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POSTĘPY BIOLOGII KOMORKI TOM 9, NR 1, 1922 (1-22)

RECEPTORY KOMÓRKOWE ESTRADIOLU 
I PROGESTERONU

ESTRADIOL AND PROGESTERONE CELL RECEPTORS

Stanisława STOKŁOSOWA

Pracownia Endokrynologii Zwierząt i Hodowli Tkanek, 
Zakład Fizjologii Zwierząt, Instytut Zoologii, 

Uniwersytet Jagielloński, Kraków

Streszczenie. Estradiol i progesteron są wiązane wybiórczo przez receptory znaj
dujące się w cytoplazmie komórek docelowych. Hormon związany z receptorami 
pobudza aparat genetyczny komórek docelowych do swoistej odpowiedzi biolo
gicznej. Odpowiedzią biologiczną komórek jest ich proliferacja, różnicowanie się 
oraz wydzielanie swoistych substancji.

Summary. Estradiol and progesterone are selectively bound by receptors present 
in the cytoplasm of the target cells. The hormone bound by the receptors sti
mulates the genetic apparatus of these cells to a specific biological response 
which consists in proliferation, differentiation and secretion of specific substances.

Estradiol i progesteron, podobnie jak inne hormony, wywierają dzia
łanie na różno narządy dzięki istnieniu w komórkach cząsteczek 
rozpoznawczych swoistych dla każdego hormonu zwanych receptorami, 
Wiążą one wybiórczo odpowiedni hormon. Nie wszystkie komórki są 
wyposażone w receptory. Te które je zawierają nazywamy docelowymi. 
Receptory hormonów sterydowych reprezentowanych w tym artykule 
przez estradiol i progesteron znajdują się wewnątrz komórek docelo
wych, a nie jak receptory hormonów białkowych w błonie komórkowej. 
Hormon związany z receptorami komórek docelowych pobudza następ
nie ich aparat genetyczny do swoistej odpowiedzi biologicznej. Naj
częstszą reakcją komórek docelowych na estradiol i progesteron jest ich

* Wygłoszono na konferencji biologii komórki nt. „receptory komórkowe” 
w dniach 23 i 24 listopada 1979 r., zorganizowanej przez Polskie Towarzystwo 
Anatomiczne i Sekcję Biologii Komórki Polskiego Towarzystwa Histo- i Cytoche- 
mików w Warszawie.
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S. STOKŁOSOWA

proliferacja, różnicowanie się oraz wydzielanie swoistych substancji.
Sam hormon nie bierze udziału w zapoczątkowanych przez siebie pro
cesach.

Rye. 1. Wiązanie radioaktywnego estradiolu w różnych narządach niedojrzałej 
samicy szczura po wstrzyknięciu jednorazowej dawki hormonu. Najsilniejsze wią

zanie w narządach docelowych, macicy i pochwie [35]

Pierwsze doświadczenia, w których rozwinięto intensywne i rozległe 
badania nad receptorami, przeprowadzili Glasscock i Hoekstra [20] oraz 
Jensen i Jacobson [35]. Wykazali oni, że radioaktywny estradiol podany 
niedojrzałym samicom szczura gromadzi się głównie w komórkach ma
cicy już po 20 minutach od chwili podania (rye. 1). Komórki macicy 
odznaczają się więc szczególnym powinowactwem do tego hormonu oraz 
zdolnością jego akumulowania.

Według klasycznego określenia, receptor jest biologicznym przeka
źnikiem, który przetwarza informację reprezentowaną przez dany hor
mon w biologiczną odpowiedź, np. wzrost syntezy RN A i białek.

Receptor charakteryzuje się wysokim powinowactwem do ligandu, 
z którym tworzy trwały kompleks HR (H — hormon, R — receptor). 
Wiązanie to jest procesem odwracalnym cechującym się wysoką stałą 
asocjacji, powinowactwa i niską stałą dysocjacji. Wynikiem tego jest 
łatwe i szybkie tworzenie się kompleksu HR, lecz trudny i powolny 
jego rozpad. Gwarantuje to trwałość kompleksu. In vitro dysocjuje tak 
wolno, że współistniejące wiązania nieswoiste rozpadają się znacznie 
wcześniej. Ułatwia to izolowanie kompleksów. Krzywą dysocjacji oraz
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liczbę miejsc wiążących w tkance docelowej ocenia się za pomocą ana
lizy Scatcharda [69], która jest matematyczno-graficznym przedstawie
niem danych dotyczących kinetyki wiązania. Jeżeli krzywa Scatcharda 
ma przebieg prostoliniowy (rye. 2A), świadczy to o jednorodności wią
zania. Na rye. 2A podano przykład wiązania znakowanego estradiolu 
przez komórki macicy szczurzyc w dwóch różnych temperaturach. Je 
dnakowy kąt nachylenia obu prostych do osi odciętych świadczy, że 
w obu doświadczeniach wiązanie jest tego samego rodzaju. Z krzywych 
tych można również odczytać, że podwyższenie temperatury obniża 
liczbę miejsc wiązania w komórkach. Spadek krzywej określa stałą dy- 
socjacji; im krzywa jest bardziej stroma, tym stała dysocjacji jest mniej
sza, czyli powinowactwo większe. Mniejsza jest także liczba miejsc wią
zania, a zatem wiązanie bardziej swoiste. Prawie horyzontalny przebieg 
krzywej świadczy o słabym powinowactwie i wysokiej stałej dysocjacji. 
Zwiększa się także liczba miejsc wiązania. Wykres Scatcharda pozwala 
więc także odróżnić rodzaje wiązań, tzn. wiązanie swoiste z receptorem 
od wiązania nieswoistego z innym białkiem wiążącym (rye. 2B).

Ryc. 2. A  — K rzyw e Scatcharda  p rzedstaw iające  w iązanie estradio lu  przez re 
ceptory kom órek  macicy szczurzyc inkubow ane w  temp. 0°C (linia ciągła) i 21°C 
(linia przeryw ana). HR — kom pleks horm on — receptor, H — horm on niezw ią- 
zany, w olny; oś rzędnych — stosunek HR/H, oś odciętych — ilość miejsc w iążą
cych [60]; B — K rzyw e S ca tcharda  p rzedstaw iające  swoiste (linia przeryw ana)

i nieswoiste (linia ciągła) w iązanie estradiolu. —K sta ła  dysocjacji [13]

Z fizykochemicznego punktu widzenia receptor musi przejawiać dwie 
właściwości: wysokie powinowactwo do ligandu oraz małą pojemność. 
Dzięki wysokiemu powinowactwu receptory wychwytują hormony krą
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4 S. S T O K Ł O S O W A

żące w bardzo niskich stężeniach, zatrzymują je w komórkach i w ten 
sposób cała pula hormonu gromadzi się w komórce w formie kompleksu 
HR [4, 87]. Taki sposób gromadzenia hormonu zapewnia najoszczędniej
szą nim gospodarkę. Mała pojemność wiąże się z niewielką liczbą miejsc 
wiążących w cząsteczce receptora, przeważnie 1-2. Dzięki temu wysyce- 
nie populacji receptorów obecnych w tkance docelowej odbywa się 
zwykle w stężeniach niewiele wyższych od fizjologicznego. Ta właści
wość receptorów stwarza naturalne ograniczenie stężenia aktywnego 
hormonu w komórce do wartości fizjologicznych. Po podaniu dużych 
dawek hormonu egzogennego jego nadmiar wiązany jest w cytoplazmie 
w sposób nieswoisty. Z wiązań takich, jak wiemy, łatwo dysocjuje i zo
staje usunięty z komórki [58]. W warunkach doświadczalnych receptor 
nie odróżnia hormonu radioaktywnego od nieznakowanego i dzięki temu 
wiązanie tego pierwszego można powstrzymać podaniem hormonu nie
znakowanego lub jego analogu. Konkurencja między znakowanym hor
monem naturalnym a jego analogami, bądź jego formą nieradioaktywną 
jest jednym z ważniejszych sposobów pozwalających odróżnić wiązanie 
swoiste przez receptor od nieswoistego, np. przez różne białka wiążące 
jak SHBG (sex hormone binding globulinę), transkortynę czy alfa fe- 
toproteinę. Najlepszym sposobem odróżniania wiązań jest ultrawiro- 
wanie, które oddziela kompleksy swoiste HR od nieswoistych HP. W ar
tości HR, H i HP uzyskuje się eksperymentalnie. Stałe powinowactwa, 
dysocjacji, liczby miejsc wiązania itp. można także wyliczyć za pomo
cą odpowiednich wzorów podanych w licznych opracowaniach [11, 13, 
60, 79, 83].

RECEPTORY ESTRADIOLU

W cytoplazmie komórek macicy Jensen i Jacobson [35], Jensen 
[36], Toft i Górski [81], Górski i wsp. [22] wykryli wielkocząsteczkowe 
białka o silnym ‘powinowactwie do estradiolu. Okazały się one wew
nątrzkomórkowymi receptorami tego hormonu i były pierwszymi w y
krytymi doświadczalnie i scharakteryzowanymi receptorami hormonal
nymi. Również komórki i tkanki inkubowane in vitro z radioaktywnym 
estradiolem zachowują zdolność wiązania tego hormonu. Ilość groma
dzonego hormonu wzrasta szybko z upływem czasu inkubacji, aż do 
osiągnięcia poziomu charakterystycznego dla danej tkanki docelowej.

Jeżeli homogenat komórek macicy, które związały uprzednio radio
aktywny estradiol, poddać wirowaniu z siłą około 100 000 g, wówczas 
znakowany hormon gromadzi się w nadsączu zawierającym frakcję cy- 
toplazmatyczną zwaną cytozolem. Część radioaktywności wykrywalna 
jest także w osadzie zawierającym głównie jądra komórkowe [84]. Estra
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diol w cytozolu występuje w formie kompleksu z receptorem. Kompleks 
ten wirowany w gradiencie sacharozy osadza się ze stałą sedymentacji 
8S. W roztworach o wysokiej sile jonowej (0,3M KC1) stała sedymen
tacji wynosi 4S, a w roztworach niskojonowych powraca do poprzedniej 
wielkości. Świadczy to o zdolności receptora do rozpadu na mniejsze 
pod jednostki. Receptor estradiolu jest białkiem o cząsteczce asymetrycz
nej i ciężarze cząsteczkowym około 240 000 [64, 73]. Podobne właści
wości przejawia receptor progesteronowy macicy [88]. Dowodem biał
kowej natury receptorów jest utrata własności wiążących po trawieniu 
kompleksu pronazą lub trypsyną. Znakowany estradiol podany zwierzę
ciu można znaleźć za pomocą metod autoradiograficznych lub bioche
micznych głównie w jądrach komórkowych. Tylko około 20% radioak
tywności zawarte jest w cytoplazmie. Podobnie dzieje się in vitro, gdy 
skrawki macicy inkubuje się w temperaturze ciała. W 0CC cała ilość 
hormonu pozostaje w cytoplazmie związana z receptorem 8S. Wiązanie 
estradiolu przez receptory cytozolowe nie zależy od obecności jąder 
komórkowych w homogenacie, natomiast same jądra wyizolowane z ko
mórki i umieszczone w buforze zawierającym radioaktywny estradiol 
nie gromadzą hormonu w ogóle. Po połączeniu izolowanych jąder z cy- 
tozolem zawierającym kompleksy HR obserwujemy przemieszczanie 
się radioaktywnego hormonu z cytozolu do jąder. Warunkiem takiego 
włączania jest podniesienie temperatury do 20° i wyżej. Zjawisko to 
nazwano aktywacją receptora cytoplazmatycznego i jest charaktery
styczne dla wszystkich hormonów sterydowych [3, 38, 57]. Zmieniony 
na drodze aktywacji receptor cytozolowy, zwany od miejsca nowej lo
kalizacji jądrowym, cechuje się stałą sedymentacji 5,2S. Daje się on 
ekstrahować roztworami soli o podwyższonym stężeniu jonowym. Dla 
porównania receptor cytozolowy w takim samym stężeniu soli ma stałą 
sedymentacji 3,8S. Receptor cytoplazmatyczny różni się od jądrowego 
także ciężarem cząsteczkowym (200 000-240 000 versus 60 000-75 000).

Występują także różnice między poszczególnymi formami receptora 
cytoplazmatycznego. I tak np. podjednostka 4S przed aktywacją ma 
ciężar cząsteczkowy równy 75 000, a po aktywacji około 132 700 i stałą 
sedymentacji 5,2S [37, 54]. Nie wiadomo czy 3 znane formy receptora: 
8S, 4S i 5,2S są odrębnymi tworami molekularnymi, czy kolejnymi for
mami jednej cząsteczki. Rozstrzygnąć to może zbadanie sekwencji ami
nokwasów w białku receptorowym [58]. Komórka macicy zawiera około 
100 000 receptorów cytozolowych estradiolu, jądro natomiast tylko oko
ło 7000.

Z macicy jałówek wyosobniono i oczyszczono kompleksy estradiolu 
z białkiem receptorowym zwanym estrofiliną. Takim kompleksem immu- 
nizowano króliki i otrzymano przeciwciało, które reaguje zarówno z kom
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c S. S T O K Ł O S O W A

pleksami cytozolowymi, jak i jądrowymi. Wskazuje to na podobieństwo 
immunochemiczne obu form receptora i popiera koncepcję istnienia 2-stop- 
niowej interakcji przekształcającej receptor plazmatyczny w jądrowy [25]. 
Przeciwciało to daje reakcje krzyżowe z estrofilinami otrzymanymi 
z tkanek docelowych różnych zwierząt, a także z komórek nowotworów 
sutka zwierząt i ludzi. Nie reaguje natomiast z kompleksami dwuhydro- 
testosteronu, z receptorem komórek prostaty oraz z kompleksami pro
gesteronu z receptorami z jajowodu kury. Dane te wskazują na podo
bieństwo immunochemiczne między estrofilinami różnych gatunków 
ssaków. Nie ma jednak podobieństwa do białek receptorowych innych 
hormonów sterydowych. Jest to więc przeciwciało o dużej swoistości 
tylko w stosunku do białka wiążącego estradiol. Zastosowanie anty- 
estrofiliny do badań histochemicznych pozwoli na dokładne zlokalizo
wanie w komórce obu form receptora. Ułatwi również ilościowe ozna
czanie receptorów, zwłaszcza zależnych od estradiolu, w komórkach 
nowotworów sutka skoro tylko zostanie opracowana odpowiednia meto
da radioimmunologiczna [26].

MECHANIZM DZIAŁANIA HORMONÓW STERYDOWYCH

Na ryc. 3 przedstawiono schematycznie drogę hormonu z otoczenia 
komórki do cytoplazmy i jądra oraz jego działanie na aparat genetycz
ny komórki. Lipofilny hormon sterydowy wnika do wnętrza komórki, 
gdzie trafia na białkowy receptor plazmatyczny, z którym wiąże się 
szybko i trwale. In vivo, w temperaturze ciała, kompleks HR ulega

TERYD
Cytop lazm a

SYNTEZA BłA-ŁKA

SYNTEZA
RNA'

Jqdro

Ryc. 3. M echanizm działania horm onu sterydowego S; R — receptor, KS — kom
pleks horm on recep tor przed  ak tyw acją , KA — kom pleks ak tyw ow any
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aktywacji, przekształceniu i przemieszczeniu do jądra. Tu wiąże się 
z chromatyną, powodując ekspresję odpowiednich genów. Rezultatem 
tego jest aktywacja polimerazy RNA i rozpoczęcie transkrypcji swois
tego mRNA. Dalszy etap procesów stymulowanych hormonem obejmuje 
translację i syntezę odpowiednich białek, a w konsekwencji proliferację 
komórek docelowych, ich różnicowanie się lub syntezę i uwalnianie 
produktów swoistych [21, 50]. Mechanizm działania hormonów sterydo
wych będzie omówiony dokładniej w części poświęconej receptorom 
progesteronu.

RECEPTORY ESTRADIOLU A DOJRZEW ANIE, A TREZJA  
LUB LU TEIN IZA C JA  PĘCHERZYKÓW  JA JN IK O W Y CH

Z badań nad rozwojem i dojrzewaniem pęcherzyków jajnika wiado
mo [45, 67, 68], że komórki warstwy ziarnistej są tkanką docelową 
estradiolu wyposażoną w receptory tego hormonu, być może niezbędnego 
po to, aby FSH mógł rozpocząć różnicowanie się pęcherzyka, tworzenie 
się jamki, wzrost ilości receptorów FSH oraz pojawienie się recepto
rów LH. Na ryc. 4 przedstawiono dwa możliwe mechanizmy działania 
estradiolu na komórki warstwy ziarnistej. W obu przypadkach hormon 
ten wiąże się ze swoim receptorem i w postaci kompleksu przemieszcza 
się do jądra, gdzie modyfikuje funkcję genomu. W pierwszym przypad
ku (ryc. 4, I) może regulować mRNA dla cyklazy adenilowej, czego 
wynikiem jest zwiększenie wrażliwości komórek warstwy ziarnistej 
na FSH, który — wiążąc się ze swoim receptorem w błonie tych komó
rek — stymuluje syntezę cyklicznego AMP. Ten pobudza łańcuch reak
cji prowadzących do syntezy swoistego białka niezbędnego do tworze
nia receptora LH. Dzięki temu wrażliwość komórki ziarnistej zwiększa 
się rozszerzając jej reaktywność na kilka hormonów. Kolejność poja
wiania się i zanikania odpowiednich receptorów warunkuje normalny 
wzrost i dojrzewanie pęcherzyka albo, w razie u tra ty  receptorów estra
diolu i FSH, jego gwałtowną atrezję [28, 68]. Jeśli pęcherzyk będzie 
lutenizował, to zmniejszy się w komórkach warstwy ziarnistej ilość re
ceptorów estradiolu, a w wyniku tego zmniejszy się ilość receptorów 
FSH i LH (ryc. 4, II). Równocześnie pojawiają się nowe receptory dla 
prolaktyny. Wkrótce potem, już w nowo utworzonych komórkach ciałka 
żółtego, receptory prolaktyny i związany z nimi hormon indukują pow
stawanie receptorów LH zwiększających wrażliwość ciałka żółtego na 
hormon luteotropowy podtrzymujący w nim syntezę progesteronu. Wy
kryte w ciałku żółtym receptory estradiolu [15] być może pośredniczą 
w wystąpieniu syntezy receptorów LH. Z przedstawionej tu interakcji 
receptorów różnych hormonów, warunkującej 3 możliwe losy pęcherzy
ka jajnikowego, wynika, że receptor estradiolu odgrywa pierwszorzę
dną rolę.
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8 S. S T O K Ł O S O W A

Rye. 4. Schem at kom órki w ars tw y  ziarn iste j pęcherzyka jajnikowego. Estradio l 
może stym ulow ać: I — syntezę receptorów  FSH  i LH lub II — przede w szyst
kim  receptorów  LH; FSH — horm on dojrzew ania pęcherzyków , LH — horm on 
luteinizujący, CA — cyklaza adenilow a, R f s h , R l h , R e  recep tory  odpow iednich

horm onów, ERe — kom pleks es trad io l-recep to r [68]

ROZM IESZCZENIE RECEPTORÓW  ESTRADIOLOW YCH W ORGANIZM IE

Receptory estradiolu są łatwe do wykazania w komórkach macicy 
kobiet nieciężarnych. W ciąży pojawiają się trudności z jego wykryciem 
z powodu dużego stężenia estrogenów we krwi i wysycenia nimi recep
torów [32]. Interesujących danych dostarczyły badania Hahnela i wsp., 
[27], gdzie wykazano, że receptor macicy ludzkiej wiąże z równie wy
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R E C E P T O R Y  K O M Ó R K O W E  E S T R A D I O L U  I P R O G E S T E R O N U 9

sokim powinowactwem nie tylko estradiol 17-beta, lecz także inne ste
rydy o podobnej konfiguracji cząsteczki. Świadczyłoby to o znaczeniu 
budowy przestrzennej cząsteczki receptora dla wiązania ligandu, o czym 
wspominał już w swoich pracach Jensen.

U płodów świnki morskiej receptor estradiolu występuje poza ma
cicą także w płucach, mózgu i nerkach. Podanie estrogenów matce in
dukuje pojawienie się receptorów progesteronu także w macicy płodów 
[80]. Znaleziono również receptory estradiolu w jajowodzie kury [29]r 
jednakże tu ilość ich okazała się zadziwiająco niska w porównaniu ze 
skutkami, jakie wywołuje estradiol w komórkach tego narządu. W ko
mórkach doczesnowych macicy pseudociężarnych szczurów ilość recep
torów estradiolu zmniejsza się poczynając od 7 dnia pseudociąży [52]. 
Wiąże się to z różnicowaniem się komórek endometrium i spadkiem 
ich wrażliwości na hormony pod koniec ciąży.

Wiele pracy poświęcono poszukiwaniu receptorów w innych narzą
dach, a zwłaszcza w mózgu. Szczególnie duże ich ilości znaleziono w pod
wzgórzu i przysadce [12, 51, 63, 66]. W przysadce mózgowej nie stwier
dzono różnic w zawartości receptorów u samic i u samców [42]. Nato
miast u samic szczurów obserwowano dynamikę zmian ilości recepto
rów w macicy w zależności od stadiów cyklu płciowego oraz większe 
powinowactwo tych receptorów do estradiolu w diestrus niż w estrus. 
Sugeruje to istnienie różnic strukturalnych lub czynnościowych między 
receptorami w różnych stanach fizjologicznych [6]. Kato [39] i Kato 
i wsp. [40] prześledzili dynamikę receptorów w czasie rozwoju osobni
czego szczura, a zwłaszcza w okresie dojrzewania płciowego. Receptory 
te pojawiają się u samic stopniowo po urodzeniu, a następnie ilość 
ich raptownie wzrasta między 14 a 21 dniem życia, osiągając maksi
mum w 28 dniu. Wysoki poziom estrogenów krążących we krwi w czasie 
otwierania się pochwy u szczurzyc, a także w proestrus utrudnia wy
krycie receptora. Kato uważa, że obecność receptorów w podwzgórzu 
umożliwia pobudzanie syntezy hormonu uwalniającego gonadotropiny. 
Od zmiennego stężenia tych receptorów może zależeć cykliczna regu
lacja przez estradiol czynności rozrodczych samicy. Również Wiese i wsp. 
[85] wykazali różnice w powinowactwie wiązania estradiolu w przysad
ce mózgowej owcy, silniejsze w sezonie rozrodczym niż w anestrus. 
Fox [19] wyizolował receptory estradiolu z podwzgórza zarodków i no
worodków myszy. W tym okresie badanie receptorów jest szczególnie 
trudne z powodu obecności dużych ilości białka wiążącego estrogeny 
(neonatal binding protein-NBP). Receptory estradiolu są wykrywalne 
już między 2 a 7 dniem życia, a więc w okresie krytycznym, gdy po
danie estrogenów lub androgenów może na stałe zmienić zróżnicowa
nie seksualne podwzgórza. Wysoki poziom NBP w życiu płodowym i po
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urodzeniu pełni prawdopodobnie rolę ochronną przed wysokim stęże
niem estrogenów matki.

Receptory estradiolu występują również w komórkach wątroby kur
częcia, szczura, a także płazów i ryb [5, 11, 24, 72]. Estradiol stymuluje 
w tych komórkach syntezę lipoprotein, glikogenu, reniny u ssaków, 
a u ptaków i niższych kręgowców białek żółtka jaj zwanych vitelloge- 
niną. Receptory estradiolu w wątrobie są jeszcze jednym przykładem 
receptora zależnego od innego hormonu. Ich ilość zależy od obecności 
i poziomu prolaktyny we krwi.

RECEPTORY PROGESTERONU

Receptory progesteronu były trudniejsze do zidentyfikowania, bo
wiem w narządach docelowych, takich jak macica, a zwłaszcza jajo
wód, występują w niewielkich ilościach, a ich stężenie wzrasta znaczą
co dopiero po uprzednim zadziałaniu estradiolu. O’Malley i wsp. [55] 
wybrali jajowód kury jako model do badań tego receptora. Jest to narząd, 
który w sposób niezmiernie regularny, a zarazem spektakularny reagu
je na obecność estradiolu wzrostem i różnicowaniem się oraz produkcją 
dużych ilości swoistego białka — albuminy jaja, tworzącej jedną z błon 
jaja kurzego. Sukcesywne podanie progesteronu pobudza syntezę innego

Ryc. 5. Schem at ja jow odu k u ry  z zaznaczonym i m iejscam i syntezy białek: a lb u 
m iny ja ja  i av idyny  m agnum  — bańka  ja jow odu [55]

białka — avidyny (ryc. 5 i 6). Schimke i wsp. [70] wywołali różnicowa
nie się jajowodu kokoszek manipulując podawaniem i wycofywaniem 
estradiolu i progesteronu w odpowiedniej kolejności.

Receptor progesteronu jest podobny pod względem struktury i funk
cji do innych receptorów sterydowych. O’Malley i wsp. [56], Schrader 
i O’Malley [71], Dugaiczyk i wsp. [16] dostarczyli wielu bardzo cennych
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danych dotyczących struktury receptora progesteronu oraz mechaniz
mu działania tego hormonu. W doświadczeniach prowadzonych na ukła
dach bezkomórkowych wykazano, że kompleksy HR, które wniknęły do 
jądra komórki wiążą się z chromosomami w swoistych miejscach zwa
nych akceptorami [33, 58, 75]. Duże znaczenie w badaniach akceptora 
miało doświadczenie, w którym do preparatu zawierającego kompleksy 
progesteronu z receptorami komórek jajowodu (docelowych) wprowa
dzono jądra komórek niewrażliwych na progesteron czyli komórek nie- 
docelowych. W rezultacie takiego połączenia wiązanie kompleksów 
zmniejszało się drastycznie [76]. Aby odpowiedzieć, który z elementów 
chromatyny wiąże HR, łączono kompleksy z DNA oczyszczonym ze 
wszystkich towarzyszących białek. Przy takim układzie doświadczenia 
obserwowano wiązanie kompleksów HR z DNA z pochodzącym zarówno 
z komórek docelowych, jak i innych, nieswoistych dla progesteronu. Wy-

Rys. 6. P rocesy w yw ołane w  jajow odzie działaniem  estrogenu i sukcesyw nie p ro 
gesteronu. DES — stilbestro l |[55]

daje się, że DNA komórek nie może być odpowiedzialny za swoistość 
tkankową wiązania hormonów sterydowych. Zwrócono więc uwagę na 
białka chromatyny. Białka histonowe okazały się nieaktywne jako akcep
tory HR, usunięcie ich bowiem z chromatyny nie zmieniało wiązania 
kompleksu. Zastąpienie białek histonowych jajowodu histonami pobra
nymi z innych tkanek, a nawet organizmów również nie zmieniało wią
zania kompleksu z chromatyną. Wobec tego zainteresowano się grupą 
białek niehistonowych bardziej heterogennych. Jedno jądro komórkowe 
może zawierać około 500 rodzajów tych białek [9]. Badanie wiązania 
kompleksu HR przez poszczególne frakcje białek niehistonowych do
prowadziło do odkrycia, że tylko usunięcie jednej frakcji oznaczonej
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Rye. 7. Schem at doświadczenia z w ym ianą  części akceptorow ej ch ro m aty n y  (białka 
niehistonowe) między kom órką docelową ja jow odu a e ry tro cy tem  kury . Zaznaczo

no w ahan ia  ilości m iejsc akceptorow ych w  w yniku  doświadczenia [59]

AP3 (acidic protein 3) zaznaczało się gwałtownym spadkiem wiązania 
kompleksów [59]. Po ponownym wprowadzeniu frakcji AP3 wiązanie 
wracało do pierwotnych wartości. Na ryc. 7 przedstawiono w sposób 
uproszczony wymianę części białek kwaśnych między komórką jajo
wodu — docelową a erytrocytem kury. W tym układzie nieswoisty 
erytrocyt nabywał zdolności wiązania kompleksów receptor—progeste
ron, a docelowa komórka jajowodu traciła je. Przeprowadzono szereg 
podobnych doświadczeń wybierając do wymiany chromatynę komórek 
wątroby, płuc, serca, itd., zawsze z tym samym skutkiem nabywania 
przez chromatynę komórek niedocelowych zdolności wiązania HR, a jej 
utratą przez komórki jajowodu. Odwrócenie kierunku wymiany przy-
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wracało chromatynie komórek jajowodu zdolność wiązania hormonu. 
Doświadczenia te rozstrzygnęły, że właściwym akceptorem kompleksu 
hormon—receptor w jądrze są białka niehistonowe chromatyny.

Preparując receptory progesteronu otrzymano, podobnie jak w przy
padku estradiolu, kilka ich form. Wirowane w gradiencie sacharozy 
dają frakcje o stałej sedymentacji 6S i 8S. W roztworach wysoko jono
wych powstają tylko formy 4S. Uważa się, że frakcje 6S i 8S są agre
gatami cząstek 4S.

Receptor progesteronu oczyszczony za pomocą chromatografii po
winowactwa okazał się dimerem zbudowanym z 2 podjednostek A i B, 
z których każda tworzy odrębny łańcuch aminokwasów o ciężarze czą
steczkowym około 106 000. Każda podjednostka wiąże jedną cząsteczkę 
hormonu. W mikroskopie elektronowym zaobserwowano ich elipsoidal
ny kształt oraz zmierzono rozmiary podjednostki B — 11,4 nm osi długiej 
i 3,8 nm w osi krótkiej. Ostatnio oczyszczono obydwie cząsteczki re
ceptora, cząsteczkę B aż w 95 procentach. Podjednostka ta przejawia 
ważne biologicznie powinowactwo do białek niehistonowych czyli akcep
tora jądrowego. Podjednostka A natomiast odznacza się słabym powi
nowactwem do chromatyny, lecz reaguje silnie z odsłoniętym DNA i sty
muluje syntezę mRNA. Na ryc. 8 przedstawiono mechanizm działania 
kompleksu HR w jądrze komórki docelowej. Można go odnieść do obu 
omawianych tu  hormonów.

Nie wiadomo, czy cząsteczka A zdolna jest rozpoznawać swoistą dla 
danej odpowiedzi biologicznej sekwencję nukleotydów na nici DNA. 
Być może lokalizacja odcinka DNA, z którym połączy się cząsteczka A 
receptora, jest zdeterminowana swoistością cząsteczki B w stosunku do 
akceptora w części niehistonowej chromatyny. Należy spodziewać się, 
że odcinki DNA podlegające ekspresji, po połączeniu się z cząsteczką 
A, leżą w pobliżu niehistonowych miejsc akceptorowych, z którymi wią
żą się człony B. Nienaruszona cząsteczka dimeryczna receptora 6S jest 
najbardziej aktywna biologicznie i stymuluje rozpoczęcie syntezy łań
cucha RNA już przy bardzo niskim stężeniu kompleksów. Głównym 
zadaniem podjednostki B jest przenoszenie członu A w sąsiedztwo reak
tywnych genów. Izolowana podjednostka A jest natomiast białkiem re
gulatorowym i stymuluje transkrypcję, lecz dopiero w stężeniach 10-15
razy wyższych niż wówczas, gdy występuje w formie dimeru z czą
steczką B [8]. Receptory hormonów sterydowych przejawiają podobne 
właściwości. Hirose i wsp. [34], Norris i Kohler [53], O’Malley i wsp. 
[58] wykonali szereg trudnych i precyzyjnych doświadczeń wchodzących 
w zakres genetyki molekularnej. Wychodząc z modelu dla bakterii, gdzie 
pierwszym krokiem w syntezie białka jest wiązanie polimerazy RNA 
w określonych miejscach inicjacji transkrypcji na DNA i gdzie istnieje
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jedno miejsce inicjacji na jeden gen, postanowiono zbadać liczbę miejsc 
inicjacji w chromatynie komórki jajowodu. Liczba taka byłaby miarą 
ilości genów podlegających ekspresji w następstwie działania hormo
nów. Okazało się że i tu w każdym miejscu inicjacji wytwarza się jed
na cząsteczka mRNA. Jeżeli przerwie się transkrypcję nie dopuszczając 
do wiązania dalszych cząsteczek polimerazy, wówczas miarą ilości ge-

Ryc. 8. M echanizm działania kom pleksu  horm on—recep tor n a  poziomie jąd ra  
komórkowego. W iązanie horm onu z dwuczłonowym  receptorem , łączenie się z chro-

m aty n ą  i in icjow anie syntezy mRNA przez pod jednostkę  A [59]

nów, które uległy ekspresji będzie ilość cząsteczek wytworzonego jed
norazowo mRNA. Do sprawdzenia tego wykorzystano właściwości anty
biotyku rimfapicyny, który blokuje aktywność tych cząstek polimerazy 
RNA, które nie uległy związaniu w miejscu inicjacji. Zastosowano od
powiedni układ doświadczenia in vitro, dobierając właściwe ilości: chro- 
matyny z komórek jajowodu, polimerazy, rimfapicyny, kompleksów HR 
i nukleotydów. Wykazano, że ilość miejsc inicjacji była zależna od ilości
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kompleksów hormonu z receptorem. Za pomocą podobnego doświadcze
nia, w którym użyto chromatyny wyosobnionej z komórek niedojrzałe
go jajowodu kokoszek, które jeszcze nie były pod wpływem hormo
nów, stwierdzono, że na jedno miejsce akceptorowe przypada jeden 
kompleks HR i że tylko receptor związany z hormonem stymulował 
rozpoczęcie transkrypcji, a zatem wiązanie receptora w jądrze komór
kowym jest procesem zależnym od hormonu [8].

