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Rozprawa habilitacyjna ¢ Thesis

Linie ludzkich spontanicznie immortalizowanych limfocytow T — nowy model
do badan mechanizmow powstawania nowotworow uktadu chionnego

Jan Konrad Siwicki

Uzyskiwanie przez komorki zdolnosci do nieograniczonego wzrostu (tzw. immortalizacja) jest krytycznie waznym etapem
rozwoju nowotworow, poniewaz wtedy mogq nagromadzac si¢ zmiany w materiale genetycznym, ktore warunkujq osiqgniecie
pelni fenotypu nowotworowego. W niniejszej pracy scharakteryzowano modele komorkowe stosowane w badaniach procesu
immortalizacji ludzkich komdrek, zwracajqc uwage na najistotniejsze ograniczenia tych uktadow badawczych, ktore wynikajqg
ze sposobu uzyskiwania immortalizowanych populacji komdrek, a takze zwiqzane sq z tkankowgq swoistosciq procesow
przelamywania ograniczen programu starzenia podzialowego. Przedstawiono nastepnie wlasny, nowy model badania procesu
immortalizacji, ktory obejmuje szes¢ spontanicznie immortalizowanych linii limfoblastow T, wyprowadzonych za pomocq
wlasnego systemu dlugotrwatej hodowli limfocytow T w obecnosci interleukiny 2 (IL-2). Dwie linie pochodzq z normalnej
Sledziony, a cztery pozostate uzyskano z krwi obwodowej pacjentow z zespolem Nijmegen (NBS), recesywnie dziedziczonej
choroby, ktora charakteryzuje sie¢ m.in. bardzo silng predyspozycjg do rozwoju nowotworow ukladu chlionnego. Analiza
profilu DNA wykluczyla krzyzowe zanieczyszczenie tych immortalizowanych linii i potwierdzila, ze pochodzq one od roznych
0s6b. Celem przestawionych w dalszej czesci tej rozprawy badarn wlasnych byla analiza morfologii, zmian molekularnych oraz
cytogenetycznych, ktore towarzyszyly spontanicznej immortalizacji komorek wspomnianych linii limfocytow T. Nasze badania
pokazaly, ze komorki wszystkich immortalizowanych linii, ktore pochodzq od pacjentow z zespolem NBS intensywnie barwiq
si¢ na obecnos¢ CD30, zarowno w obszarze blony komaorkowej, jak i w okolicy aparatu Golgi’ego oraz ujawniajq inne cechy
typowe dla anaplastycznego chioniaka z duzych komorek, takie jak: silna ekspresja CD25, obfita cytoplazma z ziarnistosciami
oraz nerkowate lub podkowiaste jgdra i/lub wiele jgder. W jednej z tych linii stwierdzilismy obecnos¢ podgrupy komdrek
z jgdrowq ekspresjq biatka kinazy chioniaka anaplastycznego (ALK) oraz ze znaczqco zwiekszonq liczbq kopii genu ALK,
ale bez jakichkolwiek jego rearanzacji. Ponadto, zaobserwowalismy, ze komdrki dwdch sposrod tych czterech linii utracily
czes¢, a komarki jednej linii - wigkszos¢ markerow typowych dla limfocytow T, a wiec ujawnily ceche typowq dla chioniaka
z obwodowych komorek T. Zaobserwowalismy takze, ze spontaniczna immortalizacja komdrek opisywanych linii byla
zwigzana ze stabilizacjg dlugosci telomerow, wysokq ekspresjq telomerazy oraz z zaburzong regulacjq cyklu komorkowego.
Nasze badania wykazaly w szczegolnosci, ze spontanicznie immortalizowane linie limfocytow T od pacjentow z zespolem
NBS, w przeciwieristwie do immortalizowanych linii komorek T z prawidlowym genem NBSI, majg oslabiony punkt
kontrolujgcy przejscie z fazy G1 do S po napromienieniu komdrek, ale jednoczesnie niektore z tych linii nie wykazujg w tych
warunkach wyraznych zaburzern nagromadzania si¢ TP53 oraz p21(WAF1/CIP1), za co prawdopodobnie odpowiedzialny
Jjest podwyzszony poziom ekspresji c-MYC w komarkach tych linii. Zarowno pierwotne, jak i immortalizowane komorki T od
pacjentow z NBS (z wyjgtkiem jednej linii) ujawnily defekt punktu kontrolnego wewngqtiz fazy S oraz punktu kontrolujgcego
przejscie z fazy G2 do M. W niektorych spontanicznie immortalizowanych liniach stwierdzilismy wspolwystepowanie wysokiej
ekspresji czqsteczki p16(INK4a) z obecnoscig ufosforylowanej formy czgsteczki RB, przy jednoczesnie zwigkszonej ekspresji
CDKH4, cykliny D2, c-MYC lub cykliny E, co sugeruje, ze hamowanie cyklu komorkowego na granicy G1/S przez pl16(INK4a)
zostalo przezwyciezone (przelamane) poprzez zwigkszong ekspresje pozytywnych regulatorow cyklu komorkowego podczas
uzyskiwania przez komaorki tych linii nieograniczonego potencjalu wzrostowego. Analiza cytogenetyczna wykazata ponadto, ze
w tych immortalizowanych liniach komorek T wystgpily wspolne zmiany cytogenetyczne w postaci zwielokrotnienia materiatu
pochodzqcego z chromosomu 2 (obszar 2p13-24), chromosomu 8 (obszar 8q21-24) oraz chromosomu 3 (obszar 3q26-29),
co sugeruje obecnosc w tych obszarach genow, ktorych zwigkszona ekspresja ma istotny udzial w immortalizacji limfocytow T.
Przedstawiony w tym opracowaniu wlasny, nowy model obejmujqcy spontanicznie immortalizowane linie limfocytow T, ktore
ujawniajq fenotyp charakterystyczny dla komorek chioniaka, rozszerza mozliwosci analizy mechanizmow odpowiedzialnych
za immortalizacje limfocytow oraz rozwdj nowotworow ukladu chlonnego, co moze by¢ istotne dla opracowania nowych
metod diagnostycznych i strategii leczenia nowotworow.
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Spontaneously immortalized human T cell lines
— a new model for the studies on lymphoma development

Acquisition of an unlimited proliferative potential (cell immortalization) is thought to be an essential step in tumour
development and progression since uncontrolled, additional cell divisions may allow accumulation of genetic changes,
necessary to develop a malignant and metastatic phenotype. In this paper the in vitro models for studying the mechanisms of
human cell immortalization are described, with a special emphasis on the limitations of such approaches, i.e. impact of an
inducing factor used for immortalization and tissue specificity requirements. A new, original culture model of spontaneously
immortalized human T cell lines is also presented. Six T cell lines have been established following mitogen stimulation
and subsequent growth in the presence of Interleukin 2 (IL-2). Two of these cell lines derive from normal spleen and
the other four from the peripheral blood of four patients with Nijmegen Breakage Syndrome (NBS), a recessive disorder
characterized by a very high incidence of lymphoma. The aim of the studies presented here was to analyse morphological,
as well as molecular and cytogenetic changes associated with spontaneous immortalization. We found that the cells from all
immortal NBS-derived T cell lines showed strong membrane and the Golgi region expression of CD30, and other features
characteristic of anaplastic large cell lymphoma (ALCL), i.e. overexpression of CD25, abundant cytoplasm and kidney-
shaped and/or multiple nuclei. A subpopulation of cells of one of these lines, displayed nuclear staining for anaplastic
lymphoma kinase (ALK) antigen with multiple copies of ALK, but without ALK gene rearrangements. In addition, the
cells from three immortal T cell lines displayed a loss of pan T-cell antigens, a typical feature of peripheral T-cell lymphoma
(PTCL). We observed that spontaneous immortalization of the T cell lines described here was associated with telomere
length stabilization, high telomerase activity and deregulated expression of cell cycle checkpoint molecules. In particular
we found that the four immortal T cell lines derived from NBS patients, contrary to two spontaneously immortalized T cell
lines derived from normal spleen, showed an attenuated radiation-induced G1/S checkpoint, yet, with presumably normal
TP53/p21(WAF1/CIP1) pathway, apparently due to c-MYC up regulation. Three immortal NBS-derived T cell lines showed
an impaired intra-S checkpoint, as evidenced by radioresistant DNA synthesis (RDS). All four immortal T cell lines derived
from NBS patients showed defective G2/M checkpoint. We observed that in some spontaneously immortalized T cell lines
strong pl6(INK4a) expression and wild-type pattern of phosphorylated RB form coincided with increased expressions
of CDK4, cyclin D2, ¢c-MYC or cyclin E, suggesting that growth inhibitory activity of pl6(INK4a) was bypassed during
the process of cell immortalization by enhanced expression of the positive cell cycle regulatory molecules. The cytogenetic
analysis showed that the spontaneously immortalized T cell lines developed several common chromosomal abnormalities,
including the acquisition of copy number gains involving chromosomal regions: 2p13-24, 8q21-24 and 3q26-29, suggesting
that the regions harbor a gene (or genes) important for T cell immortalization. The presented here new in vitro model of
spontaneously immortalized T cell lines with phenotypes typical of lymphoma can be a valuable tool for studying mechanisms
of lymphocyte immortalization and for developing more efficient and safer therapy strategies.

