —regions within the domain
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RYCINA 2. Por6wnanie struktury trojwymiarowej domeny FRED tancucha beta fibrynogenu we fragmencie
D (A), angiopoetyny 2 (B), fikoliny 1 (C), fikoliny 2 (D) opartej na koordynatach krystalograficznych
odpowiednio: 1fza, 1z3s, 1jhm i 2jgl z bazy RCS PDB (http://www.rcsb.org/), obrazy uzyskane w
programie Swiss-PdbViewer DeepView v4.0 (http://spdbv.vital-it.ch/)

FIGURE. 2. Comparison of three dimensional structure of FRED domains from fibrinogen gamma chain
(A); angiopoietin 2 (B), ficolin 1 (C), ficolin 2 (D) based on crystlographic coordinates respectively of
1fza, 1z3s, 1jhm and 2jg1 from RCS PDB data base (http://www.rcsb.org/). Images were prepared in
Swiss-PdbViewer DeepView v4.0 program (http://spdbv.vital-it.ch/)

vectensis) [43]. Te ostatnie wykazuja okoto 41% podobienstwa do domen wyste-
pujacych w biatkach czlowieka. Geny kodujace opisane biatka charakteryzuja si¢
prosta jednodomenowa budowa. Oby mogly uksztattowaé si¢ bardziej ztozone
tancuchy polipeptydowe, charakterystyczne np. dla ssakdéw, poza duplikacjami w
obregbie genomu, dochodzito do tasowania eksondw, co umozliwito pozyskanie przez
biatka dodatkowych domen [40].

Poza wymienionymi juz fibrynogenem, angiopoetynami i fikolinami innymi znanymi
biatkami ssakow, ktore zawieraja domeny FRED, sg tenascyny, fibroleukina oraz
szereg bialek okreslanych jako fibrynogeno- lub angiopoetynopodobnych (ang.
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FGB VSGKECEEIIRKGGETSEMYLIQPDSSVKPYRVYCDMNTENGGWTVIQNRQDGSVDFGRK 60
ANGPT2 ISFRDCAEVFKSGHTTNGIYTLTFPNSTEEIKAYCDMEAGGGGWTIIQRREDGSVDFQRT 60
FCN1 TGPRNCKDLLDRGYFLSGWHTIYLP-DCRPLTVLCDMDTDGGGWTVFQRRMDGSVDEFYRD 59
FCN2 TGPRTCKDLLDRGHFLSGWHTIYLP-DCRPLTVLCDMDTDGGGWTVFQRRVDGSVDFYRD 59
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FCN1 YKSFKVADEAEKYKLVLGAFVGGSAG----NSLTGHNNN---------- FFSTKDQDNDV 153
FCN2 YRSFKVADEAEKYNLVLGAFVEGSAG----DSLTFHNNQ--—-—-———~ SFSTKDQDNDL 153
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RYCINA 3. Dopasowanie sekwencji aminokwasowych domen FRED tanicucha beta fibrynogenu (FGB),
angiopoetyny 2 (ANGPT2), fikoliny 1 (FCN1), fikoliny 2 (FCN2). Alfa helisa — h (/elix), beta kartka —
s (strand), obszary spiralne — ¢ (coil)

FIGURE 3. Amino acid alignment of FRED domains of fibrinogen gamma chain (FGB); angiopoietin 2
(ANGPT?2), ficolin 1 (FCN1), ficolin 2 (FCN2). Alpha helix — h, beta strand — s, coil — ¢

fibrinogen-like, angiopoietin-like). Wiele z nich moze mie¢ istotny wplyw na
poszczegblne etapy progresji nowotworow. Geny czlowieka kodujace biatka z
domenami FRED przedstawione sa w tabeli 1.