Za pomocą innej techniki zwanej hybrydyzacją RNA—DNA wy
kazano, że aktywowane geny były tymi, które kodowały białka synte
tyzowane w odpowiedzi na hormon. Czyste preparaty mRNA dla albu
miny jaja kurzego poddane działaniu odwrotnej transkryptazy posłu
żyły do syntezy komplementarnych nici DNA. Takie pojedyncze nici 
następnie izolowano i stosowano jako molekularny „odczynnik” zdolny 
do wychwytywania z mieszaniny różnych mRNA tylko nici komple
mentarnego RNA swoistego dla syntezy albuminy. W rezultacie powsta
wały hybrydy mRNA—DNA. Ich ilość jest miarą ilości mRNA albumi
ny. Za pomocą tej niezwykle czułej i swoistej techniki oznaczono ilość 
cząsteczek mRNA albuminy syntetyzowanego w komórkach jajowodu 
po podaniu hormonu. Ilość ich zwiększała się z upływem czasu od zera 
do 10 000 na komórkę. Badania te ujawniły, że warunkiem syntezy 
mRNA dla albuminy jest kontakt chromatyny z kompleksami HR. W dal
szym ciągu natura interakcji między cząsteczką A receptora a odpo
wiednim odcinkiem DNA jest przedmiotem intensywnych badań. Nie 
wiadomo również w jaki sposób kompleks HR zmienia ukryte lub nie
aktywne miejsca inicjacji i udostępnia je działaniu polimerazy RNA. 
Nie wiadomo też w jaki sposób gen zostaje wyłączony, gdy ilość wytwo
rzonego RNA jest wystarczająca. Również hormon i receptor muszą się 
jakoś od siebie oddzielić i opuścić miejsce wiązania z chromatyną. Wy
daje się, że cząsteczka receptora nie ulega zniszczeniu, lecz może po
wrócić do cytoplazmy i rozpocząć nowy cykl od tworzenia kompleksu 
z nowymi cząsteczkami hormonu. Sam hormon prawdopodobnie ulega 
inaktywacji i ewentualnie dyfunduje z komórki.

Interesującą cechą receptora progesteronowego jest jego odporność 
na niskie temperatury. Spilman i Wilks [78] zamrażali cytozole macicy 
królika do temperatury — 60°C i jeszcze po 2 miesiącach obserwowali 
nie zmienione właściwości wiązania.

ROZM IESZCZENIE RECEPTORÓW  PROGESTERONU W ORGANIZMIE

Oprócz jajowodu receptory progesteronu wykryto w macicy myszy 
i szczura [17], świnki morskiej [47, 61], chomika [1, 43], królika [65], 
suki [44], krowy [2], człowieka [18, 31]. Ilość tego receptora zawsze po
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większa się po podaniu estradiolu [82]. W związku z tym obserwuje się 
wyraźną fluktuację stężenia receptorów progesteronu w cyklu płcio
wym, w ciąży i w czasie laktacji. Na przykład u szczura w cyklu płcio
wym najmniej receptora cytozolowego obserwowano w czasie proestrus, 
a najniższe w metestrus równolegle z fluktuacją krążącego w krwi es
tradiolu. Podobnie kształtowała się dynamika receptorów w jądrze ko
mórkowym. Kastracja powoduje obniżenie miejsc wiążących w macicy 
myszy, a substytucja estrogenowa ich wzrost do wartości normalnych 
lub wyższych [62]. Wykryto także receptory progestronu w normalnych, 
produkujących mleko, gruczołach mlekowych szczura [23], kozy oraz 
w gruczołach mlekowych z rakiem sutka [86]. Interesujące zachowanie 
się receptorów progesteronu opisują Haslam i Shyamala [30] w czyn
nych gruczołach mlekowych myszy, gdzie nie stwierdzili wykrywal
nych ilości receptora nawet u zwierząt nastrzykiwanych estradiolem. 
Natomiast gruczoły myszy niedojrzałych zawierają wykrywalne recep
tory, których ilość zwiększa się po podaniu estradiolu. Spelsberg i Hal-
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Ryc. 9. F lu k tu ac ja  ilości receptorów  cytoplazm atycznych i jąd row ych  p rogeste ronu  
w  m acicy szczura w  cyklu płciowym. D — Diestus, P  — P roestrus , E — Estrus,

M — M etestrus [48]
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berg [77] zaobserwowali istnienie rocznego sezonowego rytm u w stęże
niu receptorów progesteronu w jajowodzie kury.

Receptory progesteronu znaleziono także w przednim płacie przy
sadki mózgowej i podwzgórzu [41, 49]. Świadczy to o istnieniu in ter
akcji hormon — receptor w mechanizmie działania progesteronu w cen
tralnym układzie nerwowym. Moguilewsky i Raynaud uważają że pro
gesteron, przez receptory w podwzgórzu, pobudza, a następnie hamuje 
wystąpienie lordozy w czasie rui u szczurzyc. MacLusky [46] wykazał, 
że u myszy poziom receptora progesteronowego jest niski w podwzgó
rzu i przysadce do 25 dnia życia, ale już w 3 dniu życia można podnieść 
jego stężenie przez wstrzyknięcie estradiolu. Większa ilość receptorów 
obserwowana u myszy 3-tygodniowych zbiega się z dojrzewaniem sek
sualnym i wzrostem poziomu estrogenów w tym czasie. W korze móz
gowej natomiast występują receptory niewrażliwe na estrogeny. Ich 
rola nie została jeszcze poznana.

Ilościowe oznaczanie receptorów progesteronu jest bardzo trudne, bo
wiem ich kompleksy w odróżnieniu od estradiolu są bardzo labilne i ce
chują się stosunkowo wysoką stałą dysocjacji. Sytuację komplikuje jesz
cze obecność dużych ilości transkortyny (CBG — corticosterone binding 
globulinę) w krwi, która odznacza się wysokim powinowactwem do 
progesteronu.

Niedawno otrzymano syntetyczny progestagen R5020 o wysokim po
winowactwie do receptora progesteronu z którym tworzy kompleksy 
o bardzo niskiej stałej dysocjacji (ryc. 9). W dodatku R5020 nie wiąże 
się z transkortyną. Dzięki tym jego właściwościom opracowano czuły 
test do oznaczania receptorów progesteronu [48]. Poszerzy on warsztat 
badawczy nad tym receptorem nie tylko w dziedzinie molekularnego 
mechanizmu działania tego hormonu, lecz przede wszystkim w badaniach 
roli receptorów w fizjologicznych procesach regulujących rozwój i funk
cję organizmu.
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RECEPTORY KOMÓRKOWE PROLAKTYNY I LAKTOGENU
ŁOŻYSKOWEGO *

CELLULAR PROLACTIN AND PLACENTAL LACTOGEN RECEPTORS

P io tr  CHOMCZYŃSKI 

In s ty tu t Fizjologii Zw ierząt SGGW — AR, W arszaw a

Streszczenie.  W artyku le  przedyskutow ano w ystępow anie receptorów  pro lak tyny  
i laktogenu łożyskowego w  różnych narządach. Opisano budow ę receptorów  i m e
chanizm  w iązania horm onów  oraz regulację  poziomu receptorów  w  gruczole m le
kow ym , w ątrobie, nerce i narządach  rozrodczych.

Su m m a ry .  The occurrence of prolactin  and  lactogen receptor in various organs 
is discussed, the ir  s tru c tu re  and  the  m echanism  of horm one binding a re  described 
and  so is the regula tion  of the level of these receptors in the  m am m ary  glands, 
liver, k idney  and  reproductive  organs.

Prowadzone w latach siedemdziesiątych badania nad receptorami 
komórkowymi prolaktyny (PRL) i laktogenu łożyskowego (PL) wyka
zały, że oprócz gruczołu mlekowego również inne narządy i tkanki zwie
rzęce mają zdolność wybiórczego wiązania obu laktogenów. Stało się 
to podstawą do przewartościowania poglądów dotyczących działania PRL 
i PL, tradycyjnie uznawanych za hormony o działaniu skoncentrowa
nym na sterowaniu procesem laktogenezy w gruczole mlekowym.

Istnienie komórkowego receptora dla PRL wykazane zostało po raz 
pierwszy w gruczole mlekowym przez Turkingtona i wsp. [49]. Auto
rzy ci, stosując 125J-PRL, stwierdzili występowanie w błonie komórko
wej gruczołu mlekowego dwóch miejsc wiążących znakowany hormon. 
Jedno z miejsc posiadało niskie powinowactwo wobec PRL, a związany 
hormon można było usunąć poprzez kilkakrotne wirowanie. Drugie

* Wygłoszono na konferencji biologii kom órki nt. „ receptory  kom órkow e” 
w  dniach 23 i 24 listopada 1979 r. zorganizowanej przez Polskie Tow arzystw o 
Anatom iczne i Sekcję Biologii K om órki Polskiego T ow arzystw a Histo- i Cytoche- 
m ików w  W arszaw ie
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T A B E L A  1

W  n a w i a s a c h  p o d a n o  p r o c e n t  s p e c y f i c z n e g o  w i ą z a n i a .  S p e c y f i c z n e  w i ą z a n i e 125J - p r o l a k t y -  
n y  w y r a ż o n o  j a k o  p r o c e n t  c a ł k o w i t e j  i l o ś c i  r a d i o a k t y w n e g o  h o r m o n u  d o d a n e g o  d o  b a d a n e j  
p r ó b y  ( w e d ł u g  P o s n e r a  i w s p .  [39]). o P R L  =  o w c z y  P R L .

miejsce wiążące charakteryzowało się wysokim powinowactwem wobec 
PRL, a utworzony kompleks nie rozpadał się w czasie wirowania. Wią
zanie 125J-PRL hamowane było przez nieznakowaną PRL oraz hormony 
mające działanie laktogenne (PL, hormon wzrostu), natomiast inne hor
mony białkowe nie wykazywały wpływu na to wiązanie. Miejsce wią
żące hormonu — wykazujące wysokie powinowactwo i specyficzność 
wiązania — odpowiada, zgodnie z obecnie przyjętym kryterium, miejscu 
receptorowemu. Wkrótce potem wykazano istnienie receptorów PRL 
w innych narządach i tkankach. W tabeli 1 przedstawiono wyniki do
świadczeń wykonanych przez Posnera i wsp. [38]. W badaniach stoso
wano frakcję błon komórkowych odwirowanych przy 100 000 g. Frakcja 
ta wykazuje największą aktywność wiązania 125J-PRL oraz najwyższą 
zawartość fragmentów błony komórkowej. Porównując wyniki badań 
prowadzonych na różnych gatunkach zwierząt, można zauważyć szcze-

Specyficzne wiązanie 125J-oPRL do narządów różnych zwierząt

% specyficznego wiązania
Zwierzę

w

>  3% ! 3 - 1 % <  1%

Małpa rezus — serce, jajnik wątroba, nerka, płuca, śle
$ <? dziona, mięśnie szkieleto

we, macica, łożysko, nad
nercza, mózg, gr. mlekowy,
jądra

Szczur wątroba [10, 30] przepona nerka, płuca, śledziona,
$ mózg, m. szkieletowe, ma

cica, tkanka tłuszczowa, ło
żysko, gr. mlekowy

Królik wątroba [42] nerka, tkanka serce, mięśnie szkieletowe,
$ nadnercza (10) tłuszczowa, łożysko

gr. mlekowy [23, 30] trzustka,
jajnik [11, 30] (5,3) macica

Owca macica (11,2) gr. mlekowy nerka, płuco, trzustka,
$ jajnik (6) nadnercza śledziona, tkanka tłuszczo

wa, łożysko
Świnka morska --------- tk. tłuszczowa wątroba, nerka, płuco,
? trzustka, śledziona, macica,

serce, łożysko
Gołąb wątroba (3,2)

ł

nerka, serce, mózg, mięśnie
szkieletowe

Żaba nerka (2,9) — wątroba, serce, mięśnie
$ szkieletowe
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golnie wysoką aktywność receptorów PRL w wątrobie. W przypadku 
małpy i świnki morskiej nie stwierdzono wysokiej aktywności wiąza
nia 125J-PRL do preparatów uzyskanych z różnych narządów i tkanek 
obu zwierząt. Można sądzić, że używana w badaniach owcza 125J-PRL 
nie nadaje się do testowania aktywności receptorów PRL u tych dwu 
gatunków. Niektóre z przytoczonych w tab. 1 wyników nie znalazły po
twierdzenia w badaniach innych autorów. Zestawienie danych zawarte 
w tab. 1 i 2 wskazuje na znaczne różnice w aktywności wiązania 125J- 
PRL, szczególnie w przypadku komórek nadnerczy, macicy i nerki kró
lika. Również badania wykonane przez Marshala i wsp. [30] nad recep
torem PRL z komórek nerki szczura i badania Hayden’a i wsp. [21] pro
wadzone przy użyciu gruczołu mlekowego, wskazują na znacznie wyż
sze specyficzne wiązanie PRL (sięgające do kilkunastu procent) niż wy
nikałoby to z tab. 1.

Wyniki doświadczeń przeprowadzonych przy użyciu preparatów błon 
komórkowych narządów królika wskazują, że miejsce receptorowe wią
żące PRL posiada wysokie powinowactwo również wobec PL. Przyłą-

T A B E L A  2

Specyficzne wiązanie owczego 125J-PL w różnych narządach królika

W e d ł u g  B o l a n d e r  i  w s p .  [11],
* P o s n e r  i  w s p .  [39]; F r i e s o n  i w s p .  [18]. 
o —  o w c z y ,  b  — b y d l ę c y ,  h  — l u d z k i .

Wyszczególnienie
Specyficzne wiązanie

%
Kompetycja przez inne hormony

o//0

125J-oPL 125J-oPRL* oPL hPL bPRL bGH bPL

Nadnercza 58 51 100
•

100 98 53 45
Wątroba 21 26 100 100 98 75 36
Jajnik 20 13 100 100 100 54 39
Gr. mlekowy 16 20 100 98 100 37 26
Macica 12 3 100 100 100 36 31
Nerka 8,8 7 100 99 100 52 26
Mózg 8,5 100 100 100 72 69
Tk. tłuszczowa 7,9 100 99 100 44 22
Wątroba płodu

OOr»
Cl

Serce 2,5
Łożysko 2,1
Mięśnie szkieletowe <  2
Płuco <  2I i

czanie się obu laktogenów do jednego receptora stwierdzone zostało po
czątkowo w gruczole mlekowym, a następnie w innych narządach kró
lika [11, 47]. Zjawisko to ilustrują wyniki przedstawione w tab. 2. 
Związany z receptorem 125J-oPL wypierany jest całkowicie przed nad
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miar nieznakowanego hPL i bPRL oraz w 50°/o przez bPL. Dla po
równania w tabeli zamieszczono wyniki oznaczeń aktywności recepto
rowej dla oPRL wykonanych w innym laboratorium. Jak widać, aktyw
ność wiązania PRL w badanych narządach jest bardzo podobna do

T A B E L A  3

Specyficzne wiązanie ,25J-oPL do frakcji blon komórkowych wątroby owcy

Ilość dodawanego nieznako
wanego hormonu, ng/ml

Wiązanie 125J-oPL (% kontroli)

+  oPL +  oGH +  oPRL

0 (kontrola*) 100 100 100
10 94 98 100

1000 53 65 100
10000 52 55 97

* W i ą z a n i a  s p e c y f i c z n e  w  k o n t r o l i  — 10,4%.
W e d ł u g  C h a n  i w s p .  [12].

aktywności wiązania PL. Można sądzić, że przynajmniej u królika PL 
i PRL wiążą się do tego samego miejsca receptorowego. Podobnie wspól
ny receptor dla obu laktogenów stwierdzono w komórkach nabłonka 
nasieniowodu i komórkach gruczołu mlekowego szczura [7, 23] oraz 
w komórkach nowotworowych gruczołu mlekowego szczura [40, 48]. 
Trudno jest obecnie sądzić, czy wspólny receptor dla PRL i PL istnie
je u wszystkich zwierząt. Oznaczenia wykonane w pracowni Friesena 
[11] zdają się nie potwierdzać tej reguły. W tab. 3 przedstawiono wy
niki wiązania oPL do różnych narządów owcy. Wiązanie oPL hamowa
ne jest przez oGH, natomiast dodanie oPRL nie obniża wiązania lakto- 
genu łożyskowego. Brak kompetycji między oPL i oPRL wskazywałoby 
na różne miejsca receptorowe dla obu hormonów. Jednakże, jak podają 
autorzy tej pracy, z nieznanych przyczyn oPRL wiąże się bardzo słabo 
do tkanek i narządów owcy (poniżej 3% specyficznego wiązania). Wy
jątek stanowi macica w okresie ciąży, gdzie specyficzne wiązanie 125J- 
PRL wynosi około 14%. Natomiast gruczoł mlekowy czy wątroba wska
zuje nikłą aktywność receptora PRL. Można zauważyć, że jest to jedna 
z nielicznych prac, w której stosowano system homologiczny, tj. użyte 
hormony izolowano z tego samego gatunku zwierząt, na którym prowa
dzono badania. Uzyskano jednak dość nieoczekiwane i trudne do in
terpretacji wyniki.

Dane zawarte w tab. 2 i 3 wskazują, że powinowactwo do receptora 
laktogennego wykazuje również hormon wzrostu (GH). Fakt ten po
zostaje w zgodzie z laktogennym działaniem tego hormonu. Kompety- 
cyjne wiązanie hormonów wzrostowych i laktogennych szczególnie do
kładnie przedstawione zostało w pracy Posnera i wsp. [38] (rye. 1). Hor-
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mony wzrostowe naczelnych oraz hPRL, oPRL i bPRL są równocenne 
w usuwaniu 125J-hGH z miejsca receptorowego w preparacie frakcji 
błon komórkowych wątroby szczura. Wysoką kompetycję wykazuje 
także rPRL, hPL i mPL (r — szczur, h — człowiek, m — małpa).

dGH (pies) 
b GH (krowa) 
o GH (owca)

GH (kaczka) 
GH (żółw)

insulina
ACTH
g/ukagan

hGH \ 
mGH(małpa)
o PRL 
b PRL

r  PRL (szczur) 
hPL

Stężenie dodanego nie znakowanego hormonu

Ryc. 1. Specyficzność w iązania  125J-hG H  do frak c ji  błon kom órkow ych izolowanej
z w ątroby  samicy szczura (według Posnera  i wsp. [38])

K r z y w e  p r z e d s t a w i a j ą  z a l e ż n o ś c i  m i ę d z y  w z r a s t a j ą c ą  i l o ś c i ą  n i e z n a k o w a n y c h  h o r m o n ó w  
a  w i ą z a n i e m  125J - h G H .  O b o k  k r z y w y c h  p o d a n o  ź r ó d ł o  i z o l a c j i  n i e z n a k o w a n y c h  h o r m o n ó w .  
100% w i ą z a n i a  — i lo ś ć  z w i ą z a n e g o  I25J - h G H  w  p r ó b i e  b e z  d o d a t k u  n i e z n a k o w a n e g o  h o r m o n u ;

h  — c z ł o w i e k

Niektórzy autorzy sugerują istnienie w wątrobie szczura dwóch ro
dzajów miejsc receptorowych dla GH. Jedno z nich, laktogenne po
tencjalnie wiążące PRL i PL oraz drugie wiążące przede wszystkim 
GH. Wydaje się jednak bardziej prawdopodobne, że wątroba zawiera 
tylko jeden rodzaj miejsca receptorowego wiążącego GH i laktogeny. 
Sugestię tę zdaje się potwierdzać fakt, że nawet tak specyficzną od
powiedź wątroby na GH, jaką jest produkcja somatomedyny, można 
wywołać stosując oPRL lub oPL [9].

Rozważając występowanie receptorów w komórkach różnych tkanek 
należy brać pod uwagę, że specyficzne wiązanie hormonu (szczególnie
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przy niskim poziomie wiązania) nie jest wystarczającym dowodem do- 
celowości tkanki dla danego hormonu. Można tu przypomnieć doświad
czenia Cuatracascas’a i Hollenberga [15] wykazujące specyficzne wią
zanie insuliny do szkła czy talku. Podobne zjawisko wykazano w przy
padku PRL (tab. 4).

T A B E L A  4

Specyficzne wiązanie 125J-oPRL do szkła Pyrex

Dodatek nieznako- 
wanego hormonu

Wiązanie całko

% radioaktywności 
całkowitej

wite

°//0
kontroli

Wiązanie
specyficzne

®//0

Kontrola 0,64 100
+  o PRL 0,37 57 43
+  oCG
(gonadotropina kos-
mówkowa) 0,69 104 —

W e d ł u g  B a r k e y  i w s p .  [6]; o — o w c z a .

MECHANIZM W IĄZANIA, BUDOWA RECEPTORA

Wiązanie PRL do receptora jest zależne od czasu i temperatury. Mak
simum wysycenia receptora PRL w izolowanych komórkach gruczołu 
mlekowego królika osiąga się w temperaturze 37°C po 2 h, w tem pera
turze 23°C po 48 h, a w temperaturze 4°C maksymalne wysycenie ob
serwuje się dopiero po sześciu dniach inkubacji komórek z PRL [2]. 
Podobnie przebiega wiązanie PRL do skrawków gruczołu mlekowego 
myszy [29]. Aktywność receptora laktogenów zanika po działaniu na
komórki lub preparaty błon komórkowych trypsyną (spadek do 53% po 
15 min) oraz fosfolipazą A lub C. Natomiast kolagenaza, neuraminidaza, 
rybonukleaza i dezoksyrybonukleaza nie wpływają na aktywność re
ceptora PRL [2, 49]. Miejsce receptorowe dla PRL w jajniku ludzkim, 
krowy i szczura wykazuje podobne właściwości jak w gruczole mle
kowym. Maksimum aktywności receptora obserwowano przy pH 7 w tem
peraturze 37°C. Wiązanie PRL w tym narządzie hamowane jest całko
wicie przy pH 10, a w środowisku kwaśnym (poniżej pH 3) receptor ule
ga nieodwracalnej denaturacji [41].

Shiu i Friesen [45] przeprowadzili izolację receptora PRL z frakcji 
błon cytoplazmatycznych gruczołu mlekowego królika. Przeprowadzo
no solubilizację receptora stosując triton X-100, a następnie oczyszczano 
receptor metodą chromatografii powinowactwa. Uzyskany preparat nie 
był homogenny i zawierał oprócz receptora kilka rodzajów białek wi
docznych po rozdziale elektroforetycznym. Stwierdzono, że receptor jest

http://rcin.org.pl



R E C E P T O R Y  K O M Ó R K O W E  P R O L A K T Y N Y 29

białkiem o masie 220 000. Białko to wykazuje wyższą stałą asocjacji 
wobec PRL (Ka 16 X 10° M—‘) w porównaniu z wiązaniem PRL do frak
cji błon cytoplazmatycznych (Ka 3 X 109 M—1). Mając na uwadze ha- 
mowąnie wiązania PRL przez fosfolipazę można sądzić, że receptor 
PRL jest fosfolipidem. Na udział fosfolipidów w wiązaniu hormonów do 
receptora laktogenów wskazują również badania przeprowadzone przez 
Vonderhaar i Bhattacharya [5], Stwierdzono w nich, że donor grup me
tylowych S-adenozyno-L-metionina (AdoMet) zwiększa liczbę miejsc 
receptorowych dla PRL w błonie cytoplazmatycznej. Obserwowany efekt 
jest specyficzny dla AdoMet i ulega zmniejszeniu w obecności S-adenozy- 
lohomocysteiny (kompetycyjny inhibitor metylotransferaz błonowych). 
Znakowane grupy metylowe pochodzące z AdoMet znaleziono wyłącznie 
we frakcji lipidów. Obecne w błonie cytoplazmatycznej metylotransfe- 
razy katalizują syntezę fosfatydylocholiny z fosfatydyloetanoloaminy. 
Utworzona fosfatydylocholina wędruje ku powierzchni błony cytoplaz
matycznej zmieniając tym samym jej strukturę przestrzenną.

Powinowactwo PRL do receptora laktogenów zanika po modyfi
kacji dwu reszt tryptofanowych w jej cząsteczce [27]. Stwierdzono, że 
chemiczna modyfikacja zmienia sposób zwinięcia łańcucha PRL, co wy
daje się być przyczyną utraty powinowactwa hormonu do receptora. 
Zmiany konformacyjne zmodyfikowanej PRL wykazano na podstawie 
pomiarów dichroizmu kołowego. Jednocześnie z utratą zdolności wią
zania się do receptora zmodyfikowana PRL traci swoje właściwości bio
logiczne [28]. Znajomość sekwencji aminokwasów w cząsteczce PRL 
pozwoliła na sporządzenie modelu obrazującego przestrzenne ułożenie 
łańcucha PRL [27]. Występuje w nim 67% struktury  a-helisy, 17% 
zwinięć (turn), 11% struktury  aperiadycznej oraz 5% struktury  (1 
(fi-sheet). Modyfikacja dwu reszt tryptofanowych zwiększa zawartość 
w PRL struktury  fi. Autorzy cytowanej pracy przeprowadzili ciekawe 
porównanie ułożenia przestrzennego łańcuchów PRL i GH. Mimo róż
nic w składzie aminokwasowym oba te hormony wykazują ogromne 
podobieństwo konformacyjne. Mając na uwadze ich zbliżone powino
wactwo do receptorów, można sądzić, że nie sama sekwencja amino
kwasów, lecz przede wszystkim ułożenie przestrzenne łańcucha decydu
je o wiązaniu hormonu do receptora.

Otrzymanie częściowo oczyszczonego receptora laktogenów pozwo
liło na podjęcie badań mających na celu wyjaśnienie czy receptor wy
stępujący w różnych tkankach jest tą samą cząsteczką białkową [46]. 
W badaniach tych posłużono się przeciwciałami antyreceptorowymi uzy
skanymi po wstrzyknięciu śwince morskiej preparatu receptora lakto
genów wyizolowanego z gruczołu mlekowego królika. Otrzymane prze
ciwciała antyreceptorowe hamowały specyficzne wiązanie PRL w tkan-
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ce gruczołu mlekowego i wątroby królika. Ponadto przeciwciała te ha
mowały wiązanie PRL również w przypadku użycia błon cytoplazma- 
tycznych izolowanych z różnych tkanek szczura (samic i samców), my
szy i człowieka (tab. 5). Przedstawione wyniki wskazują, że bądane

T A B E L A  5

Zestawienie tkanek wykazujących immunologiczne podobieństwo receptora
PRL

Gatunek Tkanka
Użyty do oznaczeń

preparat

Królik -gr. mlekowy skrawki w hodowli,
błony, oczyszczony
receptor

wątroba błony
Szczur -gr. mlekowy błony

gr. mlekowy (nowotwór) błony
wątroba błony
prostata błony

Mysz gr. mlekowy (nowotwór) błony
Człowiek gr. mlekowy (nowotwór) błony
W e d ł u g  S h i u •1 F r i e s e n  [46].

tkanki zawierają w miejscu receptora laktogenów tę samą determinantę 
antygenową. Można więc sądzić o filogenetycznym podobieństwie re
ceptora laktogenów u różnych gatunków zwierząt.

REGULACJA POZIOM U RECEPTORA

Wiązanie hormonu do receptora jest jednym z istotnych momentów 
regulujących odpowiedź tkanki na impuls hormonalny. Tworzenie kom
pleksu hormon—receptor powinno więc pozostawać w korelacji z aktyw
nością metaboliczną komórki i podlegać kontroli określonych czynni
ków. Jednym z czynników decydujących o ilości utworzonego komplek
su jest oczywiście stężenie hormonu, zależne od intensywności pracy 
gruczołów dokrewnych. Stężenie drugiego elementu tworzącego kom
pleks, tj. receptora, również nie jest stałe i zmienia się w zależności od 
stanu fizjologicznego zwierzęcia. W odniesieniu do receptora laktogenów 
stwierdzono szczególnie duże zmiany w jego poziomie w okresie ciąży 
i laktacji. Zmiany aktywności wiązania 125J-PRL do gruczołu mlekowe
go szczura przedstawione są na ryc. 2. Podobnie kształtują się zmiany 
aktywności wiązania PRL u myszy [29]. Jest rzeczą zastanawiającą, że 
w okresie ciąży, podczas intensywnego rozwoju gruczołu mlekowego, ob
serwuje się stosunkowo niewysoki poziom receptora laktogenów. Dość 
proste wytłumaczenie tego faktu przyniosła praca Holcomba i wsp. [23]. 
Stwierdzono w niej, że niski poziom wiązania 125J-PRL spowodowany
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jest maskowaniem miejsc receptorowych przez laktogen endogenny. 
W okresie ciąży obserwuje się bowiem niezwykle wysoki poziom hor
monu laktogennego z łożyska sięgający do 1,2 ąg/ml. Zahamowanie syn
tezy laktogenu poprzez usunięcie łożyska powodowało kilkakrotny wzrost

Ryc. 2. W iązanie specyficzne 125J-oP R L  do frakcji błon kom órkow ych z gruczołu
mlekowego szczura (według H ayden  i wsp. [4])

aktywności receptora dla PRL. Sugerowany efekt maskowania recepto
ra nie wyjaśnia wszystkich znanych faktów. Wiadomo jest np., że u sa
mic szczurów, które nie karmią swego potomstwa, w okresie poporodo
wym nie obserwuje się wzrostu wiązania 125J-PRL w gruczole mleko
wym, mimo obniżenia u nich poziomu laktogenów we krwi [10]. Poza 
tym według Kohomoto i Sakai [29] wzrost wiązania PRL jest po usu
nięciu łożyska związany z następstwami pooperacyjnymi, a mianowicie 
poronieniem i rozpoczęciem laktacji. Autorzy ci wykazali ponadto, że 
niski poziom wiązania PRL do receptora w gruczole mlekowym myszy 
w okresie ciąży odzwierciedla niską aktywność receptorową i nie jest 
wynikiem maskowania miejsc wiążących przez hormon endogenny.

Przytoczone fakty wskazują na istnienie w komórce mechanizmu 
umożliwiającego zmianę ilości wychwytywanego z krwi hormonu po
przez zmianę aktywności receptora. Wydaje się, że istnieją różnorodne 
mechanizmy pobudzania lub obniżania aktywności receptora laktoge
nów w poszczególnych tkankach lub narządach. Wskazuje to na m.in. 
fakt, że u szczura między trzydziestym i setnym dniem życia poziom 
receptora w gruczole mlekowym spada o około 40°/o, a w tym samym 
okresie w wątrobie wzrasta o około 200% [21].
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G R U C Z O Ł  M L E K O W Y

Szczegółowe badania czynników regulujących poziom receptora lak- 
togenów w gruczole mlekowym przeprowadzono w pracowni Forsth 
[21]. Stwierdzono, że wstrzyknięcie zwierzęciu estradiolu powoduje wzrost 
wiązania PRL w gruczole mlekowym. Usunięcie przysadki zapobiega 
efektowi działania estradiolu, a ponadto prowadzi do obniżenia wiąza
nia PRL w okresie laktacji w gruczole mlekowym. Podanie PRL zwie
rzęciu z usuniętą przysadką przeciwdziała obniżeniu poziomu wiązania 
PRL. Wyniki te wskazują na udział PRL w regulowaniu własnego re
ceptora w gruczole mlekowym. Wydaje się jednak, że również inne 
hormony mają swój udział w regulacji receptora laktogenów. Usunięcie 
nadnerczy, tarczycy lub jajników redukuje wiązanie PRL przez laktujący 
gruczoł mlekowy szczura odpowiednio do 73, 45 i 59% w porównaniu 
ze zwierzęciem nieoperowanym. Zmiany poziomu wiązania PRL pozo
stają w korelacji ze zmianami liczby komórek nabłonka wydzielniczego. 
Najbardziej widoczne jest to w przypadku usunięcia przysadki i poda
niu zwierzęciu PRL. Autorzy pracy stwierdzają w konkluzji, że stymu
lujące działanie PRL na aktywność własnego receptora związane jest 
ze zwiększeniem liczby komórek wydzielniczych w gruczole mlekowym. 
Natomiast adrenalektomia, tyroidektomia i owariektomia wpływają na 
ilość receptorów laktogenów w komórce.

