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W tym Zeszycie

Najczęściej dyskutujemy problemy odporności u ssaków (np. patrz 
strona 561). W tym zeszycie „Postępów” znajdziemy jednak również 
dyskusje odporności u owadów i u roślin. Zakażenie bakteryjne indukuje 
w organizmie owadów szybką i krótkotrwałą syntezę dużej liczby poli- 
peptydów odpornościowych działających na wiele gatunków bakterii. 
Prawdopodobnie w przyszłości mogą być one wykorzystane jako leki 
dla innych grup zwierząt bądź ludzi. Budowę i rolę tych peptydów oraz 
peptydów o własnościach antygrzybiczych omówiono na stronie 417.

W odpowiedzi na infekcję, rośliny uruchamiają mechanizm obronny 
obejmujący generowanie reaktywnych form tlenu, reakcję nadwrażliwo
ści, syntezę fitoaleksyn i inne procesy opisane na stronie 403.

Problemy apoptozy są w ostatnich latach często dyskutowane, również 
w „Postępach” ( 23,299,1996; 23,421,1996; 23,445,1996; 24,33,1997). 
W tym zeszycie Czytelnik znajdzie dwa następne artykuły z tego zakre
su: jeden o roli Fas,bcl-2 i IL-2 w apoptozie komórek układu odporno
ściowego (str. 561) oraz drugi dotyczący analizy wczesnego zjawiska 
apoptozy, jakim jest zmiana potencjału błonowego błon mitochondrial- 
nych (str. 575).

Obserwuje się znaczny postęp w poznawaniu etapów obróbki 
pre-rRNA. Przegląd dotyczący głównie białek uczestniczących w tym 
złożonym procesie zamieszczono na stronie 491.

Tylakoidy są miejscem realizacji wszystkich etapów fazy jasnej fotosyn
tezy. W opracowaniu na str. 469 zebrano dane dotyczące organizacji 
strukturalnej i implikacje funkcjonalne błony tylakoidalnej.
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W YKORZYSTANIE KULTUR IN  VITRO 
W BADANIACH REAKCJI OBRONNYCH ROŚLIN  

NA STRES BIOTYCZNY

T H E  U S E  O F IN  VITRO  C U L T U R E S  TO  S T U D Y  B IO T IC  ST R E SS  
IN D U C E D  P L A N T  D E F E N S E  R E A C T IO N S

Elżbieta KUŹNIAK 

Katedra Fizjologii i Biochemii Roślin, Uniwersytet Łódzki

Streszczenie: W odpowiedzi na infekcję rośliny uruchamiają mechanizm obronny obejmujący m.in. 
generowanie reaktywnych form tlenu, reakcję nadwrażliwości, syntezę fitoaleksyn, indukcję hydrolaz 
glikozydowych (3-1,3-glukanazy i chitynazy oraz procesy wzmacniające ścianę komórkową np. lignifi- 
kacja. Reakcje obronne roślin mogą być indukowane nie tylko po infekcji, ale również po potraktowaniu 
elicytorami biotycznymi i abiotycznymi. Stwierdzono, że reakcje obronne występujące w roślinach po 
infekcji funkcjonują także w kulturach in vitro zakażonych lub traktowanych elicytorami. W pracy 
zostały przedyskutowane możliwości wykorzystania układu modelowego roślinne kultury in vitro/pato- 
gen/elicytor do badania interakcji roślina/patogen i systemu transdukcji sygnałów aktywowanego w 
czasie patogenezy. Uwzględniono zwłaszcza wczesne reakcje obronne związane z generowaniem 
reaktywnych form tlenu.

Słowa kluczowe: kultury in vitro, stres biotyczny, reakcje obronne roślin, reaktywne formy tlenu, 
elicytory

Summary. Plants react to pathogen attack with a number of defense mechanisms including the production 
of active oxygen species (AOS), the hypersensitive reaction, the synthesis of phytoalexins, the induction 
of hydrolytic enzymes e. g. p -1,3-glucanase andchitinase, the construction of defensive barriers to fortify 
the cell wall against pathogens (e. g. lignification). These defense responses can also be induced by 
various biotic and abiotic elicitors. The plants defense reactions can be closely mimicked in infected or 
elicitor treated in vitro cultured cells or protoplasts. This review critically discusses the use of a model 
system - plant in vitro cultures/ elicitor/pathogen to study plant/pathogen interactions and signal 
transduction pathways activated in pathogenesis. The early plant defense reactions characterized by rapid 
AOS generation and the downstream responses promoted by AOS are discussed at considerable length 
in this paper.

Key words: in vitro cultures, biotic stress, plant defense responses, active oxygen species, elicitors
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404 E. KUŹNIAK

Odpowiedź roślin na działanie zewnętrznych czynników stresowych ma charakter 
bardzo złożony. W warunkach stresu biotycznego -  po infekcji mikroorganizmami 
patogenicznymi -  roślina uruchamia mechanizm obronny obejmujący zarówno pro
cesy prowadzące do wzmocnienia istniejących barier anatomicznych utrudniających 
wnikanie patogenów (odkładanie kalozy, lignifikacja, synteza białek bogatych w 
hydroksyprolinę), jak i cały zespół reakcji związanych z aktywną odpowiedzią ob
ronną (generowanie reaktywnych form tlenu, reakcja nadwrażliwości, synteza fi- 
toaleksyn i białek związanych z patogenezą). Dzięki istnieniu takiego wielo
składnikowego i skoordynowanego systemu obronnego rośliny mogą skutecznie 
przeciwstawiać się mikroorganizmom patogenicznym.

Reakcje obronne roślin mogą być indukowane nie tylko po infekcji, ale także 
po potraktowaniu elicytorami [54]. Termin elicytor był pierwotnie używany w sto
sunku do związków indukujących syntezę fitoaleksyn. Obecnie jest stosowany w 
odniesieniu do wszystkich czynników, które mogą indukować te same reakcje ob
ronne jak występujące po infekcji. Czynniki o właściwościach elicytujących kla
syfikuje się jako abiotyczne (UV, detergenty, sole metali ciężkich) i biotyczne. 
Elicytory biotyczne zostały wyodrębnione zarówno z mikroorganizmów patoge
nicznych (tzw. elicytory egzogenne), jak i z roślin (tzw. elicytory endogenne) i 
stanowią bardzo różnorodną grupę produktów obejmującą między innymi: oligosa- 
charydy, glikoproteiny, białka, nienasycone kwasy tłuszczowe [12, 18, 53, 69].

Złożoność interakcji roślina - patogen narzuca konieczność prowadzenia badań 
na modelach uproszczonych. Coraz większe zastosowanie do badania mechanizmów 
odpornościowych w skali komórkowej znajduje metoda kultur in vitro izolowanych 
protoplastów, komórek i tkanek oraz model doświadczalny kultury in v i tr o -elicytory. 
System kultur in vitro stwarza możliwość prowadzenia dokładnych obserwacji z 
uwagi na zastosowanie dużej liczby komórek rosnących w identycznych, kontro
lowanych warunkach. Populacja komórek w kulturze jest bardziej jednorodna niż 
w poszczególnych organach rośliny i ich reakcja na działanie czynnika elicytującego 
może być bardziej jednoznaczna. Rodzaj elicytora, jego dawka i czas oddziaływania 
z komórkami roślinnymi mogą zostać bardzo precyzyjnie określone, a łatwość wpro
wadzenia czynnika elicytującego do kultury eliminuje reakcje indukowane zranie
niem. Ponadto sterylność materiału wyklucza niepożądane działanie innych 
mikroorganizmów. Z drugiej jednak strony utrata wyspecjalizowanych cech indy
widualnych przez komórki rosnące w zawiesinie lub w postaci tkanki kalusowej 
o ciągłej aktywności merystematycznej powoduje zmiany w ich metabolizmie i 
reakcje badane w tych warunkach mogą różnić się od obserwowanych w całym 
organizmie roślinnym. Ponadto niestabilność genetyczna i pewne czynniki związane 
z techniką kultur in vitro np.: składniki podłoża hodowlanego, a szczególnie re
gulatory wzrostu roślin, warunki prowadzenia kultury (oświetlenie, temperatura, 
wytrząsanie), stres związany z procedurą izolacji protoplastów mogą znacząco wpły
wać na badane reakcje [15, 21, 37]. Zaleca się, aby w przypadku zawiesin ko
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W Y K O R Z Y S T A N IE  KULTUR IN  VITRO 405

mórkowych wykorzystywać w badaniach tzw. kultury ustalone, czyli takie, które 
w kolejnych pasażach powtarzają parametry wzrostu. Pomimo pewnych trudności 
metody kultur in vitro są coraz częściej wykorzystywane w badaniach różnych 
aspektów interakcji roślina - patogen.