Stowa kluczowe: karcynogeneza, spontaniczna immortalizacja, limfocyty T, interleukina 2, punkty kontrolne cyklu
komorkowego, zespot Nijmegen, NBS1, chioniak, aberracje chromosomalne

Key words: carcinogenesis, spontaneous immortalization, T lymphocytes, Interleukin 2, cell cycle checkpoints, Nijmegen
Breakage Syndrome, NBS!, lymphoma, chromosomal aberrations
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Alfabetyczny wykaz skrotow stosowanych w pracy:

ALK
ALT

AT

ATL
CGH
EBV
EBV/LCL

FISH
HHV
HIV
HPV
hTERT
HTLV

IL-2
LT
NBS
RDS
SISS-T

ST
STR
SV40
WGA
4-NQO

anaplastic lymphoma kinase — kinaza chtoniaka anaplastycznego,

alternative lengthening of telomeres — alternatywny system stabilizacji telomerow,
ataxia telangiectasia — zespOt ataksja teleangiektazja,

adult T-cell leukaemia — biataczka T-komorkowa dorostych,

Comparative Genomic Hybridization — porébwnawcza hybrydyzacja genomoéw,
Epstein-Barr virus — wirus Epsteina-Barra,

Epstein-Barr virus-immortalized lymphoblastoid cell lines — linie limfocytow B immortalizowane wirusem
EBY,

fluorescence in-situ hybridization — fluoroscencyjna hybrydyzacja in situ

human herpesvirus — wirus opryszczki pospolitej,

human immunodeficiency virus — wirus zespofu nabytego niedoboru odpornosci

human papilloma virus — wirus brodawczaka ludzkiego,

human telomerase reverse transcriptase — katalityczna podjednostka ludzkiej telomerazy,

human T-cell leukemia virus type 1 lub human T-cell lymphotrophic virus type 1 — wirus ludzkiej biataczki
z komorek T lub ludzki wirus T-limfotropowy,

Interleukin 2 — interleukina 2,

large T antigen — duzy antygen T,

Nijmegen Breakage Syndrome — zesp6ol Nijmegen,

radioresistant DNA synthesis — synteza DNA oporna na promieniowanie,

soluble immune suppressor of T cell proliferation — rozpuszczalny czynnik hamujacy proliferacje limfo-
cytow T,

small t antigen — maly antygen T,

short tandem repeats — krotkie, mikrosatelitarne (polimorficzne) sekwencje DNA,
Simian virus 40 — wirus SV40,

wheat germ agglutinin — lektyna z kietkow pszenicy,

4-nitroquinoline I-oxide — 1-tlenek 4-nitrochinoliny,
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1. Wstep

Komorki normalne przeksztalcaja si¢ w nowotworowe na
skutek stopniowego nagromadzania si¢ zmian w mate-
riale genetycznym, w tym mutacji genowych, nieprawid-
fowosci struktury i liczby chromosoméw oraz zaburzef
epigenetycznych, ktére prowadza do zmienionej ekspre-
sji roznych gendw [1, 2]. Pojawiaja si¢ wowczas migdzy
innymi zaburzenia mechanizméw regulujacych podziaty
komorek, ktére polegaja zwlaszcza na nieskutecznym
dziataniu lub zanikaniu tak zwanych punktéw kontrolu-
jacych przechodzenie przez kolejne fazy cyklu komor-
kowego [3]. Sa to zabezpieczenia, ktére mi¢dzy innymi
zapobiegaja dalszym podzialom komoérek z uszkodzonym
materialem genetycznym. Ten wlasnie etap jest krytycz-
nie wazny dla nagromadzenia si¢ i utrwalenia powstatych
mutacji oraz nieprawidlowosci w chromosomach, a takze
dla dalszego namnazania si¢ zmienionych komorek, ktore
moga nastepnie uzyskaé zdolnos¢ dokonywania inwazji
normalnych tkanek i tworzenia przerzutéw w odleglych
miejscach organizmu. Normalne komorki somatyczne
ulegaja tylko ograniczonej liczbie podzialdow, poniewaz
podlegaja kontroli ze strony programu starzenia podzia-
fowego [4]. Stad tez przetamanie ograniczef tego progra-
mu i uzyskanie przez komorki zdolnosci do nieograniczo-
nego namnazania si¢ (tzw. immortalizacja) jest krytycznie
waznym etapem procesu rozwoju nowotwordw [5].

W procesach starzenia podzialowego oraz w rozwoju
nowotwordw istotng role odgrywaja telomery — wyspecja-
lizowane struktury umiejscowione na koncach chromo-
somOw oraz telomeraza — enzym zdolny do syntezy telo-
merow. Telomery s odcinkami DNA o powtarzajace;j si¢
sekwencji TTAGGG, ktore wraz ze specyficznymi biatka-
mi tworza zlozony kompleks chronigcy konce chromoso-
mow przed ich rozpoznawaniem jako peknie¢ podwojne;j
nici DNA oraz zapobiegaja ich fuzji lub nieuprawnione;j
rekombinacji [6]. Komorki somatyczne, z wyjatkiem nie-
ktérych komorek z tkanek ulegajacych samoodnowie,
nie posiadaja aktywnoSci telomerazy — szczegdlnego
rodzaju odwrotnej transkryptazy, ktéra dobudowuje
telomerowe sekwencje DNA na koncach chromosoméw,
uzywajac swojej wiasnej matrycy RNA [7]. Dlatego tez,
w normalnych komorkach telomery skracaja si¢ stopnio-
wo podczas kazdego podzialu wskutek niekompletnej
replikacji koncowego odcinka chromosomalnego DNA
[6]. Krytyczne zmniejszenie si¢ diugosci telomeréw jest
sygnalem dla wiaczenia si¢ programu starzenia podzia-
towego, gtownie z udzialem szlakéw zaleznych od TP53,
ktére inicjuja zahamowanie wzrostu i/lub wymieranie
komorek [8, 9]. Szereg danych wskazuje na istnienie
takze innych, niezaleznych od skracania si¢ telomerow
sktadowych procesu starzenia podziatowego, ktore indu-
kowane s na przyktad szokiem tlenowym i zwiazane sg
ze szlakami pl16(INK4a)/RB [10]. W blisko 90% nowo-
twordw ztosliwych stwierdzono aktywnos¢ telomerazy,
ktora poprzez stabilizacje dtugosci telomerow zapewnia
komoérkom zdolno$é do nieograniczonego wzrostu [7].
Ostatnie dane sugeruja, ze telomeraza moze odgrywac
takze inne, niezwigzane z telomerami role, ktore mig-

dzy innymi polegaja na dziataniu antyapoptotycznym, na
indukowaniu mobilizacji oraz pobudzaniu proliferacji
komorek macierzystych naskorka lub na wspomaganiu
procesu transformacji nowotworowej [11, 12]. W czesci
immortalizowanych linii komoérkowych i w czgsci nowo-
tworéw stwierdzono brak aktywnoSci telomerazy oraz
obecnos¢ alternatywnego systemu stabilizacji telomeréw
(alternative lengthening of telomeres — ALT) [13].

W §lad za wezesniejszg obserwacja, ze zdolno$¢ do
nieograniczonego wzrostu komorek jest ceche recesywna
[14] przeprowadzono analiz¢ hybryd pomigdzy komor-
kami z r6znych immortalizowanych linii i podzielono je
na 4, tak zwane, grupy komplementacyjne (A, B, Ci D)
[15]. Dalsze badania, ktore polegaly na wprowadzaniu
do komorek linii immortalizowanych okreSlonych chro-
mosomow lub ich fragmentow pokazaly, ze w komple-
mentacyjnych grupach B, Ci D najczgsciej zmutowane sa
geny zlokalizowane odpowiednio w obszarach: 4q22-q23,
1q oraz 7q31 [16-18]. W kolejnych badaniach wykaza-
no, ze grupa komplementacyjna D jest niejednorodna,
poniewaz zawiera linie, ktérych immortalizacja uwarun-
kowana jest kilku odr¢bnymi zmianami genetycznymi
[19]. Ponadto, Sasaki i wsp. zaobserwowali, ze dwa rézne
normalne chromosomy moga indukowac proces starze-
nia podzialowego w tej samej linii raka blony Sluzowe;j
macicy, dostarczajac tym samym niezaleznego dowodu
istnienia wielu szlakow, ktore moga inicjowac ten proces
[20]. Nastepnie potwierdzono, ze zaleznie od typu tkan-
ki geny odpowiedzialne za kontrole programu starzenia
podziatowego obecne sa w r6znych chromosomach, na
przyktad w chromosomie 6q w fibroblastach [21, 22],
a w chromosomach: 3p oraz 10p w komorkach nabtonko-
wych [23-25]. Stwierdzono takze, ze w niektorych spoSrod
tych chromosoméw moga znajdowac si¢ geny kodujace
czynniki hamujace aktywnoS$¢ telomerazy, na przyktad
w chromosomach: 3p, 5p oraz 10p [26-29].

Znalezienie r6znic pomig¢dzy komérkami normal-
nymi i zdolnymi do nieograniczonego wzrostu ma istot-
ne znaczenie dla opracowania nowych, metod diagno-
stycznych oraz nowych strategii leczenia nowotworow.
Badania w tym zakresie prowadzone sa przewaznie
z uzyciem modeli komoérkowych, ktére w r6znym stopniu
odzwierciedlaja proces uzyskiwania przez komorki zdol-
nosci do nieograniczonego wzrostu podczas powstawania
nowotworu.



2. Modele badania poza ustrojem
immortalizacji ludzkich komorek

A. Ekspozycja na karcynogenne zwigzki
chemiczne i/lub promieniowanie
jonizujace

Po wielokrotnej ekspozycji in vitro ludzkich fibroblastow
na 1-tlenek 4-nitrochinoliny (4-NQO) lub na promie-
niowanie jonizujace uzyskano 3 immortalizowane linie:
SUSM-1, KMST-6 oraz OUMS-24F [30-32]. Badania
z uzyciem tych linii wykazaly, ze immortalizacja ludz-
kich fibroblastow jest procesem wieloetapowym, pod-
czas ktérego wazng role odgrywa mutacja genu TP53,
zmiany ekspresji innych regulatoréw cyklu komoérkowe-
go — w tym CDK2, CDK4 lub ¢-MYC - oraz utrata lub
inaktywacja genu(6w) znajdujacych si¢ w chromosomie 6
(31-33). Ponadto badania te pokazaly, ze immortalizacja
jest krytycznym, wstgpnym warunkiem procesu pelnej
transformacji nowotworowej in vitro [31].

Szczegoblny przypadek immortalizacji wywolanej pro-
mieniowaniem jonizujacym dotyczy wyprowadzenia linii
fibroblastow skory pochodzacych od osoby, ktéra prze-
zyta wybuch bomby atomowej w Nagasaki [34]. Komorki
tej linii wykazaly utrate heterozygotycznosci genu 7P53,
a takze bardzo wydluzone telomery, co sugeruje obecnos¢
alternatywnego systemu stabilizacji telomerow.

B. Infekcja wirusami lub transfekcja
genami wirusowymi

Zakazenie niektorymi wirusami onkogennymi lub trans-
fekcja ich genami moze pobudzaé proliferacj¢ normal-
nych ludzkich komorek i prowadzi¢ do ich immortalizacji.
Mozna w ten sposob uzyskac linie fibroblastow immorta-
lizowane wirusem SV40 (Simian virus 40), linie limfo-
cytow B immortalizowane wirusem EBV (Epstein-Barr
virus), linie limfocytéw T immortalizowane wirusami:
HTLV-I lub HTLV-II, to znaczy wirusami z ludzkiej bia-
taczki z komorek T typu I lub 11, (human T-cell leukemia
virus type 1 lub human T-cell lymphotrophic virus type 1)
albo wirusem Herpesvirus saimiri, linie komoérek nabton-
ka immortalizowane wirusami brodawczaka ludzkiego:
HPV-16, HPV-18 (human papilloma virus) lub SV40 oraz
linie komorek Srodbtonka naczyniowego immortalizo-
wane wirusem SV40 lub wirusem opryszczki pospolitej,
HHYV (human herpesvirus).