Badania prowadzone przy uży
ciu hodowli komórek nabłonka 
wydzielniczego oraz skrawków 
gruczołu mlekowego przyniosły 
potwierdzenie roli glukokortyko- 
idów i hormonów tarczycy jako 
regulatorów aktywności recepto
ra laktogenów [4, 29, 42]. Komór
ki gruczołu mlekowego hodowane 
w nieobecności glukokortykoidów 
wykazują znaczny spadek aktyw
ności receptora laktogenów, a do
danie glukokortykoidów do hodo

wli zwiększa aktywność tego receptora (tab. 6). Podwyższenie aktyw
ności receptora laktogenów obserwowano również po dodaniu do hodowli 
trójjodotyroniny (T3) [4]. W odróżnieniu od glukokortykoidów obecność 
T3 nie jest konieczna do podtrzymania aktywności badanego receptora. 
Można przyjąć, że oba rodzaje hormonów mają różny mechanizm dzia
łania na receptor. Stymulujące działanie T3 obserwowane jest również 
po zahamowaniu syntezy białka w komórkach gruczołowych. Wydaje

T A B E L A  6

Wpływ hydrokortyzonu na specyficzne wiązanie 
125J-PRL w hodowli komórek gruczołu mleko

wego myszy (według Sakai i wsp. [42])

Dni
hodowli

Wiązanie s

-f insulina

pecyficzne 125J-PRL 
imp/min

+  insulina 
+  hydrokortyzon

0 180 180
1 110 280
2 70 290
3 65 220
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się, że działanie T3 polega na aktywacji cząsteczek receptora. Być może 
odgrywa tu jakąś rolę lipolityczne działanie T3. Wpływ zmian w budowie 
cytoplazmatycznej błony lipidowej na aktywność wiązania laktogenów 
wykazały Bhattacharya i Vonderhaar we wspomnianej już pracy do
tyczącej metylacji fosfolipidów, jak również w doświadczeniach z re 
konstrukcją miejsca receptorowego dla PRL [3, 5], W zależności od 
rodzaju użytych do tej rekonstrukcji fosfolipidów obserwowano różną 
aktywność miejsca wiążącego laktogeny.

Liczne badania nad receptorem laktogenów przeprowadzone zostały 
przy użyciu tkanki nowotworowej gruczołu mlekowego (przegląd [31, 
33]). Nie stwierdzono by indukcja nowotworu związana była z istotnymi 
zmianami w obrębie miejsca receptorowego dla PRL.

Ciekawe wyniki dotyczące receptora laktogenów uzyskano w do
świadczeniach z użyciem inhibitorów przemian energetycznych (dwu- 
nitrofenol, KCN, NaN3) [14]. Okazało się, że po dodaniu wspomnia
nych inhibitorów do komórek nowotworowych gruczołu mlekowego po
ziom receptora laktogenów gwałtownie wzrasta osiągając wartość aż dwu
krotnie większą niż w hodowli kontrolnej bez dodatku inhibitora. Świad
czy to dobitnie o powiązaniu metabolizmu komórki i aktywności re
ceptora.

W Ą T R O B A

Poziom receptora laktogenów w wątrobie kontrolowany jest przez 
szereg hormonów. Wydaje się jednak, że kluczowym hormonem dla re
gulacji receptora jest prolaktyna. Usunięcie przysadki drastycznie obni
ża wiązanie PRL w wątrobie szczura [38]. Ten sam efekt, choć nie tak 
silnie zaznaczony, wywołuje usunięcie jajników i nadnerczy [26]. Po
danie zwierzęciu PRL lub estrogenów prowadzi do wzrostu aktywności 
receptora laktogenowego w wątrobie samic i samców [26]. Stymulacja 
wiązania PRL przez estrogeny zachodzi równie dobrze po uprzednim 
podaniu bromokryptyny (specyficzny inhibitor wydzielania PRL) [25]. 
Przypuszcza się więc, że zarówno PRL, jak i estrogeny działają w tym 
przypadku bezpośrednio na komórkę docelową. Do hormonów stymulu
jących aktywność receptora laktogenów w wątrobie należy prawdopo
dobnie także insulina. Stwierdzono bowiem istnienie wysokiej korelacji 
między poziomem insuliny a aktywnością miejsca wiążącego laktogeny 
w wątrobie [9].

Negatywną kontrolę aktywności receptora PRL w wątrobie speł
niają androgeny. Wstrzyknięcie testosteronu lub dwuhydrotestosteronu 
samicy szczura prowadzi do obniżenia zależnej od estrogenów stymu
lacji wiązania PRL. Hamujące działanie androgenów obserwuje się nie
zależnie od wpływu tych hormonów na poziom PRL we krwi. Na tej

3 — P o s t ę p y  B io l .  K e m .  1/82
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podstawie uważa się, że androgeny działają bezpośrednio na komórki 
wątroby, a nie poprzez zmiany aktywności wydzielniczej przysadki.

N E R K A

Wpływ na specyficzne wiązanie PRL w nerce wywierają estrogeny, 
androgeny, glukokortykoidy i tyroksyna [30, 31, 32]. Należy sądzić, że 
głównym czynnikiem regulującym poziom tego wiązania jest tyroksyna. 
Dane zawarte w tab. 7 wskazują, że obniżeniu wiązania PRL przez nerkę 
szczura z usuniętą przysadką lub tarczycą można całkowicie zapobiec 
przez podanie zwierzęciu tyroksyny. W tabeli zawarte są również wy
niki oznaczeń aktywności wiązania PRL do nadnerczy. Jak widać, usu
nięcie tarczycy lub podanie tyroksyny nie zmienia aktywności recepto
ra PRL w tym narządzie. Jest to kolejny przykład specyfiki regulacji 
aktywności receptora PRL w różnych tkankach.

T A B E L A  7

Wpływ T4 na wiązanie specyficzne 125J —oPRL do receptorów
z nerki i nadnerczy szczura

W yszczególnienie Wiązanie sp 
nerka

>ecyficzne%
nadnercza

Kontrola
i

100(12) 100 (8)
4" T4. 158 103
usunięcie tarczycy 34 87
usunięcie tarczycy
+  t 4 106 102
usunięcie przysadki 25 --
usunięcie przysadki +  T4 107 --------

P R O S T A T A ,  N A S I E N I O W O D Y ,  J Ą D R A

Obecność PRL we krwi samców wskazuje, że laktogen może speł
niać jakąś rolę w ich organizmach. Jedną z postulowanych ról jest 
udział PRL w regulacji funkcjonowania gruczołów rozrodczych [22]. 
Potwierdzeniem tej sugestii jest obecność receptorów PRL w jądrach, 
prostacie i nasieniowodach [1, 16, 17]. Hormonem wpływającym w de
cydujący sposób na poziom receptora PRL w tych narządach jest testo
steron. W nasieniowodzie i prostacie testosteron jest niezbędny dla utrzy
mania aktywnego receptora PRL. W tych dwu narządach PRL nie wpły
wa na aktywność własnego receptora. Odmiennie wygląda regulacja po
ziomu receptora PRL w jądrach. Testosteron wydaje się być czynnikiem 
obniżającym poziom receptora PRL, podczas gdy PRL wykazuje zdol
ność indukcji własnego receptora [41].

http://rcin.org.pl



R E C E P T O R Y  K O M Ó R K O W E  P R O L A K T Y N Y 35

J A J N I K

Regulacja poziomu receptora PRL w jajniku nie jest zbyt dobrze 
poznana. Wiadomo jest dotychczas, że w komórkach warstwy ziarnistej 
pęcherzyka jajnikowego stymulatorem receptora PRL jest FSH [50].

UW AGI KOŃCOWE

W przyjętym powszechnie modelu działania hormonów białkowych 
zakłada się, że pierwszym i niezbędnym etapem jest wiązanie hormo
nu do receptora znajdującego się w błonie komórek docelowych. Mimo 
że fakt ten został wielokrotnie stwierdzony, to jego bezpośrednie kon
sekwencje metaboliczne są nadal niejasne. Wydaje się oczywiste, że 
utworzenie kompleksu hormon—receptor powinno być impulsem dla 
dalszych reakcji mających na celu rozprzestrzenienie bodźca hormonal
nego wewnątrz komórki. Jednakże do tej pory brak jest należycie udo
kumentowanego schematu przekazywania tego impulsu, tak by mógł on 
spełniać podstawową dla działania hormonów rolę, regulatora aktyw
ności genomu. Postulowana na przełomie lat sześćdziesiątych i siedem
dziesiątych hipoteza o roli cyklicznego AMP jako wewnątrzkomórkowe
go przenośnika sygnałów hormonów białkowych nie wydaje się być uni
wersalnym rozwiązaniem omawianego problemu. Trudno jest bowiem 
tłumaczyć różnorodne efekty hormonalne obserwowane w komórce zwie
rzęcej, działaniem tylko jednego związku. Krytyczna analiza doniesień 
na temat roli cyklicznego AkfiP w przenoszeniu sygnałów hormonalnych 
zawarta jest m.in. w pracy Wienryba [51]. Na podstawie danych ekspe
rymentalnych, do połowy lat siedemdziesiątych uważano, że bariera 
plazmolemy komórki docelowej jest nie do przebycia dla hormonu biał
kowego i jedynym możliwym kontaktem hormonu z komórką jest przy
łączenie do powierzchniowego receptora. W ostatnich latach ukazało się 
jednak szereg prac wykazujących obecność hormonów białkowych m.in. 
PRL i GH, we wnętrzu komórki docelowej [19, 34, 35]. Wejście hor
monu białkowego do wnętrza komórki wskazuje na możliwość jego bez
pośredniego udziału w regulacji metabolizmu komórki docelowej. Prze
nikanie hormonów białkowych przez błonę komórkową odbywa się we
dług niektórych autorów wespół z białkiem receptorowym [16, 36, 44]. 
Sugerują oni, że jedną z możliwych funkcji receptora byłby transport 
hormonu do wnętrza komórki celem jego unieczynnienia.

Zjawisko endocytozy kompleksu hormon—receptor opisane zostało 
w przypadku insuliny, epidermalnego czynnika wzrostu (EGF) i ner
wowego czynnika wzrostu (NGF). Podsumowanie wyników badań z te
go zakresu przedstawione zostało ostatnio w artykule przeglądowym 
Schlessingera [43]. W badaniach stosowano hormony znakowane barwni
kiem fluoryzującym — rodaminą. Hormony te zachowują zdolność wią
zania się do receptora i aktywność biologiczną. Fluorescencję związanego
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z receptorem hormonu wzbudzano naświetlając mały obszar błony ko
mórkowej ześrodkowaną wiązką laserową. Przemieszczanie hormonu do 
wnętrza komórki obserwowano przy użyciu specjalnie skonstruowa
nych kamer telewizyjnych. Zgodnie z przedstawionym schematem prze
bieg reakcji hormonu z komórką docelową przedstawiałby się nastę
pująco (ryc. 3):

Ryc. 3. Przebieg w iązania i endocytozy horm onu [50]

1. hormon wiąże się do receptorów dyfundujących w błonie komór
kowej;

2. kompleksy hormon—receptor łączą się w grupy w pobliżu zagłę
bienia w błonie komórkowej. Proces ten jest zależny od temperatury;

3. Zgrupowania kompleksów hormon—receptor przemieszczają się 
(proces endoergiczny) i łącząc się tworzy pęcherzyki okryte nie wyjaś
nionej budowy otoczką;

4. pęcherzyki przemieszczają się do wnętrza komórki. W końcowym 
etapie hormon ulega degradacji w lizosomach.
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Warto zwrócić uwagę, że przedstawiona hipoteza uwzględnia płyn
ność błony komórkowej nie tylko ze względu na stan fizyczny, lecz 
również nieustanną ruchliwość jej elementów.

Nie jest jasne czy proponowany model odnosi się także do innych 
hormonów białkowych, a w szczególności laktogenów. Wyniki badań 
Haudebine, Ojiane [24] wskazują, że indukcja przez prolaktynę genów 
kodujących kazeinę nie związana jest z lizosomalną degradacją pro
laktyny.
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RECEPTORY KOMÓRKOWE INSULINY I GLUKAGONU. 
OCENA CZYNNOŚCI I ZNACZENIE W PATOLOGII ZABURZEŃ

METABOLICZNYCH *

INSULIN AND GLUCAGON CELLULAR RECEPTORS. EVALUATION OF THEIR
ACTIVITY AND THEIR ROLE IN THE PATHOLOGY OF METABOLIC

DISTURBANCES

Sylw ester SOBIESZCZYK

K lin ika  Endokrynologii, In s ty tu t  Chorób W ew nętrznych A kadem ii M edycznej
w  Poznaniu

Streszczenie.  W ostatnich la tach  czyniono próby bliższego opisania receptorów  
dla insuliny  i poznania regulacji ich ilości w  błonie kom órkowej. W ygodnymi 
kom órkam i modelowymi do tych  badań  okazały się ery trocy ty  i inne krw inki. 
P onad to  zm iany liczby receptorów  dla insuliny można śledzić na tych  kom órkach  
w  trak c ie  choroby i leczenia pacjen ta . Opisano również w yniki badań  nad  re 
cep toram i dla glukagonu.

S u m m a ry .  In  recen t years  it has been a ttem pted  to describe insulin receptors 
and  to gain a know ledge on the  regu la tion  of the ir  num ber in the cell m em brane. 
C onvenient as m odel cells for these studies proved to be ery throcytes and  o ther 
blood cells. Changes in the  num ber of these receptors may, m oreover, be followed 
on these  cells in  the  course of the disease and  tre a tm e n t of the  patient. The 
resu lts  of investigations on glucagon receptors a re  also reported.

RECEPTORY INSULINY

Nowoczesne badania nad mechanizmem komórkowego działania in
suliny mają około 30-letnią historię. W 1949 r. Levine i wsp. wykazali, 
że insulina pobudza transport glukozy przez błonę komórkową. Efekt 
biologiczny insuliny utrzymuje się przez pewien czas nawet po dokład
nym przemyciu przepony szczura uprzednio inkubowanej z tym hor-

* Wygłoszono na  konferencji biologii kom órki nt. „receptory  kom órkow e” 
w  dniach  23 i 24 listopada 1979 r. zorganizow anej przez Polskie Tow arzystw o A na
tomiczne i Sekcję Biologii K om órki Polskiego Tow arzystw a Histo- i Cytochem i- 
ków  w  W arszawie.
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monem. Efekt ten może być zniesiony przez dodanie do układu swoi
stych przeciwciał przeciwinsulinowych [19]. Przypuszcza się, że działa
nie biologiczne insuliny zależy od jej kontaktu z błoną komórkową [19].

Za obecnością swoistych białek wiążących insulinę na powierzchni 
błony komórkowej przemawia także utrata zdolności do odpowiedzi na 
insulinę w komórce tłuszczowej poddanej działaniu pepsyny [22], Cua- 
trecasas [7] wykazał biologiczną aktywność kompleksu insuliny połą
czonej z wielkocząsteczkowymi polimerami, np. celulozą lub sefarozą, 
co w znacznym stopniu przyczyniło się do przyjęcia hipotezy o od
działywaniu insuliny z receptorem błonowym.

Postęp badań nad receptorami insulinowymi stał się możliwy dzięki 
zastosowaniu preparatów insuliny znakowanej izotopem promieniotwór
czym 125J. Obok tradycyjnych metod znakowania insuliny [9], polecane 
są metody enzymatyczne z zastosowaniem peroksydazy [31] lub ostat
nio wprowadzona metoda nie uszkadzająca struktury białkowej polega
jąca na zastosowaniu chloroglikourylu (jodogenu) [8]. Dzięki stosowa
niu znakowanej insuliny wykryto swoiste receptory insulinowe w ko
mórkach szeregu tkanek i narządów: wątroby, mięśni szkieletowych, 
komórek tłuszczowych, mięśnia sercowego, płuc, nerek, mózgu, nad
nerczy, gonad, gruczołu sutkowego, łożyska, śledziony. W badaniach 
eksperymentalnych szczególnie wygodnym modelem są receptory na bło
nach komórkowych monocytów, erytrocytów i fibroblastów.

Badania receptorów insulinowych polegają po pierwsze na stwier
dzeniu ich obecności w komórce, po drugie zmierzają do izolacji swoi
stych receptorów i do ustalenia ich bezpośrednich właściwości fizyko
chemicznych i biologicznych. Najczęściej do badań kinetycznych uży
wane są komórki tłuszczowe lub monocyty. Cuatrecasas i wsp. [14] wy
kazali, że na powierzchni adipocyta znajduje się około 10 000 miejsc 
wiążących insulinę.

Zdaniem autorów [7, 14] receptory te wiążą insulinę według pro
stolinijnego wykresu Scatcharda ze stałą dysocjacji rzędu 10“ 10M. Sta
ła dysocjacji jest liczbą określoną na podstawie prawa działania mas, 
a jej wielkość jest miarą powinowactwa receptora do hormonu. Powi
nowactwo jest tym większe, im mniejsza jest wartość liczbowa stałej 
dysocjacji.

Wyniki badań Cuatrecasasa i wsp. są kwestionowane między innymi 
przez Kono, Gliemana, Kahna i innych badaczy, którzy wykazali mniej
sze powinowactwo receptorów do insuliny oraz uzyskali zakrzywiony 
przebieg wykresu Scatcharda [19]. Wykres taki świadczy o heterogen- 
ności miejsc wiążących, które w pierwszej fazie reakcji mają wysokie, 
a później niskie powinowactwo do insuliny. Stan taki tłumaczony jest 
przez De Meyts’a zjawiskiem negatywnej kooperacji.
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Według tej teorii przyjmuje się, że receptory insulinowe mają bu
dowę pozwalającą na związanie kilku cząsteczek hormonu. W stanie 
niezwiązanym wszystkie miejsca wiążące mają znaczne powinowactwo 
do insuliny. Wysycenie jednego z tych miejsc powoduje zmianę struk
tu ry  receptora, co w następstwie daje zmniejszenie powinowactwa po
zostałych miejsc wiążących. Wykładnikiem negatywnej kooperacji jest 
zakrzywiony przebieg wykresu Scatcharda. Część stroma wykresu od
powiada wysokiemu powinowactwu, a część płaska niskiemu powino
wactwu receptorów insulinowych. Stwierdzono, że wystarczy zajęcie 
od 3 do 10% ogólnej puli receptorów dla wywołania efektu biologicz
nego, a reszta receptorów stanowi pulę rezerwową. Zjawisko to ma 
istotne znaczenie w zrozumieniu zmian patologicznych zależnych od re
ceptorów [23].

Insulina wywiera wpływ na metabolizm wielu komórek, wśród któ
rych są komórki mięśniowe, wątrobowe, tłuszczowe oraz limfocyty, mo- 
nocyty, erytrocyty, płytki krwi, osteocyty, chondroblasty, fibroblasty 
[3]. Efektem biologicznym działania insuliny jest aktywacja transportu 
glukozy, aminokwasów i kwasów tłuszczowych do wnętrza komórki, 
gromadzenie jonów K + oraz Mg+ w komórkach i aktywacja lub supre- 
sja licznych enzymów wewnątrzkomórkowych [3]. Warunkiem działa
nia biologicznego insuliny jest połączenie się ze swoistym receptorem. 
Według Kahna [19] wiązanie receptorów komórkowych z insuliną i spo
wodowany tym efekt biologiczny nie mają wyłącznie charakteru od
działywania ilościowego. Maksymalny efekt biologiczny może zacho
dzić przy związaniu tylko części receptorów. Autor ten uważa, że różne 
formy działania biologicznego insuliny mogą uzyskać maksimum przy 
różnym stopniu wysycenia receptorów. Należy zaznaczyć, że odmienny 
pogląd reprezentują Jacobs i Cuatrecasas [14], którzy uważają, że mak
symalne wysycenie receptora, zachodzące przy stężeniu insuliny około 
30 iiU/ml w środowisku, wywołuje równoczesne maksymalne pobudze
nie kilku form działania insuliny.

Efekt biologiczny jest funkcją stężenia kompleksu hormon—recep
tor i zależy od stężenia wolnego hormonu, od wielkości puli dostępnych 
receptorów oraz od powinowactwa tych receptorów do insuliny. Bezpo
średnia zależność efektu biologicznego od stężenia hormonu istnieje 
tylko w zakresie maksymalnych stężeń, które dają kompleks powodu
jący maksymalną odpowiedź biologiczną. Przy niższych stężeniach hor
monu odpowiedź biologiczna zależy od powinowactwa oraz ilości do
stępnych miejsc receptorowych. Z drugiej strony maksymalna ilość hor
monu, potrzebna do uzyskania maksymalnej odpowiedzi, zależy również 
od ilości receptorów oraz ich stałej dysocjacji. Na przykład komórka 
mająca 10 000 miejsc receptorowych daje określoną odpowiedź przy za
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jęciu 100 receptorów, co zachodzi przy stężeniu insuliny 10—10M. Jeżeli 
jakikolwiek czynnik zewnętrzny zniszczy część receptorów komórko
wych zmniejszając ich liczbę do 1000, to wysycenie 100 receptorów ko
mórkowych oraz ta sama odpowiedź biologiczna będzie zachodziła przy 
stężeniu 10“ 9M insuliny [19].

Komórka może zmieniać swą wrażliwość na insulinę przez regu
lację ilości receptorów błonowych lub przez zmianę ich powinowactwa
do hormonów [2]. Rozważa się również czy wrażliwość komórkowa na 
insulinę zależy od ilości receptorów przypadających na komórkę lub na
jednostkę powierzchni. Na powierzchni błony komórki wątrobowej oraz 
tłuszczowej receptory insulinowe układają się w postaci skupień [15]. 
Sądzono, że zgromadzenie większej ilości receptorów na małej powierzch
ni może powodować większą odpowiedź biologiczną komórki. Ostatnie 
badania Jaretta  ogłoszone w 1979 r. wskazują jednak, że rozbicie kon
glomeratów receptorowych nie zmienia w istotny sposób odpowiedzi 
biologicznej J16]. Z drugiej strony wykazano, że komórki większe są 
mniej ważliwe na insulinę niż mniejsze, mimo posiadania tej samej 
ilości miejsc receptorowych [26].

Mechanizm działania insuliny polega na oddziaływaniu kompleksu 
receptor—hormon na układ cyklaz adenilowej i guanilowej. Wykazano 
bowiem, że insulina ma działanie hamujące na układ cyklazy adenilo
wej, natomiast stymuluje cyklazę guanilową, co w konsekwencji zwięk
sza ilość cyklicznego GMP w komórce. Receptory insulinowe nie są 
połączone w błonie komórkowej z innymi białkami, a zwłaszcza nie 
mają połączenia z cyklazami [6, 12, 14]. Dopiero po przyłączeniu hor
monu receptor insulinowy tworzy kompleks z białkami błony komór
kowej jak cyklazą adenilową, cyklazą guanilową, układem białek trans
portujących cukry i aminokwasy. Kompleksy te aktywują wielokierun
kowo metabolizm komórkowy [6, 12, 14].

Według Rodbella [27] oddziaływanie kompleksu hormon—receptor 
przebiega za pośrednictwem swoistego białka N o ciężarze cząstkowym 
40 000. W czasie reakcji hormon—receptor kompleks ten przyłącza biał
ko N, które z kolei przyłącza cząsteczkę GTP i aktywuje jednostkę ka
talityczną C. Zjawisko to zachodzi w obrębie błony komórkowej oraz 
wewnątrz komórki w bezpośrednim sąsiedztwie tej błony. Wytworzony 
układ wpływa pobudzająco lub hamująco na cyklazę adenilową. W przy
padku insuliny dochodzi do zahamowania aktywności cyklazy adenilo
wej. Natomiast insulina aktywuje niezależną od cyklicznego AMP ki- 
nazę proteinową znajdującą się w błonach komórkowych [27]. Proces 
ten jest regulowany przez GTP. Schemat oddziaływania hormon—re
ceptor przedstawia rycina 1.
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Właściwości chemiczne receptorów insulinowych zostały częściowo 
poznane na podstawie badań Cuatrecasasa. Dzięki zastosowaniu neura- 
minidazy oraz galaktozydazy stwierdzono, że receptory insulinowe są 
białkiem należącym do glikoproteidów. Badania solubilizowanych re-

Ryc. 1 Działanie kom pleksu  horm on 
recep to r  na  ak tyw ację  uk ładu  cykla- 
zy adenilowej za pośrednictw em  nu- 
k leo tydu  regulu jącego N; jednostka  
ka ta li tyczna  C (R — receptor). Według 
M. Rodbella, N ature , 1980, 17, 284

ceptorów insulinowych uzyskanych z komórek wątrobowych lub ko
mórek tłuszczowych pozwoliły wyznaczyć ich ciężar cząsteczkowy na 
800 000 i określić promień hydrodynamiczny rzędu 7 nm [14].

Jak już wspomniano, najłatwiej dostępnym materiałem do badań 
receptorów insulinowych są krwinki, a szczególnie monocyty. Na pod
stawie wcześniejszych badań przypuszczano, że limfocyty wyposażone 
są w receptory insulinowe, stwierdzono jednak, że znakowana insulina 
wiąże się specyficznie jedynie z monocytami, bowiem stopień wiązania
wykazuje jedynie w odniesieniu do monocytów korelację liniową [28, 
29].

W 1977 r. Gambhir i wsp. [11] opublikowali metodę badania recepto
rów insulinowych na powierzchni erytrocyta. Stwierdzono, że na po
wierzchni erytrocyta znajduje się około 2000 miejsc wiążących. Maksy
malne wiązanie radioaktywnej insuliny przez receptor erytrocytów wy
nosi około 10% [11]. Oznaczanie receptorów insulinowych na błonie 
erytrocytów znalazło zastosowanie w badaniach klinicznych. Wykona
ne tą metodą badania w przypadkach jadło wstrętu psychicznego [31] 
wykazały zwiększone wiązanie insuliny przez erytrocyty w tej cho
robie. Wiązanie to jest zależne od wzrostu ilości receptorów na ko
mórkę, natomiast w niewielkim stopniu zależy od zmian ich powi
nowactwa [31].

Badania nad receptorami mogą być prowadzone najdogodniej na
materiale izolowanym z komórek 
celu frakcje błon komórkowych ]

W tym
t e

entów
kich jak Triton X-100 albo Lubrol Px. Następnie solubilizowany ma 
teriał poddaje się wielogodzinnemu wirowaniu z użyciem 300 000
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Otrzymany supernatant oczyszcza się na Sefadeksie G-200 i uzyskane 
w taki sposób białko zawierające receptory można stosować do dal
szych badań. Jednakże frakcje te zawierają receptory w minimalnym 
stężeniu, bowiem receptor insulinowy stanowi zaledwie 2 X 10—4 %  ca
łego białka uzyskanego z homogenatu wątroby albo 4 X 10~3 %  białka 
błon komórkowych. W celu otrzymania frakcji białka receptorowego 
bez dodatkowych zanieczyszczeń należy homogenaty te poddać znacz
nemu oczyszczeniu (około 400 000 razy). Metody tradycyjne, jak pre- 
cypitacja siarczanem amonu lub chromatografia jonowymienna są w tym 
przypadku mało wydajne, lepsze rezultaty uzyskuje się natomiast przez 
użycie chromatografii powinowactwa. Używa się w tym celu insuliny 
sprzężonej z agarozą cyjanobromowaną, z której sporządza się kolum
nę celem przesączenia solubilizowanych nieoczyszczonych receptorów. 
W ten sposób 20-90% aktywności receptorowej można zatrzymać na 
kolumnie, a następnie oddzielić roztworem 4,5 M mocznika w pH 6,5 
odzyskując 50-80% związanych z insuliną receptorów. Uzyskane w ten 
sposób białka receptorowe są oczyszczone 800 razy. Dla dokładniejsze
go oczyszczenia stosuje się chromatografię powinowactwa z użyciem 
lektyny, np. konkanawaliny A (w miejsce insuliny) [14].

Nieprawidłowa odpowiedź komórki na insulinę bywa jedną z przy
czyn insulinooporności. Niewrażliwość na insulinę może być spowodo
wana zarówno tzw. defektami przedreceptorowymi (nieprawidłowa de
gradacja lub obecność przeciwciał przeciwinsulinowych), jak i zaburze
niami poreceptorowymi (uszkodzenie metabolizmu wewnątrzkomórko
wego), a także zmianą ogólnej ilości receptorów lub zmianą ich powi
nowactwa.

Przykładem obniżenia wrażliwości na insulinę jest otyłość. U osób 
otyłych stwierdza się podwyższony poziom insuliny we krwi, a na pod
stawie oceny wyników badania wiązania insuliny przez monocyty po
brane od chorych z otyłością można sądzić o różnym stopniu upośle
dzenia wiązania hormonu przez receptor komórkowy. Zmniejszenie wią
zania zależy od redukcji ilości dostępnych receptorów. Zastosowanie 
diety niskokalorycznej u chorych z otyłością prostą często likwiduje 
insulinooporność i przywraca prawidłowe wiązania znakowanej insu
liny przez monocyty. Dochodzi do tego przez wzrost ilości receptorów 
insulinowych zdolnych do związania hormonów. W leczeniu otyłości 
można także poprawić wrażliwość komórkową na insulinę przez zasto
sowanie głodówki w okresie co najmniej 48 godzin. Poprawa wiąza
nia insuliny przez monocyty zachodzi wówczas dzięki zwiększeniu po
winowactwa receptorów do insuliny [1, 2, 24, 25].

Zmniejszenie ilości aktywnych receptorów insulinowych na powierzch
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ni komórek u osób z otyłością jest proporcjonalne do podwyższenia stę
żenia insuliny w osoczu. Patogenezę zaburzeń insulinowych w otyłości 
przedstawia Kahn następująco: nadmierna podaż pokarmu powoduje 
wzrost poziomu glukozy i insuliny we krwi, to z kolei wywołuje zmniej
szenie ilości dostępnych receptorów określane jako zjawisko ”down re
gulation” [18, 19].

Z innych stanów patologicznych powodujących zmianę ilości i po
winowactwa receptorów insulinowych należy wymienić cukrzycę u do
rosłych, przebiegającą również z podwyższonym poziomem insuliny we 
krwi. Monocyty tych chorych wiążą o 50% mniej insuliny radioaktyw
nej niż osób zdrowych [15, 16].

Kliniczne znaczenie ma także działanie glikokortykoidów oraz hor
monu wzrostu, które zmniejszają powinowactwo receptorów insulino
wych. Wynikiem tego są zaburzenia przemiany glukozy występujące 
u chorych leczonych sterydami, w akromegalii i chorobie Cushinga. 
Odwrotne zjawisko, polegające na wzroście wiązania insuliny przez re
ceptory, stwierdza się w niedoczynności kory nadnerczy oraz przysad
ki [20].

Powinowactwo do receptorów insulinowych mają również inne pe- 
ptydy. Należą do nich proinsulina, białko o aktywności insulinopodobnej 
(NSILA) oraz przeciwciała przeciw receptorom insulinowym. NSILA 
i przeciwciała przeciwinsulinowe mają istotne znaczenie w badaniach za
burzeń przemiany węglowodanowej [19]. NSILA jest białkiem krążącym 
we krwi o masie cząsteczkowej 7000 i jest funkcjonalnie oraz budową 
chemiczną zbliżone do somatomedyn, białek mediatorowych dla hor
monu wzrostu. Niezależnie od receptorów insulinowych komórki mają 
osobne receptory dla białka o aktywności insulinopodobnej NSILA, 
które wykazują słabe powinowactwo do insuliny. Obecność nadmier
nych stężeń NSILA stwierdza się przede wszystkim u chorych z rakiem 
wątroby wykazujących obniżony poziom glukozy we krwi. U pacjentów 
tych wykazano obecność NSILA w guzach wątroby. Substancja ta jest 
bezpośrednią przyczyną stanów hipoglikemicznych u tych chorych. Po
za tym podwyższony poziom substancji o aktywności insulinowej wy
stępuje V/ ciąży, a obniżony w karłowatości przysadkowej oraz w jadło-
wstręcie psychicznym [19].

Insulinooporności występują także w zespole przebiegającym ze zmia
nami skórnymi o typie zrogowacenia ciemnego (acenthosis nigricans). 
Główną cechą tego zespołu jest niewrażliwość na endogenną i egzo
genną insulinę. Wynikiem tego jest nadmierne wydzielanie insuliny, 
co przejawia się znacznym, nieraz 100-krotnym, zwiększeniem poziomu 
insuliny we krwi. U niektórych chorych podwyższony poziom insuli
ny kompensuje braki receptorowe i tolerancja glukozy przez organizm
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jest prawidłowa lub nieznacznie upośledzona. U innych chorych po
wstaje zespół objawów cukrzycy oporny na leczenie insuliną. Dawki 
insuliny konieczne do wyrównania hiperglikemii są niejednokrotnie 
olbrzymie.