KULTURY ZAWIESINOWE W BADANIACH 
MECHANIZMÓW ODPORNOŚCI ROŚLIN NA PATOGENY

Ostatnio duże zainteresowanie wywołuje udział reaktywnych form tlenu (RFT) 
w procesie patogenezy. Generowanie RFT tzw. „wybuch tlenowy” jest gwałtowną 
reakcją komórek roślin na infekcję lub traktowanie elicytorami [8, 22, 40, 42. 49]. 
Badania prowadzone w układzie kultura zawiesinowa -  elicytor wykazały, że ge
nerowanie anionorodnika ponadtlenkowego (O-T) i H2Oo następuje już kilka minut 
po dodaniu elicytora i jest jedną z najwcześniejszych reakcji obronnych komórek 
roślinnych. Stosując superczułąmetodęchemiluminescencji Kondoi wsp. [29] stwier
dzili, że w kulturach zawiesinowych soi produkcja RFT osiąga maksymalny poziom 
7 minut po potraktowaniu elicytorem z Phytophthora megasperma var. sojae i 
wraca do poziomu wyjściowego po 30 minutach. Dodanie czynników usuwających 
RFT: dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy i kwasu askorbinowego hamowało badaną 
reakcję. Wyniki potwierdzające udział RFT we wczesnej odpowiedzi obronnej ko
mórek roślinnych uzyskano m.in. w następujących układach kultury zawiesino- 
we/elicytor: pomidor/elicytor z Cladosporium fiilvum  [65], tytoń/elicytor z Erwinia 
amylovora [7], róża/elicytor z Phytophthora sp. [5] oraz w układach kultury za
wiesinowe/bakterie: tytoń/Pseudomonas syringae pv. syringae i Pseudomonas sy- 
ringae pv. glycinea [6].

W badaniach z wykorzystaniem kultur in vitro stwierdzono, że generowanie 
RFT w komórkach roślinnych w odpowiedzi na kontakt z elicytorem następuje 
dwufazowo. Faza pierwsza, niespecyficzna wobec patogena, występuje w ciągu 
kilku minut po dodaniu elicytora. Natomiast 1-3 godziny po wprowadzeniu czynnika 
elicytującego rozpoczyna się faza druga, która jest charakterystyczna wyłącznie 
dla interakcji z patogenem niekompatybilnym i ma ścisły związek z odpornością 
[37]. Stwierdzono, że w kulturach zawiesinowych tytoniu w fazie drugiej dominował 
0 2 , ale jego poziom był niższy niż w fazie pierwszej [25]. Natomiast w układzie 
kultury zawiesinowe soi/Pseiidomonas syringae w fazie drugiej następowała pro
dukcja głównie H tO t [36]. Powyższe wyniki wskazują, że zarówno kinetyka „wy
buchu tlenowego", jak i udział w nim różnych produktów częściowej redukcji tlenu 
mogą zależeć od gatunku rośliny. Ostatnie doniesienia wskazują jednak na do
minującą rolę H20 2 w mechanizmie obronnym roślin. Wiąże się ona z:

( 1 ) toksycznym oddziaływaniem bezpośrednio na patogena,
(2 ) udziałem w reakcji nadwrażliwości i
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406 E. KUŹNIAK

(3) w fortyfikowaniu ściany komórkowej przez lignifikację i zwiększanie po
przecznego usieciowania białek, co utrudnia rozprzestrzenianie się patogena [62].

Legendre i wsp. [34] ocenili, że w kulturach zawiesinowych soi traktowanych 
kwasem poligalakturonowym produkcja H-,0-, w czasie „wybuchu tlenowego” osiąga 
poziom ok. 1,2 mM H-,0-, na jednostkę masy komórek i sugerują, że jest to stężenie 
wystarczające do unicestwienia patogena, ponieważ już mikromolowe stężenie H2CL 
wystarcza do zahamowania kiełkowania zarodników grzybów [51].

Jedną z najskuteczniejszych strategii obronnych roślin stanowi reakcja nadwra
żliwości. Polega ona na gwałtownym obumieraniu komórek roślinnych w miejscach 
wniknięcia patogena i pozbawieniu go w ten sposób dostępu do składników od
żywczych, co ogranicza rozwój choroby i prowadzi do odporności. Reakcji nad
wrażliwości, uwidaczniającej się w postaci nekroz, towarzyszą gwałtowne zmiany 
metaboliczne i strukturalne w komórkach mające pewne cechy wspólne z obser
wowanymi w czasie apoptozy u zwierząt [20]. Wskazuje się, że w aktywacji reakcji 
nadwrażliwości odgrywają rolę RFT, jednak dokładny mechanizm prowadzący do 
śmierci komórek nie został jeszcze wyjaśniony. Levine i wsp. [36] wykazali, że 
w kulturach zawiesinowych soi patogen niekompatybilny -  Pseudomonas syringae 
pv. glycinea wyzwalał produkcję H-,0-, i obumieranie komórek, które ulegało spo
tęgowaniu po wprowadzeniu do kultury inhibitora katalazy. Naton i wsp. [46] zaad
aptowali układ modelowy kultury zawiesinowe/elicytor do badania reakcji 
nadwrażliwości. Opracowali warunki dla ko-kultury komórek pietruszki i zoospor 
Pliytoplithora infestans umożliwiającej precyzyjne badanie reakcji nadwrażliwości 
na poziomie pojedynczych zainfekowanych komórek. Uzyskane wyniki potwierdzają 
istnienie ścisłej korelacji między akumulacją RFT i gwałtowną śmiercią komórek 
w reakcji nadwrażliwości prowadzącą do zahamowania wzrostu grzyba patogeni
cznego. Nierozstrzygnięty pozostaje problem, czy stężenie H-,0-, produkowanego 
w czasie reakcji nadwrażliwości jest wystarczające do wywołania śmierci komórek, 
czy też pełni on tylko funkcję wtórnego przekaźnika uruchamiającego odpowiednie 
geny [62].

W odniesieniu do wielu roślin stwierdzono, że mogą one reagować wzmożoną 
aktywnością peroksydazy w odpowiedzi na infekcję lub traktowanie elicytorami 
[38, 52, 67]. Rola peroksydazy w mechanizmie obronnym roślin, oprócz udziału 
w lignifikacji [60], może polegać na inaktywowaniu fenolowych toksyn patogenów 
i utlenianiu fenoli roślinnych do form bardziej toksycznych dla mikroorganizmów 
patogenicznych. Messner i Boli [43] wykazali, że w kulturach zawiesinowych świerka 
elicytor z Rhizospliaera kcilkhoffii wywoływał indukcję peroksydaz wewnątrzkomór
kowych związanych z lignifikacją, a inakty wował peroksydazy zewnątrzkomórkowe. 
Traktowanie kultur zawiesinowych Pinus taeda „zmiataczami” H-,02 hamowało 
lignifikację, co wskazuje na niezbędność H-,0-, w tym procesie [48]. Uważa się, 
że w lignifikacji uczestniczą izoformy anionowe peroksydazy [19], jednak dostępne 
dane literaturowe są niejednoznaczne. Wyniki Małolepszej i Urbanka [39] prze
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mawiają za udziałem anionowej frakcji peroksydazy (pi 4,8) w reakcji kultur za
wiesinowych fasoli pod wpływem elicytora z grzybni Botrytis cinerea. Natomiast 
przeciwstawnych danych dostarczają badania udziału różnych izoform peroksydazy 
w procesie lignifikacji prowadzone na kulturach komórkowych gruszy [2]. Pero
ksydazy i FFO-, biorą również udział w procesie przeprowadzania białek ściany 
komórkowej bogatych w hydroksyprolinę w formę nierozpuszczalną [9]. Jest to 
drugi, obok lignifikacji mechanizm prowadzący do wzmocnienia bariery fizycznej 
utrudniającej wnikanie patogenado komórek roślinnych. Otte i Barz [50] stwierdzili, 
że w czasie od 5 do 20 minut po dodaniu elicytora w kulturach zawiesinowych 
Cicer arietinum  następuje przeprowadzenie białek bogatych w prolinę i hydro
ksyprolinę w formę nierozpuszczalną. W tym samym czasie stwierdzono chemi- 
luminescencyjnie wzmożone wytwarzanie H0O2. Zastosowanie specyficznych 
inhibitorów pozwoliło na potwierdzenie zależności między tymi procesami. Brown- 
leader i wsp. [ 10] wyodrębnili i scharakteryzowali izoformy peroksydazy związane 
jonowo ze ścianą komórkową, które uczestniczą w procesie zwiększania usieciowania 
ekstensyny w kulturach zawiesinowych pomidora. Stwierdzono, że zarówno aktyw
ność peroksydazy ekstensynowej jak i proces przeprowadzania ekstensyny z formy 
rozpuszczalnej w nierozpuszczalną są silnie stymulowane pod wpływem elicytora.