ROLA DOMEN FRED W CHOROBACH NOWOTWOROWYCH

Fibrynogen

C-koncowe FRED tancuchéw B beta i gamma buduja odpowiednio domeny beta
C i gamma C dwdch terminalnych fragmentéw D czasteczki fibrynogenu (ryc. 4).
N-konce dwoch trojek wymienionych tancuchoéw zbiegaja sig w centralnej czesci
calej czasteczki tworzac fragment E [26]. Lancuch A alfa w postaci izoformy Il
nie ma domeny FRED i jest powszechny w wigkszosciowej puli fibrynogenu
czlowieka o masie 340 kDa. Zawracajac we fragmentach D tancuchy A alfa
zmierzaja w kierunku fragmentu E, w poblizu ktérego tworza niepofaldowane domeny
alfa C [13]. Obok izoformy Il wystepuje izoforma I tancucha A alfa-E, ktora
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wystepuje w puli fibrynogenu 420 kDa stanowiacego okolo 4% calkowitego
fibrynogenu [16, 17]. Obie formy powstaja w wyniku alternatywnego splicingu
wspodlnego genu dla tancucha A alfa. Izoforme I cechuje posiadanie domeny FRED
homologicznej do domen lancuchéw B beta i gamma (aEC), jednakze jest ona
przesunieta w stosunku do poddomen beta-C i gamma-C i podobnie jak w przypadku

TABELA 1. Geny bialek czlowieka zawierajace domeny FRED wraz z lokalizacja na
chromosomach (f — forward, r — reverse)

TABLE 1. Human genes of proteins with FRED domains with chromosomal localization
(f— forward, r — reverse)

Nr [Symbol Nazwa produktu bialkowego Chr. |Lokalizacja Ni¢
na chromosomie DNA
1 |ANGPTL7 |Angiopoetynopodobne 7 1 11249398-1125603 f
2 |FCN3 Fikolina 3 1 827695603-27701315 |r
3 |ANGPTL3 |Angiopoetynopodobne 3 1 63063158-63071830 r
4 |TNN Tenascyna N 1 175036994-17511720 |t
5 |TNR Tenascyna R (restryktyna) 1 2175291935-175712906 |r
6 |ANGPTL1 |Angiopoetynopodobne 1 1 178818840-178840187 |r
7 |FGB Fibrynogen Bbeta 4  [155484108-155492238 |f
8 |FGA Fibrynogen Aalfa-E i A alfa 4 [155504278-155511918 |r
9 |FGG Fibrynogen gamma 4 [155525286-155534119 |r
10 [ TNX Tenascyna X 6 31976196-32083111 r
11 |[FGL2 Fibroleukina (fibrynogenopodobne 2) 7 |76822688-76829143 r
12 |JANGPT2 Angiopoetyna 2 8 6357172-6420930 r
13 |FGL1 Fibrynogenopodobne 1 8 17721889-17767874 r
14 |ANGPTI1 Angiopoetyna 1 8 ]108261723-108510283 |r
15 [TNC Tenascyna C 9 [117782806-117880486 |r
16 |ANGPTL2 |Angiopoetynopodobne 2 9 |129849611-129885162 |r
17 |FIBCDI ang. Fibrinogen C domain contening 1 |9  |133777825-133814673 |r
18 [FCN2 Fikolina 2 (hukolina) 9  |137772654-137779924 |f
19 [FCN1 Fikolina 1 9 |137801016-137809809 |r
20 |ANGPTL5 |Angiopoetynopodobne 5 11 [101761406-101787255 |r
21 MFAP4 ang. Microfibrillar-associated protein 4 17 [19286755-19290553 r
22 |/ANGPTL4 |Angiopoetynopodobne 4 19 8429011-8439257 f
23 |/ANGPTL6 |Angiopoetynopodobne 6 19 [10203015-10213472 r
24 |ANGPT4 Angiopoetyna 4 20 |853296-896960 r