Zespół tzw. oporności insulinowej występuje w dwTóch postaciach 
klinicznych. Postać A jest charakterystyczna dla młodych kobiet z obja
wami hirsutyzmu (nadmierne owłosienie) oraz brakiem miesiączki. 
U części z nich stwierdza się zespół policystycznych jajników. U cho
rych tych nie udało się udowodnić istnienia zaburzeń autoimmunolo- 
gicznych. W drugiej postaci B, występującej u osób starszych, wykryto 
obecność przeciwciał przeciw receptorom insulinowym. Chorzy ci mają 
również inne objawy zaburzeń na tle immunologicznym, jak: przyspie
szenie odczynu opadania krwinek, obecność przeciwciał przeciw DNA, 
zmniejszenie liczby leukocytów we krwi (leukopenię), wypadanie owło
sienia na głowie, bóle stawowe [19].

Badania wiązania radioaktywnej insuliny przez monocyty pobrane od 
chorych z acanthosis nigricans wykazują zmniejszenie wiązania hormo
nów przez receptor. Defekt ten jest znaczniejszy niż u osób otyłych, 
nie ustępuje po zastosowaniu diety, jak to ma miejsce w otyłości, po
nadto badania kinetyki wiązania wskazują na zaburzenia powinowactwa 
receptorów, a nie ich ilości. Oporność insulinowa w tym  zespole ma 
cięższy przebieg kliniczny niż u chorych otyłych. Rolę przeciwciał prze
ciw receptorom insulinowym w patogenezie zespołu z acanthosis ni
gricans można wykazać przez proste badanie polegające na zmieszaniu 
kontrolnych monocytów mających receptory insulinowe z surowicą po
braną od chorego. Po przeprowadzeniu inkubacji monocytów w róż
nych stężeniach surowicy można wykazać zależność stopnia wiązania 
insuliny przez receptory komórkowe od rozcieńczenia surowicy, które
mu odpowiada stężenie przeciwciał antyreceptorowych [19]. Największa 
aktywność immunologiczna przeciwciał przeciw receptorom insulino
wym zawarta jest w klasie globulin IgG, a mniejsza w klasie IgM, 
co świadczy o ich pochodzeniu poliklonalnym.

RECEPTORY GLUKAGONU

Glukagon jest białkiem o doniosłym znaczeniu w patogenezie za
burzeń gospodarki węglowodanowej i tłuszczowej. Synteza tego hormo
nu u ludzi zachodzi w komórkach alfa-2 trzustki oraz w komórkach dna 
żołądka. Największą aktywność biologiczną oraz dostępność dla recepto
ra ma glukagon o masie cząsteczkowej 3500, co potwierdzono przy uży
ciu preparatu syntetycznego hormonu. Ogólnie w surowicy znajdują się 
4 substancje mające właściwości immunologiczne glukagonu. Substancje
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te w oznaczeniach glukagonu metodami radioimmunologicznymi inter- 
ferują między sobą dając często znacznie zawyżone wyniki. Należy do 
nich białko o ciężarze ponad 20 000, białko o ciężarze 9000, właściwy 
glukagon — 3500 i wreszcie białko o masie 2000 będące prawdopodobnie 
produktem degradacji glukagonu.

Stężenie glukagonu w surowicy wynosi 50-150 pg/ml. Regulacja wy
dzielania tego hormonu zależy od stężenia glukozy i aminokwasów w su
rowicy. Wzrost poziomu glukozy w surowicy powoduje zmniejszenie 
wydzielania glukagonu. Wzrost stężenia aminokwasów nasila sekrecję 
glukagonu. Zależności te mają znaczenie w patogenezie wielu stanów 
chorobowych. Głównym miejscem biologicznego działania glukagonu w us
troju jest wątroba, gdzie hormon ten pobudza glukoneogenezę na dro
dze przyspieszenia metabolizmu aminokwasów glikogenicznych — głów
nie alaniny. Ponadto glukagon odgrywa znaczną rolę w procesie ketoge- 
nezy, bowiem w wątrobie aktywuje transferazę acylkarnitylową, która 
bierze udział w transporcie reszt kwasowych do mitochondriów, gdzie 
ulegają one utlenieniu do związków ketonowych [17].

Nie ustalono do tej pory, jaki jest wpływ glukagonu w warunkach 
fizjologicznych na metabolizm innych tkanek poza wątrobą. Prawdo
podobnie ma on wpływ na proteolizę w tkance mięśniowej oraz lipolizę 
w komórkach tłuszczowych. Na drodze badań klinicznych i ekspery
mentalnych wykazano, że miejscem degradacji glukagonu są nerki.

Mechanizm działania glukagonu został opisany przed 10 laty w związ
ku z proponowanym przez Sutherlanda modelem działania hormonu 
przez aktywację cyklazy adenilowej. Wykazano bezpośredni wpływ glu
kagonu na wzrost aktywności cyklicznego AMP w tkankach oraz w ko
mórkach płynów ustrojowych [4]. Ważne jest jednak odróżnienie efek
tu fizjologicznego od farmakologicznego. Większość badaczy uważa, że 
w stanach fizjologicznych glukagon oddziaływa głównie na wątrobę. 
Znane jest także działanie glukagonu na mięsień sercowy, w którym 
zwiększa on zawartość cyklicznego AMP [21]. Działanie to bywa wy
korzystywane w klinice, bowiem powoduje zwiększenie siły skurczu 
i przyspieszenie czynności serca. Efekt ten następuje po podaniu du
żych dawek hormonu i ma on pewne znaczenie w leczeniu niewydol
ności serca, natomiast jego znaczenie fizjologiczne nie jest w pełni po
twierdzone.

Maksymalny efekt biologiczny działania glukagonu na komórkę za
chodzi przy wysyceniu zaledwie 10-20°/o wszystkich receptorów zdol
nych do związania hormonu. Prawdopodobnie część receptorów nie znaj
duje się w bezpośrednim kontakcie z cyklazą adenilową i nie jest zdol
na do natychmiastowego oddziaływania. Można je uznać za receptory 
zapasowe. Druga możliwość tłumaczenia tego faktu, podana przez Rod-

4 — P o s t ę p y  B io l .  K o m .  1/82
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bella, zakłada, że zapasowe receptory mają opóźnioną zdolność akty
wacji cyklazy adenylowej, co powoduje opóźniony efekt biologiczny. 
Badania receptorów komórkowych glukagonu prowadzone są na izolowa
nych hepatocytach metodami podobnymi do stosowanych w badaniach 
receptorów insuliny. Uzyskano czyste białko receptorowe o masie czą
steczkowej 188 000 i promieniu hydrodynamicznym 4,2 nm. Białko to 
wiąże swoiście glukagon ze stałą asocjacji K = 1010M—\  Swoistość tego 
białka badana była w układach zawierających insulinę, ACTH, sekrety- 
nę oraz wazoaktywny hormon jelitowy (VIP). Okazuje się, że hormony te 
są w dużym stopniu wiązane przez białko receptorowe glukagonu, jed
nakże nie mają one właściwości konkurencyjnych w stosunku do glu
kagonu i ich obecność nie zmniejsza stopnia wiązania tego hormonu przez 
białko błonowe. Świadczy to o swoistości tego receptora [5].

Znaczenie kliniczne zaburzeń czynności receptorów glukagonu nie 
jest poznane tak dokładnie jak ma to miejsce w przypadku receptorów 
insulinowych. Wiąże się to z trudnościami uzyskania materiału do ba
dań, którym są w tym przypadku hepatocyty ludzi chorych. Trudno 
wyobrazić sobie możliwości nieograniczonego pobierania hepatocytów 
od chorych. Stąd większość informacji dotyczących zaburzeń receptora 
glukagonu uzyskuje się na podstawie badań eksperymentalnych u zwie
rząt.

W cukrzycy dochodzi do nadmiernej sekrecji glukagonu, która jest 
tym większa, im cięższy jest przebieg choroby i warunkuje szereg po
wikłań. Badania wykonane na hepatocytach szczurów z doświadczalną 
cukrzycą wykazały obniżenie zdolności wiązania glukagonu z 14 do 8%. 
Równolegle do tego zmniejszyła się w tych komórkach odpowiedź cy
klicznego AMP na podanie glukagonu. Analiza według Scatcharda w y
kazała, że zmniejszenie wiązania glukagonu łączy się ze spadkiem ilości 
miejsc wiążących, a nie zmianami powinowactwa. Podanie zwierzętom 
insuliny przywraca prawidłową zdolność wiązania glukagonu przez re
ceptor komórkowy. Być może, że mniejsze wiązanie glukagonu u zwie
rząt z cukrzycą ma znaczenie w ograniczeniu ujemnych metabolicz
nych następstw wzrostu poziomu glukagonu we krwi [13].

Soman i Felig oraz Gorden [13, 30] wykazali zwiększenie wiązania 
glukagonu przez błony komórkowe hepatocytów szczurów, u których 
doświadczalnie spowodowano niewydolność nerek. Przenosząc wyniki 
tych badań do medycyny klinicznej można przypuszczać, że zmiana wią
zania glukagonu przez receptor może być jedną z przyczyn nieprawidło
wej tolerancji glukozy w mocznicy. Fouchereau-Peron i wsp. [10] ob
serwowali spadek wiązania glukagonu przez hepatocyty u zwierząt gło
dzonych; spadek ten miał miejsce mimo podwyższonego poziomu glu
kagonu w surowicy.

Podsumowując należy stwierdzić, że informacje dotyczące recepto

http://rcin.org.pl



R E C E P T O R Y  K O M Ó R K O W E  I N S U L I N Y  I G L U K A G O N U 51

rów są w tej chwili najszersze w medycynie klinicznej w odniesieniu 
do receptorów insulinowych. Wiedza na temat roli receptora gluka- 
gonowego w medycynie klinicznej jest znacznie mniejsza. Zakres badań 
w patologii klinicznej jest obecnie ograniczony głównie do badań czyn
ności błony komórkowej. W następnych latach oczekiwany jest roz
wój badań pozwalających na śledzenie mechanizmu zaburzeń transkryp
cji i translacji wiążących się z mechanizmami tzw. uszkodzeń porecep- 
torowych.
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RECEPTORY HORMONÓW KONTROLUJĄCYCH ROZWÓJ
I METAMORFOZĘ OWADÓW *

RECEPTORS OF HORMONES CONTROLLING INSECT DEVELOPMENT
AND METAM ORPHOSIS

Bronisław  CYMBOROWSKI

Zakład Fizjologii Bezkręgowców, U niw ersy te t W arszawski

Streszczenie. W artyku le  opisano ak tua lne  wiadomości na tem at receptorów  dla 
horm onów  kontro lu jących  rozwój i m etam orfozę u owadów.

S u m m a ry .  The paper describes the up -to -da te  knowledge of receptors controlling 
insect developm ent and  metam orphosis.

Owady pod względem rozwoju i metamorfozy dzielimy na dwa głów- 
ne typy: Hemimetabola — przechodzące rozwój niezupełny oraz Ho- 
lometabola — o rozwoju zupełnym (ryc. 1). Owady należące do pierw
szej grupy przechodzą szereg linień larwalnych (nymfalnych), z których 
ostatnie to linienie do postaci dorosłej. Larwy zasadniczo nie różnią 
się od imago z wyjątkiem wielkości i proporcji poszczególnych części 
ciała. Owady należące do drugiej grupy po serii linień larwalnych prze
chodzą w stadium poczwarki, a następnie w imago. Przejściu larwy 
w poczwarkę towarzyszy zasadnicza przebudowa komórek i tkanek. Po
dobnie jest również przy przejściu z poczwarki w postać dorosłą.

Owady należące do Holometabola były i są obiektem badań wielu 
autorów. Pierwszym, który zwrócił uwagę na możliwość hormonalnej 
regulacji rozwoju owadów o metamorfozie zupełnej, był Polak Stefan 
Kopeć. Już w 1917 r. stwierdził, że mózg larw brudnicy nieparki (Li-

* Wygłoszono na  konferencji biologii kom órki nt. „receptory  kom órkow e” 
w dniach  23 i 24 listopada 1979 r., zorganizowanej przez Polskie Towarzystwo 
Anatom iczne i Sekcję Biologii K om órki Polskiego Tow arzystw a Histo- i Cytoche- 
m ików  w  Warszawie.
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mantria dispar) uwalnia do hemolimfy substancję regulującą rozwój 
i metamorfozę tego gatunku. Dalsze badania Wiggleswortha, Fukudy 
i Williamsa przyczyniły się w znacznym stopniu do rozwoju nowej ga
łęzi biologii — endokrynologii owadów.
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ROZW0J R O ZW O )
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Rye. 1. Porów nanie  rozwoju niezupełnego (lewa strona) i zupełnego (praw a s t ro 
na) owadów

Wiemy stosunkowo dużo na temat neurohormonalnej regulacji róż
nych stadiów rozwojowych owadów. Badania nad mechanizmami dzia
łania hormonów owadzich komplikuje jednak fakt, że ich postacie la r
walne są tworami mozaikowymi. W ich skład, obok komórek i tkanek 
typowo larwalnych, które giną wraz z przejściem owada w stadium 
poczwarki [2], wchodzą również komórki i tkanki, które przechodzą
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metamorfozę (zmieniają się w struktury poczwarkowe) oraz komórki 
i tkanki, które nie ulegają zmianie przez cały rozwój larwalny (są to 
tzw. dyski imaginalne). Ponieważ podczas każdego przejścia z jednego 
stadium rozwojowego owada do drugiego następuje zrzucenie (apo-

Ryc. 2. U kład endokrynalny  ow adów  (u góry) i w pływ  jego horm onów  na roz
wój i m etam orfozę tk an ek  (u dołu); b r  — mózg, cc — corpora cardiaca, ca — 
corpora a lla ta , p tg  — gruczoły p ro to raka lne , pvo — narząd  peryw isceralny,

P T T H  — horm on pro torakotropow y, JH  — horm on juw enilny  (wg [12])

lyza) starej kutikuli i wytworzenie nowej, proces ten zwrócił na siebie 
szczególną uwagę badaczy. Okazało się wkrótce, że jest on precyzyjnie 
regulowany na drodze hormonalnej. Wykryto trzy główne hormony bio
rące udział w procesie linienia i metamorfozy owadów (ryc. 2): (1) hor
mon mózgowy (PTTH), który produkowany jest przez komórki neuro- 
sekrecyjne mózgu i uwalniany do hemolimfy za pośrednictwem corpora
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cardiaca. PTTH wywiera stymulujące działanie na gruczoły protora- 
kalne, które produkują (2) ekdyzon, mieszaninę hormonów sterydowych. 
Ten z kolei działa na komórki epidermy inicjując produkcję nowej 
kutikuli. Charakter nowej kutikuli (larwalna czy poczwarkowa) określa 
(3) hormon juwenilny (JH), który jest produkowany przez corpora al
lata (ca). Kiedy w hemolimfie poziom JH jest wysoki w okresie syn
tezy nowej kutikuli, pozostaje ona wtedy typu larwalnego. Natomiast 
kiedy corpora allata zaprzestają swojej funkcji i poziom JH spada roz
poczyna się metamorfoza — nowo powstająca kutikula jest wówczas 
typu poczwarkowego.

Końcowe etapy procesu linienia są regulowane przez dwa dodatko
we hormony: hormon wy linkowy i bursy kon. Hormon wylinkowy jest 
również produkowany przez mózg i uwalniany za pośrednictwem cor
pora allata. Jego funkcja polega na zapoczątkowaniu procesu zrzucania 
starej kutikuli. Jego pojawienie się w hemolimfie owada działa również 
na układ nerwowy wyzwalając charakterystyczne zachowanie się owa
da podczas linienia. Kutikula świeżo wyliniałego owada jest miękka 
i jasna. Procesy jej twardnienia i odpowiedniego zabarwienia są regu
lowane przez bursykon.

U większości owadów po przejściu metamorfozy corpora allata wzna
wiają ponownie swoją funkcję u imago, przy czym JH przez nie pro
dukowany pełni teraz funkcję hormonu gonadotropowego.

Oddziaływanie wymienionych hormonów na komórki i tkanki owada 
zależy od ich stężenia w hemolimfie. Obecnie opracowano wiele bardzo 
czułych metod oznaczania poszczególnych hormonów owadów, zarówno 
w całym ciele, jak i w hemolimfie. Pozwoliło to na prześledzenie zmian 
ich stężenia w poszczególnych fazach rozwoju larw i metamorfozy Man
duca sexta (rye. 3).

Rye. 3. Zm iany poziomu horm onu juwenilnego (JH) i ekdyzonu podczas rozwoju
i m etam orfozy la rw  Manduca sex ta  (wg [13])
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Poziom ekdysteronu u tego gatunku wyraźnie wzrasta na około dwa 
dni zarówno przed każdym linieniem larwalnym, jak i przed przepocz
w arzen iem . Przejście poczwarki w postać dorosłą wymaga znacznego 
podwyższenia poziomu ekdysteronu w hemolimfie, co zwykle obserwu
je się mniej więcej w połowie okresu powstawania imago. Niewielki 
wzrost poziomu tego hormonu występujący trzeciego dnia ostatniego 
stadium larwalnego powoduje zmianę zachowania się owada. Niektórzy 
badacze uważają, że powstaje on w odpowiedzi na całkowite zniknięcie 
w tym czasie hormonu juwenilnego. Sytuacja taka zachodzi po raz 
pierwszy w życiu owada i przypada na ostatnie stadium rozwoju lar
walnego (rys. 3). Tym między innymi różni się to stadium od stadiów 
poprzednich.

Po pierwszym, niewielkim wyrzucie ekdysteronu obserwuje się na
stępny, tym razem znacznie większy od poprzedniego. Uwolniona ilość 
ekdysteronu jest wystarczająca do przemiany struktur larwalnych w po- 
czwarkowe. W momencie drugiego uwalniania ekdysteronu pojawia się 
ponownie w hemolimfie owada niewielka ilość hormonu juwenilnego. 
Wydaje się, że pełni on w tym czasie podwójną rolę [15]. Z jednej stro
ny stymuluje gruczoły protorakalne do produkcji i uwalniania ekdyzo- 
nu, z drugiej zaś zapobiega przedwczesnej metamorfozie niektórych tka
nek owada (ryc. 4). Jeżeli bowiem usunie się corpora allata po okresie 
uwolnienia pierwszej porcji ekdyzonu (3 dzień ostatniego stadium), to 
następuje znaczne opóźnienie przepoczwarczenia (obniżony poziom ekdy
zonu) oraz powstają formy przejściowe między larwą a poczwarką.

HORMON MOZGOWY

Mimo że o występowaniu hormonu mózgowego było wiadomo po
cząwszy od pierwszych prac Kopcia [7], do chwili obecnej wiemy nie
wiele o jego budowie chemicznej. W wielu pracowniach, szczególnie 
w Japonii, NRD i RFN próbowano wyizolować i oczyścić ten czynnik. 
Prace te doprowadziły do stwierdzenia, że jest to substancja typu biał
kowego o ciężarze cząsteczkowym około 5000. Nie wiemy też dokład
nie, które z licznych grup komórek neurosekrecyjnych mózgu pro
dukują tę substancję. Gibbs i Riddiford [4] przedstawili sugestię, że 
PTTH jest produkowany przez komórki lateralne mózgu (ryc. 2).

Mimo że hormon ten nie został jeszcze całkowicie wyizolowany, po
jawiły się już prace na temat przypuszczalnego mechanizmu jego dzia
łania. Tkanką docelową są gruczoły protorakalne. Niestety, nie znane 
są jeszcze receptory tego hormonu, ale nie wykluczona jest możliwość 
ich wnikania do komórek tego narządu. Obecnie wiemy już, że tak wiel
kie cząsteczki jak insulina, prolaktyna czy hormon wzrostowy kręgów-
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ców przedostają się do komórek [6]. Znaleziono receptory wielu hor
monów na błonach aparatu Golgiego.

Niewątpliwie przyszłe badania rozstrzygną czy PTTH również wnika 
do komórek gruczołów protorakalnych czy działa tylko na ich recepto-

Ryc. 4. M echanizmy regulu jące  uw aln ian ie  ekdyzonu przez gruczoły p ro to raka lne  
(PG) w czasie trw an ia  ostatniego s tad ium  larwalnego. W pierwszej połowie tego 
stadium  mózg ham uje  na  drodze nerw ow ej aktyw ność corpora a lla ta  i poziom 
JH  zaczyna spadać. Mózg w tym  czasie ma zdolność pobudzania PG  do w ydziela
nia ekdyzonu jednakże nie zachodzi to do czasu całkowitego zniknięcia JH  z he- 
molimfy ponieważ horm on ten  działa ham ująco  na  aktyw ność PG. Po zniknięciu 
z hemolimfy JH  uw alnia  się n iew ielka ilość ekdyzonu, k tó ra  pow oduje  zmianę 
zachowania się owada, a jednocześnie mózg zaczyna produkow ać substancję  alla- 
totropową. Teraz pow sta jący  znowu JH  działa stym ulująco  na aktyw ność PG  po
dobnie jak  to czyni PTTH. W w yniku  tej podw ójnej s tym ulacji w y tw arza  się 
duża ilość ekdyzonu niezbędna do przepoczwarczenia się owada (wg Cym borow-

skiego i Williamsa, nieopublikowane)

ry powierzchniowe. Jak stwierdzili Vedeckis i inni [19] pierwszym sy
gnałem działania tego hormonu jest wzrost poziomu cyklicznego AMP. 
Jeżeli mianowicie hoduje się gruczoły protorakalne in vitro w obecności 
inhibitorów fosfodwuesterazy (enzymu rozkładającego cAMP), to na
stępuje wzrost syntezy i uwalniania ekdyzonu w odpowiedzi na dzia
łanie PTTH. Niezbędne są dalsze badania w tym zakresie.
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EKDYZON

W 1954 r. Butenandt i Karlson [1] wyizolowali z poczwarek jedwab
nika (Bombyx mori) ekdyzon i ustalili jego strukturę chemiczną. Ryci
na 5 przedstawia cztery formy ekdyzonu występujące u owadów. Trzy 
inne zostały wyizolowane ze skorupiaków, a jeszcze inne, o działaniu 
podobnym do ekdyzonu, wyizolowano z różnych roślin, np. z paproci. 
Obecnie znamy również wiele bioanalogów ekdyzonu, często o większej 
aktywności biologicznej niż jego forma naturalna. Brak takich właśnie 
analogów był między innymi główną przyczyną niemożności prowadze
nia na szeroką skalę badań nad receptorami ekdyzonu. Mniej więcej 
przed dwoma laty takie możliwości otworzyły się po otrzymaniu tryto- 
wanego analogu ekdyzonu — ponasteronu A. Okazuje się, że związek 
ten jest co najmniej 100 razy aktywniejszy od ekdysteronu i co naj
ważniejsze, udało się otrzymać radioaktywny ponasteron A o bardzo 
wysokiej aktywności specyficznej.

W 1978 r. pojawiły się jednocześnie aż dwie prace donoszące o wy
kryciu receptorów ekdysteronu. W jednym przypadku [8] badania pro
wadzono in vitro na komórkach Drosophila melanogaster (komórki Kc). 
Inkubacja tych komórek w obecności H3 ponasteronu A prowadzi do 
specyficznego jego wiązania się zarówno z frakcją cytozolu, jak i z fra
kcją jądrową. Wydaje się więc, że ekdysteron początkowo wnika do 
komórki, gdzie łączy się z receptorem białkowym cytoplazmy, a nastę
pnie w formie kompleksu receptor—hormon jest transportowany do 
jądra. Wyniki tego doświadczenia przedstawia tab. 1. Zamieszczone 
w niej dane byłyby niezmiernie interesujące, gdyby nie fakt, że badana 
linia komórkowa nie jest jednorodna i mogło się zdarzyć, że część komó
rek posiadała tylko receptory cytoplazmatyczne, a część tylko jądrowe. 
Zatem trudno jest na podstawie tych badań wyciągnąć jednoznaczne 
wnioski.

Ze względu na bardzo małą ilość receptorów cytoplazmatycznych i ją
drowych (80-500) nie udało się ich bliżej scharakteryzować. Ustalono 
tylko, że współczynnik powinowactwa wynosi 3 X 10~9 M ponasteronu 
A zarówno dla frakcji cytozolu, jak i dla frakcji jądrowej, przy czym 
dla frakcji jądrowej dodatkowy współczynnik powinowactwa do pona
steronu A wynosi 7 X 10~10 M.

W pracy [22] również zastosowano ponasteron A do badań recepto
rów ekdysteronu w dyskach imaginalnych Drosophila melanogaster. Do 
badań użyto 10-20 tysięcy dysków/ml płynu inkubacyjnego. Inkubację 
prowadzono przez 90 min. Odmiennie niż w pracy poprzedniej nie 
stwierdzono tutaj różnicy w wiązaniu ponasteronu A przez frakcję cy
tozolu i frakcję jądrową. W obu przypadkach współczynnik powino-
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T A B E L A  1

Rozmieszczenie H 3-ponasteronu A w różnych frakcjach komórkowych. Komórki Drosophila linii 
Kc były inkubowane w 0,3 M H 3-ponasteronu A. Otrzymane jądra komórkowe przemywano 

i ekstrahowano KC1. Wyniki przedstawiono w procentach włączonej radioaktywności [8]

Inkorporacja w ®/o
Inkubacja 

w min Supernatant frakcja
jądrowa

frakcja 
rozpuszczalna 
w 0,4 M KC1

osad
V  O/^  /O

5 54,8 6,3 22,6 3,0 86,7
30 26,6 4,8 47,0 17,2 95,6

wactwa wynosił 3-4 X 10~9 M ponasteronu A, co jest zgodne z wyni
kami badań nad morfogenetycznym działaniem tego hormonu. Stw ier
dzono bowiem, że minimalne stężenie ponasteronu A wywołujące zmia
ny morfologiczne dysków in vitro wynosi 4,2 X lCk^M.

I w tym przypadku ze względu na trudności techniczne w uzyskaniu 
dostatecznej ilości materiału wyjściowego do izolacji receptorów nie 
udało się ich bliżej scharakteryzować. Stwierdzono, że ciężar cząstecz-

Ryc. 5. Cztery form y ekdyzonu, k tó re  zostały wyizolowane z owadów. A  — a -ek -  
dyzon, B  — p-ekdyzon, C — 26-hydroksyekdyzon, D — 20,26-dwuhyroksyekdyzon
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kowy tego białka waha się między 250 000 a 480 000. W badaniach tych 
nie stwierdzono różnicy w efektywności wiązania hormonu przez całe 
dyski i uzyskane z nich frakcje cytoplazmatyczną i jądrową komórki, co 
pozwala przypuszczać, że receptory cytoplazmatyczne i jądrowe są ta
kie same.

Na podstawie przedstawionych wyników trudno jeszcze ustalić pełny 
obraz mechanizmu działania ekdyzonu. Dostępne dane są zbyt frag
mentaryczne i często kontrowersyjne by można z nich wyciągać pewne 
wnioski.

Już w 1934 r. Wigglesworth przedstawił dowody na istnienie u owa
dów substancji odpowiedzialnej za utrzymywanie status quo w ich or
ganizmie. Substancją tą jest hormon juwenilny (JH). Jego strukturę 
ustalił Roller i wsp. w 1967 [14]. Wkrótce potem okazało się, że w orga
nizmie owada występują trzy formy tego hormonu (ryc. 6). Obecnie 
dysponujemy licznymi metodami wykrywania JH w różnych tkankach 
i w hemolimfie owada. Powszechnie stosuje się chromatografię gazową 
[9], za pomocą której można wykryć hormon juwenilny w stężeniu 
około 100 pg/ml hemolimfy owada. Niewątpliwie jest to duże osiągnię
cie, chociaż znacznie starsza metoda testu biologicznego Galleria [20] 
jest jeszcze czulsza, bo przy jej pomocy można wykryć JH o stężeniu 
5 pg/ml.

Dalszym krokiem w badaniach nad mechanizmem działania hormo
nu juwenilnego było otrzymanie licznych bioanalogów tego hormonu 
tzw. juwenoidów. Obecnie znamy ich kilka tysięcy o różnej aktywności 
biologicznej. Łatwość otrzymania dużej ilości aktywnego biologicznie 
hormonu umożliwiła przeprowadzenie wszechstronnych badań z zakre- 
su jego wpływu na różne stadia rozwojowe owada. Już pierwsze wyniki

HORMON JUW ENILNY

Ryc. 6. Budow a chemiczna trzech horm onów  juw enilnych  wyizolowanych z owadów
%
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badań wykazały, że efektywność działania JH zależy przede wszystkim 
od tego, w jakiej proporcji w danym momencie występują w hemolim- 
fie JH i ekdyzon. Stosunek tych dwóch hormonów ulega znacznym 
zmianom, szczególnie w ostatnim stadium larwalnym (ryc. 7).

Ryc. 7. Zmiany poziomu JH  i 20-hydroksyekdyzonu w  czasie trw an ia  ostatniego 
stadium  larw alnego bielinka kapustn ika  (Pieris brassicae). Ei i E2 oznaczają m a 
ksym alną  aktyw ność specyficznej esterazy JH. Najniższa skala  określa ciężar 
owada. W — stad ium  w ędrujące, P P  — przedpoczw arka, EC — ostatnia linka la r 

w alna  (wg [9, 10])

Poziom hormonu juwenilnego zależy oczywiście od aktywności syn
tetyzujących go narządów — corpora allata, a także od aktywności enzy
mów degradujących, którymi są specyficznie działające esterazy. W licz
nych badaniach stwierdzono, że w hemolimfie owadów występują biał
ka przenośnikowe, wiążące specyficznie JH. Na przykład Ferkovich 
i wsp. [3] wykazali, że u mklika (Plodia interpunctella) w hemolimfie 
występuje białko o ciężarze cząsteczkowym 2,5 X104 selektywnie wią
żące się z JH. Podobne badania były przeprowadzane na Manduca
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sexta [5, 11]. Główną funkcją tych białek, jak się wydaje, jest ochrona 
JH przed działaniem niespecyficznych esteraz występujących w hemo
limfie owada.

Inną, nie mniej ważną, funkcją białek przenośnikowych jest prawdo
podobnie ułatwienie wiązania się JH z receptorami komórek i tkanek 
docelowych. Ponieważ głównym miejscem działania hormonu juwenil
nego jest kutikula owadów, tam przede wszystkim poszukiwano jego 
receptorów. Schmialek [16] wyizolował z epidermy kutikuli poczwar- 
kowej mącznika (Tenebrio molitor) białko wiążące się specyficznie z jed
nym z bioanalogów hormonu juwenilnego. Do doświadczeń użył tryto- 
wanego hormonu o specyficznej aktywności 28 Ci/mM. Hormon ten 
wprowadzony do hemolimfy poczwarek był bardzo aktywnie wychwy
tywany przez komórki epidermalne kutikuli (ryc. 8). Badania właści
wości fizykochemicznych wykazały, że jest to receptor rybonukleinowo- 
białkowy o ciężarze cząsteczkowym 360 000 o punkcie izoelektrycznym 
4,4. Kompleks ten posiada wysoki współczynnik powinowactwa do ba
danego analogu JH wynoszący 4,4 X 1010/M. Dalszą charakterystykę 
uniemożliwiło bardzo niskie stężenie tego receptora wynoszące 1,7 X 
X 10~10/M. Stwierdzono tylko, że kompleks ten jest wrażliwy na dzia
łanie rybonukleazy i trypsyny.

U tego samego gatunku owada stwierdzono występowanie recepto
rów hormonu juwenilnego w jajnikach [17]. W tym przypadku wyizolo
wano białko o ciężarze cząsteczkowym 8 X 105 o punkcie izoelektrycz
nym 5,4. W warunkach doświadczalnych białko to było termostabilne

W

Ryc. 8. Zm iany w  rozmieszczeniu analogu horm onu juwenilnego w  epidermie (x) 
i w pozostałych częściach ciała (o-o) poczw arek Tenebrio mollitor. Do poczwarek 
w strzykiw ano jednorazow o 1 ul znakowanego horm onu w  stężeniu 10—8 M. Q — 

stosunek nierozłożonego horm onu do ogólnej radioaktyw ności (w %>). Wg [16]
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i ulegało precypitacji po działaniu 5%> kwasu trójchlorooctowego, hydro
lizie zaś ulegało po działaniu 1 N HC1. Wiązanie z JH było specyficzne, 
nie można go było rozerwać przez działanie różnych substancji o tej 
samej polarności.

Właściwie jest to wszystko co dotychczas wiadomo na temat recep
torów hormonu juwenilnego. Nie prowadzono dokładnych badań na te
mat lokalizacji tych receptorów w komórce. Nie wiadomo też czy wy
stępują one głównie w cytoplazmie czy w jądrze komórki. Przypuszcza 
się, że JH działa bezpośrednio na genom komórki jako korepresor [21].