Ze względu na wysoką reaktywność RFT mogą inicjować peroksydację lipidów, 
inaktywować białka, utleniać składniki kwasów nukleinowych i prowadzić do usz
kodzenia struktur komórkowych. Z drugiej zaś strony wykazano, że RFT biorą 
udział w systemie przekazywania sygnałów drogą prowadzącą do uruchomienia 
reakcji obronnych. Organizmy tlenowe dysponują mechanizmami ochronnymi usu
wającymi RFT i produkty ich reakcji. Subtelna równowaga między produkcją RFT 
i ich detoksyfikacją utrzymywana jest przez system antyoksydacyjny komórki, do 
którego należą m.in. dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza askorbinia- 
nowa [58]. System kultura zawiesinowa/elicytor/patogen może stanowić dogodny 
model eksperymentalny do badania wzajemnych zależności między systemem ge
nerowania RFT i systemem antyoksydacyjnym w procesie patogenezy i pod wpływem 
czynników indukujących odporność. Baker i wsp. [6] zmodyfikowali metodę chemi- 
luminescencyjną tak, że bez konieczności homogenizacji komórek roślinnych, mo
żliwe stało się monitorowanie zarówno generowania FFO2, jak i aktywności systemu 
usuwającego FFO-, w interakcji kultury zawiesinowe/bakterie patogeniczne. Za
letami metody są ponadto szybkość i wysoka czułość.

Jednym z mechanizmów obronnych roślin jest ich zdolność do syntezy związków 
mogących hamować rozwój patogena. Do takich należą fitoaleksyny i białka związane 
z patogenezą (białka PR) o aktywności hydrolaz glikozydowych -  [3-1,3-glukanazy 
i chitynazy [32] i białka typu osmotyn [1]. Kultury zawiesinowe są powszechnie 
wykorzystywane do badania indukcji fitoaleksyn i aktywności enzymów uczest
niczących w ich syntezie [11,63]. Mianem fitoaleksyn określa się niskocząsteczkowe, 
lipofilne związki o różnej strukturze, syntetyzowane de novo w odpowiedzi na
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atak patogenów i hamujące ich rozwój. Kombrink i Hahlbrock [28] badali indukcję 
fitoaleksyn kumarynowych w kulturach zawiesinowych pietruszki traktowanych eli- 
cytorami ze ścian komórkowych siedmiu grzybów patogenicznych i stwierdzili, 
że jest ona poprzedzona wyraźnym wzrostem aktywności enzymów uczestniczących 
w ich syntezie. Podobną zależność wykazali Kessmann i wsp. [26] badając syntezę 
medykarpiny w kulturach zawiesinowych lucerny pod wpływem elicytora z Col
letotrichum lindemuthianum. Ponadto stwierdzili oni, że indukcja amoniakoliazy 
L-fenyloalaniny, syntazy chalkonowej i izomerazy chalkonowej, enzymów ucze
stniczących w syntezie medykarpiny, była tym silniejsza, im dłużej kultury za
wiesinowe utrzymywano w hodowli.

Udział hydrolaz glikozydowych -  ß-1,3-glukanazy i chitynazy w reakcjach ob
ronnych roślin wiąże się ze zdolnością tych enzymów do rozkładania ścian ko
mórkowych grzybów patogenicznych, co może przyczynić się do ograniczenia 
rozprzestrzeniania się patogena w zaatakowanej tkance [57]. Wzrost aktywności 
ß-l,3-glukanazy i chitynazy, potwierdzający hipotezę o ich udziale w mechanizmie 
obronnym, obserwowano w wielu układach kultury zawiesinowe/elicytor [27, 28, 
30]. Zastosowanie kultur zawiesinowych ułatwia badanie indukcji glukanohydrolaz 
zarówno zlokalizowanych wewnątrzkomórkowo, jak i wydzielanych do podłoża 
i może przyczynić się do wyjaśnienia roli poszczególnych frakcji obu enzymów 
w reakcjach obronnych. W kulturach zawiesinowych fasoli traktowanych ekstraktem 
z grzybni Botrytis cinerea obserwowano indukcję chitynazy wewnątrzkomórkowej 
i silny, skoordynowany wzrost aktywności ß -1,3-glukanazy i chitynazy zewnątrzko- 
mórkowych, potwierdzający hipotezę o współdziałaniu obu enzymów w mechanizmie 
obronnym [31]. Natomiast Vogelsang i Barz [66] stwierdzili, że w elicytowanych 
kulturach Cicer arietinum  następuje indukcja wewnątrzkomórkowych frakcji ß-
1,3-glukanazy i chitynazy należących do klasy hydrolaz o charakterze zasadowym 
(pi odpowiednio 10,5 i 8,5) i jednej frakcji chitynazy o charakterze kwasowym 
(pi 5,7) wydzielanej do podłoża. Spośród wyodrębnionych chitynaz tylko frakcja 
wewnątrzkomórkowa o pi 8,5 miała zdolność hamowania wzrostu grzybów pato
genicznych Trichoderma viride, Helniinthosporium tuberosum  i Rhizoctonia solani. 
Przypuszcza się, że niektóre frakcje glukanohydrolaz mogą przez uwalniane w 
wyniku ich działania oligosacharydy o właściwościach elicytujących brać udział 
w wyzwalaniu innych reakcji obronnych, np. syntezy fitoaleksyn [61].

WEWNĄTRZKOMÓRKOWE PRZEKAŹNIKI INFORMACJI 
W REAKCJACH ODPORNOŚCIOWYCH

Proponowane modele objaśniające wewnątrzkomórkowy system transdukcji syg
nałów od rozpoznania patogena/elicytora na powierzchni komórek roślinnych do 
uruchomienia mechanizmu obronnego są niepełne. Przypuszcza się, że rozpoznanie
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przez roślinę elicytorów biotycznych, będące sygnałem rozpoczynającym ciąg reakcj i 
prowadzących do aktywacji systemu obronnego, następuje dzięki istnieniu spe
cyficznych receptorów błonowych. Badaniaprowadzonenakulturach zawiesinowych 
soi, pietruszki i ziemniaka traktowanych heterogennym elicytorem z Phytophthora 
megasperma i Phytophthora infestans wykazały, że każda roślina nie tylko roz
poznaje inny komponent preparatu grzybowego, ale także nie reaguje na składnik 
wywołujący odpowiedź innej rośliny [55]. Wendehenne i wsp. [68], wykorzystując 
kultury zawiesinowe tytoniu, stwierdzili istnienie specyficznego miejsca wiązania 
dla kryptogeiny. Fath i Boiler [18] scharakteryzowali i wyodrębnili w postaci 
aktywnej z komórek kultury zawiesinowej pomidora receptor dla glikopeptydowego 
elicytora z drożdży. Miejsce wiążące wykazywało specyficzne powinowactwo do 
glukanu połączonego z 9 resztami mannozowymi otrzymanego z elicytora.