izoformy Il znajduje si¢ w poblizu fragmentu E [16]. Lancuchy B beta i gamma
kodowane sa przez odrgbne geny. Wszystkie geny trzech tancuchéw fibrynogenu
zlokalizowane sg tuz koto siebie na chromosomie 4 u cztowieka, przy czym gen dla
fancucha B beta znajduje si¢ na nici DNA przeciwnej w stosunku do poprzednich
dwodch gendw [6]. Wskazuje to na prawdopodobna inwersj¢ tego genu wzgledem
pozostatych, pod dwdch duplikacjach lokalnych prowadzacych do wyodrebnienia 3
odrebnych gendéw ze wspolnego hipotetycznego przodka. Insercje w tancuchu A alfa
doprowadzity dodatkowo do przesuniecia domeny FRED wzgledem homologicznych
domen fancuchéw B beta i gamma [14]. Lancuchy A alfa i B beta na N-koncach
maja krotkie peptydy, odpowiednio A i B, ktére po przecigeciu przez trombing migdzy
argining a glicyng zostaja uwolnione i odstaniaja miejsca we fragmencie E
komplementarne do miejsc w domenach FRED. Powstajace po uwolnieniu
fibrynopeptydow monomery fibryny polimeryzuja tworzac najpierw protofibryle, a
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RYCINA 4. Poréwnanie multimetrycznych struktur tworzonych przez tancuchy polipeptydowe biatek
z domenami FRED: fibrynogen (A), fikolina 3 (B), angiopoetyna 1 (C), tenascyny (D), «EC, C, yC —
domeny FRED, fragmenty fibrynogenu: Di E. FpA — fibrynopeptyd A, FpB — fibrynopeptyd B, N —
centralna czgs$¢ czasteczki tenascyny, PR — cienki segment proksymalny, DS — gruby segment dystalny,
T — skrzyzowanie T

FIGURE 4. The comparison of multimeric structures created by chains or proteins with FRED domains
(A), ficolin 3 (B), angiopoietin 1 (C), tenascin (D), aEC, SC, yC, C — FRED domains, fibrinogen frag-
ments: D, E, FpA — fibrinopeptide A, FpB — fibrinopeptide B, N — a central knob of tenascin molecule,
PR — a thin proximal segment, D — a thick distal segment, T — T-junction

nastgpnie sie¢ widknika. Gtéwny enzym fibrynolizy plazmina degraduje wtdknik do
koncowych produktdw, takich jak: fragment D o masie okoto 90 kDa, fragment E
o masie okoto 60 kDa oraz polipeptydy. Jesli wioknik zostanie poddany dziataniu
czynnika XllIla, tworza si¢ wiazania kowalencyjne w obrebie tancuchow alfa i
gamma pomiedzy fragmentami D réznych monomeréw fibryny. Po degradacji
plazminowej wtoknika stabilizowanego zamiast fragmentu D powstajg fragmenty
D-D (dimery D) [6].

Chorobom nowotworowym bardzo czesto towarzyszy nadmierna aktywacja
procesow krzepniecia i fibrynolizy. Zjawisko to jest integralnym mechanizmem
rozwoju nowotworow, tworzenia naczyn w obrgbie guza oraz przerzutdw, a nie tylko
powiktaniem wystepujacym w chorobie. Juz we wczesnych etapach rozwoju
nowotworu dochodzi do tworzenia miejscowych ztogow fibryny. Pozanaczyniowe
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ztogi fibryny powstaja na skutek zwiekszonego przechodzenia fibrynogenu i innych
bialek hemostazy z osocza do przestrzeni pozanaczyniowej oraz miejscowej aktywacji
krzepniecia przez wydzielany przez guz czynnik tkankowy (TF) i prokoagulant
nowotworowy. Wokot nowotworu tworzy si¢ zel widknika, podobnie jak podczas
gojenia rany. Pojawia si¢ w ten sposob tymczasowe podioze dla migrujacych
makrofagow, fibroblastow i komdrek srodbtonka. Jest ono miejscem powstawania
nowych naczyn krwionosnych, w ktorym kluczowa rol¢ odgrywa aktywacja
fibrynolizy. Produkty rozpadu fibrynogenu i fibryny sa czynnikiem mitogennym dla
komorek srodbtonka [46].

U pacjentek chorych na raka piersi stwierdzono zwiekszenie stezenia D-D.
Zwigkszony poziom D-D zostal takze wykryty w przypadku innych nowotworow:
pluca, piersi, jelita grubego, jajnika. W nowotworach piersi poziom dimeru D koreluje
ze stopniem zaawansowania choroby i liczba przerzutow [31]. Zwiazek ten moze
wynikaé¢ z aktywacji fibrynolizy w trakcie rozwoju metastazy, ale nie mozna
wykluczyé bezposredniej roli dimeréow D. Wykazano, ze domena gamma C
fibrynogenu' hamowala wzrost guzéw, rozrost naczyn wlosowatych i przerzuty w
modelu raka piersi Met-1 in vitro [1].