Jak dotychczas nie przeprowadzono jeszcze badań nad receptorami 
dwóch innych wspomnianych poprzednio hormonów: wy linkowego i bur- 
sykonu. Hormon wylinkowy dopiero niedawno wyizolowano i określono 
jego ciężar cząsteczkowy na 9000. Stwierdzono również, że działa on 
głównie na ośrodkowy układ nerwowy owada [18] i tam prawdopodob
nie poszukiwać należy jego receptorów. Wyizolowano również bursykon 
i ustalono, że jest to białko o ciężarze cząsteczkowym 40 000. Stwier
dzono również, że działa on głównie na hemocyty owadów zmieniając 
przepuszczalność ich błon w stosunku do tyrozyny. Sugeruje się [12], 
że hormon ten działa za pośrednictwem cyklicznego AMP.
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RECEPTORY HORMONÓW ROŚLINNYCH *

PLAN TS HORMONE RECEPTORS

H alina KONONOWICZ

Z akład  Cytologii i Cytochemii Roślin, In s ty tu t  Fizjologii i Cytologii, U n iw ersy te t
Łódzki, Łódź

Streszczenie. Opisano miejsca działania auksyn  w  kom órkach  roślinnych: akcep 
to ry  au k sy n  na  błonach kom órkowych, w  siateczce śródplazm atycznej i tonoplaś- 
cie oraz recep to ry  w  cytoplazmie. A ktyw ność miejsc receptorow ych wiążących 
au k sy n y  może ulegać m odyfikacji pod w pływ em  n a tu ra ln ie  w ystępującego czyn
nika. Opisano również wiązanie tych horm onów  w  jąd rze  oraz w ykazano w  nim  
istnienie czynnika transkrypcy jnego  kontro low anego przez auksyny. P rzedysku to 
w ano oddziaływ anie giberelin oraz cytokinin  z chrom atyną.

Sum m ary .  T he site of action of auxins in p lan t cells acceptors of auxins in cell 
m em branes, in endoplasmic re ticu lum  and  tonoplast as well as receptors in the  
cytoplasm  a re  described. The activ ity  of recep tor sites b inding au x in  m ay  be 
modified u n d e r  the influence of the  n a tu ra l ly  p resen t factor. Binding of these  
hormones in  the  nucleus is described and  the  existance in it is dem onstra ted  of 
a transcrip tion  factor controled by auxins. The in terac tion  of gibberellins and  
cytokinis w ith  chrom atin  is discussesd.

Mimo nagromadzenia ogromnej literatury, liczba faktów świadczą
cych o wpływie fitohormonów na podstawowe procesy życiowe roślin, 
molekularne podstawy działania tych związków są nadal nie wyjaśnio
ne. Jest prawdopodobne, że rozpoczęcie procesów prowadzących do 
fizjologicznej odpowiedzi rośliny na hormon polega na połączeniu hor
monu ze znajdującymi się w komórkach specyficznymi miejscami wią
zań. W wielu pracowniach od szeregu lat prowadzone są badania dążące 
do identyfikacji i scharakteryzowania miejsc wiążących hormony.

* Wygłoszono na  konferencji biologii kom órki nt. „receptory  kom órkow e” 
w  dniach 23 i 24 listopada 1979 r., zorganizowanej przez Polskie Tow arzystw o 
Anatomiczne i Sekcję Biologii K om órki Polskiego Tow arzystw a Histo- i Cyto- 
chem ików  w  W arszawie.
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Szybki i wielostronny rozwój badań nad hormonami zwierzęcymi 
spowodował, że mechanizm ich działania jest znacznie lepiej poznany 
niż w przypadku hormonów roślinnych. Scharakteryzowano np. wiele 
specyficznych białek wiążących te hormony i opisano kompleksy hor
mon—receptor. W endokrynologii zwierzęcej takie białka określane są 
mianem „receptorów hormonów”. Między innymi interakcja hormon— 
receptor była badana w przypadku estrogenu przez iniekcję radioak
tywnych hormonów i określenie radioaktywności w różnych narządach 
zwierząt. Wykazano w ten sposób, że gromadzenie hormonu następuje 
tylko w tkankach, które wykazują fizjologiczną odpowiedź na hormon, 
czyli w tzw. tkankach docelowych.

Przez analogię oczekuje się, że także u roślin miejsca receptorowe 
hormonów występują tylko w tkankach docelowych. Jednak w świecie 
roślin istnieją tylko nieliczne hormony, które kontrolują ściśle określo
ne procesy fizjologiczne, natomiast większość z nich reguluje wiele od
rębnych funkcji komórki. Rodzaj występujących odpowiedzi na hormon 
uzależniony jest od tkanki, do której został on podany lub w której 
występuje endogennie [35]. Auksyny np. stymulują wzrost wydłuże- 
niowy łodygi i podziały komórkowe w tkance merystematycznej. Po
nieważ jest prawdopodobne, że auksyny oddziaływają na większość 
tkanek roślinnych, można oczekiwać występowania receptorów tych hor
monów w większości, a nawet we wszystkich tkankach.

Receptor hormonu powinien wykazywać określone właściwości, 
a mianowicie: wysokie powinowactwo wobec hormonu, znaczną specy
ficzność wiązania, niską pojemność. Ponadto kompleks hormon—recep
tor musi stanowić aktywną strukturę zdolną do zainicjowania pierwot
nego działania hormonu.

Do hormonów roślinnych, które wywierają decydujący wpływ na 
procesy wzrostu i rozwoju rośliny zalicza się aktualnie: auksyny, gi- 
bereliny, cytokininy, kwas abscyzynowy i etylen (tab. 1).

Podstawową metodą badania właściwości kompleksu hormon—re
ceptor jest określenie stałej dysocjacji KD tego kompleksu. Jeżeli w ar
tość stałej dysocjacji jest bardzo niska, kompleks hormon—receptor mo
że być izolowany przez wirowanie lub filtrację żelową. Natomiast jeżeli 
występuje szybka dysocjacja kompleksu, wiązanie to może być wyka
zane jedynie przy zachowaniu równowagi między związanymi i wol
nymi hormonami [35]. W tak zwanym wykresie Scatcharda wyznacza 
się stosunek stężenia związanych do wolnych hormonów (rzędna) jako 
funkcję związanych hormonów (odcięta). Jeżeli tak wytyczone punkty 
układają się w linię prostą, świadczy to o występowaniu pojedynczego 
typu miejsc wiązań. W przypadku kiedy punkty tworzą wklęsłą krzy
wą można oczekiwać wielu typów miejsc wiążących. Wiązanie o wy-
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T A B E L A  1

Związki znane jako hormony roślinne

Nazwa
hormonu Charakter chemiczny

Stosowane
skróty

Podstawowe działanie 
fizjologiczne

auksyny1 kwas 3-indolilo-octowy 
i pochodne

IAA pobudzanie wzrostu wydłużenio- 
wego komórki

gibereliny związek cykliczny o charakterze 
kwasu, zawierający 4-atomowy 
rdzeń gibanu

CAn
stymulacja wzrostu wydłużenio- 
wego pędu

cytokininy2 pochodne adeniny (podstawione 
w pozycji —6) np. zoatyna: 
6-(4-hydroksy-3-metylobutylo- 
-2-enylo)-aminopuryna

stymulacja podziałów komórko
wych

kwas abscy- 
zynowy

kwas abscyzynowy (seskwitor- 
pen)

ABA hamowanie wzrostu komórek

etylen etylen współdziałanie w procesach 
wzrostu i rozwoju z innymi hor
monami

1 D o  g r u p y  t e j  z a l i c z a  s i ę  t e ż  a u k s y n y  s y n t e t y c z n e  n i e  p r o d u k o w a n e  p r z e z  r o ś l i n y  j a k :  
k w a s  2 , 4 - d w u c h l o r o f e n y l o o c t o w y  — 2,4-D; k w a s  n a f t a l e n o  o c t o w y  — N A  A ; k w a s  i n d o l i l o -  
m a s ł o w y  — I B A ;  k w a s  2 ,4 ,5 - t r ó j c h lo r o f e n o k s y o c to w y - 2 ,4 ,5 - T ;  W a ż n ą  g r u p ę  s t a n o w i ą  t a k ż e  a n -  
t y a u k s y n y ,  z w i ą z k i  o  w ł a ś c i w o ś c i a c h  p r z e c i w n y c h  n iż  a u k s y n y  j a k :  k w a s  t r ó j j o d o b e n z o e s o -  
w y  — T I B A ;  k w a s  n a f t a l e n o p r o p i o n o w y  — N P A .

* Z n a n e  s ą  t e ż  c y t o k i n i n y ,  j a k :  6 - b e n z y l o a m i n o p u r y n a  — B A P .
I n n e  s t o s o w a n e  s k r ó t y .
I P A  — k w a s  i n d o l i l o p i r o g r o n o w y ;  B A  — b e n z y l o a d e n i n a  — c y t o k i n i n a ;  P P A  — s y n t e t y c z n a  
a u k s y n a ;  B A P  — b e n z y l o a m i n o p u r y n a  — s y n t e t y c z n a  c y t o k i n i n a .

sokim powinowactwie jest reprezentowane przez stromą część krzywej, 
natomiast miejsca wiązania o niskim powinowactwie są widoczne w od
cinku, gdzie nachylenie krzywej jest mniej strome. Złożona krzywa 
ilustrująca wiązanie hormonu o wysokim i niskim powinowactwie mo
że być rozdzielona na dwie części, które określają wartość K D.

Drugą podstawową właściwością miejsc receptorowych jest wysoka 
specyficzność do danego hormonu. Wiadomo, że każdy hormon roślinny 
posiada wiele analogów o różnej biologicznej aktywności. Wydaje się 
mało prawdopodobne, aby nieaktywne analogi wiązały się z receptora
mi i tworzyły produkty o pośredniej aktywności biologicznej. Kende 
i Gardner [35] sugerują, że dwa różne hormony, powodujące taką samą 
odpowiedź, nie działają w tych samych miejscach. Jednak z drugiej 
strony pewne nieaktywne analogi hormonów mogą być inhibitorami 
aktywnych hormonów (na zasadzie konkurencyjności) w przypadku, 
kiedy oba wiążą się do tych samych miejsc. Ponadto, specyficzne wią
zanie hormonu do receptora może być ograniczone przez wiązanie enzy
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mów biorących udział w przemianach metabolicznych tego hormonu. 
Możliwe jest również występowanie niespecyficznych miejsc wiązań 
hormonów. Jeżeli takie miejsca wskazujące powinowactwo do hormo
nów są obecne w dużych ilościach, wówczas wykrycie niewielkiej ilości 
specyficznych miejsc wiązań jest znacznie utrudnione. Z tego względu 
dla rozróżnienia typu miejsc wiążących hormon konieczne jest prze
prowadzenie badań kinetycznych kompleksów hormon—receptor.

1. M IEJSCA DZIAŁANIA AUKSYN

Ponieważ auksyny były przez długi czas najszerzej badaną grupą 
hormonów roślinnych, jest zrozumiałe, że liczba prac dotyczących dzia
łania tych właśnie hormonów jest największa. Wiele z tych prac do
starczyło informacji o wiązaniu auksyn do specyficznych frakcji sub- 
komórkowych.

Istnieją obecnie dwie główne koncepcje dotyczące miejsc działania 
auksyn. W myśl pierwszej z nich miejscem wiązania tych hormonów 
są błony komórkowe, druga natomiast zakłada istnienie zależności mię
dzy działaniem auksyn a metabolizmem kwasów nukleinowych.

Próby zlokalizowania miejsc wiązania auksyn za pomocą metod au- 
toradiograficznych były nieliczne i większość z nich dotyczyła lokali
zacji na poziomie tkankowym. Natomiast badania lokalizacji subkomór- 
kowej dały rozbieżne wyniki. W wierzchołkach korzeni traktowanych 
uprzednio 14C-IAA lub 14C-2, 4-D poziom radioaktywności obniża się 
z upływem czasu — w komórkach utrwalanych w 120 godz. po usunię
ciu radioaktywnego hormonu ze środowiska znakowanie było niewy- 
krywalne metodą autoradiograficzną [38]. W analogicznych badaniach 
przy zastosowaniu 14C-NAA lub 8H-IAA radioaktywność początkowo była 
zlokalizowana w cytoplazmie, po 3-24 godz. inkubacji z hormonem radio
aktywne były ściany komórkowe [57, 74].

1.1. A K C E P T O R Y  A U K S Y N  N A  B Ł O N A C H  K O M Ó R K O W Y C H

Ponieważ jednym z najwcześniejszych fizjologicznych efektów dzia
łania auksyn na wzrost wydłużeniowy komórek jest oddziaływanie na 
ścianę komórkową, wiele hipotez sugeruje, że pierwotne miejsca dzia
łania tych hormonów muszą być zlokalizowane na powierzchni komórki. 
Badania frakcji subkomórkowych poddanych inkubacji z radioaktyw
nymi auksynami sugerują wiązanie ich z rozmaitymi błonami, przede 
wszystkim z plazmolemą. Wyniki dalszych badań wskazują na istnienie 
receptorów auksyn na siateczce śródplazmatycznej i na tonoplaście.

Najwcześniejsze doniesienia wykazały, że auksyny mogą oddziały
wać in vitro z lipidami zawartymi w błonie komórkowej. Weigl [79, 80, 
81] stwierdził, że 14C-IAA i 14C-2, 4-D zdolne są do fizycznej asocjacji
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z lecytynami rozpuszczonymi w CC14. Wiązanie to wydaje się być spe
cyficzne, ponieważ asocjacja kefalin i fosfatydyloseryny z auksynami 
okazała się znacznie słabsza, natomiast inne lipidy nie wykazywały ta
kiego powinowactwa. Nieradioaktywny IAA zmniejszał ilość 14C-IAA 
zawartego we frakcji lecytynowej, nie obniżał natomiast ilości 14C-2, 
4-D, co wskazywało na występowanie specyficznego współzawodnictwa. 
Jednak Veen [74] sugeruje, że obserwowana interakcja IAA z lecytyna
mi nie jest związana z biologiczną aktywnością auksyn.

Ważnych dowodów świadczących o lokalizacji akceptorów auksyn 
na błonach komórkowych dostarczyły badania Ray’a i wsp. [53]. Pos
łużono się metodą porównywania specyficzności wiązania ze specyficz
nością hormonalnej odpowiedzi w stosunku do serii analogów. W tym 
celu określano specyficzność głównych miejsc wiążących 14C-NAA zlo
kalizowanych na błonach homogenatów siewek kukurydzy w stosunku 
do NAA, IAA oraz 48 analogów drogą pomiaru zdolności analogów do 
współzawodnictwa o miejsce wiązania NAA. Eksperymenty te potwier
dziły przypuszczenia, że miejsca wiążące auksyny są ich receptorami.

1.1.1. Akceptory auksyn na plazmolemie. Badania Lembi i Morre 
[37] nad inhibitorami transportu auksyn, a także praca Tanady [65] wy
kazująca, że auksyny wywierają wpływ na potencjał powierzchniowy 
komórki, nasunęły przypuszczenie, że miejsca działania tych hormonów
znajdują się na plazmolemie. Jednak główne dowody świadczące o wy
stępowaniu interakcji auksyn z plazmolemą pochodzą z pracy Hertel’a 
i wsp. [27]. Okazało się bowiem, że frakcja plazmolemy otrzymana 
z hypokotyli kukurydzy, pozbawiona zanieczyszczeń pochodzących z mi- 
tochondriów i jąder, posiadała zdolność wiązania 14C-IAA i 14C-NAA. 
Wiązanie to badane w szerokim zakresie stężeń wykazywało stosunko
wo niski poziom nasycenia.

Rola plazmolemy jako akceptora auksyn została potwierdzona w do
świadczeniach polegających na indukowaniu syntezy polisacharydów 
ściany komórkowej w systemie in vitro, zawierającym fragmenty wy
izolowanej plazmolemy oraz 2,4-D [73]. W takim układzie eksperymen
talnym obecność plazmolemy była wystarczającym warunkiem dla po
jawienia się jednego z końcowych efektów działania auksyn, tj. przy
spieszenia wzrostu ściany komórkowej.

Wyizolowana frakcja plazmolemy (zidentyfikowana w mikroskopie 
elektronowym) posiadała także zdolność wiązania 8H-NPA [14]. Specy
ficzność miejsc wiązania była badana dla wielu różnych hormonów, 
takich jak: IAA, GA3; ABA oraz auksyn syntetycznych (2,4-D, L-NAA), 
a także TIBA; okazało się, że związki te nie współzawodniczą z 3H-NPA 
o miejsca wiązania na plazmolemie. Jeżeli jednak związany materiał 
był poddawany sedymentacji w sacharozie nie zawierającej 8H-NPA,
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ilość związanej radioaktywności znacznie się obniżała, co świadczy o od
wracalnym i prawdopodobnie niekowalentnym typie wiązania. Rów
nież morfaktyny, które są inhibitorami transportu auksyn, mogą w wy
sokich stężeniach współzawodniczyć o miejsce wiązania z *H-NPA.

Odkrycia Hertel’a i wsp. [27] zostały potwierdzone w innych labo
ratoriach. Venis i Batt [35] zastosowali różnicowe wirowanie do bada
nia wiązania UC-NAA do homogenatów siewek kukurydzy. Dwufazowy 
wykres Scatcharda wskazywał na dwa miejsca wiązania: pierwsze 
o K d — 1,5 X 10“ 7M i drugie o KD — 1,6 X 10~6M. Stwierdzono po
nadto, że IAA, 2,4,5-T i kwas benzoesowy były konkurencyjnymi inhi
bitorami pierwszego miejsca, natomiast jedynie aktywne auksyny współ
zawodniczyły o drugie miejsce wiązania.

Dalsze badania prowadzone w tym laboratorium [4] doprowadziły do 
odkrycia i częściowej charakteryzacji dwóch odrębnych klas miejsc 
wiązań. Preparaty  plazmolemy wyizolowanej z koleoptyli kukurydzy 
badane były w przedziale stężeń ustalonym przez Hertel’a i wsp. [27], 
tj. 10—6-10—7M. Analiza wykresu Scatcharda wykazała występowanie co 
najmniej dwóch grup miejsc o wysokim powinowactwie dla NAA ze 
stałą dysocjacji 1,8 X 10—7M (miejsce I) i 14,5 X 10“ 7M (miejsce II). 
Zastosowanie 14C-NAA doprowadziło do wniosku, że miejsca wiązania
grupy II wykazują wysoką specyficzność, zgodną z właściwościami ocze
kiwanymi dla receptorów. Jedynie aktywne auksyny, inhibitory trans
portu auksyn oraz antyauksyny mogły współzawodniczyć z NAA o te 
same miejsca wiązania. Natomiast grupa I wykazywała mniejszą spe
cyficzność, ponieważ wiązała wszystkie badane związki, włącznie z nie
aktywnymi analogami auksyn. Jednak wnioski wyciągnięte przez au
torów na podstawie analizy wykresu Scatcharda spotkały się z zarzu
tem, że nie została uwzględniona nasycalność wiązania i możliwość wy
stępowania niespecyficznych miejsc wiązań, wobec czego dwufazowy 
wykres mógł być otrzymany nawet w sytuacji, kiedy badana była poje
dyncza klasa miejsc wiążących. Następne doniesienia potwierdziły jed
nak obecność dwóch odrębnych klas wiązania auksyn [3].

Badania enzymatyczne, chemiczne, a także analiza w mikroskopie 
elektronowym, dostarczyły dowodów, że miejsca wiązania grupy II, tj. 
miejsca specyficznego wiązania auksyn, znajdują się we frakcji zawie
rającej plazmolemę. Natomiasta miejsca grupy I zostały zlokalizowane 
na błonach Golgiego i siateczki śródplazmatycznej.

Badania prowadzone przez Ray’a i wsp. [52] skupiły się głównie na 
określeniu właściwości miejsc wiążących auksyny. Wykazano, że więk
szość miejsc wiążących NAA znajduje się na błonach i należą one do 
jednej klasy o K D — 5-7 X 10“ 7M. Wiązanie to okazało się odporne 
na wysokie stężenia soli jednowartościowych, co wskazywało na jono
wy charakter interakcji. Badane wiązanie okazało się labilne w wyso
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kich temperaturach, a także ulegało niszczeniu pod wpływem czynni
ków, które działają na białka i lipidy. Obserwowano także odwracalną 
interakcję wiązania pod wpływem dwuerytrytu (dithioerythriol). Zja
wisko to było prawdopodobnie następstwem redukcji grup dwusiarczko- 
wych (—S—S—), które mogą być obecne w miejscach wiązania i regulo
wać jego funkcję.

«

1.1.2. Akceptory auksyn na siateczce śródplazmatycznej i tonoplaście.
Lokalizacja miejsc wiązań grupy I na błonach Golgiego i grupy II na
plazmolemie [3, 4] nie została potwierdzona przez Ray’a [54]. Ekspery
menty z homogenatami koleoptyli kukurydzy wykazały, że miejsca 
odwracalnie wiążące NAA są głównie zlokalizowane na błonach, które
ze względu na ich właściwości enzymatyczne zostały uznane za błony 
siateczki śródplazmatycznej ziarnistej. Możliwość lokalizacji tych miejsc 
na rybosomach została wykluczona, ponieważ po usunięciu tych struk
tu r miejsca akceptorowe były nadal obecne na błonach. Natomiast 
miejsca wiązania NPA — inhibitora transportu auksyn — miały być 
rozmieszczone w odrębnych regionach, prawdopodobnie na plazmole
mie. Jest więc prawdopodobne, że miejsca wiązania znajdujące się na 
siateczce śródplazmatycznej spełniają rolę fizjologicznych receptorów 
auksyn [54]. Taka asocjacja mogłaby indukować transport jonów +H 
z cytoplazmy do cystern siateczki śródplazmatycznej i wydzielania za
wartych w nich białek na zewnątrz, poprzez system Golgiego. Możli
wość wydzielania jonów wodoru indukowanego przez auksyny sugero
wana była wcześniej [9, 10].

Wyniki uzyskane przez Dorhmana i wsp. potwierdziły wcześniejsze 
doniesienia [12, 54] wskazujące, że wiązanie 14C-NAA następuje głów
nie w obszarze siateczki śródplazmatycznej; miejsca te — jako najle
piej poznane — nazwano miejscami grupy I. Autorzy ci ponadto okreś
lili subkomórkową lokalizację nowego typu wiązania, który charaktery
zował się niskim powinowactwem do kwasu fenylooctowego. Ten typ 
miejsc wiązań został zakwalifikowany do grupy II. Fragmenty noszące 
miejsca grupy II nie były związane ani z siateczką śródplazmatyczną,
ani z mitochondriami, jądrami lub plastydami. Gęstość, szybkość sedy
mentacji, a także zawartość kwaśnej fosfatazy, wskazywały na ich lo
kalizację na tonoplaście. Te dwie grupy receptorów były łatwe do od
różnienia, ponieważ jedynie miejsca grupy I były wrażliwe na dwuery- 
try t oraz czynnik SF („supernatant factor”). Autorzy zaznaczają, że 
specyficzność miejsc grupy II w stosunku do auksyn i ich analogów 
była podobna do specyficzności, jaką wykazywały miejsca grupy I ba
dane w obecności czynnika SF.

Trzecią klasę miejsc wiążących auksyny zidentyfikowano we frakcji
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wzbogaconej w plazmolemę. Miejsca te stanowiły receptory wiążące 
14C-2, 4-D, natomiast nie posiadały one zdolności wiązania NAA.

Badania oparte na różnicowym wirowaniu homogenatów hypokotyli 
dyni wykazały [29], że IAA nie posiadało zdolności wiązania się z bło
nami siateczki śródplazmatycznej. Natomiast przyjmując kwaśną fos
fatazę jako enzymatyczny wyznacznik wakuol stwierdzono, że IAA nie 
wchodził także w interakcję z tonoplastem, zaś wirowanie w gradiencie
gęstości sacharozy wykazywało wiązanie tego hormonu z plazmolemą.

Lokalizacja miejsc wiążących IAA na plazmolemie, wykazana w ho- 
mogenatach hypokotyli dyni, wykluczała możliwość ich identyczności 
z miejscami grupy I i II opisanymi w koleptylach kukurydzy. Z tego 
też względu określono je jako III grupę miejsc wiążących auksyny. 
Rozmieszczenie na plazmolemie, jak i specyficzny wpływ wywierany
przez inhibitory transportu auksyn oraz NPA, sugerowały udział tych 
miejsc w polarnym transporcie auksyn. Przedstawiona hipoteza zakła
da, że miejsca zlokalizowane na błonach siateczki śródplazmatycznej (I) 
i na tonoplaście (II) pośredniczą w procesie wydzielania jonów +H i wa
runkują odpowiedź wzrostową na działanie auksyn, natomiast miejsca 
grupy III pośredniczą w aktywnym transporcie auksyn i prawdopodobnie 
dają inną odpowiedź na hormon.

1.1.3. ATP-aza jako receptor auksyn. Wiele dowodów wskazywało,
że auksyny mogą działać poprzez aktywację pompy ATP-azowo-proto-
nowej. Dla sprawdzenia tej hipotezy należało zbadać, czy auksyny
wiążą się do plazmolemy zawierającej ATP-azę. Rzeczywiście stwier-

*

dzono [33], że tylko frakcje subkomórkowe zawierające plazmolemę 
wiążą 14C-IAA (przy czym właściwość ta ulegała ograniczeniu przy wy
sokich stężeniach nieradioaktywnego IAA). O wysokim powinowactwie 
IAA do plazmolemy świadczy niezdolność wiązania przez nią analogów 
IAA (IPA, IBA). Obserwowane wiązanie IAA obniżało się ze zwiększe
niem kwasowości od pH 8,0 do pH 5,0. Inne frakcje subkomórkowe 
wykazywały brak specyficzności wiązania 14C-IAA. Stwierdzono ponad
to, że frakcje wzbogacone w plazmolemę charakteryzowały się również 
aktywnością ATP-azy zależnej od Mg++. Ponieważ aktywność tej ATP- 
-azy wykryta została we frakcji plazmolemy specyficznie wiążącej 
14C-IAA, sugerowano, że miejscami wiązania hormonu mogą być czą
steczki enzymu. Możliwość taką wskazywały także wcześniejsze donie
sienia Kasomo [32], który stwierdził, że uwolniona z plazmolemy dzia
łaniem deoksycholanu ATP-aza zależna od Mg++ może być aktywowana 
in vitro przez IAA. Stwierdzono ponadto [33], że frakcja plazmolemy 
otrzymana z hypokotyli traktowanych uprzednio IAA wiązała dwukro
tnie więcej 14C-IAA niż frakcja izolowana z tkanek kontrolnych. To 
zwiększenie zdolności wiązania 14C-IAA tłumaczono konformacyjnymi
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zmianami w cząsteczce enzymu w wyniku preinkubacji z nieradioakty- 
wnym IAA.

Dla rozstrzygnięcia problemu, czy receptory auksyn związane są 
z cząsteczkami ATP-azy, Cross i wsp. [11, 12] zastosowali metodę poz
walającą na rozdzielenie miejsc wiązania auksyn od aktywności ATP- 
-azy. Miejsca wiązania auksyn zlokalizowane na błonach komórkowych 
koleoptyli kukurydzy zostały całkowicie solubilizowane przez Triton 
X-100. Po takim traktowaniu pozostało w osadzie 70°/o aktywności 
ATP-azy zależnej od K +. Wykazano, że receptory solubilizowane pod 
wpływem Tritonu X-100 posiadają właściwości białka o masie cząstecz
kowej 90 000, które jednak nie wykazywało aktywności ATP-azy. Nato
miast aktywność tego enzymu związana była bądź z cząsteczkami bar
dzo dużymi, bądź znacznie mniejszymi od tych, które charakteryzowały 
się zdolnością wiązania auksyn. Na podstawie tych faktów autorzy wy
kluczają możliwość, aby receptorami auksyn mogły być cząsteczki 
ATP-azy.

Z przytoczonych danych wynika, że problem ATP-azy jako recepto
ra auksyn należy obecnie uznać za nie rozstrzygnięty.

1.1.4. Izolowanie miejsc receptorowych. Dalsze badania miejsc wią
zania auksyn były uwarunkowane otrzymaniem ich w stanie czystym, 
tj. wyizolowaniem z błon i oczyszczeniem preparatu.

Ekstrakcję miejsc receptorowych po raz pierwszy przeprowadzili 
Dorhman i Ray [16], wykorzystując niejonowy detergent Triton X-100. 
Następnie Venis [76] wyekstrahował je buforem z mikrosomów strąco
nych acetonem i oczyszczony ekstrakt frakcjonował na DEAE-Bio-żelu. 
Okazało się, że materiał wiążący auksyny był termolabilny, nie pod
dawał się dializie, wytrącał się 70°/o siarczanem amonu oraz wykazy
wał dodatnią reakcję Lowry’ego. Dane te pozwoliły sądzić, że miejsca 
wiążące auksyny mają charakter białkowy. Dokonano ponadto wstęp
nego rozdzielenia białek będących receptorami zaliczanymi do grupy
I i II.

Cross i Briggs [11] do solubilizacji białek wiążących auksyny zasto
sowali obie wspomniane metody. Miejsca receptorowe oceniali na pod
stawie chromatografii żelowej w obecności 14C-NAA. Stwierdzili oni, że 
masa cząsteczkowa receptorów białkowych wynosiła 80 000 w pH 7,6, 
natomiast stała dysocjacji kompleksu NAA—białko równa była 4,6 X 
X 10-®M. Aktywność wiązania ulegała zahamowaniu pod wpływem tryp- 
syny, pronazy i kwasu para-rtęciowobenzoesowego, a tylko nieznacznej 
redukcji w wyniku działania fosfolipazy C, DNA-azy i dwuerytrytu, co 
potwierdziło wcześniejsze sugestie, że wyizolowane cząsteczki były biał
kami. Fakt, że nasycony roztwór NAA ochraniał badane białko przed 
działaniem kwasu para-chlorortęciowobenzoesowego wskazywał, że po
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siada ono grupy siarkowodorowe w miejscach wiązania z hormonem. 
Wydaje się więc, że grupy —SH warunkują tworzenie tego wiązania. 
Aktywność miejsc receptorowych — jak wykazały wcześniejsze badania 
tych autorów [11, 12] — była tylko częściowo wrażliwa na pronazę, 
ulegała jednak całkowitej inaktywacji, kiedy działanie pronazy poprze
dzone było preinkubacją z fosfolipazą C. Natomiast aktywność prepa
ratów ekstrahowanych acetonem okazała się wrażliwa na trypsynę bez 
konieczności preinkubacji z fosfolipazą C [12]. Połączenie tych wyników 
pozwalało sądzić, że po usunięciu fosfolipidów odsłonięte zostają nowe 
miejsca dostępne dla trawienia enzymatycznego.

Wyekstrahowane białka o masie cząsteczkowej 80 000 [12] wykaza
ły wysokie powinowactwo wobec NAA, natomiast powinowactwo wobec 
innych auksyn zbliżone było do wartości wcześniej określonej przez 
Ray’a [54] dla miejsc grupy I. Ponieważ procedura ekstrakcji powodo
wała równoczesną redukcję liczby miejsc wiążących auksyny, które 
w większości należały do grupy I, sugerowano, że rozpuszczone białka 
stanowiły aktywne cząsteczki grupy I.

Dokładniejszych informacji o pierwotnej lokalizacji wyizolowanych 
białek dostarczyły ostatnie badania tych autorów [13]. Zastosowanie wi
rowania w gradiencie gęstości sacharozy pozwoliło stwierdzić, że biał
ka o wysokim powinowactwie do auksyn ekstrahowane z mikrosomów 
koleoptyli i pierwszych liści kukurydzy, były prawdopodobnie związa
ne z błonami siateczki śródplazmatycznej. Lokalizacja taka została przy
jęta na podstawie obecności w preparacie enzymatycznych wyznaczni
ków tych struktur. Potwierdziło to wcześniejsze sugestie [12], że wy
ekstrahowane białka należą do I grupy miejsc receptorowych auksyn.

1.2. C Y T O P L A Z M A T Y C Z N E  R E C E P T O R Y  A U K S Y N

Badania prowadzone nad receptorami auksyn przyniosły także sze
reg informacji o występowaniu „rozpuszczalnych” miejsc wiążących au
ksyny, tj. nie związanych z żadnymi strukturami komórkowymi.

W 1953 r. Siegel i Galston [58] opisali cytoplazmatyczne białka, któ
re miały zdolność wiązania IAA. Tworzenie kompleksu hormon—białko 
było procesem endoergicznym, zachodzącym w obecności ATP. Auto
rzy zaproponowali następujący mechanizm tworzenia i rozpadu kom
pleksu IAA—białko (rye. 1).