Pomimo intensywnych wysiłków nie określono jednoznacznie, jakie mechanizmy 
enzymatyczne biorą udział w generowaniu RFT i nie poznano wszystkich elementów 
systemu transdukcji sygnałów prowadzącego do „wybuchu tlenowego”. Badania 
prowadzone najczęściej z wykorzystaniem kultur zawiesinowych dostarczyły danych 
przemawiających zarówno za syntezą CL/FLO-, przy udziale związanej z błoną 
oksydazy NAD(P)H, podobnie jak w fagocytach układu immunologicznego ssaków
[37], jak i przy udziale peroksydaz zewnątrzkomórkowych [64]. Legendre i wsp. 
[33] badając „wybuch tlenowy” w elicytowanych kulturach zawiesinowych soi 
stwierdzili, że proces znajduje się pod kontrolą białek G. Ponadto wykazano, że 
inhibitory kinazy białkowej (k 252-a i staurosporyna) hamują biosyntezę O-T/FLCL 
w kulturach zawiesinowych soi traktowanych kwasem poligalakturonowym, a in
hibitory fosfatazy indukują „wybuch tlenowy” w kulturach nie poddanych elicytacji. 
Zdaniem autorów wyniki te przemawiają za udziałem specyficznych kinaz w systemie 
przekazywania sygnałów [13]. Sugestie te zostały potwierdzone w badaniach pro
wadzonych na transgenicznych kulturach zawiesinowych pomidora traktowanych 
elicytorem lub zakażonych Pseudom onassyringae pv. tomato [14]. Natomiast Baker 
i wsp. [7] wskazują, że poza generowaniem RFT początkowej fazie reakcji nad
wrażliwości w kulturach zawiesinowych soi po infekcji Pseudomonas syringae to
warzyszyło pobieranie H+ i wypływ K+ z komórki. Ponadto H90 9 powstający w 
reakcji nadwrażliwości stymulował wnikanie Ca"+ do komórek, co wskazuje na 
udział wapnia w systemie przekazywania sygnałów prowadzącym od „wybuchu 
tlenowego” do uruchomienia programowanej śmierci komórek [35].

Wiele kontrowersji budzi problem, czy RFT, będące produktem „wybuchu tle
nowego”, odgrywają rolę sygnałów uruchamiających syntezę fitoaleksyn. Degousee 
i wsp. [16] stwierdzili, że H?0 9 może pełnić funkcję sygnału przekazywanego 
do komórek w sąsiedztwie miejsc wniknięcia patogena i uruchamiającego w nich 
syntezę fitoaleksyn. Niezbędność RFT dla syntezy fitoaleksyn w kulturach zawie
sinowych traktowanych elicytorem wykazali m.in.Vera Estrella i wsp. [65] i Apostoł 
i wsp. [4]. Wnioski te oparte były na obserwacjach, że egzogenny H20 9 stymulował
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syntezę fitoaleksyn, a czynniki blokujące „wybuch tlenowy” hamowały również 
indukcję fitoaleksyn. Podobnie Calderon i wsp. [11] stwierdzili, że w syntezie po
chodnych fitoaleksynowych w kulturach zawiesinowych winorośli traktowanych 
elicytorem z Trichoderma viride bierze udział peroksydaza i procesowi towarzyszy 
wzrost stężenia H90 >  Ponadto dodanie dysmutazy ponadtlenkowej stymulowało 
reakcję, a katalaza wykazywała działanie hamujące. Natomiast wyniki badań pro
wadzonych na kulturach zawiesinowych tytoniu traktowanych elicytorami białko
wymi z Phytophthora cryptogea i Phytophthora capsici [53] i na elicytowanych 
kulturach zawiesinowych koniczyny [17] przemawiają za brakiem zależności między 
syntezą fitoaleksyn a generowaniem RFT.

W ostatnich latach wskazuje się, że funkcję wtórnego przekaźnika mógłby pełnić 
kwas jasmonowy (JA) i jego ester metylowy (MeJA). Przemawiają za tym również 
wyniki badań prowadzonych z zastosowaniem kultur in vitro. W kulturach za
wiesinowych ryżu egzogenny JA, podobnie jak elicytor, indukował syntezę fito
aleksyn [47]. W kulturach traktowanych elicytorem synteza fitoaleksyn była 
poprzedzona wzrostem poziomu endogennego JA. Ponadto dodanie do podłoża 
ibuprofenu, inhibitora syntezy JA, redukowało gromadzenie fitoaleksyn, co zdaniem 
autorów potwierdza, że JA jest przekaźnikiem sygnałów w tym procesie. Podobne 
wyniki uzyskali Mueller i wsp. [45] traktując elicytorami kultury zawiesinowe róż
nych gatunków roślin należących zarówno do nagozalążkowych, jak i jedno- oraz 
dwuliściennych. Autorzy sugerują, że JA i/lub jego prekursor -  kwas 12-okso- 
fytodienowy pełnią funkcję wtórnego przekaźnika na drodze od kompleksu elicytor 
- receptor do syntezy metabolitów wtórnych czynnych w procesie patogenezy. Ponad
to stwierdzono, że preinkubacja z MeJA uczula komórki do intensywniejszej reakcji 
na następujące później traktowanie elicytorem. W kulturach zawiesinowych pie
truszki poddanych 24-godzinnej preinkubacji z MeJA w odpowiedzi na elicytor 
z Phytophthora megasperma następowało silniejsze generowanie RFT [23] i synteza 
fitoaleksyn oraz włączanie polimerów ligninopodobnych do ścian komórkowych 
[24]. Przypuszcza się, że w kulturach pretraktowanych MeJA system percepcji/trans- 
dukcji sygnałów jest bardziej efektywny.

Z przedstawionych danych literaturowych wynika, że model doświadczalny kul
tury zawiesinowe/elicytor znalazł szerokie zastosowanie głównie w badaniach me
chanizmu indukcji RFT przez czynniki patogeniczne, systemu transdukcji sygnałów 
aktywowanego w komórkach roślinnych i udziału RFT w innych reakcjach ob
ronnych.
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WYKORZYSTANIE POTOPLASTÓW 
DO BADANIA REAKCJI ROŚLIN NA STRES BIOTYCZNY

Niewyjaśniony pozostaje problem, czy reakcje obronne indukowane po infe- 
kcji/elicytacji zachowują się w protoplastach i czy mogą one stanowić dogodny 
model biologiczny w badaniach odporności roślin. Istniejące dane literaturowe są 
kontrowersyjne. Stwierdzono, że kultury protoplastów lucerny otrzymane z kultur 
zawiesinowych reagujących syntezą medykarpiny na traktowanie elicytorem nie 
wykazują podobnej reakcji [26]. W kulturach protoplastów soi synteza gliceoliny 
zachodziła bez udziału elicytora i zwiększała się z wiekiem hodowli. Dodanie eli- 
cytora z Phytophthora megasperma nie potęgowało badanej reakcji. Ponadto wy
kazano, że czynniki związane z procedurą izolacyjną: mannitol, sorbitoł, celulaza 
i poligalakturonaza mogą pełnić rolę elicytorów abiotycznych i indukować syntezę 
fitoaleksyn [44]. W czasie izolacji komórki z naturalnego środowiska przeniesione 
zostają w inne warunki fizyko-chemiczne zmieniające ich metabolizm w stosunku 
do „normalnych” komórek. Brak odpowiedzi protoplastów na działanie czynników 
indukujących reakcje obronne może być wynikiem stresu izolacyjnego, który wysyca 
system obronny do tego stopnia, że pozostaje on niewrażliwy na działanie elicytora 
lub też protoplasty są pozbawione jakiegoś istotnego elementu systemu transdukcji 
sygnałów uruchamiającego mechanizm odpornościowy. Dane uzyskane przez de 
Marco i wsp. [41] wskazują, że procedura izolacji jest przyczyną stresu oksyda
cyjnego, który może utrudniać regenerację protoplastów i istnieje silna dodatnia 
korelacja między żywotnością i zdolnością do podziałów a aktywnością systemu 
antyoksydacyjnego w protoplastach. Podobne wyniki uzyskał Siminis i wsp. [59] 
porównując aktywność katalazy w dzielących się i niezdolnych do podziałów pro
toplastach winorośli.

Istnieją jednak dane, że reakcje obronne występujące w roślinach i zawiesinach 
komórkowych zachowują się w kulturach protoplastów. Protoplasty marchwi, po
dobnie jak kultury zawiesinowe, z których zostały otrzymane, reagowały wzmożoną 
syntezą kwasu 4-hydroksybenzoesowego pod wpływem elicytora z Pythium apha- 
nidermatum  [56], a protoplasty fasoli wzrostem aktywności ß-l,3-glukanazy i chi- 
tynazy po potraktowaniu elicytorem z Botrytis cinerea [31].