Angiopoetyny

Angiopoetyny to grupa bialek zbudowanych z lancuchow polipeptydowych
sktadajacych si¢ z N-koncowego odcinka spiralnego i C-koncowej domeny FRED
[22, 23]. Angiopoetyny sg czynnikami wzrostu swoistymi dla komoérek $rodbtonka
podobnie jak VEGF. Angiopoetyny oraz VEGF dzialaja w sposob skoordynowany i
uzupelniajg sie¢ w rozwoju naczyn krwionosnych. Receptory wzrostu tych czynni-
kéw:  Tie-1 i Tie-2 znajduja si¢ tylko na komoérkach srodbtonka i niektorych
komorkach progenitorowych. Znane s trzy typy angiopoetyn (Ang-1, Ang-2,
Ang-3), wiazace si¢ z receptorem Tie-2, z ktorych najlepiej poznano Ang-1 i
Ang-2. Angiopoetyny i ich receptor Tie-2 pelnig wazng funkcje w formowaniu i
utrzymaniu lozyska naczyniowego. Ligandy dla receptora Tie-1 pozostaja nadal
nieznane [51].

Ang-1 i Ang-2 wykazuja zwykle przeciwstawne dziatanie w stosunku do receptora
Tie-2. Oba ligandy wydaja si¢ wigzaé w tym samym miejscu receptora, za co
odpowiedzialne sa domeny FRED. Odmienno$¢ dziatania obu wersji wynika¢ moze
z roznej tendencji tancuchow Ang-1 i Ang-2 do taczenia si¢ w struktury czwarto-
rzedowe. Ang-1 zwykle tworzy oligomery ztozone z dwoch do szesciu identycznych
fancuchéw polipeptydowych kodowanych przez gen ANGPTI (tab. 1), ale mozliwe
sa takze multimetry ztozone z wigkszej liczby tancuchow (ryc. 4). Ang-2 tworzy
glownie dimery tancuchow kodowanych przez gen ANGPT2, cho¢ istnieja donie-
sienia, ze moze tworzy¢ takze wigksze kompleksy [24]. Oba geny zlokalizowane
sa blisko siebie na chromosomie 8 u czlowieka i wykazuja 62% podobienstwa w
obrgbie sekwencji aminokwasowej. Roznice w sekwencji N-koncowej prowadza
do formowania homooligomeréw (Ang-1) Ilub homodimeréw (Ang-2) i ta

'0dpowiada ona domenie FRED taficucha gamma i jest czescia fragmentu D.



546 M. B. PONCZEK

odmiennos¢ odpowiada prawdopodobnie za antagonistyczne dzialanie Ang-2 w
stosunku do Ang-1 [27].

Zwiazanie angiopoetyny 1 przez receptor Tie-2 prowadzi do jego aktywacji przez
autofosforylacje reszt tyrozylowych [24]. Ang-1 jest w ten sposob zaangazowana
w rozwoj srodblonka, dzialajac pozniej i niezaleznie od VEGF. VEGF przez receptor
Flk-1 promuje proliferacj¢ i réznicowanie komorek srodblonka oraz tworzenie
niedojrzalych naczyn. Ang-1 natomiast przez receptor Tie-2 powoduje przebudowe
mlodych naczyn oraz utrzymuje i stabilizuje dojrzale naczynia, promujac interakcje
pomigdzy komdrkami srdédblonka a otaczajaca macierza pozakomorkowa. Posred-
nictwo Ang-1 w dojrzewaniu naczyn krwionosnych moze mie¢ znaczenie tera-
peutyczne w specyficznym hamowaniu unaczynienia nowotwordw. Angiopoetyna 1
ulega ekspresji glownie w fibroblastach, perycytach i komorkach migsni gladkich,
na komorki srodblonka dziata w sposdb parakrynny, a regulacja ekspresji odbywa
sie z udzialem HIF-a i VEGF [27].