Maksymalna liczba podzialoéw fibroblastow ulega
znacznemu zwigkszeniu po zakazeniu tych komérek wiru-
sem SV40 lub po transfekc;ji jego genami kodujacymi tzw.
duzy antygen T (large T antigen, LT) — ktory inaktywuje
m.in. biatka z grupy supresoréw wzrostu nowotworowe-
go: TP53 i RB oraz p107 i p130 [35], a takze tzw. maly
antygen T (small t antigen, ST), posiadajacy zdolnos¢
hamowania aktywnosci czasteczek z rodziny biatkowe;j
fosfatazy PP2A [36]. Zaobserwowano, ze wzrost prze-
wazajacej wiekszoSci tak zmienionych komoérek ulega
jednak zahamowaniu po dodatkowych 20-30 podziatach,

przy czym tylko nieliczne klony ulegaja immortalizacji
z czestoscig okoto 107 [37]. Warto zauwazy¢, ze immor-
talizacja wirusem SV40 wyraZznie modyfikuje reakcj¢ na
promieniowanie jonizujace fibroblastéw pochodzacych od
chorych z zespotem ataxia telangiectasia (AT), nie zmie-
niajac jednak w podobny sposob fibroblastéw normalnych
[38, 39]. Podobnie, biatko T wirusa SV40 znacznie silniej
indukuje proces endoreduplikacji w fibroblastach osob
z zespotem Nijmegen (Nijmegen Breakage Syndrome)
(NBS), niz w fibroblastach od os6b zdrowych [40]. Tak
wigc, zmiany wywolywane przez wirusa SV40 w immorta-
lizowanych fibroblastach moga by¢ uwarunkowane takze
przez genotyp tych komorek, co moze utrudnia¢ wiasciwa
interpretacj¢ danych do§wiadczalnych.

Immortalizacja r6znych typéw komodrek nabtonko-
wych mozliwa jest po ich zakazeniu wirusem HPV albo
po transfekcji genami tego wirusa, kodujacymi biatka: E6
i/lub E7. Badania z uzyciem tego modelu komdrkowego
koncentruja si¢ przede wszystkim na poznawaniu, w jaki
sposdb obie wirusowe onkoproteiny przelamujg ograni-
czenia programu starzenia podzialowego poprzez inak-
tywacje szlakéw, zwigzanych przede wszystkim z TP53,
RB oraz z r6znymi inhibitorami kinaz zaleznych od cyklin
[41-43], a takze poprzez indukowanie wysokiej aktywno-
Sci telomerazy [44]. Badania tych linii umozliwily ponadto
identyfikowanie zmian chromosomowych towarzyszacych
immortalizacji komdrek nablonkowych. W wyniku tych
badan ustalono na przyktad, ze utrata materiatu gene-
tycznego z chromosoméw: 3p, 10p lub zwielokrotnienie
materialu genetycznego w chromosomie 20q wystepuja
zaréwno w komorkach immortalizowanych in vitro, jak
iw komorkach raka szyjki macicy, raka piersi, raka jajni-
ka oraz raka pecherza [23, 24, 45, 46].

Linie limfocytéw B immortalizowane wirusem EBV
(EBV-transformed B-lymphoblastoid cell lines) (EBV/LCL)
sa od wielu lat powszechnie stosowane w badaniach in
vitro, jednak dopiero niedawno wykazano, ze w wigkszo-
Sci przypadkow nie sa one obdarzone nieograniczonym
potencjatem wzrostowym. Komorki z takich linii maja
zazwyczaj normalny kariotyp, za$S wobec braku lub niskiej
aktywnosci telomerazy ich telomery ulegaja sukcesyw-
nemu skracaniu po kolejnych podziatach, co prowadzi
do kryzysu wzrostu po 150-180 podziatach [47]. Tylko
nieliczne klony komdrek przelamujg ten kryzys i ulegaja
dalej rzeczywistej immortalizacji z czgstoScia, ktora jest
zblizona do obserwowanej w liniach fibroblastow zaka-
zonych wirusem SV40. Te prawdziwie immortalizowane
limfocyty B charakteryzuja si¢ wysoka aktywnoScia telo-
merazy, aneuploidia i innymi zmianami, w tym: obnizong
ekspresja p16(INK4a)/RB, mutacjami w genie 7P53 oraz
odmienng wrazliwoS$cia na niektore cytostatyki [48-51].
Autorzy wigkszosci badan nie okreélajg ,,statusu immor-
talizacji” stosowanych przez siebie linii EBV/LCL, co
moze by¢ przyczyng uzyskiwania rozbieznych danych, na
przyktad podczas badan mechanizméw regulacji cyklu
komorkowego.

Analiza linii ludzkich limfocytow T CD4+ immor-
talizowanych za pomocg transfekcji genem 7Tax wirusa
HTLV-1 umozliwita poznanie zaburzef regulacji cyklu

119



120

komoérkowego oraz roznych szlakow wewnatrzkomoérko-
wych w przebiegu infekcji tym wirusem, ktére prowadza
do rozwoju biataczki z komoérek T dorostych (adult T cell
leukemia) (ATL) [52]. Stwierdzono, ze bialko Tax odgry-
wa kluczowa role w procesie immortalizacji limfocytow T
zakazonych wirusem HTLV-I, poniewaz sprzyja aktywacji
i rozplemowi tych komérek, miedzy innymi pobudza-
jac ekspresj¢ genu dla interleukiny 2 (hIL-2) oraz jej
receptora, inaktywujac TP53, blokujac funkcjonalnie
p16(INK4a) i zmniejszajac poziom ekspresji p27(Kipl),
tym samym zwigkszajac aktywnoS¢ kompleksow CDK4/
cyklina D oraz CDK2/cyklina E, a takze zwigkszajac eks-
presje cykliny D2 [53-56]. Stad tez zaskakujace wydaja si¢
ostatnie dane Gabet i wsp., ktdrzy pokazali, ze Tax hamu-
je transkrypcje genu katalitycznej podjednostki telome-
razy (human telomerase reverse transcriptase) (hTERT)
oraz aktywnoS¢ telomerazy w limfocytach T [57]. Zgodnie
z hipoteza przedstawiong przez autoréw tego raportu
biatko Tax we wczesnej fazie rozwoju biataczki ATL
inaktywuje w aktywnie proliferujacych komorkach biat-
ko TP53 oraz blokuje ekspresj¢ ATERT oraz aktywno$¢
telomerazy, tym samym sprzyjajac szybszemu skracaniu
si¢ telomerdw i ich trwatlej dysfunkcji, ktéra powoduje
stopniowe nagromadzanie si¢ aberracji chromosomo-
wych. W dalszym etapie, na skutek kolejnych mutacji
m.in. w TP53, moze wystapi¢ utrwalona inaktywacja tego
genu, za$ nizszy poziom ekspresji Tax sprzyja reaktywacji
telomerazy i, w rezultacie, przywrdceniu funkcjonalne;j
integralnosci telomerdw i stabilizacji ich dlugosci, dopro-
wadzajac do pojawienia si¢ pelnego obrazu choroby.

Zakazenie wirusem Herpesvirus saimiri indukuje
u niektorych gatunkéw malp bardzo agresywne chto-
niaki z komoérek T [58]. Wirus ten posiada jednoczeSnie
zdolno$¢ immortalizacji normalnych ludzkich limfocy-
tow T, ktore zachowuja jednak wiele wyjSciowych cech
macierzystej populacji, takich jak na przyktad zdolno$¢
odpowiedzi na swoisty antygen lub nieswoiste mitogeny
poprzez szlaki pobudzenia typowe dla normalnej komor-
ki T [59]. Linie komérek T immortalizowane wirusem
Herpesvirus saimiri rOznig si¢ jednak od swej macierzy-
stej populacji migdzy innymi pod wzgl¢dem zwigkszonej
reaktywnosci na zwigzanie CD2 [58, 60], zaburzonej eks-
presji kinazy PTK Lyn [61], czy tez przesunigciem profilu
syntezy cytokin w kierunku typowym dla podgrupy Th1
[62]. Immortalizacja z uzyciem H. saimiri ulatwila takze
namnozenie i funkcjonalng analiz¢ bardzo matej liczeb-
nie subpopulacji komérek T — limfocytow T gamma/delta
[63]. Linie immortalizowane H. saimiri s3 ponadto podat-
ne na infekcje wirusem zespolu nabytego niedoboru
odpornosci typu I lub I (human immunodeficiency virus)
(HIV-1 lub HIV-2), co bardzo ulatwia namnazanie tych
wirusow, w tym zwlaszcza szczepow o stabej zdolnosci do
replikacji [64].

C. Wymuszona ekspresja onkogendéw
Opisano kilka immortalizowanych linii ludzkich fibro-

blastéw lub komoérek nabtonkowych, ktore uzyskano po
transfekcji genami: ¢c-MYC lub v-MYC [65-67], cykliny

A2 albo CDKI [68]. Analiza linii komo6rek nabtonka
z gruczolu krokowego immortalizowanych za pomoca
wymuszonej ekspresji c-MYC potwierdzita kluczowa role
zwickszonej ekspresji tego onkogenu w rozwoju nowo-
tworu tego narzadu [69].

Wezesniejsze dane pokazaly takze, ze wymusze-
nie ekspresji genu Bmil, kodujacego biatko z grupy
polycomb, ktore dziata jako transkrypcyjny represor sze-
regu gendéw majacych udzial w rozwoju nowotwordw [70],
powoduje jedynie wydtuzenie okresu zycia podziatowe-
go ludzkich fibroblastow [71], natomiast w poZniejszych
badaniach wykazano, ze mozna uzyska¢ immortalizowane
linie ludzkich komorek nablonkowych poprzez wymusze-
nie ekspresji Bmil [72, 73].