Stwierdzono, że w protoplastach tytoniu indukcja ß -1,3-glukanazy pod wpływem 
elicytora z Phytophthora megasperma jest kontrolowana przez auksyny. Brak au- 
ksyny w podłożu do hodowli protoplastów powodował spontaniczną indukcję ß-
1,3-glukanazy, taką jak pod wpływem elicytora w kulturach hodowanych na 
pożywce z auksyną [21]. Powyższe dane wskazują, że protoplasty mogą być wyko
rzystywane w badaniach reakcji obronnych pod warunkiem, że zostanie uwzglę
dniona stresogenność procedury izolacyjnej i elicytujący wpływ pewnych czynników 
związanych z hodowlą protoplastów.
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UWAGI KOŃCOWE

Przedstawione dane potwierdzają przydatność modelu biologicznego kultury in 
vitrolę,licytory w badaniach reakcji roślin na stres biotyczny. Poza innymi zaletami 
stwarza on możliwość wnikliwej analizy interakcji roślina - patogen „od strony” 
rośliny. Jednak na skutek wyeliminowania czynników oddziaływania patogena (en
zymy, supresory elicytacji, system antyoksydacyjny) oraz z uwagi na fakt, że śro
dowisko poza żywym organizmem może być przyczyną zaburzeń w normalnym 
przebiegu badanych procesów uzyskane tą drogą wyniki powinny zostać sprawdzone 
w badaniach in vivo. Wyniki badań prowadzonych z użyciem kultur zawiesinowych 
i protoplastów dostarczyły wielu cennych informacji o funkcjonowaniu mechani
zmów obronnych na poziomie komórkowym. Ostatnio zakres możliwości badania 
systemu obronnego roślin in vitro znacznie się poszerzył przez zastosowanie metod 
inżynierii genetycznej. Formy transgeniczne dostarczają nowych informacji o m e
chanizmach regulacji odporności [3]. Ponadto technika kultur in vitro w połączeniu 
z metodami inżynierii genetycznej umożliwia szybkie testowanie materiału roślin
nego, co może skrócić czas potrzebny do selekcji nowych odmian odpornych na 
choroby. Badania prowadzone na kulturach zawiesinowych i protoplastach mogą 
przyczynić się również do poznania związków indukujących reakcje obronne i me
chanizmu ich działania, co może mieć duże znaczenie przy opracowywaniu nowych 
metod ochrony roślin przyjaznych dla środowiska naturalnego.
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" Zakład Patologii Owadów, Uniwersytet Marii Curie-Skłodowskiej, Lublin

Streszczenie: Zakażenie bakteryjne indukuje w organizmie owadów szybką i krótkotrwałą syntezę dużej 
liczby polipeptydów odpornościowych działających na wiele gatunków bakterii, niekiedy leż na fitopa- 
togenne grzyby oraz grzyby chorobotwórcze dla ludzi. Dokładnie poznano strukturę i rolę w odporności 
owadów lizozymu oraz wielu przeciwbakteryjnych indukowanych polipeptydów (cekropiny, attacyny, 
dipterycyny). W ostatnich latach postęp w immunologii owadów dotyczy określenia struktury pierwszo- 
rzędowej, mechanizmu działania oraz roli defenzyn, cyklicznych peptydów o aktywności przeciwgrzy- 
biczej, O-glikozylowanych przeciwdrobnoustrojowych peptydów i indukowanych polipeptydów 
odpornościowych pszczoły miodnej.

Słowct kluczowe: odporność owadów, indukowane białka o działaniu przeciwbakteryjnym, lizozym 
hemolimfy, cekropiny, attacyny, apidycyny, defenzyny owadów, O-glikozylowane przeciwdrobnou- 
strojowe peptydy.

Summary: Insects respond to bacterial infection by a rapid and transient synthesis of a large number of 
potent antimicrobial peptides active against many different bacterial species, sometimes also against 
filamentous fungi - phytopathogens and human pathogens. The insect lysozymes and various inducible 
antibacterial peptides (cecropins, attacins, diptericins) are well characterized in biochemical and immu
nological terms. During the last decade advances in insect immunology concern the primary structure, 
mode of action upon target microorganisms, and the role in insect defenses of defensins, cyclic peptides 
of anti fungal activity, O-glycosylated antimicrobial peptides and the group of inducible immune peptides 
of the honey bee.

Key words: insect immunity, inducible antibacterial proteins, hemolymph lysozyme, cecropins, attacins, 
apidaecins, insect defensins, O-glycosylated antimicrobial peptides.
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WSTĘP

Niewiele jest odkryć, które zrewolucjonizowały dotychczasowe poglądy na istotę 
zjawisk odpornościowych u bezkręgowców i które przyczyniły się do poznania 
ewolucji układu odpornościowego oraz sposobów jego działania w obronie 
przeciwzakaźnej [22]. Punktem zwrotnym było odkrycie fagocytozy przez Mie
cznikowa [49], które zapoczątkowało badania nad komórkowymi odczynami ob
ronnymi u bezkręgowców, badania Glassera [21 ] i Metalnikowa [48] nad czynnikami 
humoralnymi hemolimfy owada niszczącymi bakterie, a także badania Mohriga 
i Messnera [50, 51] dotyczące roli lizozymu w odporności przeciwbakteryjnej owa
dów. Nowe horyzonty otworzyły studia Bomana i wsp. [3] nad indukowanymi 
białkami i polipeptydami odpornościowymi hemolimfy owadów holometabolicz- 
nych, uwarunkowaniem genetycznym ich biosyntezy, strukturą cząsteczki oraz ich 
rolą w odporności.

Rozwój nowych metod, które znalazły zastosowanie w badaniach indukowanych 
białek odpornościowych oraz poszukiwanie analogów i homologów peptydów od
pornościowych owadów w świecie roślin i zwierząt, w tym także u człowieka, 
stworzyło racjonalne podstawy do wykorzystania w przyszłości białek odporno
ściowych owadów w takich dziedzinach, jak: onkologia, biologiczne metody zwal
czan ia  szkodników , se lek tyw na osłona układu oddechow ego  i p rzew odu 
pokarmowego przed zakażeniem mikroorganizmami odpornymi na klasyczne środki 
przeciwbakteryjne [47].

Ocena roli, jaką pełnią białka i polipeptydy odpornościowe owadów w cało
kształcie mechanizmów obronnych, jest możliwa na tle podstawowych mecha
nizmów zaangażowanych w odporności owada, zwłaszcza całej gamy zjawisk 
rozgrywających się w ich jamie ciała, których efektem jest likwidacja zakażenia. 
Procesy odpornościowe u owadów, podobnie jak u ssaków, zapoczątkowuje roz
poznanie intruza jako składnika obcego (non self) dla organizmu [56]. Rozpoznanie 
uruchamia całą kaskadę zjawisk związanych z odpornością. W odporności owada 
uczestniczy układ oksydazy polifenolowej i lektyny jako główne czynniki zaan
gażowane w proces rozpoznania immunologicznego [14, 53], hemokiny (odpo
wiednik cytokin kręgowców) pełniące rolę rozpuszczalnych mediatorów odpowiedzi 
immunologicznej [ 1 1 ], hemocytarne odczyny obronne, na które składa się nie tylko 
fagocytoza, ale także nodulacja i inkapsulacja [26, 55, 57, 58] oraz humoralne 
odczyny obronne o charakterze wrodzonym (lizozym hemolimfy) i indukowane 
(nabyte), pojawiające się z chwilą naruszenia integralności fizjologicznej organizmu 
owada [1,3, 12, 25]. Wśród mechanizmów odporności nabytej kluczowe znaczenie 
odgrywają drobnocząsteczkowe białka i polipeptydy zasadowe definiowane jako 
antysomy -  białka odpornościowe owada (immune proteins) [38].
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Odporność nabyta owadów różni się zasadniczo od odporności nabytej ssaków. 
U owadów pojawia się ona szybko (po kilku godzinach) po zakażeniu lub zadziałaniu 
induktorów abiotycznych (np. jałowy bulion bakteriologiczny), utrzymuje się za
ledwie przez kilka (3-5) dni, w zasadzie jest pozbawiona swoistości w rozumieniu 
swoistości immunologicznej kręgowców, to znaczy u jej podstaw nie znajduje się 
reakcja serologiczna typu antygen - przeciwciało lub antygen - uczulony limfocyt 
T. Odporność owadów jest zasadniczo ukierunkowana na drobnoustroje saprofity
czne, z którymi zwierzęta te spotykają się najczęściej w środowisku. Tylko wyjątkowo 
występuje u owadów pamięć immunologiczna i związana z nią odpowiedź wtórna 
przypominająca odpowiedź wtórną ssaków [2 2 ].