Angiopoetyna 2 jest antagonista Ang-1 i wiazac si¢ z receptorem Tie-2 przeciw-
dziata tworzeniu naczyn krwionosnych pobudzanych przez angiopoetyne 1. Przy braku
VEGF, Ang-2 moze indukowaé apoptoze komorek srodblonka prowadzac do
zmniejszenia unaczynienia. W obecnosci VEGF moze utatwia¢ migracje i proliferacje
komorek srodblonka. U dorostych ekspresje Ang-2 stwierdza si¢ w miejscach
przebudowy naczyn, gdzie, jak si¢ uwaza, blokuje ona stabilizujacg rolg Ang-1.
Okazuje sie, ze efekt dziatlania Ang-2 jest zalezny od rodzaju komorek. O ile w
komorkach $rodblonka dziata raczej jako antagonista receptora Tie-2, to w innych
typach komorek, np. fibroblastach jako jego induktor [32]. Co wigcej wykazano, ze
dlugotrwata stymulacja ligandem Ang-2 moze prowadzi¢ do fosforylacji receptora
Tie-2 nawet w komorkach srodblonka [49]. Zatem Ang-2 w zaleznosci od warunkow
moze by¢ antagonista lub agonista receptora Tie-2.

Whyniki badan zaréwno in vitro, jak i klinicznych co do roli Ang-1 i Ang-2 w regulacji
angiogenezy nowotworowej sg niejednoznaczne. Badania eksperymentalne wykazaty, ze
Ang-1 moze by¢ zaréwno czynnikiem proangiogennym, jak i anty-angiogennym [27].
Wszcezepienie myszom komorek (HelLa) ludzkiego raka szyjki macicy transfekowanych
Ang-1 promowalo wzrost guza, poprzez indukcj¢ angiogenezy nowotworowej i zahamowanie
apoptozy komodrek nowotworowych. Z kolei w innych badaniach wykazano, ze nadekspresja
Ang-1 w komérkach raka ptaskonablonkowego A431 prowadzita do inhibicji wzrostu guza.
Co wigcej, wszezepienie do watroby myszy komorek raka jelita grubego (HT29)
transfekowanych Ang-1 powodowato, ze wielko$¢ guza, liczba naczyn krwionosnych i
proliferujacych komérek nowotworowych byly mniejsze niz w grupie kontrolnej. Jeszcze inne
badania wykazaly, ze guz, ktory rozwinat si¢ po wszczepieniu komorek HT29 z Ang-2 byt
wigkszy niz guz z Ang-1 1 wigksza byla rowniez liczba naczyn krwionosnych [27].

Sprzeczne okazaly si¢ takze wyniki badan dotyczacych Ang-2. Egzogennie
wywolana nadekspresja Ang-2 hamowata wzrost i przerzutowanie komdrek nowotwo-
rowych LLC (ang. Lewis lung carcinoma) i TA3 (ang. murine mammary
carcinoma). Nadekspresja Ang-2 prowadzita takze do masywnej regresji naczyn
(nawet bez zahamowania VEGF), aktywacji apoptozy i zahamowania wzrostu guza
[9]. Z drugiej strony sugerowano, ze ekspresja Ang2 moze by¢ istotna dla
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remodelowania naczyn krwionosnych w raku watrobowokomorkowym zezwalajac
na stymulacj¢ odpowiedzi naczyniowej przez dodatkowe induktory angiogenezy [35].
Co wigcej, zablokowanie Ang-2 za pomocg przeciwcial prowadzito do zahamowania
proliferacji komorek srodbtonka i wzrostu guza u myszy [27].

By¢ moze przyczyna tak rozbieznych wynikow badan jest rozny poziom ekspresji
angiopoetyn i stan oligomeryzacji, a takze stosunek Ang-1 do Ang-2 w ukladach
eksperymentalnych. Sugeruje sig, ze zaburzenie rownowagi migdzy Ang-1 a Ang-2, na korzy$¢
Ang-2, moze skutkowa¢ nasileniem angiogenezy nowotworowej 1 wzrostem guza [27].