Wiązanie auksyn z receptorami znajdującymi się na plazmolemie 
wydaje się stanowić pierwszy etap ich transportu do komórki. Doświad
czenia Hardina i wsp. [26] oraz Lichołata i wsp. [39, 40] wskazują, że
receptory wraz z cząsteczkami auksyn mogą być uwalniane z plazmo- 
lemy do cytoplazmy. Nie jest dotąd dostatecznie wyjaśnione, czy re
ceptory znajdujące się w rozpuszczalnej frakcji cytoplazmy pochodzą 
z plazmolemy, czy też są strukturami odrębnymi [1, 82].
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Obecność miejsc wiążących auksyny nie związanych z błonami wy
kazano także we frakcji cytoplazmy komórek tytoniu [50]. Receptory 
te posiadały wysoką stałą asocjacji (108M~’), wobec czego przypuszcza
no, że ich wiązanie z IAA może charakteryzować się wysoką specyficz-

*

Ryc. 1. M echanizm  tw orzenia i rozpadu kom pleksu  IAA—białko (Siegel i Galston)
[58]

nością. Wykazano ponadto, że receptory o takiej samej stałej asocjacji 
występowały w cytoplazmie komórek tytoniu w hodowli in vitro w śro
dowisku zawierającym IAA. Autorzy sugerowali, że takie nie związa
ne z błonami receptory mogły uchodzić uwagi badaczy głównie z tych 
powodów, że nie zawsze badana była kinetyka nasycenia, a ponadto 
stosowane zwykle stężenia auksyn (10~7) stanowiły koncentrację, przy 
której receptory były prawdopodobnie już całkowicie wysycone i z te
go względu mogły być uznane za niespecyficzne.

„Rozpuszczalne” białka wiążące IAA występujące w cytoplazmie ko
mórek liścieni soi zostały wyizolowane i scharakteryzowane przez Ihl 
[28]. Traktowanie enzymami proteolitycznymi potwierdziło wcześniej
sze sugestie co do białkowej natury  tego związku, którego masa cząstecz
kowa była rzędu 50 000. Wysoka temperatura powodowała obniżenie 
ilości wiązanego hormonu, co wskazywało, że wiążący go czynnik był 
termolabilny. Związki o zbliżonej budowie chemicznej i różnej aktyw
ności auksynowej, jak: IAA, NAA, IBA i PAA współzawodniczyły 
o miejsca wiązania. Na tej podstawie autorka zakłada, że ten cytoplaz- 
matyczny receptor posiada szeroki zakres specyficzności w stosunku 
do cząsteczek o zbliżonej budowie chemicznej.

Sugerowana lokalizacja „rozpuszczalnych” receptorów w cytoplaz
mie wykluczałaby raczej ich udział w szybkiej odpowiedzi na działa
nie hormonu, ale może wskazywać na ich pośrednictwo w przenosze
niu hormonu z cytoplazmy do jądra (por. 1.5.3, str. 82).
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1.3. C Z Y N N I K  M O D Y F I K U J Ą C Y  A K T Y W N O Ś Ć  R E C E P T O R Ó W  A U K S Y N

Aktywność miejsc receptorowych wiążących auksyny może ulegać 
modyfikacji pod wpływem naturalnie występującego czynnika. Ray 
i wsp. [52] znaleźli we frakcji płynu nadosadowego otrzymanego z ko- 
leoptyli kukurydzy czynnik organiczny, nazwany przez autorów „su
pernatant factor” — SF. Czynnik ten nie mógł być zidentyfikowany 
na drodze dializy, był odporny na wysokie temperatury i miał prawdo
podobnie charakter amfoteryczny. Stwierdzono ponadto, że posiadał on 
zdolność do modyfikowania powinowactwa specyficznych miejsc wią
żących auksyny. Dane te pozwoliły przypuszczać, że czynnik SF może 
być naturalnym regulatorem aktywności auksyn.

Szczegółowe badania [78] doprowadziły do wyizolowania czynnika 
SF i scharakteryzowania go jako mieszaniny 6-metoksy-2-benzoksazoli- 
nonu (MBOA) i 6,7-dwumetoksy-2-benzoksazolinonu (DMBOA). Okazało 
się, że DMBOA posiadał 50-krotnie wyższą aktywność niż MBOA w ha
mowaniu wiązania NAA do zlokalizowanych na błonach jak i „roz
puszczalnych” receptorów. Aktywność tych związków w hamowaniu 
wiązania auksyn była skorelowana z ich zdolnością do hamowania wzro
stu indukowanego przez auksyny. Autorzy uważają, że czynnik SF nie 
może odgrywać przypisywanej mu przez Ray’a i wsp. [52] roli regu
latora aktywności auksyn, ponieważ występowanie prekursorów ben- 
zoksazolinonu ograniczone jest tylko do nielicznych gatunków roślin.

Dalszych informacji o strukturze i sposobie działania czynnika SF 
dostarczyły ostatnie badania [13] wykazujące, że czynnik SF hamuje 
wiązanie NAA zarówno do miejsc wiązań zlokalizowanych na błonach, 
jak i do „rozpuszczalnych” miejsc receptorowych. Autorzy sugerowali, 
że miejsca, których aktywność wiązania NAA obniża się pod wpływem 
czynnika zawartego w płynie nadosadowym, należy zaliczyć do I gru
py miejsc wiązań. Inhibitorowe działanie tego czynnika polega praw
dopodobnie na konkurencyjnym wiązaniu do miejsc grupy I.

Ponieważ czynnik SF działał w największym stopniu na wiązanie 
syntetycznych analogów auksyn i tylko nieznacznie wpływał na wią
zanie IAA, nasuwają się wątpliwości, czy czynnik ten może spełniać 
przypisywaną mu rolę regulatora aktywności auksyn.

Czynnik SF hamujący wiązanie NAA jest szczególnie aktywny 
w tkankach kukurydzy. Obecność jego stwierdzono również u wszyst
kich zbadanych pod tym względem gatunków [13].

1.4. S T R U K T U R A L N E  W Ł A Ś C I W O Ś C I  M I E J S C  R E C E P T O R O W Y C H  A U K S Y N

Współczesne koncepcje zmierzające do wyjaśnienia mechanizmu dzia
łania auksyn uwzględniają następujące właściwości cząsteczek hormo
nu: chemiczne zdolności do tworzenia wiązania z miejscami recepto
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rowymi, właściwości warunkujące możliwość wiązania hormon—recep
tor i decydujące czy wiązanie to będzie miało charakter kowalentny, 
oraz właściwości stereochemiczne [77].

Teoria separacji ładunków Thimanna i Leopolda [67] postulowała, że 
warunkiem koniecznym dla wbudowania auksyn w miejsce wiązania 
jest obecność w pierścieniu cząstkowego ładunku dodatniego, umiesz
czonego w odległości około 0,55 nm od ujemnego ładunku grupy karbo
ksylowej (ryc. 2).

Ryc. 2. Rozmieszczenie ładunków  w  cząsteczce IAA (Thim ann i Leopold [67])

Zależności między strukturą cząsteczki i jej hormonalną aktywnoś
cią zostały uwzględnione w przedstawionej przez Kaethnera [31] teorii 
zmian konformacyjnych. Hormonalna aktywność heterogennego związ
ku, jakim jest auksyna, zależy od zdolności wiązania ligandów pod 
warunkiem równocześnie zachodzących zmian konformacyjnych w 
miejscu wiązania. W obrębie miejsca receptorowego autor wyróżnił 
pięć regionów, które mają odgrywać ważną rolę w procesie wiązania 
cząsteczki auksyn (ryc. 3): sąsiadujące regiony I i II stanowią obszary 
elektronododatnie, odpowiedzialne za rozpoznanie grupy karboksylo
wej lub innej grupy w cząsteczce auksyny o charakterze kwaśnym. 
Nieco oddalony obszar posiadający także ładunek dodatni określono 
jako miejsce III. Elektroujemny ładunek wykazuje natomiast region 
IV stanowiący „dno” miejsca receptorowego i odpowiedzialny za wią
zanie wodoru pierścienia pirolowego cząsteczki IAA. Miejsce V, z kolei 
jest hydrofobową szczeliną, która reaguje z pierścieniem benzoesowym 
indolowego jądra. Zgodnie z przedstawioną koncepcją miejsce rece
ptorowe ma kształt niszy, w której trzy elektronododatnie grupy two
rzą rodzaj okapu, czwarte miejsce stanowi dno z hydrofobowym regio
nem tworzącym boki. Autor zakłada konieczność konformacyjnych 
zmian zarówno w obrębie miejsca receptorowego, jak i oddziaływają
cej z nim cząsteczki hormonu. Połączenie elektrododatnich regionów 
z bocznym łańcuchem cząsteczki IAA zachodzi — zgodnie z przedsta-
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Ryc. 3. Poprzeczny p rzekró j przez 
proponow ane miejsce receptorow e 
dla IAA. I, II, III — regiony elek- 
trododatnie, IV — region elektro- 
ujemny. Z akreskow any  region V 
rep rezen tu je  p rzestrzeń  hydrofobo

w ą (K aethner [31])

wioną teorią — w taki sposób, że tlen grupy karboksylowej leży w po
przek płaszczyzny pierścienia kierując w drugą stronę wodór węgla 4. 
Taka forma została określona jako konformacja rozpoznająca (recogni
tion conformation). Następnie zachodzą równoczesne zmiany konfor
macji w cząsteczce receptora i związanej z nim cząsteczce hormonu. 
W wyniku tych zmian grupa karboksylowa i boczny łańcuch IAA przyj
mują pozycję prostopadłą do płaszczyzny pierścienia indolowego

Ryc. 4. K onform acja  „rozpoznająca” i „m odulu jąca” w  cząsteczce IAA sugerow a
na w  teorii zmian konform acyjnych  (K aethner [31])
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w taki sposób, że atomy tlenu grupy karboksylowej ustawiają się w tej 
samej płaszczyźnie. Taka forma została nazwana konformacją modulu
jącą (modulation conformation). Proponowane rozpoznająca i modulują
ca konformacje są przedstawione na ryc. 4. Autor sugeruje, że zdolność 
do wymienionych zmian konformacyjnych warunkuje aktywność hor
monalną rozpoznawaną przez miejsce receptorowe.

Ryc. 5. Miejsce receptorow e auksyn.
Ari — obszar odpow iadający części pi- 
rolowej, A r2 — obszar odpow iadający 
części benzoesowej, c-d — przestrzeń  od
pow iadająca  grupie m etylow ej, a -f  — 

przestrzeń  sąsiadująca (K atekar [34])

Strukturalne wymagania w stosunku do miejsc receptorowych au
ksyn rozważane były także przez Katekara [34]. Miejsce receptorowe 
o charakterystycznej konformacji i warunkach stereochemicznych mu
szą być komplementarne do najbardziej aktywnej formy cząsteczki kwa
su indolilooctowego. Autor proponuje model miejsca receptorowego, 
w którym przestrzeń wiążąca pierścień indolowy wykazuje elektrono- 
filny charakter i obejmuje obszar znacznie wykraczający poza pierścień 
indolowy (ryc. 5). Przestrzeń ta jest rozdzielona na odcinek odpowia
dający części pirolowej, który oznaczony jest jako Ari oraz odpowia
dający części benzoesowej — oznaczony jako Ar2. Przestrzeń sąsiadu
jąca oznaczona jest a—f. Fragment cząsteczki IAA odpowiadający gru
pie węgla grupy metylowej wchodzi w interakcję z przestrzenią a, na
tomiast pozostała część określona jest jako akceptor karboksylowy.

1.5. J Ą D R O W E  R E C E P T O R Y  A U K S Y N

Wpływ hormonów roślinnych na metabolizm kwasów nukleinowych 
został po raz pierwszy wykazany przez Silberga i Skooga [59]. Na
stępne lata przyniosły ogromną liczbę faktów świadczących o wpływie 
auksyn zarówno na rodzaj, jak i ilość syntetyzowanego RNA. Badania 
tego rodzaju spowodowały powszechne przyjęcie poglądu o działaniu 
auksyn na poziomie aparatu genetycznego.

6 — P o s t ę p y  B i c i .  K o m .  1/82
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1.5.1. Interakcje auksyn z DNA. Prace Fellenberga [18-22] sugerowały, 
że auksyny mogą wchodzić w bezpośrednią interakcję z DNA; wyniki 
te jednak zostały zakwestionowane przez innych autorów.

Wiązanie syntetycznych auksyn 2,4-D i NAA do nukleoprotein izo
lowanych z epikotyli grochu powodowało obniżenie temperatury dena- 
turacji nukleoprotein [18]. Obserwowano także specyficzny wpływ IAA 
na stabilność par A—T i G—C. W pH powyżej 7 IAA połączone było 
z DNA niestabilnymi wiązaniami wodorowymi.

Wykazano, że auksyny mogą zmieniać niektóre właściwości chro- 
matyny. Wysokie stężenia IAA powodowały dysocjację chromatyny izo
lowanej z etiolowanych siewek grochu oraz zwiększenie ilości wiąza
nego oranżu akrydynowego do DNA [21]. Natomiast niskie stężenia hor
monu miały tendencję do stabilizacji wiązania DNA—białko w chro- 
matynie. Nigdy nie obserwowano w regionach chromatyny skondenso
wanej destabilizującego działania IAA, co sugeruje, że IAA może od
działywać tylko ze zdekondensowaną frakcją chromatyny. Obserwowa
ne zmiany temperatury denaturacji pod wpływem IAA nasunęły przy
puszczenie, że hormon ten ma więcej niż jedno miejsce oddziaływania 
z chromatyną.

Wyniki pochodzące z pracowni Fellenberga potwierdzone zostały 
przez Bambergera [35], że auksyny powodowały obniżenie tem peratu
ry denaturacji DNA grochu i grasicy.

Wpływ otoczki jądrowej na interakcję IAA z izolowaną chromaty
ną stanowił przedmiot następnych badań tego autora [22]. Chromatyna 
pozbawiona pozostałości błon jądrowych wykazywała zmienione właści
wości wobec IAA. Znaczna dekondensacja chromatyny pod wpływem IAA 
była całkowicie hamowana w obecności fragmentów otoczki jądrowej. 
Dane te pozwoliły sądzić, że otoczka jądrowa stanowi barierę hamującą
działanie IAA na chromatynę.

Inne badania jednakże wykazały, że obniżenie temperatury denatu
racji nukleoprotein w obecności auksyn mogło być spowodowane bądź 
przez dysocjację histonów od DNA w 1 M NaCl, bądź przez zmianę pH
roztworu [60].

1.5.2. Interakcje auksyn z RNA. Badania lat 60-tych przyniosły da
ne wskazujące, że auksyny wywierają działanie poprzez asocjację z 
RNA [35]. Późniejsze badania wskazują na brak dowodów, które by 
bezspornie świadczyły o istnieniu bezpośredniej interakcji auksyn z kwa
sami rybonukleinowymi [15, 83].

1.5.3. Wiązanie auksyn z izolowanymi jądrami. Działanie auksyn na 
metabolizm kwasów nukleinowych wskazywało na zaangażowanie jądra 
w odpowiedzi hormonalnej. Spowodowało to podjęcie wielu udanych
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prób dla wykazania wiązania auksyn z jądrami izolowanymi [35]. Kie
dy jądra grochu poddano inkubacji z różnymi stężeniami 14C-IAA i w róż
nym czasie, okazało się, że przemieszczanie się 14C-IAA do jąder na
stępuje bardzo szybko i osiąga maksymalny poziom po 60 s inkubacji 
[66],

Zdolność wiązania 14C-IAA przez frakcję jąder izolowanych była 
badana także w naszej pracowni. Jądra izolowane z merystemów ko
rzeniowych, a także całe siewki sosny, poddano 2-godzinnej inkubacji 
z 14C-IAA. W autoradiogramach ze skrawków półcienkich porównywa
no radioaktywność zlokalizowaną nad jądrami izolowanymi i jądrami 
in situ i wykazano, że jądra izolowane wiążą znacznie mniej 14C-IAA. 
Pozwala to sądzić, że migracja IAA do jądra komórkowego uwarunko
wana jest obecnością związków zawartych w cytoplazmie, które utra
cone zostają podczas procesu izolacji. Nie obserwowano nagromadzenia 
radioaktywności nad błoną jądrową (ryc. 6).

Wiele prób podjęto także dla zbadania, czy izolowane jądra zdolne 
są do zwiększania syntezy RNA w odpowiedzi na podanie auksyn. Mat- 
thyse [41] wykazał, że zwiększanie syntezy RNA następowało pod wpły
wem auksyn tylko w przypadku, jeżeli jądra izolowane były w obecności 
hormonu. Autor ten sugeruje, że brak hormonu podczas otrzymywa
nia frakcji jądrowej powoduje utratę substancji pośredniczącej w jego 
działaniu. Dalsze badania [42] dowiodły, że tym czynnikiem pośredni
czącym jest białko, w obecności którego auksyny powodują zwiększe
nie syntezy RNA, zarówno w izolowanych jądrach, jak i izolowanej 
chromatynie. Czynnik pochodzący z pączków grochu i tytoniu stymu
lował syntezę RNA w preparatach chromatyny izolowanej z pączków 
grochu, jeżeli został dodany IAA, 2,4-D lub 2,4,5-T. Natomiast w obec
ności antyauksyn czynnik białkowy był nieaktywny. Żadnego efektu 
nie obserwowano też, kiedy jako wzorzec był stosowany DNA.

Kompleks auksyna—receptor białkowy został wyizolowany z pączków 
i korzeni grochu [43]. Okazało się, że białko wiążące auksynę było spe
cyficzne dla narządu: powodowało ono stymulację aktywności chroma
tyny pochodzącej z tego samego narządu. Dane te wydają się sprzeczne 
z wcześniejszymi doniesieniami [42], w myśl których stymulacja syntezy 
RNA w chromatynie pochodzącej z pączków grochu jest wyższa pod 
wpływem czynnika pochodzącego z pączków grochu.

Venis [75] otrzymał z korzeni kukurydzy frakcję białkową, która 
wzmagała syntezę RNA o 40-200%). Ponieważ dodatek auksyn nie był 
konieczny dla aktywacji tej frakcji, autor sugeruje, że metoda pre
paraty wna (przejście białek przez kolumnę związaną z 2,4-D) może być 
wystarczającym warunkiem dla zmiany czynnika na formę aktywną, któ
ra nie wymaga dalszego kontaktu z auksynami. Próby wykrycia wią-
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zania auksyn do tych frakcji przez równoważną dializę nie przyniosły 
jednak rezultatów.

Hardin i wsp. [25] wyizolowali z liścieni soi czynniki, które wzma- 
gały syntezę RNA w chromatynie. Jeden z nich, o wysokim ciężarze 
cząsteczkowym, stymulował endogenną polimerazę RNA, podczas gdy 
drugi, o niskiej masie cząsteczkowej, działał stymulująco na polime-

Ryc. 6. 14C-IAA w  jąd rach  korzenia Pinus silvestris, p re p a ra ty  półcienkie, pow. 
2000 X; a — jąd ra  korzeni inkubow anych  z 14C-IAA in vivo, b — izolowane

jąd ra  korzeni inkubow ane z 14C-IAA in vitro
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rażę E. coli. Autorzy przypuszczają, że frakcja o niskiej masie cząstecz
kowej jest odpowiednikiem hormonalnego pośrednika opisanego przez 
Matthyse i Philipsa [42]. Zaproponowano hipotezę (Hardin i wsp. [25]) 
zgodnie z którą auksyny oddziaływając z cząsteczką receptora mogą być 
przenoszone z cytoplazmy do jądra. Przenikanie przez otoczkę jądrową 
może powodować konformacyjne zmiany kompleksu hormon—receptor, 
który w takiej postaci wchodzi w interakcję z polimerazą RNA. Pro
wadzić to miałoby do stymulacji transkrypcji specyficznych grup ge
nów (ryc. 7).

1.5.4. Charakterystyka receptorów jądrowych. Mondal i wsp. [45-48] 
otrzymali z endospermy orzecha kokosowego substancję, która stymu
lowała syntezę RNA. Ponieważ frakcja uszkodzonych jąder takiego efek
tu nie wykazywała, wysunięto przypuszczenie, że czynnik ten zlokali
zowany jest w nukleoplazmie. Wyizolowany czynnik poddano chroma
tografii na karboksymetylocelulozie i ustalono, że aktywność związana 
była z białkami eluowanymi 0,5 M KC1. Nie przedstawiono jednak do
wodów wykluczających obecność polimerazy RNA w aktywnej frakcji.
Autorzy sugerowali, że badane białko zachowywało się homogennie pod
czas elektroforezy na żelu poliakrylamidowym, natomiast na przedsta
wionej przez nich fotografii żelu można dostrzec co najmniej trzy pasma. 
Eksperymenty wykazujące specyficzność wiązania auksyn z czynnikiem 
białkowym nie zostały przeprowadzone. Obserwowane zwiększenie syn
tezy RNA mogło być wynikiem intensywniejszej transkrypcji zachodzą
cej w obecności kompleksu IAA—białko akceptorowe lub tworzenia no
wego rodzaju RNA. Analiza produktów transkrypcji na żelu pliakryka- 
midowym wykazała, że w obecności tego kompleksu pojawiają się dwa 
nowe pasma. Hybrydyzacja RNA-DNA potwierdziła, że kompleks IAA— 
akceptor białkowy indukuje synezę nowego rodzaju RNA.

Badania prowadzone przez Biswasa i wsp. potwierdziły występo
wanie w endospermie orzecha kokosowego białek receptorowych dla 
IAA, które opisano jako „nukleoplazmatyczny receptor białkowy 
IAA” — n-IRP. W homogennym układzie zawierającym DNA orzecha 
kokosowego, nukleoplazmatyczną polimerazę RNA i czynnik białkowy, 
synteza RNA była podwajana przez n-IRP pod warunkiem, że obecny
był 1 (xM IAA. Stwierdzono, że to zwiększenie syntezy wynikało ze 
zwiększonej częstotliwości inicjacji łańcucha RNA. Hybrydyzacja i elek
troforeza na żelu poliakrylamidowym produktów reakcji dowiodły, że 
w procesie stymulowanym przez n-IRP syntetyzowany był nowy ro
dzaj RNA. Wykazano, że nukleoplazmatyczny receptor białkowy jest 
prawdopodobnie pojedynczym polipeptydem o masie cząsteczkowej 
94 000. Zastosowanie równoważnej dializy pozwoliło stwierdzić, że ba
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dany receptor wiązał się z IAA i 2,4-D, natomiast nie wchodził w in ter
akcję z nieaktywnymi analogami jak kwas benzoesowy. Stała dyso
cjacji kompleksu IAA—receptor nukleoplazmatyczny wynosiła 7,5 X 
X 10~6. Szczegółowe badania liczby miejsc wiązań wykazały 0,5 miejsca 
na mol białka, co sugerowało konieczność wiązania dwóch cząsteczek

Ryc. 7. Schem at obrazujący m echanizm  działania auksyn  (H ard in  [25])

n-IRP z jedną cząsteczką IAA. Jest także prawdopodobne, że obserwo
wana liczba miejsc receptorowych w cząsteczkach n-IRP nie odzwier
ciedla rzeczywistego obrazu, ponieważ pewna ich część mogła ulec ina- 
ktywacji podczas procesu oczyszczania.

Dalsze badania prowadzone w tym laboratorium [56] dostarczyły cha
rakterystyki następnego receptora białkowego IAA, który został naz
wany „chromosomowym receptorem białkowym IAA” — c-IRP. Zwią
zek ten, podobnie jak poprzednio opisany n-IRP, został wyizolowany 
z endospermy orzecha kokosowego. Analiza Scatcharda wykazała, że to 
niehistonowe białko posiada dwa typy miejsc wiążących IAA. Miejsca 
te charakteryzowały się różną zdolnością do nasycania. Elektroforeza na 
żelu poliakrylamidowym pozwoliła określić masę cząsteczkową chromo
somowego receptora białkowego, która wynosiła dla pojedynczej pod- 
jednostki 70 000.

Izolowany kompleks 14C-IAA-nukleoplazmatyczny receptor biał
kowy posiadał zdolność wiązania się z chromatyną izolowaną z endo
spermy orzecha kokosowego. Interakcja taka powodowała dwukrotny 
wzrost transkrypcji 9-12 S RNA. Zjawisko takie nie następowało 
w przypadku, kiedy chromatyna pochodziła z erytrocytów kurzych.

W podsumowaniu swych badań autorzy zaproponowali następujący 
schemat działania obu receptorów: miejsca receptorowe o wysokim po
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winowactwie do auksyn — chromosomowe receptory białkowe — zlo
kalizowane są w chromatynie i umożliwiają połączenie kompleksów 
IAA—nukleoplazmatyczny receptor białkowy z chromatyną.

1.5.5. Czynnik transkrypcyjny kontrolowany przez auksynę. Duże 
znaczenie dla wyjaśnienia mechanizmu działania auksyn na poziomie 
molekularnym miały prace Teissere i wsp. [24, 51, 55, 68, 69].

Kiedy tkanka roślinna była traktowana auksynami, obserwowano 
dwa rodzaje efektów w zależności od czasu działania hormonu [68]. 
Krótkie działanie auksyn powodowało zwiększenie aktywności trans
krypcji w izolowanej chromatynie, nie wpływając na zmianę aktyw
ności jądrowej polimerazy RNA. Jest prawdopodobne, że obserwowany 
wzrost syntezy RNA związany był z hormonalną kontrolą dostępności 
chromatyny. Głębsze wniknięcie w ten problem umożliwiła analiza 
działania enzymów proteolitycznych na chromatynę izolowaną z korze
ni soczewicy. W tym celu chromatynę kontrolną oraz z korzeni trakto
wanych auksynami poddano inkubacji z trypsyną. Enzym ten przez 
trawienie histonów powoduje częściową derepresję chromatyny. Oka
zało się, że stymulujące działanie trypsyny na badany proces było znacz
nie wyraźniejsze w chromatynie kontrolnej niż pochodzącej z tkanek 
traktowanych auksynami. Ponadto eksperymenty z innymi enzymami 
proteolitycznymi dowiodły, że stymulacja transkrypcji następowała ty l
ko w przypadku, kiedy rozrywaniu ulegało wiązanie między argininą 
i lizyną. Dane te pozwoliły przypuszczać, że chromatyna pochodząca 
z tkanek traktowanych auksynami była już w stanie częściowej dere- 
presji.

Ponieważ w komórkach roślinnych traktowanych auksynami w krót
kim czasie następowało zwiększenie aktywności transkrypcyjnej, intere-

#

sujące było określenie rodzaju RNA syntetyzowanego w tych warun
kach [55]. Kiedy RNA znakowany 82P poddano rozdziałowi na kolumnie 
MAK, okazało się, że rezultatem hormonalnej aktywacji jest produkcja 
heterogennego, jądrowego RNA (HnRNA).

Chociaż krótkie traktowanie auksynami nie zmieniało aktywności 
nukleoplazmatycznej polimerazy RNA, to jednak długie działanie (po
nad 14 godz.) podwajało aktywność tego enzymu [68]. Wzrost aktyw
ności jąderkowej polimerazy RNA był prawdopodobnie związany z dra
stycznymi zmianami molekularnych właściwości cząsteczek enzymu. To 
przypuszczenie zostało potwierdzone przez Guilfoule i Hansona [24] pra
cujących z syntetyczną auksyną 2,4-D. Wyniki te wydawały się wska
zywać, że obserwowane zmiany aktywności polimerazy jąderkowej są 
konsekwencją asocjacji enzymu z czynnikiem, który zmieniał moleku
larne właściwości polimerazy i którego synteza pozostawałaby pod kon
trolą hormonu.
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Eksperymentalnych dowodów świadczących o występowaniu takie
go czynnika dostarczyły kolejne badania tych samych autorów [69]. Kie
dy niehistonowe chromosomowe białka otrzymane z kontrolnych i trak
towanych auksynami tkanek były rozdzielane na kolumnie Sephadex- 
-G-25, otrzymano cztery stymulujące frakcje: a, |3, y i 5. Poziom frakcji 
a, (3 i 5 był taki sam w kontroli i w tkankach traktowanych auksyna
mi, natomiast zawartość frakcji y zwiększała się dwukrotnie pod wpły
wem działania hormonu. Aktywność polimerazy RNA wzrastała o 700°/o 
w obecności czynnika y, natomiast pozostałe frakcje zwiększały tę aktyw
ność o 90°/o. Szczegółowe badania jakim poddano frakcje y i 8 dowiodły, 
że oba te czynniki są białkami, ponieważ ich stymulująca aktywność 
obniżała się znacznie w wyniku działania enzymów proteolitycznych. 
Wykluczono możliwość, aby stymulacja ta była wynikiem zmian wzorca 
spowodowanych działaniem DNA-azy.

Aktywna frakcja y była termostabilna; przetrzymywanie jej przez 
5 minut w temp. 90°C powodowało utratę jedynie 10% stymulującej 
aktywności. Natomiast frakcja 8 okazała się wrażliwa na wysokie tem 
peratury i w tych warunkach traciła całą aktywność.

Transkrypcyjny czynnik 8 wykazywał stymulujące działanie w sto
sunku do polimerazy Ib RNA i w tym samym stopniu aktywował poli- 
merazę nukleoplazmatyczną. Natomiast czynnik y okazał się specyficz
ny tylko wobec polimerazy jąderkowej.

Stymulujące działanie wymienionych frakcji na aktywność polime
razy Ib RNA było badane z zastosowaniem natywnego i zdenaturowa- 
nego DNA jako wzorca. Okazało się, że aktywacja była niższa ze zde- 
naturowanym wzorcem. Na tej podstawie autorzy przypuszczają, że ba
dane czynniki odgrywają rolę w rozpoznawaniu w helisie DNA odpo
wiednich regionów.

Wiele eksperymentów przeprowadzono także dla wyjaśnienia spo
sobu działania czynników transkrypcyjnych [51, 69, 70]. Wykazano mia
nowicie, że okres lag poprzedzający inkorporację UMP do RNA synte
tyzowanego in vitro był całkowicie znoszony w obecności czynnika 8 
i y , co sugerowało, że związki te stymulują inicjację transkrypcji. Rów
nież analiza inkorporacji y32P-ATP, 32P-GTP i 3H-UMP do RNA synte
tyzowanego w obecności frakcji y i 8 wskazywała na zwiększoną często
tliwość inicjacji transkrypcji i skrócenie średniej długości transkryptu. 
Wobec tego ważnym elementem było wyjaśnienie czy czynniki te dzia
łają głównie na moment inicjacji, czy też powodują przedwczesne za
kończenie syntezy łańcucha RNA. Badania prowadzone były w obec
ności spermidyny. Działanie tego poliamidu polega na stymulacji syn
tezy RNA poprzez indukcję dysocjacji kompleksu DNA—polimeraza 
RNA-RNA, co prowadzi do szybkiego ponownego zaangażowania czą
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steczek enzymu w procesie transkrypcji. Jeżeli działanie czynnika
Y i 5 byłoby analogiczne do działania spermidyny, to ich stymulu
jące działanie byłoby zniesione w obecności poliamidu. Okazało się, że 
działanie spermidyny było znacznie silniejsze w obecności frakcji
Y i 8. Na tej podstawie autorzy uważali, że związki te działają głów
nie na proces inicjacji, nie powodując przedwczesnej dysocjacji kom
pleksu DNA—polimeraza RNA-RNA. Natomiast obserwowane skróce
nie długości transkryptu badacze ci tłumaczą „zatłoczeniem” wzorca, 
jakie może być spowodowane zwiększoną częstotliwością inicjacji trans
krypcji.

Sugestie powyższe zostały potwierdzone w następnych badaniach [70], 
w których zastosowano aktynomycynę D (AMD) i rifamycynę AF/013. 
AMD— jak wiadomo, wiąże się z parami G—C helisy DNA i w ten spo
sób blokuje dostęp polimerazy RNA do wzorca, nie hamując jednak cał
kowicie inicjacji transkrypcji. Jeżeli frakcje y i 8 działałyby na proces 
wydłużania transkryptu, należałoby oczekiwać obniżenia stymulujące
go działania tych czynników na syntezę RNA. Okazało się jednak, że 
działanie badanych frakcji nie ulegało zmianie w obecności AMD, co 
sugeruje, że nie wpływają one na wydłużanie transkryptu.

Wprowadzenie rifamycyny AF/013 do układu syntetyzującego RNA 
dostarczyło dalszych szczegółów o działaniu czynnika y i 8. Rifamycy- 
na AF/013 hamuje inicjację transkrypcji, nie wpływa natomiast na 
wydłużanie łańcucha RNA. Jeżeli polimeraza Ib RNA była preinkubo- 
wana przez 15 min w 0°C z DNA przed dodaniem inhibitora i trój- 
fosforanów nukleozydów, miała miejsce synteza RNA odporna na rifa
mycynę, co sugeruje, że enzym raz związany z DNA jest odporny na 
działanie tego związku. Kiedy czynniki y i 8 były dodawane do środo
wiska zawierającego enzym i DNA, synteza RNA odpornego na rifa
mycynę znacznie zwiększyła się. Jest prawdopodobne, że jąderkowy en
zym Ib rozpoznaje ograniczoną liczbę miejsc na DNA, z którymi łącząc 
się tworzy kompleksy odporne na rifamycynę. Działanie czynników
Y i 8 sprowadza się, zdaniem autorów, do indukcji inicjacji transkrypcji 
w dodatkowych, specyficznych miejscach na DNA, co w konsekwencji 
powoduje zwiększenie liczby kompleksów DNA—-enzym—RNA odpor
nych na rifamycynę.