Nieprawidiowa ekspresja biatek z grupy ID, ktore
zawieraja motyw helisa-petla-helisa (kelix-loop-helix) ma
istotny udzial w procesie nowotworzenia poprzez stymu-
lowanie proliferacji komorek, hamowanie roznicowania
oraz indukowanie neoangiogenezy [74]. Opisano uzyska-
nie immortalizowanej linii keratynocytow po wymuszo-
nej ekspresji genu Id-1 i zaobserwowano w tej populacji
komorek indukcje aktywnosci telomerazy oraz zaburze-
nia szlakow kontrolowanych przez TP53 oraz RB [75].
Kolejna proba zastosowania tego podejsScia przez inny
zesp6l umozliwita jedynie wydtuzenie zycia podzialowego
keratynocytow [76].

D. Wymuszenie ekspresji telomerazy
poprzez wprowadzenie genu
hTERT, ktory koduje katalityczng
podjednostke telomerazy

Wprowadzenie do normalnych komoérek réznych tka-
nek genu ATERT umozliwia znaczne wydluzenie zycia
podziatowego komorek, a w niektorych przypadkach ich
immortalizacje [77, 78]. Stwierdzono przy tym, ze uzy-
skanie w ten spos6b immortalizowanych linii komoérek
wymagalo, procz wymuszenia ekspresji telomerazy, takze
wystapienia lub jednoczesnego wprowadzenia (poprzez
wymuszenie ekspresji) dodatkowych zmian genetycznych,
takich jak inaktywacja szlaku p16/RB lub wyciszenie genu
TP53 [79-85] albo wprowadzenie genu Bmil [86-89].
W niektorych badaniach podkresla si¢, ze w komdrkach
takich immortalizowanych linii brak jest zmian typowych
dla nowotwor6w ztosliwych, za$ kariotyp tych komdrek
nawet po diugotrwalym namnazaniu pozostaje normalny
[90-92]. Inni autorzy zaobserwowali jednak, ze immorta-
lizacja ludzkich komoérek nablonkowych z gruczotu sut-
kowego za pomoca wymuszonej ekspresji A”TERT wigze
si¢ z podwyzszong ekspresja c-MYC, a wigc zmianag, ktora
wystepuje w komdrkach wielu r6znych nowotwordow zto-
Sliwych [93]. Co wigcej, wykazano ze wymuszona eks-
presja telomerazy indukuje w komoérkach pojawienie si¢
takze innych cech typowych dla nowotworéw zioSliwych
[94-97], niestabilno$¢ chromosomalng w limfocytach
T CD4+ [98], a nawet moze prowadzi¢ do pelnej trans-
formacji nowotworowej [99, 100]. Spostrzezenia te wyraz-
nie wskazuja, ze terapia z uzyciem komorek z wymuszong



ekspresjg telomerazy wiaze si¢ z realnym zagrozeniem
pojawienia si¢ nowotworu.

E. Wyciszenie ekspresji genu 14-3-3sigma

Gen 14-3-3sigma jest negatywnym regulatorem cyklu
komorkowego, ktéry uczestniczy w dziataniu punktow
kontrolujacych przejscie z fazy G1 do S oraz z G2 do M
[101]. Transaktywacja przez TP53 w nastgpstwie uszko-
dzenia DNA ma charakter sprzg¢zenia zwrotnego, ponie-
waz zwigkszony poziom biatka 14-3-3sigma powoduje
stabilizacj¢ czasteczki TP53 [102]. Zwigkszona ekspresja
biatka 14-3-3sigma powoduje jednoczes$nie zahamowanie
aktywnoSci kinazy biatkowej B/Akt, co w konsekwencji
powoduje stabilizacje p27(Kip1) poprzez powstrzymanie
degradacji tego biatka [103, 104]. W komorkach wielu
nowotworéw zto§liwych pochodzenia nabtonkowego
zaobserwowano zmniejszony poziom lub brak ekspresji
genu 14-3-3sigma [105]. Zahamowanie ekspresji 14-3-
3sigma poprzez wprowadzenie do komérek keratyno-
cytow skory sekwencji typu anty-sens pozwolito uzyskac
immortalizowane linie komorek, w ktorych procesy roz-
nicowania ulegly zablokowaniu, a jednoczes$nie program
starzenia podzialowego zostal przetamany poprzez inak-
tywacje genu pl6(INK4a) oraz reekspresje telomerazy
[106]. Stosujac to samo podejscie wyprowadzono immor-
talizowana lini¢ macierzystych komorek keratynocytow
dziagset [107].

Warto zauwazy¢, ze immortalizacja komorek
poprzez wyciszenie ekspresji genu 14-3-3sigma mozliwa
jest jedynie w przypadku komoérek nablonkowych, ktore
ujawniaja ekspresje tego genu, podczas gdy w komorkach
innych tkanek, na przyktad w fibroblastach lub limfocy-
tach, gen 14-3-3sigma jest wyciszony na poziomie epige-
netycznym (108).

F. Linie komoérek spontanicznie
immortalizowanych

Komorki czlowieka, w przeciwiefistwie do komorek
myszy i innych gryzoni bardzo rzadko ulegaja sponta-
nicznej immortalizacji poza ustrojem [109]. Znacznie
dtuzszy okres zycia osobniczego czlowieka oraz zycia
podziatowego komorek ludzkich in vitro, stwarza wigksze,
niz w przypadku myszy ryzyko wystapienia i nagroma-
dzanie si¢ zmian genetycznych, ktére mogg prowadzic
do rozwoju nowotworu. Stad tez, jak si¢ wydaje, genom
czlowieka jest znacznie lepiej niz mysi zabezpieczony
przed uszkodzeniem materiatu genetycznego. Ponadto,
znacznie szybszy metabolizm komoérek myszy bardziej
sprzyja uszkodzeniom DNA spowodowanym m.in. przez
mechanizmy oksydacyjne.

W Tabeli I podsumowano najlepiej udokumentowa-
ne badania opisujace uzyskanie linii ludzkich komorek,
ktore spontanicznie uzyskaly zdolno$¢ do nieograniczo-
nego wzrostu poza ustrojem. Watro zwroci¢ uwage na
to, ze materialem wyjSciowym dla znacznej czeSci tego
typu linii byta wprawdzie zdrowa tkanka, niemniej pocho-
dzaca od osoby z nowotworem zlo§liwym lub z wyraznag

predyspozycja do jego rozwoju. Wskazuje to, ze komorki
od 0s6b z wrodzonymi zmianami genetycznymi, ktore
predysponuja do wystagpienia nowotworu sg znacznie
bardziej podatne na spontaniczng immortalizacje poza
ustrojem. Stad tez mozna przypuszczad, ze takze pozo-
state przypadki spontanicznej immortalizacji ludzkich
komorek wiaza si¢ z jakimi§ wyjSciowymi, niezdefinio-
wanymi jeszcze zmianami genetycznymi, ktore ostabiaja
rygory programu starzenia podziatowego.

3. Wiasny model spontanicznie
immortalizowanych linii ludzkich
limfocytow T zaleznych od IL-2

Ludzkie limfocyty T po pobudzeniu swoistym antyge-
nem lub za pomoca réznych mitogendw nieswoistych
mogg ulega¢ tylko ograniczonej liczbie podziatéw pod-
czas namnazania poza ustrojem w obecnosci IL-2 [136].
Pobudzenie spoczynkowych limfocytow T powoduje
przejSciowy wzrost ekspresji receptora dla IL-2, stad
tez podtrzymanie podzialow w hodowlach limfocytow
T wymaga okresowej restymulacji tych komorek pier-
wotnym bodZcem w obecnosci tak zwanych komorek
»feeder” [137]. W opracowanym przeze mnie systemie
namnazania limfocytow T w obecnosci IL-2 bodzcem
pierwotnym jest WGA (Wheat Germ Agglutinin), lektyna
pochodzaca z kietkow pszenicy, ktdra pierwotnie postrze-
gano, jako niemitogenna [138]. WGA posiada kilka inte-
resujacych wlasciwosci, ktore zdecydowaly o jej wyborze
jako pierwotnego bodzca, inicjujacego wzrost komdrek
T w opisywanym systemie hodowli. WGA - podobnie jak
dwie najczedciej stosowane mitogenne lektyny — PHA lub
ConA - 1aczy si¢ w wigkszoSci z tymi samymi glikopro-
teinami na powierzchni limfocytow T [139], przy czym
moze je pobudza¢ do produkcji IL-2 dodatkowo takze
poprzez inne struktury, niz kompleks receptora dla anty-
genu [140]. Jednoczesnie, WGA moze hamowac prolife-
racj¢ komérek T, blokujac odpowiedz tych komérek na
IL-2 poprzez wigzanie si¢ z receptorem dla tego czynnika
wzrostowego, nie wplywajac przy tym na produkcj¢ IL-2
[141, 142]. Co wigcej, stwierdzono, ze WGA i czynnik
hamujacy proliferacj¢ limfocytow T (soluble suppressor
of T cell proliferation) (SISS-T) wspoizawodnicza w tacze-
niu si¢ z ta sama strukturag na powierzchni tych komoérek
[143]. Warto zauwazy¢ przy tym, ze blokada receptora dla
IL-2 hamuje powstawanie nieswoistych supresorowych
komorek T in vitro [144]. Wszystkie te powyzsze spo-
strzezenia wyraznie wskazuja, ze WGA moze skutecznie
pobudzaé limfocyty T poprzez wiele szlakdw, inicjujac
przy tym produkcje IL-2, a jednocze$nie blokowac recep-
tor dla tego czynnika na niektorych komdrkach T, w tym
supresorowych. Moze wtas$nie dlatego podtrzymanie diu-
gotrwatego wzrostu w tym systemie hodowli nie wymaga
uzywania jakichkolwiek komorek typu ,,feeder”, zas resty-
mulacja limfocytéw T polega jedynie na ich okresowe;j
ekspozycji na nadsacze znad komorek jednojadrzastych
aktywowanych WGA lub ekspozycji na same mitogeny, to
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Tab. I. Spontaniczna immortalizacja ludzkich komérek poza ustrojem