W badaniach klinicznych zwykle wykazywano ekspresj¢ angiopoetyn w komor-
kach nowotworowych glejaka, zwojaka zarodkowego wspdtczulnego, watroby i raka
jelita grubego [12, 27, 36, 44], a takze zwigkszone ich stgzenie w osoczu krwi w
raku piersi, prostaty i ptuca [27, 38, 39].

Zwigkszong ekspresj¢ Ang-2 stwierdzono w komoérkach nowo utworzonych
naczyn wielu guzéw nowotworowych [27]. Wykazano zwiazek pomiedzy ekspresja
i stezeniem Ang-2 a progresja choroby nowotworowej w raku piersi, prostaty, jelita
grubego, w glejaku i w zwojaku wspotczulnym [22, 25, 27, 29, 36]. Stwierdzono
takze zwiazek z czasem przezycia bezobjawowego i calkowitego w raku piersi,
prostaty i ptuca [27, 29, 39]. Osoczowa Ang-2 rozwaza si¢ jako kliniczny znacznik
raka ptuc [39], a Ang-1 za potencjalny znacznik w przewidywaniu przezycia
pooperacyjnego i reemisji u pacjentdw na wczesnym etapie raka niedrobno-
komorkowego ptuca [38]. W niektorych przypadkach po zastosowanym leczeniu
choroby nowotworowej w osoczu zmniejszalo si¢ stezenie angiopoetyn [7, 8].

Tenascyny

Tenascyny to rodzina wielodomenowych glikoprotein macierzy zewnatrz-
komorkowej, zbudowanych z licznych domen EGF (czynnika wzrostu naskorka)
i FN3 (fibronektyny typu trzeciego) oraz C-koncowej domeny FRED. Te
oligomeryczne biatka sa homoheksamerami ztozonymi z dwdch homotrimerow
stabilizowanych przez wigzania -S-S-. Dwie tréjramienne potowki lacza sie¢ w
centralnej czesci czasteczki. Cala struktura zostata nazwana heksabranchionem ze
wzgledu na sze$¢ dlugich ramion. Cecha charakterystyczng jest terminalny wezet
domeny FRED na kazdym ramieniu, gruby segment dystalny, cienki segment
proksymalny, skrzyzowanie T, gdzie trzy ramiona facza si¢ w trimer i wezel centralny,
gdzie dwa trimery tacza si¢ w heksametr (ryc. 4). U czlowieka znane sa cztery
geny tenascyn: C, X, Ri N [10, 11]. Geny kodujace poszczegdlne typy tancuchéw
tenascyn ulegaja ekspresji w roznych etapach zycia ptodowego i poporodowego w
réznych tkankach, a w bardzo ograniczonym stopniu w tkankach dojrzatych, ulegajac
ekspresji przewaznie w roznorodnych nowotworach. Bialka te moga umozliwiaé
migracje¢ komorek nowotworowych i nowotworzenie naczyn przyczyniajac si¢ do
wzrostu guza. Zwiekszong ekspresj¢ tenascyn opisano w licznych schorzeniach
nowotworowych, migedzy innymi w rakach ptaskonabtonkowych jamy ustnej i gardta,
w guzach zgbopochodnych i zawiazkach zebowych, w raku trzustki, raku piersi i
raku szyjki macicy i w nowotworach mozgu [15, 19].
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Tenascyna-C (TNC) wystepuje w osrodkowym uktadzie nerwowym i uczestniczy
w prowadzeniu migracji neuronéw oraz w rozwoju aksonéw w czasie wzrostu
organizmu. Jest wazna dla zapewnienia plastycznosci potaczen synaptycznych i w
regeneracji uktadu nerwowego. W wigkszosci w pelni wyksztatlconych narzadow
bialko to nie wystepuje lub jego ilos¢ jest silnie zredukowana. Dopiero w procesach,
takich jak: gojenie ran, regeneracja neurondw i innych komoérek oraz w stanach
patologicznych, takich jak: choroby naczyniowe, infekcje, czy nowotworzenie,
dochodzi do znacznej ekspresji gendw tego biatka. Obecnos¢ TNC stwierdza si¢ w
wielu rodzajach guzéw mozgu i innych narzadéw (takze w raku piersi, ust, krtani,
tkanki kostnej i chrzgstnej), a poziom ekspresji jest skorelowany ze stopniem
ztosliwosci nowotworéw moézgu. Im wigkszy poziom akumulacji tego biatka, tym
gorsze rokowania dla pacjenta. Zwiekszona ekspresja tenascyny-C w tkance lacznej
otaczajacej guzy, w ranach i w tkankach objetych stanem zapalnym moze swiadczy¢
o roli w aktywacji i regulacji migdzykomoérkowych szlakéw sygnalizacyjnych,
wplywajac w ten sposdb na morfologie, wzrost i migracj¢ komorek. TNC wyste-
pujaca w macierzy zewnatrzkomorkowej guzow moze by¢ wydzielana przez same
komorki nowotworowe lub tez komodrki guza jedynie indukuja jej synteze przez
komorki mezenchymy. Lancuchy polipeptydowe budujace TNC moga wystepowaé
w wielu izoformach na skutek alternatywnego sktadania pierwotnego transkryptu
genu dla TNC. Wigkszo$¢ prowadzonych badan nie uwzglednia réznic pomiedzy
alternatywnie sktadanymi wariantami TNC. Pewne izoformy moga by¢ bardziej
powszechne w guzach nowotworowych niz w normalnych tkankach. Przy uwzgled-
nieniu zréznicowania, TNC moze by¢ wykorzystana w precyzyjnej diagnostyce
nowotworow mozgu i by¢ moze takze jako czasteczka docelowa dla terapii przeciw-
nowotworowej [15, 42].