1.6. Z R Ó Ż N I C O W A N I E  W  C Z A S I E  O D P O W I E D Z I  K O M Ó R K I  N A  D Z I A Ł A N I E  A U K S Y N

Szybka odpowiedź komórek na działanie auksyn jest często cytowa
na jako dowód świadczący przeciwko zaangażowaniu jądra we wzroście 
wydłużeniowym indukowanym przez hormony. Wielu badaczy wskazu
je raczej na plazmolemę, jako miejsce pierwotnego działania auksyn.

Hardin i wsp. [26] przedstawili dane, które wydają się godzić oba
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punkty widzenia. Stwierdzono bowiem występowanie we frakcji plazmo
lemy czynnika, uwalnianego pod wpływem 2,4-D, który działał stymu- 
lująco na proces transkrypcji zachodzący in vitro. Autorzy sugerują, 
że sygnał powstający w wyniku interakcji auksyn z plazmolemą może 
być przenoszony do jądra przez uwolnienie receptora, który z kolei mo
że oddziaływać z polimerazą RNA. Rezultatem tych procesów byłaby 
zmiana przepisywanych miejsc.

Istotne znaczenie w wyjaśnieniu mechanizmu działania auksyn mają 
prace przedstawione przez Vanderhoefa i wsp. [71, 72], którzy suge
rują dwie oddzielne odpowiedzi komórki na działanie auksyn. Kiedy 
brana była pod uwagę szybkość wzrostu — a nie, jak zwykle prakty
kowano — całkowity wzrost odcinków hypokotyli, obserwowano dwu
fazową odpowiedź na traktowanie auksynami. Pierwsza, kt ira roz )o- 
czynała się w 12 min po podaniu hormonu, nie ulegała namowaniu przez 
cytokininy, natomiast druga — rozpoczynająca się w 30 min od trak 
towania auksynami, była całkowicie hamowana przez cytokininy. Jest 
prawdopodobne, że ta dwufazowa odpowiedź stanowi dwie zachodzące 
na siebie odpowiedzi. Autorzy wykazali, że pierwsza krótkotrwała fa
za wydłużania komórek indukowanego przez auksyny jest podobna do 
wywołanego niespecyficznie przez kwaśne środowisko. Natomiast czas 
trwania drugiej odpowiedzi jest zgodny z wymaganiami dla syntezy 
makrocząsteczek. Synchronizacja pierwszej odpowiedzi z szybkimi zmia
nami w strukturze plazmolemy sugeruje interakcję auksyn z recepto
rami związanymi z błonami. Natomiast druga odpowiedź wzrostowa 
ujawniająca się po dłuższym czasie działania może odzwierciedlać zmia
ny na poziomie transkrypcji. Analogie z hormonami sterydowymi, po
zwalają przypuszczać, że druga odpowiedź jądrowa może wymagać 
udziału jądrowo-cytoplazmatycznych, „rozpuszczalnych” receptorów hor
monów. Wyniki dotyczące mechanizmu działania auksyn pochodziły 
z różnych pracowni i zwykle dyskutowane były oddzielnie. Ricard i wsp. 
[55] zebrali te dane i w połączeniu z własnymi wynikami zapropono
wali model wyjaśniający molekularny mechanizm działania auksyn
(ryc. 8).

Wczesne działanie auksyn na transkrypcję, które może być ujaw
nione w czasie krótszym niż 1 godz., pociąga za sobą wzrost dostęp
ności wzorca w chromatynie. Wymaga to prawdopodobnie utworzenia 
w cytoplazmie kompleksu auksyna—receptor, który wnika do jądra 
cytokininy, natomiast druga — rozpoczynająca się w 30 min od trak- 
i oddziałuje z DNA. Taka interakcja powoduje derepresję chromaty
ny, w wyniku której zachodzi synteza heterogennego, jądrowego 
(HnRNA) i krótkotrwałego m-RNA. Taki m-RNA podlega następnie 
translacji w cytoplazmie, co prowadzi do syntezy specyficznych bia
łek. Jednym z tych białek ma być czynnik y, który może wnikać do
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jądra, gdzie wchodzi w asocjację z jąderkową polimerazą Ib RNA. W na
stępstwie takiej asocjacji dokonuje się zmiana aktywności cząsteczek 
enzymu, który uzyskuje zdolność rozpoznawania nowych, promotoro- 
wych miejsc na DNA. Ostateczną konsekwencją tych procesów będzie 
wzmożenie syntezy białek.

Niektóre etapy w proponowanym modelu — jak zaznaczają auto
rzy — są jeszcze wysoce spekulatywne. Natura sygnału przenoszonego 
z plazmolemy do jądra i mechanizm derepresji genów przez auksyny
pozostają nie wyjaśnione. Natomiast czynnik y, którego synteza pozo-

0 %

staje pod kontrolą hormonu i który odgrywa ważną rolę w rozważa
nych procesach, został wyizolowany i stosunkowo dobrze poznany.
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W proponowanym modelu zwraca uwagę fakt [55], że proces akty
wacji chromatyny jest specyficzny dopóki prowadzi do syntezy czyn
nika y, natomiast proces aktywacji jąderkowej polimerazy Ib RNA nie 
jest specyficzny i powoduje nasilenie transkrypcji r-DNA.

2. M IEJSCA DZIAŁANIA GIBERELIN

Gibereliny stanowią znacznie słabiej poznaną grupę hormonów i ba
dania prowadzone w celu wyjaśnienia mechanizmu ich działania są nie
liczne.

Dla wykrycia niewielkiej ilości miejsc wiążących hormony stosowa
no radioaktywne gibereliny o wysokiej aktywności specyficznej. Mus- 
grawe i wsp. [49] badali rozmieszczenie podanego 8H-GA! i 3H-GA5 
w pędach karłowatego grochu. Okazało się, że następuje akumulacja hor
monu w regionach łodygi wrażliwych na GA. Jednak akumulacja ta 
nie osiągała stanu nasycenia, który powodował wzrost przepuszczal
ności błon. Podobną akumulację GA3 obserwowano w siewkach Pharbi- 
lis nil [2]. Dane te wskazywały na dodatnią korelację między akumu
lacją GA i biologicznym działaniem hormonu.

Stoddart i wsp. [61] wprowadzili do homogenatów pączków karło
watego grochu GA o wysokiej radioaktywności. W eksperymentach 
uzyskanych po 12 godz. wykazano występowanie kompleksów GAi—biał
ko. Ciężar cząsteczkowy tych kompleksów oceniano na 500 000 i 60 000, 
co sugerowało, że co najmniej dwie grupy białek znacznie różniących 
się masą cząsteczkową mogą wchodzić w asocjację z giberelinami. Ze 
względu na szybkie rozrywanie etanolem, wiązanie GAi—białko uważa
ne było za niekowalentne. Chociaż przyjęto, że substancją wiążącą GA: 
było białko, nie przedstawiono żadnych dowodów świadczących o jego 
wrażliwości na enzymy proteolityczne czy temperaturę. Brak jest rów
nież danych informujących o stałej dysocjacji kompleksu i specyficz
ności wiązania.

Możliwość tworzenia kompleksów giberelina—białko została potwier
dzona przez Konjevic i wsp. [36], którzy wykazali wiązanie GA3 do bia
łek cytoplazmatycznych siewek grochu. Interakcja ta uległa ogranicze
niu pod wpływem GA4+7 i GA13, co wskazywało, że związki te współ
zawodniczą z GA3 o  te same miejsca wiązania. Jednak szczegółowe ba
dania tych kompleksów również nie zostały przeprowadzone.

Pewnych informacji dotyczących asocjacji giberelin z frakcjami sub- 
komórkowymi dostarczyły badania prowadzone przez Stoddarta [62], 
Homogenat hypokotyli sałaty traktowanych radioaktywną giberelina 
poddano wirowaniu przy 2000 g. Okazało się, że otrzymana w ten spo
sób frakcja oznaczona 2KP, zawierała od 2 do 5°/o całkowitej tkanko
wej radioaktywności. Frakcja ta nie była całkowicie homogenna, ale
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badania w mikroskopie elektronowym i wirowanie w gradiencie gę
stości sacharozy wykazały, że głównym jej składnikiem były elementy 
ścian komórkowych. Wyznakowanie tej frakcji zwiększało się z czasem 
działania i koncentracją GAX i było częściowo usuwane po 40-godzin- 
nym traktowaniu nieradioaktywnym GAX.

Kolejna praca tego autora określała właściwości kompleksu utworzo
nego w rezultacie asocjacji frakcji 2KP z 3H-GAX, jaki wyizolowano 
z hypokotyli sałaty. Kompleks ten wykazywał stabilność w 0,1 M bu
forze w pH 3 i pH 9, a także w 1 M soli i organicznych rozpuszczalni
kach. Nie ulegał on także niszczeniu pod wpływem enzymów proteoli
tycznych i celulazy. Natomiast KOH powodowało uwolnienie 80% włą
czonej radioaktywności.

Autor sugeruje, że pierwotne działanie giberelin może być związane 
z ich włączaniem do ściany komórkowej. Przypuszczenie to popierają 
wcześniejsze doniesienia [64], które wykazały, że kontrola wydłużania 
przez GA zachodzi głównie poprzez zwiększanie plastyczności ściany ko
mórkowej.

2.1. O D D Z I A Ł Y W A N I E  G I B E R E L I N  Z  C H R O M A T Y N Ą

Wiadomości na temat jądrowych miejsc wiązań innych hormonów 
roślinnych niż auksyny są bardzo skąpe, co powoduje, że mechanizm 
działania tych hormonów jest daleko mniej poznany.

Badania interakcji giberelin z frakcją jądrową prowadzone były 
przez Johri i Varnera [30]. Jądra izolowane z karłowatego grochu trak 
towane GA włączały 80% więcej znakowanych nukleotydów niż jądra 
kontrolne, pod warunkiem, że proces izolacji frakcji jądrowej prze
biegał w obecności hormonu. Chromatografia na kolumnie MAK wy
kazała, że GA3 zwiększa syntezę RNA. Brak takiej odpowiedzi w ją
drach izolowanych w nieobecności GA3 był prawdopodobnie spowodo
wany utratą  podczas izolacji pewnych czynników odpowiedzialnych za 
działanie kwasu giberelowego.

Fellenberg [19] wykazał, że gibereliny mają zdolność znoszenia te r
micznej stabilności rekonstruowanych nukleoprotein, przy czym efekt 
ten był zależny od stężenia hormonu. Okazało się ponadto, że GA zmniej
sza zdolność wiązania histonów do DNA, a także wywiera wpływ na 
stabilność par G—C i A—T [20]. W pH powyżej 7 hormony te wyka
zywały zdolność łączenia się z DNA poprzez wiązania wodorowe.

3. M IEJSCA DZIAŁANIA CYTOKININ

Badania nad rozmieszczeniem radioaktywnej BA w splątku Funaria 
hydrometrica przedstawione zostały przez Brandesa i Kende [7]. Głów
na ilość 14C-BA związana była z nowo utworzonymi pączkami. Jednak
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krótkie płukanie usuwało tę radioaktywność i powodowało odróżnico- 
wanie pączków. Fakt ten sugerował, że obserwowane nagromadzenie 
cytokininy (14C-BA) następowało w docelowych tkankach i może być 
związane z pierwotnym działaniem cytokinin.

Stosunek między cytokininami kowalentnie związanymi z pewnymi 
rodzajami t-RNA i wolnymi cytokininami wywierającymi hormonalną 
kontrolę w roślinach był przedmiotem szczegółowej dyskusji [35]. Wy
kazano, że nie jest możliwe, aby cytokininy mogły wywierać wpływ 
poprzez samą obecność w t-RNA. W konsekwencji zaprzestano poszu
kiwań miejsc działania cytokinin w t-RNA i zwrócono uwagę na inne 
składniki komórek, z którymi hormony te mogły być wiązane.

Interakcja cytokinin z frakcją rybosomów była badana przez Ber- 
ridge’a i wsp. [5]. Stosując równoważną dializę i chromatografię na 
Sephadex G200 zrównoważonym radioaktywną cytokininą wykazano 
istnienie odwracalnego wiązania cytokinin z rybosomami 80 S. Wiąza
nie to było jednak nienasycone w stężeniach ograniczonych rozpuszczal
nością cytokinin i nie przedstawiono danych dotyczących kinetyki wią
zania.

Interakcja cytokinin z rybosomami została potwierdzona przez Foxa 
i Eriona [23], którzy na podstawie wirowania i równoważnej dializy 
wykazali wiązanie BA do rybosomów kalusa tytoniu i kiełków pszeni
cy. W znacznie mniejszym stopniu BA wiązało się z rybosomami wą
troby szczura lub rybosomami E. coli. Wykres Scatcharda wskazywał 
na występowanie dwóch odrębnych miejsc wiązań: (1) miejsce o ni
skim powinowactwie charakteryzujące się stałą asocjacji K A -  9 X 103 
M—1 (2) miejsce o wysokim powinowactwie ze stałą asocjacji K A — 1,6 X 
X 108M—1. Wiązania pierwszego typu okazały się wrażliwe na trypsynę 
i wysokie temperatury, ulegały one rozpuszczeniu pod wpływem płu
kania rybosomów z 0,5 M KC1. Miejsca te po rozpuszczeniu zachowywa
ły nadal zdolność wiązania cytokinin. Specyficzność wiązania biologicz
nie aktywnych cytokinin nie została przedstawiona.

Modelem w badaniach prowadzonych przez Chunga i wsp. [8] była 
rozdzielnopłciowa roślina Marculialis annua. Autorzy przypuszczają, że 
merystem męskich osobników tej rośliny jest specyficznie docelowym 
organem dla cytokinin. Obserwowano różnice w wiązaniu tych hor
monów do rybosomów docelowych tkanek męskich i żeńskich osobni
ków. Ilość BAP wiązanego przez rybosomy form męskich okazała się 
dwukrotnie większa w porównaniu z ilością wiązaną przez rybosomy 
form żeńskich. Również liczba miejsc wiążących wyrażona w molach 
wiązanego BAP wynosiła 3,9 X 10—10M w rybosomach osobników mę
skich i tylko 2 X 10—10M u osobników żeńskich. Stosowana koncentracja 
14C-BAP była jednak za niska i — jak autorzy zaznaczają — pozwalała 
jedynie na uwidocznienie miejsc wiązań o najwyższym powinowactwie.
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Autorzy sugerowali możliwość strukturalnych odrębności między re
ceptorami u osobników męskich i żeńskich, a więc występowania re
ceptorów specyficznych dla płci.

3.1. O D D Z I A Ł Y W A N I E  C Y T O K I N I N  Z C H R O M A T Y N Ą

Stymulujący wpływ cytokinin na syntezę RNA także wymagał obec
ności czynnika białkowego. Mattyse i Abrams [44] wykazali, że zwięk
szają one syntezę RNA w jądrach izolowanych z tkanek tytoniu, soi 
i grochu. Natomiast aby hormony te mogły wywierać taki efekt na 
syntezę RNA w układzie zawierającym izolowaną chromatynę, koniecz
ne było dodanie mediatora, który tracony był podczas procesu izo
lacji. Kompleks cytokinina—czynnik białkowy powodował także stym u
lację syntezy RNA przy zastosowaniu jako wzorca czystego DNA.

Hormony te, podobnie jak auksyny i gibereliny, mogą zmieniać te r
miczną stabilność rekonstruowanych nukleoprotein, oraz posiadają zdol
ność obniżania wiązania histonów do DNA. W pH powyżej 7 cytoki- 
niny wiązały się do DNA poprzez wiązania wodorowe.

UW AGI KOŃCOWE

Z przedstawionego przeglądu literatury wynika, że znaczna część 
koncepcji dotyczących miejsc receptorowych dla hormonów roślinnych 
pozostaje w świetle hipotez. Należy zwrócić uwagę, że większość przy
toczonych danych została uzyskana w ciągu ostatnich kilku lat. Ze 
względu na znaczenie tego zagadnienia w wyjaśnieniu mechanizmów 
hormonalnej regulacji wzrostu roślin można oczekiwać, że najbliższe 
lata przyniosą rozstrzygające rezultaty.
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RECEPTORY LIMFOCYTÓW*

LYMPHOCYTE RECEPTORS

M arek JA K Ó B ISIA K  i Maciej KAWALEC

Z akład  Transplantologii In s ty tu tu  B iostruk tu ry  AM w  W arszawie i P racow nia  
Cytofizjologii C en trum  Medycznego Kształcenia Podyplomowego w W arszawie

Streszczenie.  Na powierzchni limfocytów w ykry to  dotychczas wiele receptorów  
rozróżnianych na  podstaw ie ich budowy (receptory immunoglobulinowe) lub po
w inow actw a do odpowiednich substancji. Receptory, a także inne m arkery , np. 
an tygeny  powierzchniowe, n iek tó re  enzymy czy testy  funkcjonalne, pozw ala ją  na  
bardziej szczegółowe określenie przynależności limfocytów do subpopulacji. R e
cep tory  wiążące an tygen  w ydają  się najw ażniejsze  dla funkcji limfocytów. W a r 
ty k u le  omówiono głównie te  w łaśnie recep tory  podając jednocześnie hipotezy do
tyczące funkcji receptorów  w  procesie odpowiedzi immunologicznej.

S u m m a ry .  To date m any receptors have been detected on the surface of lym pho
cytes which are  distinguished on the  basis of the ir  s truc tu re  (immunoglobulin 
receptors) or affinity  to certa in  substances. Receptors as well as o ther m arkers ,  
for instance  surface antigens, some enzymes or else functional tests a llow  the  
recognition in m ore detail of the appurtenance  of lym phocytes to a definite su b 
population. A ntigen-binding receptors seem to be most im portan t for the  functio
ning of lymphocytes. The p ap er  discusses m ain ly  the la t te r  receptors, advancing  
a t the  sam e tim e hypotheses concerning the functions of receptors in the process 
of immunological response.

Limfocyty są komórkami o dość jednolitym wyglądzie posiadający
mi jednak różne własności. Pozwala to na podzielenie limfocytów na 
różne populacje. Powszechnie wyróżnia się limfocyty B i T. Limfocyty 
B dojrzewają u ptaków w kaletce Fabrycjusza (Bursa Fabricii), nato
miast u ssaków nie rozstrzygnięto dotychczas, który z narządów ma 
zasadnicze znaczenie dla ich dojrzewania. Limfocyty T dojrzewają w gra
sicy (Thymus), a także po opuszczeniu grasicy pod wpływem wydzie
lonych przez nią hormonów. Limfocyty B, które przekształcają się

* Wygłoszono na konferencji biologii kom órki nt. „receptory kom órkow e” 
w  dniach 23 i 24 listopada 1979 r., zorganizowanej przez Polskie Tow arzystw o 
Anatom iczne i Sekcję Biologii K om órki Polskiego Tow arzystw a Histo- i Cytoche- 
m ików  w  W arszawie.
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w komórki plazmatyczne, związane są z odpowiedzią typu humoralne- 
go czyli z produkcją przeciwciał humoralnych i najważniejszą ich rolą 
jest walka z infekcjami wywołanymi przez mikroorganizmy. Limfocy
ty  T związane są z odpowiedzią typu komórkowego i najprawdopo
dobniej jednym z najważniejszych ich zadań jest, oprócz kooperacji 
z limfocytami B w odpowiedzi typu humoralnego, eliminacja komórek 
własnych organizmu transformowanych wirusami. Szersze omówienie 
podstawowych zagadnień immunologii można znaleźć w podręcznikach
[6, 99, 107].

T A B E L A  1

Niektóre receptory limfocytów ludzkich

Limfocyty B T 3 populacja

Porcent limfocytów w krwi obwodowej
człowieka 14 80 6
Receptory immunoglobulinowe (IgR) i + 1 ?•
Receptory dla fragmentu Fc immuno
globulin G (Fc y R) + + +

M (Fc y. R) + + ----------

Receptory dla składników dopełniacza
CRi + --------- +
CR2 + _

----------

Receptory dla erytrocytów owcy ---------- i + i ----------

Receptory dla wirusa Ebstein-Barra + --------- ----------

W  r a m k a c h  z a z n a c z o n o  r e c e p t o r y  b ę d ą c e  m a r k e r a m i  l i m f o c y t ó w  T  l u b  B.

Na powierzchni limfocytów wykryto dotychczas wiele receptorów 
rozróżnianych na podstawie ich budowy (IgR) lub powinowactwa do od
powiednich substancji (tab. 1). Zwykle niewiele jednak wiemy o ich 
strukturze i funkcji. Najważniejsze dla funkcji limfocytów wydają się 
być receptory wiążące antygen. Nie udało się jednak jednoznacznie roz
strzygnąć, co zostanie potem szerzej omówione, czy receptory dla anty
genów posiadające budowę zbliżoną do immunoglobulin, tzw. receptory 
immunoglobulinowe (IgR), występujące na powierzchni limfocytów B 
w istocie przenoszą po połączeniu ze swoistym antygenem bodziec po
budzający komórkę. W przypadku zaś limfocytów T, gdzie taka rola 
receptorów wiążących antygen wydaje się udokumentowana, bardzo nie
wiele wiemy o strukturze tych receptorów.

Zainteresowanie receptorami podyktowane jest chęcią lepszego zro
zumienia funkcji limfocytów. Z drugiej strony identyfikacja receptorów 
umożliwia określenie do jakiej subpopulacji należą posiadające te recep
tory limfocyty. Ta ostatnia informacja przydatna jest szczególnie w he-
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matologii dla określenia na jakim poziomie różnicowania znajdują się 
i z jakich limfocytów różnicują się określone komórki białaczki lub chło- 
niaka. Informacje takie mogą w przyszłości wpłynąć na bardziej zróż
nicowane leczenie poszczególnych form chorób rozrostowych wywo
dzących się z układu limfatycznego.

Należy pamiętać, że dla określenia przynależności limfocytów do 
różnych subpopulacji mają zastosowanie oprócz receptorów także inne 
markery, np. antygeny powierzchniowe, niektóre enzymy, a także tes
ty funkcjonalne.

Receptory wiążące antygen są jedynymi receptorami, które syntety
zowane są prawdopodobnie wyłącznie przez limfocyty i mają dla funk
cji tych komórek najistotniejsze znaczenie. Tym też receptorom poświę
cono najwięcej uwagi w niniejszym opracowaniu.

RECEPTORY LIM FOCYTÓW  B WIĄŻĄCE ANTYGEN

Receptory limfocytów B wiążące antygen nazywamy receptorami 
immunoglobulinowymi (IgR), gdyż są one identyczne z wolnymi immu- 
noglobulinami (Ig) uwalnianymi przez dany limfocyt B do środowiska
[6, 99, 107].

Powstaje więc pytanie, dlaczego jedne immunoglobuliny związane 
są z błoną komórkową, a drugie w stanie wolnym opuszczają komórkę. 
Jedna z hipotez próbujących odpowiedzieć na to pytanie zakłada, że 
w pęcherzykach wydzielniczych te dwa typy immunoglobulin zacho
wują się odmiennie (ryc. 1). Jedne z nich związane są fragmentem Fc 
z wewnętrzną powierzchnią pęcherzyka wydzielniczego, drugie zaś 
znajdują się w nim w stanie wolnym [139]. Sugeruje się, że te ostatnie 
immunoglobuliny zawierają więcej grup węglowodanowych [81]. Z chwi
lą połączenia się błony pęcherzyka wydzielniczego z błoną komórkową, 
wolne Ig wydzielane są do środowiska, natomiast cząsteczki Ig związa
ne z błoną pęcherzyka stają się receptorami immunoglobulinowymi 
(IgR), gdyż błona pęcherzyka zostaje włączona do błony komórkowej *. 
IgR mają okres półtrwania w błonie komórkowej rzędu 10 godzin 
i wydaje się, że w sposób ciągły uwalniane są do środowiska wraz 
z fragmentem błony komórkowej, co następnie równoważone jest 
syntezą nowych receptorów [139, 143]. Inny składnik błony komórko
wej, badany w tym samym doświadczeniu, antygen H-2 jest daleko 
bardziej stabilny, co świadczy o selektywności procesu.

* W yniki nowszych badań  sugerują , że syntezę IgR limfocytów B i wolnych 
immunoglobulin przez niego uw alnianych odpow iadają  różne mRNA. Części s ta 
łe łańcuchów  ciężkich IgR są dłuższe i zaw iera ją  dodatkow e am inokw asy tw o 
rzące fragm ent o własnościach hydrofobow ych odpowiedzialny za związanie IgR 
z błoną kom órkową.
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Istniała opinia, że wszystkie receptory immunoglobulinowe okreś
lonego limfocyta B są, przynajmniej w określonym czasie, identyczne. 
Przekonanie to opierało się na obserwacji podobieństwa miejsc wiążą
cych antygen w IgR i humoralnych przeciwciałach produkowanych

Y  <—  Fragment Fab 
<—  Fragment Fc
IMMUNOGLOBULIMA

Rye. 1. T ranspo rt  w ew nątrzkom órkow y immunoglobulin. W pęcherzykach  wydziel- 
niczych mogą znajdować się dwa typy immunoglobulin: nie związane z błoną (1) 
lub z n ią  związane (3). Po fuzji pęcherzyków  wydzielniczych z błoną kom órkow ą 
następu je  wydzielenie hum oralnych  im m unoglobulin  (2) lub pojaw ienie  się recep
torów  im munoglobulinowych na powierzchni limfocyta (4, 5). Być może oba typy

im m unoglobulin  mogą znajdować się w  jednym  pęcherzyku

przez ten limfocyt [2, 9] oraz sugestii, że dany limfocyt produkuje im- 
munoglobuliny identyczne pod względem markerów izo-, allo- i idio- 
typowych. (Markery izotypowe określają na podstawie różnic i podo
bieństw antygenowych odmiany immunoglobulin związane z przynależ
nością do klasy, podklasy, typu, podtypu. Markery allotypowe określa
ją formy alleliczne, a idiotypowe cechy osobnicze swoiste dla każdej 
cząsteczki immunoglobuliny.) Ta ostatnia sugestia opierała się w głów
nej mierze na fakcie, że immunoglobuliny (lub ich fragmenty) produ
kowane przez komórki nowotworowe wywodzące się z komórek plazma- 
tycznych (plasmocytoma) są pod każdym względem identyczne w okre
ślonym procesie nowotworowym. Obecnie poglądy te uległy częściowej 
rewizji. Okazało się bowiem, że na powierzchni limfocyta mogą równo
cześnie współistnieć IgR należące do różnych klas [37, 42, 64, 115, 126, 
140]. Istnieją również doniesienia świadczące o zdolności limfocytów 
do równoczesnej produkcji różnych Ig przeciw dwu różnym antygenom 
[22], a nawet zdolności jednej cząsteczki Ig do wiązania dwóch różnych 
antygenów do dwu różnych miejsc fragmentu Fab [8, 23],
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Komórki macierzyste limfocytów B w życiu płodowym pojawiają 
się w wątrobie [82] u myszy w drugim [69], u królika w 3-4 tygodniu
[53], a u człowieka w 8 tygodniu [69]. Najwcześniejszym markerem 
umożliwiającym identyfikację tych komórek jest obecność immunoglo
bulin klasy IgM w cytoplazmie komórki [53, 69]. W tym okresie życia 
płodowego nie stwierdza się jeszcze komórek limfoidalnych z IgR [69]. 
Dopiero potem obserwuje się limfocyty B z powierzchniowymi recep
torami klasy IgM [49], a następnie limfocyty B mające na swej po
wierzchni równocześnie receptory klasy IgM i IgD [42, 64, 115, 126, 140]. 
U człowieka dorosłego większość limfocytów B należy właśnie do tej 
ostatniej grupy, tzn. ma równocześnie IgR klasy IgM i IgD [37]. Recep
tory o strukturze podobnej do IgD znaleziono również na limfocytach 
B królika [31, 144], Pojawienie się na powierzchni limfocytów B recep
torów klasy IgD wiąże się z mniejszą wrażliwością tych limfocytów 
płodowego nie stwierdza się jeszcze komórek limfoidalnych z IgR [69]. 
na indukcję tolerancji immunologicznej [37, 138]. I tak surowica skie
rowana przeciw IgD zwiększa produkcję przeciwciał klasy IgG w odpo
wiedzi immunologicznej, co wyjaśnia się pobudzeniem immunoglobu- 
linowego receptora identycznego z IgD [79]. Łatwość indukowania to
lerancji w życiu płodowym można by zatem tłumaczyć przewagą rece
ptorów IgM na limfocytach B. Natomiast pojawienie się dodatniej rea
ktywności immunologicznej wydaje się być w związku z pojawieniem 
się receptorów IgD. Być może jednak przyczyną powyższych różnic 
w reaktywności immunologicznej jest obserwowany przez niektórych 
badaczy brak powtórnego ujawnienia się IgR na płodowych i noworod
kowych limfocytach B po ich endocytozie, która — jak dalej wyjaś
niono — jest następstwem reakcji z antygenem [15]. U dorosłego czło
wieka tylko niewielki odsetek limfocytów posiada na swej powierzchni 
receptory klasy IgG lub IgA. Ocenia się, że limfocyt B ma na swej po-, 
wierzchni około 1 X 105 cząsteczek IgR [134, 135].

Receptory immunoglobulinowe, podobnie jak inne białka błonowe, 
mogą przesuwać się w płaszczyźnie błony. Traktowanie limfocytów B 
przeciwciałami skierowanymi przeciw immunoglobinom lub reakcja 
swoistych antygenów wielowartościowych z receptorami immunoglobu- 
linowymi prowadzi do szeregu zdarzeń dających się wytłumaczyć prze
mieszczaniem receptorów immunoglobulinowych w płaszczyźnie błony 
na skutek łączenia cząsteczki przeciwciała lub antygenu jednocześnie 
z dwoma lub więcej receptorami. Kolejność tych zdarzeń można przed
stawić następująco [26, 29, 73, 102, 136]: 1. skupianie się IgR w drobne 
plamkowate skupiska (patching), 2. skupianie się plamek na jednym 
biegunie komórki z wytworzeniem charakterystycznej czapeczki (capp
ing), 3. endocytoza skupionych na biegunie limfocyta kompleksów. Ten
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ostatni proces zaczyna się już w czasie tworzania się plamek [94]. Opi
sane procesy znane są także w odniesieniu do innych komponent zwią
zanych z błoną komórkową innych typów komórek. W wyniku opisanych 
zmian kompleksy antygen—receptor ulegają endocytozie, niewielka jed
nak ich część uwalnia się od błony i pojawia w środowisku [29, 108].

Nieoczekiwanie, okazało się, że nie ma korelacji między opisanymi 
zmianami obserwowanymi po połączeniu antygenów wielowartościo- 
wych z IgR limfocytów B a aktywacją limfocytów prowadzącą do ich 
proliferacji i produkcji komórek efektorowych odpowiedzi immunolo
gicznej [152]. Wydawałoby się, że związanie swoistych antygenów przez 
IgR limfocyta B powinno być sygnałem prowadzącym do jego aktywa
cji. Jednak problem co jest zasadniczym bodźcem prowadzącym do ak
tywacji limfocyta i przez jakie receptory bodziec ten jest przekazywany 
pozostaje dotychczas nie rozwiązany. Wiadomo, że tylko nieliczne an
tygeny (tzw. grasiczoniezależne) mogą aktywować limfocyty B bez po
mocy limfocytów T. Do antygenów grasiczoniezależnych należą między 
innymi lipopolisacharyd (LPS) ze ściany bakterii Gram-ujemnych, dek
stran, oczyszczona tuberkulina (purifield protein derivative — PPD) 
[104]. Znaczna większość antygenów jest niezdolna do bezpośredniej ak 
tywacji limfocytów B i wymaga pośrednictwa (kooperacji) limfocytów 
T. Antygeny takie nazywamy grasiczozależnymi. Współdziałanie limfo
cytów T polega na produkcji przez nie (limfocyty takie zwane są limfo
cytami T pomocniczymi; T helper — Th) pewnych czynników humo- 
ralnych [59]. Dopiero łączne oddziaływanie antygenu i wspomnianych 
czynników (zwanych pomocniczymi) na limfocyt B prowadzi do jego 
aktywacji.

Obserwacje te są podstawą hipotezy, w której założono, że do akty
wacji limfocyta B potrzeba dwu sygnałów [14], z których jeden pocho
dzi bezpośrednio z antygenu i w przenoszeniu tego sygnału po
średniczą IgR, drugi zaś pochodzi z limfocytów T przy czym receptor 
(określany czasami jako akceptor) przenoszący ten sygnał nie został
dotąd bliżej poznany [132].

Postawiono również hipotezę, według której próbuje się pomniej
szyć znaczenie receptorów immunoglobulinowych limfocytów B i za
kłada się, że jedynym sygnałem prowadzącym do aktywacji limfocyta B 
jest sygnał przekazywany przez czynnik aktywujący, który w odpo
wiedzi na antygeny grasiczozależne wydzielany jest przez limfocyty T, 
a w przypadku grasiczoniezależnych obecny jest w cząsteczce antygenu 
uniezależniając limfocyt B od pomocy limfocytów T. Ta ostatnia hipo
teza w przeciwieństwie do poprzedniej nazywa się hipotezą jednego 
sygnału [85].