Tkanka Nazwa linii Stan zdrowia dawcy komorek Miejsce pobrania komorek PiSmiennictwo
Fibroblasty:
XP29 MA Xeroderma pigmentosum skora (110)
VIP-F:T czerniak skora (111)
GM2995 Xeroderma pigmentosum skora (112)
MDAH172 zespOl Li-Fraumeni skora (113)
MDAH174 guzy tkanek migkkich
MDAHO041
MDAHO087
MDAH170-1
MDAH170-3
MDAH120-1
III-CF zespOl Li-Fraumeni fibroblasty zr¢bu z biopsji guza (114)
rak sutka nowotworu
C26Ci rodzinna polipowato$¢ jelita grubego fibroblasty zr¢bu z biopsji tkanki (115)
jelita grubego
Komorki nablonkowe:
HMT-3522 dysplazja sutka fragment tkanki piersi (116)
NM1 osoba zdrowa napletek (117)
HaCaT czerniak skora (118)
HMES0 zespOl Li-Fraumeni biopsja tkanki zdrowej obok (119)
rak sutka guza
MCF-10 dysplazja sutka fragment tkanki piersi (120)
MCF-12 dysplazja, rak sutka fragment zdrowej tkanki piersi (121)
SIK osoba zdrowa napletek (122)
HPAM1 osoba zdrowa gruczot §linianki (123)
HPAF1
NIKS osoba zdrowa napletek (124)
IOBA-NHC osoba zdrowa biopsja spojowki (125)
ARPE-19 osoba zdrowa galka oczna po anukleacji (126)
Hepatocyty:
HHY41 osoby zdrowe fragment tkanki watroby (127, 128)
HH29
HHO01
HHO02
HHO09
HH25
Komorki gleju (komorki Muller’a)  MIO-M1 osoba zdrowa, dawca rogéwki galka oczna po anukleacji (129)
Komorki §rodbionka C11STH ? ? (130)
Komorki macierzyste z tkanki T™MC osoby zdrowe fragment tkanki ttuszczowej (131)
tluszczowe;j
Limfocyty T: - atopowe zapalenie skory biopsja skory (132)
Line 4, Line5  osoba zdrowa §ledziona (133)
S4, 57,89 zespOl Nijmegen krew obwodowa (134)
S3/R (135)




znaczy WGA lub WGA facznie z PHA [145, 146]. Brak
koniecznosci stosowania komorek ,,feeder” w istotny spo-
sob utatwia procedur¢ namnazania limfocytow T, a takze
zmniejsza ryzyko zakazenie podczas hodowli. Ponadto
analiza na poziomie molekularnym probek limfoblastow
T zbieranych po namnazaniu w takich warunkach uta-
twiona jest poprzez brak zanieczyszczenia komorkami
feeder”.

Wykorzystujac opisany powyzej system hodowli
wyprowadzitem 6 linii ludzkich limfoblastow T, ktore
spontanicznie uzyskaly zdolno$¢ do nieograniczonego
wzrostu, a wiec ulegly spontanicznej immortalizacji. Dwie
linie (Linia 4 oraz Linia 5) pochodza z normalne;j §ledzio-
ny, ktdra usuni¢to z powodu urazu jamy brzusznej [133].
Cztery pozostale linie (S3R, S4, S7 oraz S9), uzyskatem
z krwi obwodowej czterech pacjentow z zespotem NBS
[134, 135]. NBS jest recesywnie dziedziczong choroba,
ktora charakteryzuje si¢ m.in. niestabilnoscig chromoso-
mowa oraz bardzo silng predyspozycja do rozwoju nowo-
tworéw uktadu chlonnego [147]. Przeprowadzona przez
nas rozszerzona analiza potencjatu wzrostowego in vitro
limfocytow T pochodzacych od pacjentdéw z zespotem
NBS, ktorzy sa homozygotycznymi nosicielami najczesciej
wystepujacej, tzw. ,,stowiafskiej” mutacji 657del5 genu
NBS1, wykazata spontaniczng immortalizacj¢ limfocytow
T pochodzacych od czterech spoSrdd oSmiu badanych
pacjentow. ZaobserwowaliSmy ponadto wyraZznie wigksza,
w poréwnaniu normalnymi limfocytami T, maksymalna
liczbe podzialéw komoérek T jednego pacjenta z zespo-
tem NBS oraz jednego heterozygotycznego nosiciela
mutacji 657del5 [135]. Nasze dane pokazaly, ze na skutek
mutacji 657del5 genu NBSI w limfocytach T dochodzi
do zaburzefi mechanizméw kontrolujacych procesy sta-
rzenia podzialowego i pojawia si¢ wysoka podatno$¢ na
spontaniczng immortalizacj¢ komorek pochodzacych od
homozygotycznych nosicieli tej mutacji.

Krzyzowe zanieczyszczenie linii komorkowych sta-
nowi potencjalny i czgsto wystgpujacy problem w labora-
toriach na calym $wiecie, poniewaz ocenia si¢, ze wW przy-
blizeniu 17-36% linii powszechnie uzywanych w bada-
niach biomedycznych pochodzi badz od innej osoby, badz
z innego gatunku, niz podaje si¢ w publikacjach, ktore
opisuja ich uzyskanie [148-151]. Analiza profilu krétkich,
mikrosatelitarnych (polimorficznych) sekwencji DNA
(short tandem repeat) (STR), potwierdzita, ze Linia 4
oraz Linia 5 pochodzg z tej samej, macierzystej populacji
jednojadrzastych komorek §ledziony, a takze wykluczy-
ta krzyzowe zanieczyszczenie immortalizowanych linii
S3R, S4, S7 oraz S9, potwierdzajac jednoczesnie, ze te
linie pochodza od roéznych oséb (135). Ponadto, anali-
za rearanzacji genu 7cRy wykazala, ze Linia 4 i Linia 5
sg odrebnymi, monoklonalnymi populacjami komoérek
(wlasne, niepublikowane dane).

Zmiany warunkujace uzyskiwanie przez komorki
zdolno$ci do nieograniczonego wzrostu sg wcigz stabo
poznane, a dotychczasowe badania w tym zakresie pro-
wadzone sg przede wszystkim z uzyciem fibroblastéw
lub komérek nabtonkowych. Dlatego tez celem prze-
stawionych dalej badan wtasnych byta analiza morfolo-

gii komorek wspomnianych linii limfocytow T, a takze
zmian molekularnych oraz cytogenetycznych, ktére
towarzyszyly ich spontanicznej immortalizacji. W szcze-
g0lnosci badania wlasne obejmowaly: 1) analize fenotypu
powierzchniowego oraz morfologii z uzyciem cytometrii
przeplywowej oraz immunocytochemii, 2) charakterysty-
ke¢ zmian dlugosci telomerow i aktywnosci telomerazy, 3)
analize skutecznoSci dzialania punktéw kontrolnych cyklu
komodrkowego, 4) badanie ekspresji wybranych genéw
kontrolujacych przejécie z fazy G1 do S oraz 5) analize
cytogenetyczna, polegajaca na standardowym badaniu
kariotypu i ploidii, badaniu zwielokrotnienia lub utraty
materiatu genetycznego za pomoca poréwnawczej hybry-
dyzacji genomowej (comparative genomic hybridization)
(CGH) i ocenie liczby kopii wybranych genéw z uzyciem
techniki fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (Fluorescent
In Situ Hybridization) (FISH).

A. Analiza fenotypu powierzchniowego
oraz morfologii komdrek
spontanicznie immortalizowanych linii
limfocytow T

Analiza fenotypu powierzchniowego komorek dwoch
spontanicznie immortalizowanych linii pochodzacych
z normalnej §ledziony (Linia 4 oraz Linia 5) pokazata, ze
populacja Linii 4 juz po pierwszych 45 podziatach zostata
zdominowana przez typowe limfoblasty CD3+CD4+CDS;,
ktorych fenotyp nie ulegl zmianie podczas nastgpnych
100 podziatéw [152]. Natomiast podgrupa komodrek
o fenotypie CD3+CD4 CDS§", ktore juz po pierwszych 15
podziatach stanowity 26% tej populacji, uzyskata przewa-
ge wzrostowa podczas wyprowadzenia Linii 5 [152]. Obie
te immortalizowane populacje limfoblastow zachowaly
ekspresje antygenéw CD3 oraz TcRof3 nawet po bardzo
dtugotrwalym namnazaniu (odpowiednio: po 138 i 107
podziatach populacji) [152].

Komorki czterech spontanicznie immortalizo-
wanych linii pochodzacych od pacjentéw z NBS (linie:
S3R, S4, S7 oraz S9) okazaly si¢ zdecydowanie odmien-
ne od pierwotnych limfoblastow T tak pod wzgledem
fenotypu powierzchniowego, wielkosci, jak i morfologii
[135]. Analiza fenotypu powierzchniowego pokazata, ze
komorki dwoch linii (S4 oraz S7) utracity czgs$é, a komor-
ki jednej linii (S3R) wigkszo§¢ markeréw typowych dla
limfocytow T, a wigc ujawnily cech¢ typowa dla chto-
niaka z obwodowych komérek T [135]. W komorkach
wszystkich czterech immortalizowanych linii zaobserwo-
waliSmy jednocze$nie wysoka intensywnoS$¢ barwienia na
obecno$¢ CD30 zaréwno w obszarze btony komoérkowej,
jak 1 w okolicy aparatu Golgi’ego, co stanowi charak-
terystyczng ceche chtoniaka z duzych komoérek oraz
chtoniaka Hodgkina [135]. Ponadto, stwierdziliSmy, ze
populacje wszystkich czterech immortalizowanych linii
zawieraly, w réznych proporcjach, duze komorki z obfi-
ta cytoplazma, nerkowatym lub podkowiastym jadrem
i/lub wieloma jadrami, ktére przypominaly komorki ana-
plastycznego chtoniaka z duzych komérek. Co wigcej,
w linii S7 stwierdziliSmy obecno§¢ podgrupy komorek,
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ktore w badaniu immunohistochemicznym wykazaly
jadrowsa ekspresje biatka kinazy chtoniaka anaplastycz-
nego (ALK) (anaplastic lymphoma kinase) [135]. Biatko
ALK jest nieobecne w normalnych komérkach limfoidal-
nych, natomiast w anaplastycznym chtoniaku z duzych
komorek jego ekspresja pojawia si¢ na skutek translo-
kacji pomiedzy genem ALK w chromosomie 2p23 oraz
innym genem, przy czym najczesciej jest to translokacja
t(2;5), ktora powoduje fuzje genu ALK z genem NMP
(nucleophosmin gene) 1 powstanie chimerycznego biatka
NMP/ALK [153]. Analiza FISH z dwukolorowa sonda
typu ,,split” nie wykazala jakichkolwiek rearanzacji genu
ALK w komorkach linii S7, przy czym wigkszo$¢ komorek
ujawnifa znaczaco zwigkszona liczbg kopii genu ALK, na
co wskazuje obecnos¢ 4, 6 i 10 nierozdzielonych sygna-
téw, w odpowiednio 9,5%, 63,7% i 0,5% komorek tej
populacji [135]. Stad tez wydaje si¢ prawdopodobne, ze
zwielokrotnienie liczby kopii genu ALK w komérkach
linii S7 mialo swdj udzial w pojawieniu si¢ ekspresji calej,
prawidlowej czasteczki ALK. Jak dotad, ekspresja calej
czasteczki ALK zostala zaobserwowana w podgrupie
chloniaka z duzych komoérek B [154] oraz w rdznych
guzach tkanek migkkich [155].