Tenascyna-X (TNX) posredniczy w interakcjach pomiedzy komorkami i macierza
zewnatrzkomorkowa w migsniach, skorze i ukladzie nerwowym. Hamuje migracje komorek
i przyspiesza tworzenie wiokien kolagenowych. Ulega ekspresji w skorze, migsniach i
stawach. Ekspresja biatka u dorostych jest znacznie nizsza niz u mtodych osobnikéw.

Tenascyna-R (TNR) jest charakterystyczna wylacznie dla macierzy zewnatrz-
komorkowej tkanki nerwowej. Odgrywa role w oddziatywaniach pomigdzy réznego rodzaju
komorkami i skladnikami macierzy, co wplywa na zachowanie komoérek poprzez ich stabilng
adhezje, rozprzestrzenianie i réznicowanie si¢ lub zahamowanie wzrostu neurytow [19].

......

Wiadomo, ze moze by¢ zaangazowana w odrost neurytow i migracje komorek [50].

Fibroleukina

Fibroleukina (FGL2), inaczej biatko podobne do fibrynogenu 2 (ang. fibrinogen
like protein 2), sktada si¢ 439 aminokwasowych polipeptydow. Lancuchy FGL2
formuja tetramery stabilizowane przez mostki S-S. FGL2 wystepuje w postaci
zwiazanej z btong makrofagéw i komorek srodblonka lub moze by¢ wydzielana w
postaci rozpuszczalnej przez limfocyty T typu CD4 i CD8. Biatko okazato si¢ by¢
waznym regulatorem nieswoistej i swoistej odpowiedzi immunologicznej [33].
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Fibroleukina zwiazana z btona wykazuje zdolnos¢ aktywacji fibrynogenu do fibryny,
co prowadzi do zakrzepicy naczyniowej i stanu zapalnego w obrebie dotknietych
tkanek [18], w ten sposob wplywajac na patogeneze wirusowego zapalenia watroby
[45]. Z drugiej strony rozpuszczalna forma biatka, wydzielana przez limfocyty T,
odgrywa role w negatywnej regulacji odpowiedzi immunologicznej. Fibroleukina w
tej formie ma zdolno$¢ hamowania proliferacji limfocytow T stymulowanych
alloantygenem. Dodatkowo, rozpuszczalna fibroleukina moze hamowac dojrzewanie
komorek dendrytycznych, przez zapobieganie przeniesieniu czynnika NF«B do jadra
komorkowego i w konsekwencji ekspresji czynnikow CD80 i gtéwnego kompleksu
zgodnosci tkankowej klasy II [20]. Za aktywnos$¢ hamowania odpowiedzi immuno-
logicznej odpowiada domena FRED, gdyz wtasciwosci immunosupresyjne sa znoszo-
ne przez przeciwciala monoklonalne skierowane przeciwko wlasnie tej domenie [33].
Fibroleukina odgrywajac role w patogenezie wirusowego zapalenia watroby, jest
potencjalnym znacznikiem nowotworow watroby, tym bardziej ze podwyzszong
ekspresje tego bialka wykryto w raku watrobowokomorkowym cztowieka [47].
Fikoliny