Żadna z tych hipotez nie tłumaczy wszystkich zjawisk obserwowa
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nych przy aktywacji limfocytów B, ale każda z nich zakłada istnienie 
bliżej nieokreślonego receptora (akceptora), który współdziałałby z IgR 
(model dwu sygnałów) albo byłby jedynym receptorem przenoszą
cym bodziec aktywujący (model jednego sygnału). Hipoteza jedne
go sygnału jest pozornie sprzeczna ze znaczeniem, jakie tradycyjnie 
przypisujemy IgR w procesie aktywacji limfocytów B, dlatego wyma
ga ona krótkiego komentarza. Hipoteza opiera się głównie na następu
jących spostrzeżeniach [85]: 1. wszystkie antygeny grasiczoniezależne 
posiadają własności poliklonalnych aktywatorów limfocytów B, tzn. że 
w odpowiednio wysokich stężeniach zdolne są do pobudzenia wszystkich 
limfocytów B bez względu na swoistość IgR, 2. myszy niezdolne z gene
tycznych względów do odpowiedzi na LPS (lipopolisacharyd) nie są 
również zdolne do odpowiedzi na determinanty antygenowe sztucznie 
z innymi aktywatorami. Według hipotezy jednego sygnału (ryc. 2) lim-

Rys. 2. I lu s trac ja  hipotezy „jednego sygnału” dla ak tyw ac ji  limfocytów B

I. G r a s i c z o n i e z a l e ż n e  a n t y g e n y  z d o l n e  s ą  d o  p o b u d z e n i a  k a ż d e g o  l i m f o c y t a  B  (n p .  1 i 2) p o d  
w a r u n k i e m ,  ż e  s t ę ż e n i e  a n t y g e n u  j e s t  d o s t a t e c z n i e  d u ż e .  P r z y  n i ż s z y c h  s t ę ż e n i a c h  a n t y g e n  
w i ą ż ą c  s i ę  z I g R  s w o i s t y m i  d l a  a n t y g e n u  k o n c e n t r u j e  s i ę  n a  p o w i e r z c h n i  o d p o w i e d n i e g o  
l i m f o c y t a  B, k t ó r y  t y m  s a m y m  u l e g a  p o b u d z e n i u  ( t z n .  l i m f o c y t  1, a l e  n i e  2); I I .  G r a s i c z o z a -  
l e ż n e  a n t y g e n y  w i ą ż ą c  s ię  z e  s w o i s t y m i  d l a  n i c h  I g R  p o w o d u j ą ,  ż e  s w o i s t e  c z y n n i k i  p o m o c n i 
c z e  w y d z i e l o n e  p r z e z  o d p o w i e d n i o  s w o i s t e  d l a  t e g o  a n t y g e n u  l i m f o c y t y  T h  ł ą c z ą  s ię  g ł ó w 
n i e  z l i m f o c y t e m  B  z a w i e r a j ą c y m  s w o i s t e  I g R  i a n t y g e n  ( t z n .  z l i m f o c y t e m  3, a  n i e  4). 
P r z y  d u ż y m  s t ę ż e n i u  c z y n n i k ó w  p o m o c n i c z y c h  m o g ą  o n e  p o b u d z a ć  w s z y s t k i e  l i m f o c y t y  B

( tz n .  n p .  3 i  4)
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focyt B aktywowany jest przez czynnik wydzielany przez limfo
cyty Th (pomocnicze limfocyty T) w przypadku odpowiedzi na antygen 
grasiczozależny, natomiast w przypadku odpowiedzi na antygen gra- 
siczoniezależny przez czynnik stanowiący integralną część antygenu. 
Receptory immunoglobulinowe służyłyby tylko do tworzenia pomostu 
między limfocytem B i związanym z antygenem czynnikiem aktywu
jącym oraz do „zagęszczania” czynników aktywujących na powierz
chni limfocyta B. Ponieważ czynnik pomocniczy limfocyta Th ma podo
bnie jak immunoglobuliny zdolność swoistego wiązania antygenu [41], 
to w odpowiedzi na antygen grasiczozależny wspomaga on (aktywuje) 
tylko te limfocyty B, które związały określony antygen. Dzieje się 
tak dlatego, że czynnik przyłączając się do antygenów związanych 
uprzednio przez IgR odpowiedniego klonu limfocytów B aktywuje te 
właśnie limfocyty B. Jeżeli przytoczone rozważania są słuszne, to na
leży spodziewać się, że odpowiednio wysokie stężenie swoistych czyn
ników pomocniczych wydzielonych przez limfocyty Th spowoduje podo
bny skutek jak poliklonalne aktywatory limfocytów B, gdyż czynniki 
wejdą w kontakt ze wszystkimi limfocytami B bez względu na swo
istość ich IgR. Doświadczenia potwierdziły to przypuszczenie [19, 41], 
co jest jeszcze jednym pośrednim argumentem przemawiającym za hi
potezą jednego sygnału, choć oczywiście nie może stanowić dowodu jej 
słuszności.

RECEPTORY LIMFOCYTÓW  T WIĄŻĄCE ANTYGEN

Limfocyty T mają receptory zdolne do swoistego wiązania antygenu 
[1]. Pomocnicze limfocyty T (Th) kooperują z limfocytami B w odpo
wiedzi typu humoralnego, supresorowe limfocyty T (Ts) hamują odpo
wiedź tego rodzaju, a cytotoksyczne limfocyty T zabijają określone ko
mórki docelowe. Wszystkie te procesy mają charakter swoisty. Dotych
czas jednak struktura receptorów limfocytów T budzi kontrowersje. 
Standardowymi metodami, tj. za pomocą znakowanych fluorochromami 
przeciwciał, nie można wykryć receptorów immunoglobulinowych (IgR)
na powierzchni limfocytów [65, 137]. Z tego powodu wykrycie IgR na
powierzchni limfocytów ludzkich za pomocą bezpośredniej metody im-
munofluorescencji z zastosowaniem przeciwciał przeciw ludzkim im-
munoglobulinom jest na ogół przyjmowane jako dowód przynależności
do limfocytów B. Przy użyciu bardziej czułych metod, jak znakowanie
białek powierzchni komórki radioaktywnym jodem, ich solubilizacja
i wytrącenie swoistymi przeciwciałami przeciw immunoglobulinom,
można wykryć IgR na powierzchni limfocytów T [4, 27, 45], przy czym
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jest ich mniej niż na limfocytach B [134] i wydają się różne od analo
gicznych receptorów limfocytów B. Miejsca wiążące antygen w recep
torach immunoglobulinowych limfocytów B i T są prawdopodobnie iden
tyczne [10, 11]. Nie stwierdza się jednak obecności w IgR limfocytów 
T markerów charakterystycznych dla części stałych łańcuchów ciężkich. 
Być może są one różne od znanych nam markerów lub te części łań
cuchów ciężkich są zagłębione w błonie komórkowej i tym samym nie
dostępne dla skierowanych przeciw nim przeciwciał [105]. Receptory 
limfocytów T wiążące antygen różnią się również funkcjonalnie od ana
logicznych receptorów limfocytów B. Limfocyty T rozpoznają bowiem 
pewne antygeny, na przykład antygeny wirusowe, słabe antygeny tran
splantacyjne w powiązaniu z silnymi antygenami zgodności tkankowej 
[131, 142]. W następstwie zakażenia myszy wirusem lub uczulenia synge- 
nicznymi (tj. pochodzącymi od zwierzęcia tego samego szczepu wsob
nego) komórkami transformowanymi wirusem, powstają cytotoksycz- 
ne limfocyty T zdolne do lizy autogenicznych (tj. własnych) i synge- 
nicznych, lecz nie allogenicznych komórek wirusowych transformowa
nych tym wirusem. Aby wytłumaczyć to zjawisko, przyjęto hipotezę, 
że dla zaistnienia cytotoksyczności konieczna jest zgodność między cy- 
totoksycznymi limfocytami T i transformowanymi wirusem komórka
mi docelowymi w zakresie antygenów głównego systemu zgodności 
tkankowej (MHC), czyli u myszy systemu H-2. Dla zjawiska tego przy
jęto termin „ograniczenie zależne od H-2” (H-2 restrykcja). Wykazano 
w badaniach kooperacji limfocytów T i B oraz limfocytów T i makro- 
fagów w procesie odpowiedzi immunologicznej, że skuteczna kooperacja 
zachodzi tylko w przypadku zgodności obu populacji komórek w zakre
sie systemu H-2, a konkretnie genów regionu I u myszy [30, 110]. Oka
zało się także, że jako „własne” rozpoznają limfocyty T komórki doce
lowe posiadające antygeny transplantacyjne obecne na komórkach na
błonkowych grasicy, w której limfocyty T dojrzewały [141, 153]. W dal
szych pracach wykazano, że tzw. „H-2 restrykcja” (albo ogólniej „MHC 
restrykcja”) nie jest całkowita i raczej można mówić o „H-2 preferen
cji”, gdyż okazuje się, że limfocyty T uczulone transformowanymi wi
rusem komórkami syngenicznymi zdolne są w pewnym stopniu również 
do cytotoksycznej odpowiedzi przeciw allogenicznym komórkom doce
lowym transformowanym tym wirusem [20, 24, 77] i że kooperacja 
między limfocytami T i B oraz limfocytami T i makrofagami w ukła
dzie allogenicznym jest możliwa [133]. Nie wiadomo dotychczas czy 
„H-2 restrykcja” polega na zgodności między cytotoksycznymi limfo
cytami T i transformowanymi wirusem komórkami docelowymi, czy 
też po prostu na zgodności między komórkami docelowymi i komórka
mi użytymi pierwotnie do immunizacji. Istnieją bowiem doniesienia su
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gerujące, że indukcja odpowiedzi cytotoksycznej in vivo nie podlega 
,,H-2 restrykcji”, a obserwuje się jedynie, że cytotoksyczne limfocyty 
T będą skutecznie zabijać komórki docelowe zgodne pod względem an
tygenów systemu H-2 z komórkami pierwotnie użytymi do immuniza-
cji [77].

Zjawisko ,,H-2 restrykcji” próbuje się tłumaczyć dwiema alterna
tywnymi hipotezami: 1. hipotezą „zmiany własnych antygenów” („al
tered self”) i 2. hipotezą „podwójnego rozpoznania” („dual recognition”). 
Pierwsza z nich zakłada, że antygen wirusowy reaguje z silnym anty
genem zgodności tkankowej i dopiero wtedy zmieniony tym antygen 
zgodności tkankowej jest rozpoznawany przez receptor cytotoksyczne- 
go limfocyta T. Druga hipoteza zakłada, że dla istnienia efektu cytotok- 
sycznego konieczne jest aby limfocyt T połączył się dwoma różnymi 
receptorami odpowiednio z silnym antygenem zgodności tkankowej 
i z antygenem wirusowym.

Antygeny wirusowe tworzą rzeczywiście kompleksy z antygenami 
H-2 [12], a komórki mające na swej błonie antygeny wirusowe, a nie 
posiadające antygenów H-2, nie są — według niektórych doniesień — 
wrażliwe na działanie cytotoksycznych limfocytów T [154]. Zjawisko 
„H-2 restrykcji” skłania do przypuszczenia, że limfocyty T w odpowie
dzi na pewne antygeny, na przykład wirusowe, rozpoznają równocześ
nie antygeny należące do głównego systemu zgodności tkankowej. Cy
totoksyczne limfocyty T reagując z antygenami wirusowymi rozpoznają 
równocześnie antygeny H-2K i H-2D, a pomocnicze limfocyty T odpo
wiadając na inne antygeny rozpoznają równocześnie antygeny la [153]. 
Wydaje się, że na powierzchni limfocytów T istnieją dwa typy recep
torów wiążących antygen. Jeden z nich to receptory immunoglobuli- 
nowe (IgR), drugi zaś reprezentuje receptory, których nie można wy
kryć znakowanymi przeciwciałami skierowanymi przeciw immunoglo- 
bulinom.

Przyjęcie teorii podwójnego rozpoznania, przy założeniu dwu recep
torów dla antygenów głównego systemu zgodności tkankowej, posłużyło 
do zaproponowania trzyreceptorowego modelu namnażania limfocytów 
T (ryc. 3). Wyjaśnia on wybiórcze namnażanie klonów limfocytów T 
rozpoznających własne antygeny grasicy za pomocą nieimmunoglobu- 
linowych receptorów [145]. Jak wynika z rysunku, wprawdzie dojrzałe 
limfocyty zdolne są zawsze do rozpoznania własnych antygenów zgod
ności tkankowej, to jednak niektóre z nich zdolne są także do rozpozna
nia określonego alloantygenu za pomocą drugiego receptora nieimmu- 
noglobulinowego. Ze względu na dużą różnorodność receptorów zgod
ności tkankowej obecność na powierzchni jednego limfocyta dwu nie- 
immunoglobulinowych receptorów przeciw własnym antygenom jest 
rzadka.
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RECEPTORY DLA FRAGMENTU FC PRZECIWCIAŁ

Receptory dla fragmentu Fc przeciwciał (FcR) występują nie tylko 
na limfocytach [35, 54, 91, 92, 96, /28, 146] ale także na powierzchni 
na przykład makrofagów i granulocytów. Receptory dla Fc mają tylko 
słabe powinowactwo do wolnych przeciwciał, które nie związały anty
genu [103]. Dopiero po połączeniu antygenu z fragmentem Fab prze
ciwciała fragment Fc (dokładniej trzecia pętla części stałej łańcucha 
ciężkiego) ulega zmianom umożliwiającym połączenie z receptorem. 
Wspólną funkcją, którą FcR nadaje zarówno limfocytom [32, 67, 116, 
117], jak i granulocytom [40, 52] i makrofagom [76] jest ich cytotok- 
syczność zależna od przeciwciał (antibody — dependent cell-mediated 
cytotoxicity — ADCC) (ryc. 4). Polega ona na tym że pewne przeciw
ciała wiążą się w sposób swoisty z antygenami komórki docelowej, ale 
nie prowadzą do jej lizy, gdyż nie wiążą dopełniacza. Dopiero przyłą-

Rys. 3. Schem at e tapów  dojrzew ania limfocytów T [145]

czenie się komórek efektorowych mających receptor dla Fc do frag
mentu Fc przeciwciał opłaszczających prowadzi do lizy komórki do
celowej. Komórki efektorowe w tym przypadku odgrywają rolę, którą 
można porównać do roli dopełniacza w cytotoksyczności zależnej od 
przeciwciał wiążących dopełniacz. Wiązanie między komórką efektoro- 
wą i opłaszczającymi przeciwciałami jest nieswoiste.
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Inną funkcją, która zależna jest od FcR, ale która ujawnia się tylko 
w granulocytach i makrofagach jest immunofagocytoza [5, 28], czyli 
pochłanianie antygenów, które związały swoiste przeciwciała (i pewne

Rys. 4. Cytotoksyczność kom órkow a zależna od przeciwciał. K om órka docelowa 
opłaszczona zostaje swoistymi przeciw ciałam i (2), nieswoista kom órka efektorow a 
posiadająca receptor dla f ragm en tu  Fc przeciwciała przyłącza się do opłaszczonej 
przeciwciałem  kom órki docelowej (3), co prow adzi do zniszczenia kom órki doce

lowej (4)

składniki dopełniacza). W zjawisku immunofagocytozy współdziałają 
również receptory dla składników dopełniacza [5, 28, 122], z tym, że 
receptory dla dopełniacza wydają się odpowiadać głównie za wiązanie 
fagocytowanego materiału, a FcR za fagocytozę [28]. W dojrzewaniu 
limfocytów B, FcR pojawiają się po ujawnieniu się IgR, a przed poja
wieniem się receptorów dla dopełniacza (CR) [148]. Na limfocytach w y
kryto FcR dla następujących klas przeciwciał: IgG (FcyR) [46, 83], IgM 
(FcfiR) [35, 36, 66, 84, 109, 118] IgA (FcaR) [50, 74, 75, 129] i IgE 
(FceR) [38, 124, 149, 150], Niektóre limfocyty wydają się również po
siadać receptory dla fragmentu wydzielniczego przeciwciał klasy IgA 
[121], Olbrzymia większość dojrzałych limfocytów B (około 90%) ma 
zarówno FcyR, jak i FcuR, [95]. Wśród limfocytów T około 20% po
siada FcyR i około 75% FcuR, a pozostałe nie posiadają receptorów 
dla fragmentu Fc przeciwciał [86]. Limfocyty T posiadające FcyR 
odpowiadają supresorowym limfocytom T (Ts), natomiast posiadające
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Fcj.iR pomocniczym (Th) [88]. Receptory FcyR mają słabsze powino
wactwo do fragmentu Fc i dłuższy okres półtrwania w błonie komór
kowej w porównaniu z FcąR [87]. Receptory FcR występują również 
na powierzchni tzw. limfocytów trzeciej populacji [98]. Do tej grupy za
licza się limfocyty nie mające markerów limfocytów B ani T. Populację 
tę określano jako limfocyty N (nuli) [18] lub U (unidentified), lub L. 
Ta ostatnia nazwa pochodzi z podziału limfocytów ludzkich nie tworzą-

Ę

cych spontanicznych rozetek z erytrocytami owcy na: 1. limfocyty 
z IgR (limfocyty B), 2. limfocyty z immunoglobulinami związanymi 
mniej trwale przez FcR (membrane-Labile IgG receptors) [57, 58]. 
Nazwy te nie są najodpowiedniejsze, gdyż tylko bardzo niewiele lim
focytów nie ma żadnych receptorów lub markerów i nawet limfocyty 
N mają między innymi FcR. Do limfocytów trzeciej populacji należą 
również tzw. komórki K (Killer) posiadające FcyR, receptory dla skła
dników dopełniacza (CR) i zdolne do wspomnianej wcześniej cytotoksy- 
czności komórkowej zależnej od przeciwciał [117], a także komórki 
macierzyste limfocytów. FcR na powierzchni komórek K wydają się po
siadać większą chwytliwość, są gęściej ułożone i oporne na działanie 
trypsyny w przeciwieństwie do FcR na powierzchni limfocytów B [90]. 
Jest rzeczą znamienną, że receptory FcyR izolowane z supresorowych 
limfocytów T mają własności hamowania odpowiedzi typu humoral- 
nego [61, 89]. Wydaje się również, że limfocyty T mogą wychwytywać 
i lokalizować na swej powierzchni FcR uwolnione z makrofagów [70]. 
Traktowanie limfocytów przeciwciałami skierowanymi przeciw antyge
nom la u myszy lub HLA-D u człowieka blokuje receptory dla Fc 
[123, 127], co można tłumaczyć obecnością tych determinant an ty
genowych w cząsteczce receptora lub bliskim położeniem w błonie ko
mórkowej antygenu i receptora.

RECEPTORY DLA SKŁADNIKÓW  DOPEŁNIACZA

Receptory dla składników dopełniacza występują podobnie jak FcR 
zarówno w limfocytach [130], jak i na granulocytach i makrofagach 
[3, 101, 111], Na tych ostatnich dwóch grupach komórek współdziała
ją one z FcR w immunofagocytozie [5].

Receptory dla składników dopełniacza (CR) występują głównie na 
powierzchni limfocytów B [83], ale także na limfocytach T [120]. Wy
daje się, że obecność CR nadaje limfocytom B zdolność do odpowiedzi 
na antygeny grasiczozależne [71]. Rozróżniamy dwa receptory dla skła
dników dopełniacza: CR1 i CR2. Receptor CR1 ma zdolność łącze
nia się ze składnikami dopełniacza C3b i C4b, natomiast CR2 ze skła-
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dnikiem C3d [100, 112], który powstaje z C3b pod wpływem akty
watora C3 i po odłączeniu się składnika C3c [100]. W trakcie różnico
wania się komórek, najpierw pojawiają się CR2, a następnie CR1.

#

W trakcie dalszego różnicowania komórek, CR2 przestają być w ykry
wane. Receptory dla C3 wiążą również składnik C5 dopełniacza [68], 
a ich czas odnowy w błonie wynosi około 3-4 godzin [113].

INNE RECEPTORY LIMFOCYTÓW

Limfocyty tworzą spontaniczne rozetki z erytrocytami. Choć od
powiedzialne za wiązanie erytrocytów receptory lub miejsca wiążące 
nie zostały dokładnie zbadane, zdolność do tworzenia spontanicznych 
rozetek przez limfocyty jest wykorzystywana do identyfikacji poszcze
gólnych subpopulacji limfocytów. Tworzenie spontanicznych rozetek 
z normalnymi (nieopłaszczonymi przeciwciałami) erytrocytami owcy jest
powszechnie używane do identyfikacji ludzkich limfocytów T [13, 21]. 
Rozetki takie określamy jako E w przeciwieństwie do rozetek tworzo
nych przez erytrocyty opłaszczone przeciwciałami (rozetki EA) lub prze
ciwciałami w obecności składników dopełniacza (rozetki EAC), które 
służą do wykrywania odpowiednio receptorów FcR i CR. Część limfo
cytów T tworzy rozetki już w ciągu pięciu minut w przeciwieństwie do 
pozostałych wymagających około 60 min inkubacji z erytrocytami owcy. 
Te pierwsze rozetki określane są jako „aktywne” [34, 147, 151]. Tworzy 
je subpopulacja limfocytów T posiadająca receptory o wysokiej chwytli- 
wości dla erytrocytów owcy. Pewna subpopulacja ludzkich limfocytów 
T tworzy spontaniczne rozetki z własnymi (autogenicznymi) erytrocy
tami [16, 17], przy czym odsetek tych limfocytów maleje wraz z roz
wojem nowotworu [17]. Ludzkie limfocyty T tworzą spontaniczne ro
zetki z erytrocytami małpy rezus [72], a limfocyty B i limfocyty trze
ciej populacji z erytrocytami małpy Macaca speciosa [93] i z erytrocy
tami mysimi [7, 47, 125].

Na powierzchni limfocytów występują również inne receptory, jak 
na przykład dla histaminy [114, 119], prostaglandyn [43], insuliny w przy
padku pobudzonych limfocytów [55, 56], poly I : C [25], adenozyny 
[80], ale znaczenie tych receptorów nie jest jeszcze dostatecznie pozna
ne. Wiadomo, że histamina hamuje niektóre funkcje limfocytów, jak: 
cytotoksyczność limfocytów T, wydzielanie czynnika hamowania mi
gracji makrofagów oraz produkcję przeciwciał [114]. Podobnie adenozy
na stymulując syntezę cAMP [80] również wpływa hamująco na różne 
funkcje limfocytów.

Na limfocytach B znajdują się receptory dla wirusa Ebstein-Barra 
(EBV) [44, 60], a na limfocytach T receptory dla wirusa odry [106] i dla
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lektyny izolowanej ze ślimaka Helix promatia [51]. Jak już wspomnia
no we wstępie obecność różnych receptorów na powierzchni limfocy
tów przyczynia się do ich łatwiejszego klasyfikowania, jak i identyfi
kacji wywodzących się z nich komórek nowotworowych [48]. Prawdo
podobnie większość tych receptorów o często nieznanym znaczeniu obec
na jest także na powierzchni niektórych innych komórek i tylko łatwość 
badania limfocytów przyczynia się do wykrywania na ich powierzchni 
tych receptorów.
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RECENZJE

Biochemistry and structure of Cell Organelles. Książka wydana w roku 
1980 przez Blackie and Son Limited, Bishopbrigs Glasgow G 64, 2 NZ.

Autorzy książki: Robert Reid, biochemik, jest wykładowcą na Uni
wersytecie w Yorku, i Rachela Leech, botanik, studiowała cytologię 
roślin na Uniwersytecie w Oxfordzie, obecnie jest profesorem na Uni
wersytecie w Yorku. Różnie można przedstawić strukturę i funkcje 
komórki dzieląc pełne „quantum” naszej wiedzy na rozdziały ujmujące 
problem strukturalnie, czynnościowo itp. Autorzy opisali po prostu 
strukturę i chemizm wybranych, ale najważniejszych organelli komór
kowych tak  roślinnych, jak i zwierzęcych. Obok szczegółowo i nowo
cześnie opisanych organelli, jak: jądro, plastydy i chloroplasty, mito
chondria, mikrociała, siateczka śródplazmatyczna i aparat Golgiego, li- 
zosomy, autorzy umieścili dwa istotne rozdziały integrujące. Pierwszy 
z nich dotyczy przedziałowości w komórce, czyli tzw. kompartmenta- 
lizacji, oraz rozdział przedostatni (8), w którym znajdujemy informacje 
odnośnie pochodzenia poszczególnych organelli oraz przedstawione 
współdziałanie poszczególnych organelli na tle różnych szlaków meta
bolicznych. Ostatni rozdział dotyczy organelli związanych z aktywnością 
mięśniową. Jak  widać, autorzy doszli do przekonania, że komórki kurcz
liwe stanowią wyodrębnioną grupę dzięki ich krańcowej specjalizacji, 
że włączenie elementów strukturalnych oraz specyficznego biochemiz- 
mu mięśni do któregokolwiek z bardzo zwartych i ściśle określonych 
rozdziałów rozbijałoby ich strukturę.

Książka jest w zasadzie przeznaczona dla studentów biologii i medy
cyny. Należy jednak założyć, że ewentualni czytelnicy mają za sobą 
podstawy biologii i biochemii. W przypadku naszych studentów oczy
wista jest znajomość języka angielskiego. Przekazywana czytelnikowi 
wiedza na łamach tej książki jest przez autorów proporcjonalnie po
dzielona na podstawową, którą czytelnik wchłania z łatwością, gdyż 
są to mu już fakty bliżej znajome oraz nowoczesną opartą na ostat
nich osiągnięciach. Tych uczymy się łatwiej, ponieważ jawią się w tek
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ście jak nowe cegiełki uzupełniające braki w dobrze ustawionej bu
dowli. Zarówno problemy szlaków metabolicznych, jak również struk
tur, w których one biegną, autorzy opisują dynamicznie podkreślając 
stałą płynność i cykliczność procesów oraz ich morfologicznego podło
ża. W rozważaniach nad strukturą i funkcją poszczególnych organelli 
autorzy starają się, o ile to jest możliwe, opierać się na nowoczesnych 
zasadach fizyki i chemii dla podkreślenia, że są to reguły powszechnie 
obowiązujące również w biologii. Literatura, tak  klasyczna, jak i współ
czesna jest cytowana z umiarem, co w tym  przypadku można auto
rom zapisać na plus. Nadmiar cytowanej literatury  bardzo obciąża tekst 
i czyni go dla młodych adeptów nauki, a nawet już wyzwolonych, trud
nym do czytania, a zwłaszcza jeżeli nie jest on napisany w ich języku 
ojczystym. Można natomiast mieć żal do autorów, że w niektórych roz
działach pominęli nazwiska pionierów nowoczesnej cytologii na stałe 
związane z pewnymi odkryciami. Wystarczy posłużyć się tylko przy
kładem z rozdziału 6, w którym czytelnik nie znajdzie nazwiska K. R. 
Portera nierozłącznie związanego z odkryciem siateczki śródplazmatycz
nej.

Dobry i zwięźle napisany tekst autorzy ilustrują schematami oraz 
fotografiami fragmentów komórek widzianych w mikroskopie elektro
nowym. Schematy i modele procesów oraz organelli są przejrzyste i po
mysłowe, natomiast wiele fotografii można by było zastąpić lepszymi. 
Równolegle do pochwał, które bezsprzecznie należą się autorom za ich 
ciekawe ujęcie zagadnienia recenzent zmuszony jest również do w yt
knięcia tych uchybień, które utrudniają przyswajanie tekstu, a głównie 
ilustrujących go schematów. Należą do nich nie opisane nieliczne na 
szczęście skróty literowe, których znaczenia można się jedynie domy
ślać. Wytknięte tutaj z obowiązku recenzenta niedociągnięcia nie umniej
szają wartości tego dzieła, które godne jest nabycia dla bibliotek przy 
zakładach biologicznych, medycznych i rolniczych.

W incenty K ila rsk i

Aspects of animal movement pod redakcją H. Y. Elder’a i E. R. True- 
m an’a. Książka została wydana przez znaną firmę wydawniczą Cam
bridge University Press, Cambridge, London, New York, New Rochelle, 
Melbourne i Sydney, 1980.

Omawiana książka jest zbiorem wybranych wykładów jakie zostały 
wygłoszone w czasie sympozjum Towarzystwa Biologii Eksperymental
nej (Society for Experimental Biology), które odbyło się w Reading
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w grudniu 1978. Książka ukazała się na rynku księgarskim w drugiej 
połowie 1980 r., a więc w niespełna półtora roku po Sympozjum.

Obaj redaktorzy, fizjolog z Uniwersytetu w Glasgow (Elder) i zoolog 
z Uniwersytetu w Manchester (Trueman), dokonali właściwego wyboru 
autorówr, którzy prezentowali najnowsze poglądy na zagadnienia zwią
zane z ruchem zwierząt. Autorzy poszczególnych rozdziałów sami są 
wybitnymi specjalistami w omawianych przedmiotach i oni to na pod
stawie własnych badań i eksperymentów kształtowali te najnowsze po
glądy na zjawiska związane z lokomocją zwierząt. Na samym początku 
należy zaznaczyć, że dzieło jest przeznaczone dla zaawansowanych stu
dentów biologii specjalizujących się w fizjologii ruchu, jak również dla 
ściśle ukierunkowanych, dojrzałych pracowników nauki.

Książka zawiera rozważania na temat mechanizmu skurczu mięśni, 
metod koordynacji z jakimi spotykamy się w świecie zwierząt. Bardzo 
dobry znawca zagadnienia Goldspink dyskutuje w pierwszym rozdziale 
problemy optymalizacji w wykorzystaniu energii przez różne typy włó
kien mięśniowych, ich własności biochemiczne oraz możliwości adapta
cyjne do skrajnych temperatur spotykanych w środowisku naturalnym. 
W podsumowaniu pierwszego rozdziału G. Goldspink dochodzi do prze
konania, że wszystkie jak do tej pory zaobserwowane zjawiska są moż
liwe do zrozumienia jedynie na bazie teorii ślizgowego przemieszczenia 
się filamentów.

Czytelnik znajdzie w omawianej książce 9 rozdziałów, w których 
kolejno dyskutuje się udział szkieletu w lokomotoryce zwierząt, a zwłasz
cza możliwości magazynowania energii w różnych elementach szkiele
towych bezkręgowców oraz w ścięgnach kręgowców lądowych (roz
dział 2; J. D. Curry). Zjawiska metachronizmu w układzie lokomoto
rycznym bezkręgowców przedstawiają M. A. Sleigh i D. J. Bardów 
w rozdziale 3. Jeden z redaktorów dzieła (H. Y. Edler) omawia zasady 
perystaltyki oraz sposoby poruszania się zwierząt za pomocą tego me
chanizmu (rozdział 4); podczas gdy E. R. Trueman, w rozdziale 5 za
poznaj e czytelnika ze sposobami pływania za pomocą mechanizmów od
rzutowych, które są spotykane w obrębie parzydełkowców, mięczaków, 
a więc zwierząt pozbawionych szkieletu, a zatem podpory dla mięśni 
lokomotorycznych. Następne 4 rozdziały dotyczą mechanizmów poru
szania się w wodzie przez ryby, owady; mechanizmów lotu ptaków, 
owadów oraz skoków owadów. Dyskusje nad tymi problemami oparte
są na bardzo sumiennych studiach, które wymagały bardzo dobrej zna
jomości matematyki i zasad mechaniki oraz zastosowania przez auto
rów wyrafinowanych metod rejestracji elementów ruchu i odpowied
niej ich analizy matematycznej. Wymaga to również od czytelnika od
powiedniego przygotowania w celu pełnego zrozumienia wywodów au
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torów. Ponadto czytelnik znajdzie w recenzowanej książce rozdziały na 
temat zasad koordynacji ruchów bezkręgowców, mechanizmów chodze
nia i wreszcie obszerną podsumowującą dyskusję nad koncepcją wy
dajności mechanicznej w zastosowaniu do naziemnego sposobu poru
szania się.

Styl i sposób przedstawienia poruszanych, w niniejszej książce, pro
blemów jest różny, jak to zazwyczaj bywa w wydaniach zbiorowych. 
Ujmując rzecz generalnie należy stwierdzić, że bardzo wiele trudnych 
problemów lokomotorycznych przedstawiono tutaj w sposób zwięzły 
i w miarę przystępny. Wiele zagadnień wymaga, jak już wspomniałem, 
przygotowania matematycznego i wtedy staną się one dla czytelnika bar
dziej oczywiste. Poszczególne rozdziały są bogato ilustrowane głównie 
wykresami i schematami, jakkolwiek znajdzie również czytelnik zdję
cia poklatkowe, a nawet fotografie z mikroskopu skaningowego. Po- 

czególne rozdziały uzupełnia cytowana, przez autorów, literatura z pełsz
ną bibliografią. Książkę zamyka indeks rzeczowy.

Wincenty Kilarski
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