Badanie z uzyciem cytometru przeplywowego,
w ktorym analizowaliSmy morfologi¢ komdrek na pod-
stawie paramertOw rozproszenia $wiatta pokazala, ze
komorki trzech linii (S3R, S4 i S7) plasuja si¢ w obszarze
typowym dla mieloblastéw i bardziej dojrzalych komoérek
szpiku lub komoérek anaplastycznego chtoniaka z duzych
komorek, nie za§ w obszarze wtaSciwym dla normalnych
limfoblastow T [135]. Czwarta immortalizowana linia S9
ujawnita morfologi¢ bardziej zblizona do normalnych
limfoblastow T, biorac pod uwage wysoka warto$¢ roz-
proszenia §wiatta mierzong przez przedni i nizszg wartos$¢
rozproszenia Swiatla, ktora jest mierzona przez boczny
detektor [135].

B. Badanie skutecznoS$ci dziatania
punktéw kontrolnych cyklu
komorkowego

Wszystkie pochodzace od pacjentdéw z zespolem NBS
spontanicznie immortalizowane linie komorek T ujaw-
nily defekt punktu kontrolnego przejscia z fazy G1 do S
(134 oraz wlasne nieopublikowane dane). Odwrotnie zas,
zarOwno pierwotna, macierzysta dla linii S4 populacja
limfoblastéw T oraz obie spontanicznie immortalizowane
linie pochodzace z normalnej §ledziony (Linia 4 i Linia
5) ujawnity prawidtowe dziatanie tego punktu [133, 134].
Moze to wskazywaé, ze immortalizacja komorek pocho-
dzacych od chorych z NBS wiaze si¢ z ostabieniem punk-
tu kontrolujacego przejscie z G1 do S. Potwierdzenie
takiej hipotezy mogitoby mie¢ kliniczne implikacje, ponie-
waz zaobserwowano, ze defekt punktu kontrolnego G1/S
uwrazliwia komorki na dziatanie niektérych cytostatykow
[156].

Istnieja rozbiezne dane na temat skutecznoSci dzia-
fania punktu kontrolnego G2 do M w napromienionych
komorkach, ktore pochodza od chorych z NBS. Niektore

prace opisuja prawidlowe dzialanie tego punktu w pier-
wotnych fibroblastach, w liniach EBV/LCL oraz w liniach
transformowanych wirusem SV40 [157-159], za§ w innych
badaniach stwierdzono, ze punkt G2/M jest uszkodzony
w komorkach linii EBV/LCL oraz w liniach transformo-
wanych wirusem SV40 [160-163]. Wydaje si¢, ze Zzrodlem
tych rozbieznosci sg odmienne parametry dawki promie-
niowania lub czasu analizy po napromienieniu komorek,
ktore zastosowano w tych uktadach badawczych. Dane
Xu i wsp., [159], ktérzy za pomoca cytometrii przeply-
wowej analizowali nagromadzanie si¢ komodrek na gra-
nicy G2/M, wyraznie wskazuja, ze populacje komdrek
z prawidiowym i uszkodzonym punktem G2/M mozna
odrdzni¢ dopiero po napromienieniu dawka wyzsza niz
1 Gy oraz w czasie nie krétszym, niz 24 godziny po napro-
mienieniu. W naszych badaniach zastosowaliSmy inng
metodg, ktora pozwala oceni¢, w jakim stopniu komorki,
bedace podczas napromieniania w fazie G2, zdolne sa
do przejécia do fazy M. Nasze badania jednoznacznie
pokazaly, ze zaréwno pierwotne, jak i immortalizowa-
ne limfoblasty T pacjentow z NBS (mutacja 657del5)
wykazuja uszkodzenie punktu kontrolnego G2/M, na co
wyraznie wskazuje znaczacy odsetek komorek w fazie M
zaobserwowany 2 godziny po napromienieniu (wlasne
nieopublikowane dane).

Skuteczne dziatanie punktu kontrolnego fazy S pole-
ga na krotkotrwalym powstrzymaniu syntezy DNA po
uszkodzeniu DNA wywotanym przez ekspozycje komo-
rek na promieniowanie jonizujace [164]. Uszkodzenie
mechanizmu kontroli tej fazy cyklu komérkowego, zwane
»syntezag DNA oporng na promieniowanie” (radioresi-
stant DNA synthesis) (RDS) polega na nieskutecznym
zahamowaniu syntezy DNA i jest charakterystyczna
cecha fenotypu komoérek pacjentéow z zespolem AT
i NBS [165]. Ciekawe, zZe jedna z czterech opisywanych
tutaj spontanicznie immortalizowanych linii komdérek T
pochodzacych od pacjentéw z NBS (linia S3R) ujawnifa
prawidiowe dzialanie bloku w obrebie fazy S po napro-
mieniowaniu (wlasne, nieopublikowane dane). Girard
i wsp. opisali podobnie nietypowo reagujace na napro-
mienienie komorki pierwotnych fibroblastow skory, ktore
pochodzily od pacjenta z NBS z ta sama mutacjg genu
NBS1, to znaczy delecja pigciu par zasad w pozycji 657
[166]. Najprawdopodobniej odmienne tlo genetyczne
zdeterminowalo nietypowy fenotyp RDS komorek obu
tych linii. Warto w tym kontekScie zwroci¢ uwage na
istnienie dwoch réownolegltych szlakow regulacji punktu
kontrolnego wewnatrz fazy S, z ktorych jeden zalezny jest
od genu NBS1, drugi za$ od genu Chk2 [167].

C. Analiza ekspresji regulatorow
przejScia z fazy G1 do S

W normalnych, napromienionych komdrkach zahamo-
wanie cyklu komérkowego na granicy przejscia z fazy G1
do S realizowane jest z udzialem 7P53, gléwnie poprzez
transaktywacje p21 (WAFI1/CIPI) [168]. Zaobserwowane
przez nas ostabienie dziatania punktu kontrolnego G1/S
we wszystkich czterech immortalizowanych liniach komo-



rek T od chorych z NBS sugerowalo zaburzenia proce-
sOw nagromadzania si¢ TP53 oraz p21(WAF1/CIP1)
w nastepstwie popromiennych uszkodzen DNA. Stabe
nagromadzanie si¢ p21 w naswietlonych komorkach linii
S4 mogto mie¢ udziatl w defekcie bloku G1/S, niemniej
jednak w liniach: S3R, S7 oraz S9 stwierdziliSmy wyrazne
nagromadzanie si¢ p21 po 24 godzinach po napromie-
niowaniu komorek (134 oraz wlasne niepublikowane
dane). Ciekawe, ze w komorkach zwojaka zarodkowego
zaobserwowano prawidlowa, zalezng od TP53 funkcjo-
nalng transaktywacje p21(WAF1/CIPI), ktora wspolwy-
stepowata z defektem bloku G1/S po napromieniowa-
niu, wowczas gdy jednocze$nie wystepowata zwickszona
ekspresja c-MYC [169]. Zaobserwowano ponadto, ze
wymuszenie ekspresji geny c-MYC w komorkach nabton-
ka gruczolu sutkowego powoduje ostabienie punktu
kontrolnego G1 po napromienieniu komdrek [170]. Stad
tez mozliwe, ze podwyzszony poziom ekspresji biatka
c-MYC, ktory zaobserwowaliSmy w komorkach opisywa-
nych tutaj immortalizowanych linii [133, 134] mial udziat
w promowaniu przechodzenia komdrek do fazy S po ich
napromienieniu, przy jednoczesnym nagromadzaniu si¢
p21(WAF1/CIP1).

Pierwotna aktywacja normalnych limfocytow T
oraz kazda ich restymulacja pierwotnym bodZcem pod-
czas namnazania w obecnosci IL-2 prowadzi do wzrostu
aktywnoSci telomerazy, niemniej nie zapobiega to skraca-
niu si¢ telomerdw i ostatecznemu powstrzymaniu wzrostu
komorek [171, 172]. Wezesdniejsze badania pokazaly, ze
wymuszenie utrwalonej (ciaglej) ekspresji telomerazy
poprzez wprowadzenie do normalnych limfocytéw T
genu h'TERT moze prowadzi¢ do ich immortalizacji [173].
Kiedy podejmowali§my badania, to znaczy w drugiej
polowie lat 90-tych, nie bylo jasne, czy inne zmiany gene-
tyczne, procz trwalej aktywnosci telomerazy, sa niezbed-
ne dla uzyskania nieograniczonego wzrostu limfocytow
T. Nasze dane pokazaly, ze w spontanicznie immortalizo-
wanych liniach komoérek T stabilizacja diugosci telome-
row oraz wysoka aktywno$¢ telomerazy wspolwystepuja
ze zmieniong ekspresja szeregu czasteczek regulujacych
przejScie z fazy G1 do S [133, 134]. W szczegdlnosci,
w aktywnie proliferujacych komorkach Linii 4, Linii 5
oraz linii S4 (w fazie wychodzenia z kryzysu wzrostu),
stwierdziliémy wspolwystepowanie wysokiego poziomu
ekspresji p16(INK4a) oraz nieaktywnej, ufosforylowane;j
formy czasteczki RB [133, 134]. W komorkach tych linii
hamujace oddziatywanie p16(INK4a) zostalo najwyraz-
niej przelamane dzigki zwigkszonej ekspres;ji takich pozy-
tywnych regulatoréw cyklu komoérkowego, jak: CDK4,
cyklina D2, Cyklina E i/lub ¢-MYC [133, 134]. Warto
zauwazyc, ze krytyczne znaczenie podwyzszonej ekspresji
CDK4 dla przetamania hamujacego oddzialywania szlaku
pl6(INK4a)/RB podczas immortalizacji potwierdzily p6z-
niejsze dane Ramireza i wsp., ktorzy po wymuszeniu eks-
presji gendw: CDK4 oraz hTERT w komorkach nabton-
kowych oskrzeli uzyskali immortalizowane linie komorek
z wysokim poziomem ekspresji p16(INK4a) oraz z nieak-
tywna, ufosforylowana forma czasteczki RB [174]. Stad
tez mozna przypuszczac, ze zwigkszona ekspresja genu

CDK4, ktoéra wystepuje w réznych nowotworach, gdzie
jednoczesnie wystepuje prawidlowa ekspresja czasteczek:
RB oraz p16(INK4a) [175-179], ma udziat w uzyskiwaniu
nieograniczonego potencjalu wzrostowego komorek.