Na podstawie struktury, zakresu aktywności przeciwbakteryjnej i mechanizmu 
działania na drobnoustroje wyróżniono u owadów 5 klas przeciwbakteryjnych pep- 
tydów i białek odpornościowych [7], a mianowicie: lizozymy, polipeptydy o stru
kturze a-helikalnej, peptydy zawierające wiązania dwusiarczkowe w cząsteczce, 
drobnocząsteczkowe polipeptydy bogate w reszty argininy - proliny oraz duże po
lipeptydy o wielu domenach [4]. Większość z nich cechuje lityczno-jonoforowy 
mechanizm działania na docelowe drobnoustroje, dzięki czemu zwiększeniu ulega 
przepuszczalność bakteryjnych błon cytoplazmatycznych. Przez powstające kanały 
jonowe w warstwie lipidowej błony komórki bakteryjnej, komórka traci jony potasu, 
czego efektem jest zanik potencjału błonowego i śmierć bakterii [3].

Sprawność układu immunologicznego owadów, u których nie występują limfocyty 
T i limfocyty B oraz substancje efektorowe, jest zadziwiająco duża. Owady pojawiły 
się na Ziemi w środkowym dewonie przed ponad 300 min lat, a obecnie są zde
cydowanie największą grupą zwierząt, która obejmuje co najmniej 850 000 gatunków
[52]. Dzięki sprawności tego, zdawałoby się prymitywnego układu odpornościowego, 
owady mogły zasiedlić nawet nisze ekologiczne o ekstremalnych warunkach [52].

Spośród wielu białek odpornościowych owadów, o znanej strukturze i funkcji 
na szczególną uwagę zasługują: lizozym [10, 34, 39, 50, 51, 54], cekropiny [2, 
3, 16], attacyny [32], dipterycyny [33, 38], apidycyny i defenzyny [5, 6, 7, 8, 
9]. W grupie ponad 100 opisanych w ostatnich latach białek o działaniu prze- 
ciwdrobnoustrojowym, istotną rolę w poznaniu szlaków ewolucyjnych odporności, 
stopnia zaangażowania w obronie przeciwzakaźnej oraz możliwości wykorzystania 
jako antybiotyków nowej generacji odgrywają defenzyny [20,42], cykliczne peptydy 
przeciwgrzybicze [17] O-glikozylowane peptydy przeciwbakteryjne [59], induko
wane przeciwbakteryjne polipeptydy pszczoły miodnej, a także metalnikowiny, mo- 
rycyna [28] skoleksyna [40] i miecznikowiny [43].

LIZOZYM OWADÓW

Za podstawowy humoralny czynnik przeciwbakteryjny owadów uznawany był 
do niedawna lizozym hemolimfy, enzym bakteriolityczny o aktywności N-acetylo-
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muramylohydrolazy (EC 3.2.1.17). Niezależnie od źródła pochodzenia, lizozymy 
owadów stanowią klasę drobnocząsteczkowych białek zasadowych o masie około 
15 kDa i właściwościach zbliżonych do lizozymu białka jaja kurzego; zaliczane 
są one do lizozymów właściwych typu C (chicken) [39]. U owadów źródłem lizozymu 
jest ciało tłuszczowe (Jat body), będące głównym organem biosyntezy białek, w 
tym białek hemolimfy. U niektórych gatunków owadów lizozym powstaje także 
w hemocytach, a nawet w komórkach nabłonka jelita środkowego [34]. Na ciało 
tłuszczowe, jako główny organ syntezy lizozymu, wskazuje spadek aktywności 
lizozymu hemolimfy po iniekcji do jamy ciała pobudzonego immunologicznie owada 
aktynomycyny D lub cykloheksymidu, inhibitorów transkrypcji kwasów nuklei
nowych i biosyntezy białek rybosomalnych u organizmów eukariotycznych [35, 
36, 37].

Względnie niski wrodzony (fizjologiczny) poziom lizozymu hemolimfy wzrasta 
drastycznie, nawet stokrotnie, w zakażeniach bakteryjnych lub po iniekcji substancji 
abiotycznych do jamy ciała owada. Osiąga on maksymalny poziom w hemolimfie 
24^48 godzin po immunizacji. Zakażenie bakteryjne jamy ciała w każdym przypadku 
indukuje maksymalny wzrost poziomu lizozymu w hemolimfie. Stężenie tego enzymu 
w hemolimfie immunizowanych gąsienic barciaka większego G alleńa mellonella 
(Lepidoptera) osiąga wartość nawet 8x 10 '̂  pg/ml i utrzymuje się na tak wysokim 
poziomie przez co najmniej 72 godz.

Spektrum bakteriobójczego działania lizozymu jest wąskie i ogranicza się w 
zasadzie do saprofitycznych bakterii Gram dodatnich z rodzaju Micrococcus, Bacillus 
i Sarcina  [51, 54]. Wzrostowi stężenia lizozymu w hemolimfie towarzyszy z reguły 
niepodatność owada na zakażenie bakteryjne. U nie immunizowanych gąsienic motyla 
G. mellonella śmiertelna posocznica rozwija się po zakażeniu jamy ciała kilkoma 
komórkami Pseudomonas aeruginosa. Natomiast gąsienice immunizowane, gdy stę
żenie lizozymu w hemolimfie osiąga miano maksymalne, przeżywają zakażenie 
liczbą bakterii przekraczającą wielokrotnie dawkę letalną (0,9 x ! 0 " \  Bakterie w 
hemocelu immunizowanego owada szybko giną, podczas gdy u gąsienic nie immu
nizowanych, P. aeruginosa namnaża się w hemolimfie powodując padanie owadów 
wśród objawów posocznicy [35].

INDUKOWANE POLIPEPTYDY 
I BIAŁKA ODPORNOŚCIOWE HEMOLIMFY 

O DZIAŁANIU PRZECIWBAKTERYJNYM

Cekropiny

Pod koniec lat siedemdziesiątych grupa badawczy z Uniwersytetu w Sztokholnie 
reprezentująca szkołę Bomana wykryła w hemolimfie poczwarki jedwabnika dę
bowego Hyalophora cecropia (Lepidoptera) obecność polipeptydów o właściwo
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ściach bakteriobójczych [16]. Te indukowane peptydy odpornościowe określone 
mianem cekropin [2, 3, 16], są reprezentowane przez zasadowe, termostabilne pep
tydy o strukturze a-helikalnej, masie około 4 kDa. Cząsteczka cekropiny składa 
się z 37 reszt aminokwasowych, w tym 8 reszt aminokwasów zasadowych (rys. 
I ). Amfipatyczna N-terminalna część łańcucha polipeptydowego jest zasadowa, 
podczas gdy region C-terminaly jest obojętny i ma długie rozgałęzienia hydrofobowe. 
Centralny region cząsteczki cekropiny, złożony z 20-30 reszt aminokwasowych 
jest silnie hydrofobowy. Część C-terminalna cząsteczki zawierająca azot w postaci 
reszty amidowej jest odpowiedzialna za działanie bakteriobójcze cekropiny.

W obrębie 6 poznanych cekropin jedwabnika dębowego Hyalophora cecropia 
wyróżniono 3 cekropiny główne (A, B i D) i trzy poboczne (C, E, F) uznane 
za prekursory cekropin głównych. Wszystkie cekropiny cechują się daleko posuniętą 
homologią struktury pierwszorzędowej. Cekropiny A i B z H. cecropia zawierają 
25 homologicznych aminokwasów w cząsteczce, zaś cekropina D ma 18 homo
logicznych reszt aminokwasowych z cekropinami A i B. Wysoki stopień homologii 
struktury pierwszorzędowej polipeptydów cekropin wskazuje na pochodzenie ce
kropin od wspólnego przodka. Najprawdopodobniej gen odpowiedzialny za syntezę 
cekropiny D pojawił się w ewolucji wcześniej, natomiast geny kodujące cząsteczkę 
cekropiny A i B są efektem duplikacji genu wjściowego i pojawiły się co najmniej 
przed około 50 milionami lat [3, 30].