Biatka z rodziny fikolin charakteryzujg si¢ obecnoscia fragmentu kolageno-
podobnego pomiedzy N-koncowym peptydem wiodacym a C-koncowa domenag
FRED. Pod tym wzgledem przypominaja lektyny wiazace mannoze oraz sktadnik
Clq dopetiacza. Dwa lub trzy identyczne tancuchy fikolin tworza strukturalng
podjednostke biatka. Takie podjednostki moga formowac oligomeryczne struktury
wyzszego rzedu (ryc. 4), dochodzace nawet do 24 podjednostek [48]. U cztowieka
wystepuja trzy typy fikolin: fikolina 1 lub M (FCNI1 lub FCNM), fikolina 2 lub L
(FCN2 Iub FCNL) i fikolina 3 lub H (FCN3 lub FCNH) [21]. Fikoliny cechuja si¢
wlasciwosciami GIcNAc lektyn, poniewaz maja zdolno$¢ wiazania N-acetylo-
glukozaminy [30]. Zdolno$¢ do wiazania reszt cukrowych nadaje biatku domena
FRED i jest ona zalezna od jonéw wapnia [28].

Fikoliny biora udzial w nieswoistej odpowiedzi odpornosciowej rozpoznajac
charakterystyczne dla patogenéw ugrupowania weglowodanowe. Rola fikolin polega¢ moze
na udziale w lektynowym szlaku aktywacji dopetiacza oraz opsonizacji i fagocytozie [34].

Wszystkie trzy fikoliny cztowieka sa obecne w niewielkich ilosciach we krwi.
FCNI1 ulega ekspresji w monocytach/makrofagach oraz w plucach, FCN2 w watroie,
a FCN3 w watrobie i plucach [21]. Zwigkszong zawartos¢ fikolin stwierdzono w
surowicy osob z rakiem phuc lub rakiem jajnikow [3, 37].

PODSUMOWANIE

Na podstawie analizy kompletnego ludzkiego genomu mozna stwierdzi¢ (na przykiad
za pomoca przegladarki genoméw ENSEMBL — http://www.ensembl.org/), ze w DNA
czlowieka sa 24 geny, w ktérych kodowana jest sekwencja charakterystyczna dla
domeny FRED, znajdujace si¢ w chromosomach 1, 4, 6, 7, 8,9, 11, 17 19 1 20 (tab.
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1) [5]. Biatka majace domeng¢ FRED spetniajg zréznicowane funkcje w organizmie.
Fibrynogen odpowiada za krzepniecie krwi, angiopoetyny reguluja tworzenie nowych
naczyn krwiono$nych, fibroleukina i fikoliny odgrywaja role w odpowiedzi immuno-
logicznej, a tenascyny posredniczg w interakcjach pomigdzy komodrkami i macierza
zewnatrzkomorkowa. Funkcja produktow niektdrych z 24 gendw, czgsto nadal nie jest
znana. Tym co wigkszo$¢ z nich taczy, poza wspdlna C-koncowa domeng FRED,
jest udzial w progresji nowotworow. Wiele bialek FRED moze sta¢ si¢ potencjalnym
znacznikiem w diagnostyce nowotworow. Nie mozna rowniez wykluczy¢ mozliwosci
zastosowania tych bialek w terapii przeciwnowotworowej. Konieczne sa dalsze badania
podstawowe i kliniczne bialek z domenami z rodziny FRED, ktore powinny przyczynié
si¢ do poszerzenia wiedzy na ich temat i umozliwi¢ praktyczne jej zastosowania.
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