Cyklina E, ktéra w kompleksie z CDK2 bierze udziat
w fosforylacji RB, moze zastgpowac nieaktywne kom-
pleksy cyklina/CDK4-CDKG6 [180]. Stad tez, wydaje sig,
ze w taki sposob w komdrkach Linii 5, ktore posiadaja
prawidiows czasteczke RB, mogto dojs¢ do przetamania
blokujace oddziatywania p16(INK4a).

Gen c-MYC jest pozytywnym regulatorem ekspresji
telomerazy, poniewaz moze indukowac jej aktywnos$¢
poprzez transkrypcyjng aktywacje genu hTERT [181,
182]. Dlatego tez, wyraznie wyzszy poziom ekspresji cza-
steczki c-MYC, ktory zaobserwowaliSmy w pdzniejszej
fazie wzrostu pigciu immortalizowanych linii: Linii 4, S4,
S7, S9 oraz S3R mdgt miec udzial nie tylko w promowa-
niu proliferacji, ale rowniez w zwigkszeniu aktywnoSci
telomerazy (133, 134 oraz wlasne dane nieopublikowa-
ne).

W kontekscie rozwazah na temat zmian genetycz-
nych, ktore maja udzial w reaktywacji telomerazy i/lub
stabilizacji telomeréw podczas immortalizacji limfocytow
T warto wspomnie¢ o raporcie Maser i wsp., ktorzy poka-
zali, ze alternatywna transkrypcja genu NBSI w limfocy-
tach B transformowanych wirusem EBV, ktore pochodza
od os6b z NBS, prowadzi do powstania dwdch czaste-
czek biatka o cigzarze czasteczkowym 26 i 70 kD, zamiast
prawidlowego produktu tego genu, to znaczy czasteczki
nibryny o ci¢zarze 95 kD, przy czym fibroblasty z ta sama
mutacja ujawniaja obecnos¢ tylko formy 26 kD nibryny
(183). W naszych badaniach po raz pierwszy wykazalimy
obecnos¢ kadtubowej formy czasteczki nibryny o c. cz. 70
kD zaréwno w pierwotnych, jak i w immortalizowanych
limfocytach T z mutacja 657del5 genu NBSI [134]. By¢
moze obecno$¢ w limfocytach fragmentu biatka nibry-
ny o c.cz. 70 kD, jest konieczna dla ich immortalizacji
i tym samym warunkuje tkankowa swoisto$¢ nowotworow
wystepujacych u pacjentéw z zespotem NBS.

D. Analiza cytogenetyczna

ZaobserwowaliSmy, ze w 5 spoS§rdéd 6 spontanicznie
immortalizowanych linii komdrek T (Linia 4, Linia 5 oraz
linie: S4, S71 S9) pojawilta si¢ wsp6lna zmiana w postaci
zwielokrotnienia materiatu z krotkiego ramienia chro-
mosomu 2 (obszar 2p13-24) [184]. Zmiana ta pojawila
si¢ we wezesnej fazie hodowli i byla obecna we wszystkich
komorkach tych pigciu immortalizowanych linii, co suge-
ruje, ze zwielokrotnienie materiatu genetycznego, ktory
znajduje si¢ na krotkim ramieniu chromosomu 2 miato
udzial w uzyskiwaniu przez komorki nieograniczonego
potencjatu wzrostowego.

Zwielokrotnienie materiatu z krétkiego ramienia
chromosomu 2p pojawia si¢ z duza czgstoScia w komor-
kach réznych typow nowotwordw, a w tym w ziarnicy
zlosliwej oraz w chioniakach nieziarniczych [185-196].
Ponadto, w chtoniaku nieziarniczym duplikacja krotkiego
ramienia chromosomu 2 wigze si¢ ze zla prognoza i gor-
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szg odpowiedzig na chemioterapi¢ [197, 198]. Ciekawe,
ze zwielokrotnienie materialu genetycznego z obszarow
2p22-25 oraz 8q stwierdzono takze w wigkszoSci przy-
padkoéw nawracajacego, surowiczego raka jajnika [199].
Warto jednoczesnie zwrdci¢ uwage, ze wszystkie wypro-
wadzone przez nas linie spontanicznie immortalizowa-
nych komorek T ujawnily bardzo wysoki poziom ekspresji
dwoch podjednostek receptora dla IL-2, to znaczy CD25
oraz CD122 [135], a przy tym proliferacja tych komorek
w obecnosci IL-2 nie wymaga jakiejkolwiek restymula-
cji, co moze wskazywac na zaburzenia regulacji ekspresji
receptora dla tego czynnika wzrostowego oraz na nie-
prawidlowosci w przekazywaniu sygnatléow po zwigzaniu
si¢ z IL-2 z receptorem. Podwyzszony poziom ekspresji
CD25 zaobserwowano w wielu typach nowotworéw zlo-
Sliwych, w bialaczkach i chloniakach, a w tym w anapla-
stycznym chioniaku z duzych komorek [200, 201]. W tym
konteksScie warto zauwazy¢, ze zwielokrotnienie mate-
riatu genetycznego pochodzacego z krotkiego ramienia
chromosomu 2 stwierdzono takze w liniach komorek T,
pochodzacych od chorych z ATL lub z zespolem Sezary
[202, 203].

Obszar 2p13-24, ktory ulegt zwielokrotnieniu we
wszystkich analizowanych przez nas spontanicznie
immortalizowanych liniach komoérek T, zawiera szereg
gendw kodujacych pozytywne regulatory cyklu komor-
kowego, takich jak na przyktad: REL (2p12-13), c-MYC
(2p24.1), ALK (2p23.1), ID2 (2p25) i MEISI (2p14).
ZaobserwowaliSmy zwielokrotnienie liczby kopii genow
REL, MYCN i ALK w komorkach linii S4 i S7, natomiast
w linii S7 stwierdziliSmy — tak jak wcze$niej wspomniano
— obecno$¢ podgrupy komorek, ktore wykazaly ekspre-
sj¢ biatka ALK [135, 184]. Analiza poziomu ekspresji
produktéw innych gendw z tej grupy pozwoli upewnié
si¢, czy doszlo takze do zwigkszenia si¢ ich ekspresji.
Przeprowadzana obecnie analiza réznicowej ekspresji
gendw, ktora obejmuje opisywane populacje immorta-
lizowanych oraz macierzystych limfoblastow T, by¢ moze
ulatwi znalezienie gendéw odpowiedzialnych za sponta-
niczna immortalizacje tych linii.

Ponadto w pozniejszej fazie wzrostu linii: S4, S7 oraz
S9 (po ponad 100 podziatach populacji) zaobserwowali-
Smy stosujac analiz¢ CGH zwielokrotnienie materiatu
obecnego w regionie 8q21-24, przy czym jednoczesnie
w komorkach tych linii stwierdziliSmy zwigkszong liczba
kopii c-MYC w badaniu z uzyciem FISH [184]. Zmiany
te zwigzane byly z wyzszym poziomem ekspresji biatka
¢-MYC w komorkach wszystkich opisywanych spontanicz-
nie immortalizowanych linii, w tym takze w linii S3R (133,
134, 184 oraz wtasne dane niepublikowane). Zwickszona
ekspresja c-MYC najwyrazniej dostarczala immortalizo-
wanym komoérkom dodatkowej przewagi wzrostowej oraz
mogta mie¢ udzial w zwigkszeniu aktywnosci telomerazy,
zwazywszy na wspomniang wczesniej zdolno$¢ transakty-
wacji promotora hTERT przez c-MYC.

Interesujace takze wydaje si¢, ze analiza z uzyciem
techniki CGH wykazata w pigciu sposrdd szesciu immor-
talizowanych linii zwielokrotnienie materialu obecnego

w chromosomie 3 (obszar 3q26-29) (wlasne dane niepub-
likowane).

Ostatnie badania pokazaly, ze zmiany zwiazane
z mikroRNA - krétkimi, niekodujacymi czasteczkami
RNA - odgrywaja istotng rol¢ w inicjacji i progresji wielu
nowotworow ztosliwych [204, 205]. Zaobserwowano, ze
ponad potowa gendéw kodujacych microRNA znajduje
si¢ w tych obszarach chromosomow, ktdre sg szczegdlnie
podatne na typowe dla nowotwordw zmiany chromoso-
mowe, takie jak: zwielokrotnienie lub utrata materiatu
genetycznego, czy tez czgsto wystepujace punkty zlaman
chromosomoéw [206]. Zwazywszy, ze na przykltad co naj-
mniej 4 geny microRNA znajduja si¢ na krotkim ramie-
niu chromosomu 2 (http://microrna.sanger.ac.uk/) oraz,
ze mikroRNA umiejscowione w obszarach, ktore ulegly
zwielokrotnieniu, moga dziata¢ jak onkogeny [207], nie
mozna wykluczy¢ udziatu r6znych microRNA obecnych
w obszarach: 2p13-24, 8q21-24 lub 3q26-29 w uzyskiwaniu
przez komorki opisywanych tutaj linii komoérek T zdolno-
Sci do nieograniczonego wzrostu.

Nasze dane wskazuja, ze podczas wyprowadzania
opisywanych tutaj spontanicznie immortalizowanych
linii limfocytow T doszto najwyrazniej do klonalnej eks-
pansji podgrupy komorek, ktére uzyskaty zdolno$¢ do
nieograniczonego wzrostu, na co wskazuje analiza rea-
ranzacji genu 7cRy [134], ewolucja zmian kariotypowych
podczas wyprowadzania tych linii [184] oraz coraz bar-
dziej ujednolicony fenotyp powierzchniowy tworzacych je
komorek podczas hodowli [135]. Nie wiadomo, dlaczego
limfocyty T, pochodzace z normalnej §ledziony ulegly
spontanicznej immortalizacji, tworzac Lini¢ 4 oraz Linie
5. Zdecydowana wigkszo$¢ przypadkOw spontaniczne;j
immortalizacji dotyczy komorek pochodzacych od oséb
z nowotworem zlosliwym lub z wyrazna predyspozycja do
jego rozwoju (Tabela I), stad tez mozna przypuszczac, ze
dawca tej §ledziony byl jednak obcigzony jakimi$ niezde-
finiowanymi zmianami genetycznymi, ktére prowadza do
zaburzefi programu starzenia podziatowego.