Cekropiny, które cechuje aktywność bakteriobójcza skierowana przeciwko ba
kteriom Gram ujemnym i wielu gatunkom bakterii Gram dodatnich, pojawiają się 
w hemolimfie owadów holometabolicznych po 8-10 godz. od zakażenia. Chara
kterystyczną cechą cekropin A i B jest działanie na potencjalne patogeny bakteryjne 
owadów, takie jak: Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens i Xenorliahdus 
nematophilus, ale nie na Bacillus tlmringiensis. Najlepszymi induktorami syntezy 
cekropin są żywe komórki bakterii saprofitycznych, a także zabite bakterie pa
togenne. W słabym stopniu syntezę cekropin indukują czynniki abiotyczne, np. 
jałowy bulion bakteriologiczny. Cekropiny są syntetyzowane głównie w ciele tłu
szczowym, skąd uwalniane są do hemolimfy owada [2 , 3].

I. W -N P F K E L  EKVGQRVRDA V ISAG PAVAT VAQATALAK*
II. W -N P F K E L  ERAGQRVRDA IISAG PAVAT VAQATALAK*
III. W -N P F K E L  ERAGQRVRDA VISAAPAVAT VGQAAAIARG*
IV. R W -K LFK K I EKVGRNVRDG LIKAGPAIAV IGQAKSL*

Rys. 1. Struktura pierwszorzędowa cząsteczki: (I) cekropiny D Hyalophora cecropia, (II) cekropiny D 
Antheraea pernyi, (III) cekropiny B Manduca sexta i (IV) cekropiny C Bombyx m ori*  reszta amidowa 
zakończenia C-terminalnego cząsteczki cekropiny [ 12], legenda: A -  alanina, D -  kwas asparaginowy, E 
-  kwas glutaminowy, F -  fenyloalanina, G -  glicyna, H -  histydyna, I -  izoleucyna, K -  lizyna, L -  
leucyna, M -  metionina, N -asparagina, P -  prolina, Q -glutam ina, R -  arginina, S -seryna, T -treon ina , 

V -  walina, W -  tryptofan, wytłuszczenia wskazują na homologię struktury pierwszorzędowej
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Docelową strukturą działania cekropin jest ściana komórki bakteryjnej. Czą
steczka dimeru cekropiny przyłącza się częścią zawierającą ugrupowanie amidowe 
do lipidów błony komórkowej, czego efektem jest powstanie kanałów jonowych, 
przez które uciekają z komórki bakteryjnej jony potasu [3, 15]. Rolę cekropin 
w odporności przeciwzakaźnej owada można sprowadzić do obrony organizmu 
przed zakażeniem bakteriami saprofitycznymi, które występują obficie w otoczeniu 
owada.

Attacyny

Zakażenie bakteriami saprofitycznymi jamy ciała poczwarki jedwabnika dębo
wego Hyalophora cecropia indukuje pojawienie się w hemolimfie co najmniej 
15 białek, z których co najmniej dwa -  cekropiny i attacyny działają przeciwba- 
kteryjnie. Attacyny stanowią grupę blisko spokrewnionych, indukowanych białek 
odpornościowych o masie 20-23 kDa i wąskim spektrum działania na bakterie, 
zwłaszcza na Escherichia coli. Działanie przeciwbakteryjne attacyn jest znacznie 
słabsze w porównaniu do cekropin. W przeciwieństwie do bakteriobójczego dzia
łania lizozymu i cekropin, attacyny działają bakteriostatycznie [32].

Na podstawie składu aminokwasowego i budowy pierwszorzędowej cząsteczki 
wyróżnia się dwie grupy attacyn: formy zasadowe A, B C i D oraz formy kwaśne 
E i F (rys. 2). Cząsteczka attacyny zawiera dużo reszt glicyny i dlatego attacyny 
zostały zaliczone łącznie z sarkotoksyną, koleopterycyną, dipterycyną i hymeno- 
ptecyną do grupy polipeptydów bogatych w prolinę (proline-rich antihacterial pep- 
ticles). Wszystkie formy attacyn mają wspólne determinanty antygenowe, a ponadto 
attacyny kwaśne są wyposażone w dodatkową wspólną determinantę. Synteza 
attacyn u owadów pobudzonych immunologicznie, podobnie jak cekropin, ma 
miejsce w ciele tłuszczowym i jest sterowana przez dwa odrębne promotory genów, 
jeden kieruje syntezą form zasadowych, a drugi jest odpowiedzialny za syntezę 
form kwaśnych [ 12 ].

Spektrum działania przeciwbakteryjnego attacyn jest wąskie. Oprócz Escherichia 
coli na attacyny podatne są Acetobacter calcoaceticus i Pseudoinonas maltophilia, 
i to wyłącznie w fazie podziałów komórkowych. Miejscem działania docelowego

Attacyna A AGALTINSNGTSGAVVKVPI
Attacyna E NAHGALTLNSNGTSGAVVKVPFAGNNLNI

Rys. 2. Skład am inokwasow y cząsteczki attacyny A i E H yalophora cecropia  [32], legenda patrz rys. 1
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jest ściana komórki bakterii, która pod wpływem attacyn staje się bardziej podatna 
na destrukcyjny wpływ cekropin i lizozymu [32].

CYKLICZNE POLIPEPTYDY

Badając różne aspekty odporności przeciwzakaźnej owadów zwrócono uwagę 
na właściwości biochemiczne i immunologiczne polipeptydów cyklicznych. Cy
kliczne polipeptydy mają indukowany charakter i cechują się obecnością mostków 
dwusiarczkowych stabilizujących strukturę cząsteczki, a tym samym oporność na 
wysokie temperatury i niskie pH. Spośród wielu cyklicznych polipeptydów owadów 
istotne znaczenie w odporności przeciwzakaźnej odgrywają defenzyny o działaniu 
przeciwbakteryjnym oraz peptydy o działaniu przeciwgrzybowym.

Defenzyny

Defenzyny owadów stanowią liczną grupę zasadowych polipeptydów o masie 
4-5  kDa, zawierających w cząsteczce 6 reszt cysteiny i 3 mostki dwusiarczkowe 
[42, 44]. W budowie czwartorzędowej defenzyny muchówki Phormia terranovcie 
(Diptera) występują trzy domeny: N-terminalna pętla utworzona przez 13 reszt 
aminokwasowych i cechująca się pewnym stopniem elastyczności, centralna amfi- 
patyczna a-helisa utworzona przez aminokwasy w pozycji 14-24, oraz C-terminalna 
fLkartka zawierająca aminokwasy od pozycji 27 do 40. Dwa mostki dwusiarczkowe 
łączące |3-kartkę z N-terminalnym zakończeniem cząsteczki defenzyny stabilizują 
oc-helisę cząsteczki defenzyny [20, 45].

Defenzyny występują u muchówek (Diptera), błonkówek (Hymenoptera), chrzą
szczy (Coleoptera), pluskwiaków (Hemiptera) i ważek (Odonata), nie stwierdzono 
ich u motyli (Lepidoptera). Wszystkie defenzyny owadów, z wyjątkiem defenzyn 
muchówki Sarcophaga peregrina, są syntetyzowane przez komórki ciała tłuszczo
wego jako pre-prodefenzyny [13]. Zawierają one 29 reszt aminokwasowych, w 
tym 4 reszty aminokwasów zasadowych.

Działanie defenzyn polega na zmianie przepuszczalności i częściowej depola
ryzacji błony cytoplazmatycznej komórki bakteryjnej, obniżeniu zawartości ATP 
w cytoplazmie, co pociąga za sobą zahamowanie oddychania i szybko prowadzi

I. ATCDLLS GTGINHSAC AAHCLLRG NRGG YCNG KAVCVCRN
II. FTCDVLGFEIAGTKLNSAAC GAHCLALGRRGGYCNSKSVCVCR
III. VTCDLLSFK GQVNDSAC AANCLSLGKAGGHCE KGVCICRKT

-SFKD LW D KYF

Rys. 3. Struktura pierwszorzędowa: (1) defenzyny A Sarcophaga peregrina, (II) dclcnzyny A Zophohas 
atratus i (III) rojalizyny Apismellifera  (wg [12 ] zmienione), legenda patrz rys. 1
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do śmierci bakterii. Defenzyny działają bakteriobójczo na bakterie Gram dodatnie, 
przy nieznacznej aktywności w stosunku do bakterii Gram ujemnych [13] (rys.
3).