Spontaniczne immortalizowane linie komorek
pochodzacych od pacjentdow z NBS powstaly raczej na
skutek zmian genetycznych i/lub epigenetycznych, ktore
zaistnialy podczas hodowli, nie za§ w rezultacie wzrostu
poza ustrojem zmienionych limfocytow T, ktore juz in vivo
posiadaly nieograniczony potencjal wzrostowy. Warto
bowiem zauwazy¢, ze u jednego z pacjentéow z NBS, roz-
poznano chtoniaka limfoblastycznego z limfocytow T dwa
lata po pobraniu prébki krwi, z ktorej uzyskaliSmy spon-
tanicznie immortalizowana lini¢ S4. Komorki tego nowo-
tworu mialy jednak zdecydowanie odmienny fenotyp, niz
komorki zaréwno linii S4, jak i pozostatych immortali-
zowanych linii pochodzacych od trzech innych pacjen-
tow z zespolem NBS [135]. U jednego z nich pacjentow
(dawca komorek linii S3R) rozpoznano raka tarczycy 9
lat po pobraniu probki krwi, drugi (dawca komorek linii
S9) zmart z powodu niewydolnosci krazenia dwa lata po
inicjacji hodowli z jego limfocytow, u trzeciego zas, jak
dotad, nie stwierdzono zadnego nowotworu.

Nie jest jasne, w jaki sposdb mutacja 657del5 genu
NBS1 powoduje zaburzenia, ktore moga sprzyja¢ wyso-



kiej podatnoSci na spontaniczng immortalizacj¢ lim-
focytow T, zwigzang z klonalng ekspansjg atypowych
komorek z cechami charakterystycznymi dla chioniaka
z obwodowych komorek T i/lub anaplastycznego chtonia-
ka z duzych komorek. Zjawisko to moze wigzac si¢ z rola,
jaka nibryna — produkt genu NBS! — odgrywa w dziataniu
telomerdéw, ktore chronig konce chromosoméw przed
ich rozpoznawaniem, jako peknie¢ podwojnej nici DNA
oraz zapobiegaja ich zniszczeniu, fuzji lub nieupraw-
nionej rekombinacji [208]. d’Adda di Fagagna i wsp.
zaobserwowali ostatnio, ze na kofncach chromosomoéw
starych podzialowo, nieproliferujacych komorek obec-
nych jest wiele czasteczek zwigzanych z reagowaniem na
podwojne peknigcia DNA, a tym takze i nibryna [209].
Ponadto okazato si¢, ze zahamowanie niektorych kinaz,
ktore uczestnicza w reagowaniu na uszkodzenia DNA,
powoduje przywrdcenie przechodzenia tych komorek do
fazy S [209]. Stad tez w starych podzialowo komdrkach
0soOb z NBS inicjacja i utrzymywanie si¢ bloku proliferacji
sa prawdopodobnie ostabione na skutek niesprawnego
dziatania nibryny, co moze sprzyja¢ wydiuzaniu si¢ zycia
podzialowego komorek i niestabilnoSci chromosomowej,
a w rezultacie tworzeniu si¢ i nagromadzaniu zmian nie-
zbednych dla immortalizacji i dalszych nieprawidfowosci
prowadzacych do pojawienia si¢ atypowych komdrek
z cechami typowymi dla chioniaka.

Rozwazajac inne mozliwe molekularne uwarunko-
wania wysokiej podatno$ci na spontaniczng immortali-
zacje komorek T pochodzacych od pacjentéw z zespolem
NBS warto zauwazy¢, ze limfocyty heterozygotycznych
nosicieli mutacji 657del5 genu NBS1 charakteryzuja si¢
zmieniong w poréwnaniu z limfocytami od osob z pra-
widfowym genem NBSI, ekspresja wielu genéw, w tym
zwigzanych ze szlakami naprawy DNA, regulacja cyklu
komdrkowego oraz apoptozy [210]. Oznacza to, ze
komorki pacjentéw z zespotem NBS, ktérzy sg homo-
zygotycznymi nosicielami tej mutacji, obcigzone sg nie
tylko deficytem funkcji genu NBSI, ale takze posiadaja
istotnie zmieniony fenotyp ekspresji szeregu genéw kry-
tycznych dla kontroli programu starzenia podziatowego
w limfocytach T.

4. Podsumowanie wynikow wiasnych badan

1. Wykorzystujac wlasny system inicjowanej mitogenem
dlugotrwalej hodowli ludzkich limfocytéw T w obec-
nosci interleukiny 2 wyprowadzitem sze$¢ linii ludz-
kich limfoblastéw T, ktore spontanicznie uzyskaly
zdolno$¢ do nieograniczonego wzrostu. Dwie sposrod
tych immortalizowanych linii pochodza z normal-
nej §ledziony, natomiast cztery linie uzyskano z krwi
obwodowej czterech pacjentow z zespotem NBS, ktory
charakteryzuje si¢ wysoka czgstoSciag wystepowania
nowotwordw uktadu chionnego. Analiza profilu DNA
wykluczyta krzyzowe zanieczyszczenie tych immorta-
lizowanych linii i potwierdzita, ze pochodza one od
réznych oséb. StwierdziliSmy wysoka podatnos$¢ na
spontaniczng immortalizacj¢ limfocytow T pochodza-

cych od homozygotycznych nosicieli mutacji 657del5
genu NBS]I (cztery sposrdd o§miu analizowanych przy-
padkow).

. Nasze badania pokazaly, ze populacje czterech spon-

tanicznie immortalizowanych linii pochodzacych od
pacjentdw z NBS zawieraja atypowe komorki, ktorych
wielko$¢, cechy morfologii oraz fenotypu powierzch-
niowego sg charakterystyczne dla komoérek obwodo-
wego chioniaka z komoérek T lub anaplastycznego
chioniaka z duzych komorek. Tylko u jednego z tych
czterech pacjentéw rozpoznano pdzniej (dwa lata po
uzyskaniu probki krwi) chifoniaka limfoblastycznego
z limfocytow T, ktérego fenotyp byt jednak zdecy-
dowanie odmienny, niz fenotyp komoérek wszystkich
czterech immortalizowanych linii, co sugeruje, ze
uzyskanie przez komorki tych linii nieograniczonego
potencjalu wzrostowego oraz innych cech fenotypu
nowotworowego mialo miejsce in vitro.

. ZaobserwowaliSmy, ze spontaniczna immortalizacja

komorek opisywanych linii byla zwigzana ze stabilizacja
diugosci telomerdw, wysoka ekspresja telomerazy
oraz z zaburzona regulacja cyklu komdérkowego.
Nasze badania wykazaly w szczeg6lnoSci, ze spon-
tanicznie immortalizowane linie limfocytow T od
pacjentow z zespolem NBS, w przeciwiefistwie do
immortalizowanych linii komérek T z prawidiowym
genem NBSI, maja oslabiony punkt kontrolujacy
przejscie z fazy G1 do S po napromienieniu komo-
rek, ale jednoczesnie niektdre z tych linii nie wyka-
zuja w tych warunkach wyraznych zaburzen nagro-
madzania si¢ TP53 oraz p21(WAF1/CIP1), za co
prawdopodobnie odpowiedzialny jest podwyzszony
poziom ekspresji ¢-MYC w komorkach tych linii.
Zarowno pierwotne, jak i immortalizowane komorki T
od pacjentéw z zespotem NBS (z wyjatkiem jednej
linii, S3R) ujawnily defekt punktu kontrolnego
wewnatrz fazy S. Wszystkie cztery immortalizowane
linie pochodzace od pacjentdéw z zespolem NBS
wykazaly uszkodzenie punktu kontrolujacego przej-
Scie z fazy G2 do M. W niektorych spontanicznie
immortalizowanych liniach stwierdziliSmy wspotwy-
stepowanie wysokiej ekspresji czasteczki p16(INK4a)
z obecnoscig ufosforylowanej formy czasteczki RB,
przy jednocze$nie zwigkszonej ekspresji biatek: CDK4,
cykliny D2, c-MYC lub cykliny E, co sugeruje ze
hamowanie cyklu komorkowego na granicy G1/S przez
pl6(INK4a) zostalo przezwyci¢zone (przetamane)
poprzez zwigkszona ekspresje pozytywnych regula-
torow cyklu komorkowego podczas uzyskiwania
przez komorki tych linii nieograniczonego potencjatu
Wzrostowego.

. W naszych badaniach po raz pierwszy wykazali-

Smy obecnos$¢ kadtubowej formy czasteczki nibryny
o ¢. cz 70 kD zaréwno w pierwotnych, jak i w immorta-
lizowanych limfocytach T homozygotycznych nosicieli
mutacji 657del5 genu NBS1.
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5.

S.

StwierdziliSmy, ze w spontanicznie immortalizowanych

liniach komorek T wystepuja wspolne zmiany cytoge-

netyczne w postaci zwielokrotnienia materiatu gene-

tycznego, ktory pochodzi z:

a — chromosomu 2 (obszar 2p13-24) w 5 liniach (Linia
4, Linia 5, S4, S7 oraz S9),

b — chromosomu 8 (obszar 8q21-24) w 3 liniach (54,
S7 oraz S9),

¢ — chromosomu 3 (obszar 3q26-29) w czterech
liniach (Linia 5, S3R, S4 oraz S9). Spostrzezenia
te sugeruja obecno$¢ w tych obszarach genow,
ktorych ekspresja ma istotny udzial w uzyskiwaniu
przez limfocyty T zdolnoSci do nieograniczonego
wzrostu.

. Badania procesu uzyskiwania przez komorki zdol-

noSci do nieograniczonego wzrostu prowadzone
sa najczesciej z uzyciem fibroblastow lub komorek
nablonkowych, ktore sg immortalizowane poprzez
infekcje wirusami lub poprzez wymuszenie ekspresji
réznych gendéw, co wigze si¢ z wprowadzeniem do
komorek szeregu dodatkowych zmian, utrudniajacych
interpretacje analiz w tych systemach badawczych.
Przedstawiony w tym opracowaniu wiasny, nowy
model obejmujacy spontanicznie immortalizowane
linie limfocytow T, ktore posiadaja cechy komorek
chtoniaka rozszerza mozliwoSci analizy mechanizméw
odpowiedzialnych za immortalizacj¢ limfocytow oraz
rozw0j nowotworow uktadu chtonnego.
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