Dotychczas określono strukturę 1 1 defenzyn owadów: defenzyny A, B i C 
Phormia terranovae (Diptera), defenzyny Eristalis tenax (Diptera), sapecyny A, 
B i C Sarcophaga peregrin (Diptera), rojalizyny pszczoły miodnej A pis mellifera 
(Hymenoptera), defenzyny A i B . Zophohasatratus (Coleoptera), defenzynęAeschna  
cyanea (Odonata) i harybdotoksynę skorpiona Leiurus quinquestriatus. Najlepiej 
poznano strukturę defenzyn muchówki P. terranovae. Wszystkie defenzyny mają 
wspólne sekwencje aminokwasowe zarówno w pętli, jak i w helisie i w kartce 
(3 (rys. 3). Interesującą cechą defenzyn owadów jest ich strukturalne podobieństwo 
do defenzyn ssaków występujących między innymi w neutrofilach i wydzielinach 
przewodu pokarmowego. Defenzyny owadów wykazują także podobieństwa do po- 
lipeptydów o działaniu przeciwbakteryjnym występujących u roślin [4]. Ponieważ 
defenzyny występują też u pajęczaków i u ślimaków, przypuszcza się, że odgrywają 
one kluczową rolę w odporności przeciwzakaźnej bezkręgowców.

Rojalizyna. Defenzyna o masie około 5,5 kDa i strukturze amfipatycznej, obecna 
w mleczku pszczelim i w hemolimfie zakażonych pszczół. Cząsteczka rojalizyny 
zawiera 51 reszt aminokwasowych oraz trzy mostki dwusiarczkowe stabilizujące 
jej strukturę (rys. 3). Zakończenie C-terminalne cząsteczki rojalizyny ma ładunek 
ujemny, zaś 6 reszt cysteiny nadaje strukturę globulamą cząsteczce i czyni ją oporną 
na ogrzewanie i niskie wartości pH. Rojalizynę cechuje silna aktywność skierowana 
przeciwko bakteriom Gram dodatnim. Szczególnie podatne na jej działanie są: Lac
tobacillus aerofaciens, L. acidophilus, Bifidobacterium adolescens, Corynebacterium  
pyogenes, Leuconostoc sp., Streptococcus cremoris i Staphylococcus aureus [19, 
29]. Rojalizyna łącznie z kwasem 1 -hydroksy-A“-decenowym warunkuje aktywność 
przeciwbakteryjną mleczka pszczelego, a za jego pośrednictwem hamuje zakażenia 
bakteryjne w jelicie czerwia. Współdziała ona także w utrzymaniu równowagi bio
logicznej w przewodzie pokarmowym pszczoły [24].

Sapecyny. Defenzyny Sarcophaga peregri.ua, zwane sapecynami, stanowią grupę 
indukowanych polipeptydów przeciwbakteryjnych sytentyzowanych w hemocytach 
pod wpływem zakażenia lub urazów mechanicznych i wydzielanych do hemolimfy. 
Promotor sterujący syntezą sapecyn ulega także samoistnej aktywacji w okresie 
embrionalnym i podczas przepoczwarczania [60]. Z tych względów przypisuje się 
pewne znaczenie sapecynom jako czynnikom sterującym metamorfozą owada. 
Aktywność przeciwbakteryjną sapecyn dotyczy nie tylko bakterii Gram dodatnich 
(,Streptococcus mutans, S. sanguis, S. salivarius, Staphylococcus aureus i Staphy
lococcus epidermidis). W wyższych stężeniach sapecyny działają także na bakterie 
Gram ujemne. Miejscem działania docelowego sapecyn są struktury lipidowe błony 
komórki bakteryjnej [46].
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Koleopterycyny. Spośród trzech znanych defenzyn, indukowanych białek bo
gatych w cysteinę (cysteine-richpeptides) zidentyfikowanych u chrząszczaZophobas 
atratus (Coleoptern), najlepiej poznano koleopterycyny B i C. Te dwie izoformy 
zawierające 43 reszty aminokwasowe mają aż 6 reszt cysteiny w cząsteczce. Ko- 
leopterycynę C cechuje silna aktywność w stosunku do Micrococcus luteus, Sta
phylococcus pyogenes i Bacillus suhtilis. Słabiej działa na drobnoustroje z rodzaju 
Corynehacterium. Bakterie Gram ujemne nie są podatne na działanie koleopterycyny 
C [4].

O-GLUKOZYLOWANE POLIPEPTYDY 
PRZECIWGRZYBICZE OWADÓW

W 1994 r. Fehlbaum i wsp. [17] wyodrębnili z hemolimfy muszki owocowej 
Drosophila melanogaster (Diptera) polipeptyd (drozomycyna) o działaniu prze- 
ciwgrzybiczym. W dwa lata później ci sami autorzy stwierdzili obecność polipeptydu 
o działaniu przeciwgrzybiczym, a także działaniu przeciwbakteryjnym w hemolimfie 
Podisus maculiventris.

Drozomycyna

Drozomycyna o cząsteczce zawierającej 44 reszty aminokwasowe ma aż 8 reszt 
cysteiny tworzących 4 mostki dwusiarczkowe. Obecność cysteiny warunkuje opor
ność na ogrzewanie i skrajne wartości pH. Struktura pierwszorzędowa drozomycyny 
wykazuje duży stopień homologii z roślinnymi polipeptydami o działaniu prze- 
ciwgrzybowym (defenzyny roślinne). W stężeniu poniżej 1 pM drozomycyna działa 
na grzyby patogenne dla roślin i zwierząt [18].

Tanatyna

Tanatyna, indukowany polipeptyd o cząsteczce złożonej z 21 reszt aminokwa- 
sowych ma jeden mostek dwusiarczkowy stwierdzono ją  w hemolimfie Podisus 
maculiventris. Ten polipeptyd w stężeniu 0,5-5,0 pM działa na zoopatogenne i 
fitopatogenne grzyby, a także na bakterie Gram dodatnie i Gram ujemne. Za aktyw
ność przeciwgrzybową odpowiada trójpeptyd zlokalizowany w części N-terminalnej 
cząsteczki tanatyny [4].

O-GLUKOZYLOWANE POLIPEPTYDY 
ODPORNOŚCIOWE O AKTYWNOŚCI PRZECIWBAKTERYJNEJ

Prototypem polipeptydów odpornościowych O-glikozylowanych o aktywności 
przeciwbakteryjnej jest drozocyna (rys. 4) [59]. Glikozylacja cząsteczki jest od-

http://rcin.org.pl



426 Z. GLIŃSKI,  J. JAROSZ

I
GKPRPYSPRPTSHPRPIRV

T
N-acetylogalaktozamina

T
Galaktoza

II
VDKGSYLPRPTPPRPIYNRN

T
N-acetylogalaktozamina

T
Galaktoza

III
DLRFLYPRGKLPVPTPPPFNPKPIYIDMGNRY

T
N-acetylogalaktozamina

T
Galaktoza

Rys. 4. Struktura O-glikozylowanych polipeptydów: (I) drozocyny Drosophila melanogaster,
(II) pyrokorycyny Pyrrhocoris apterus i (111) ebocyny Bombyx  mor,, legenda patrz rys. 1

powiedzialna za przeciwbakteryjną aktywność polipeptydu. Polipeptyd nie glikozy- 
lowany działa słabo przeciwbakteryjnie. Istnieją sugestie, że O-glikozylowane po- 
lipeptydy odpornościowe wywodzą się bądź od metalnikowin, u których uległ 
skróceniu region N-terminalny cząsteczki, bądź od apidycyn po skróceniu regionu 
C-terminalnego cząsteczki [4].

Drozocyna

Drozocyna, która jest indukowanym bogatym w prolinę polipeptydem odpo
rnościowym o cząsteczce zbudowanej z 19 reszt aminokwasowych, zawiera w 
pozycji 11 (treonina) resztę N-acetyloglukozamino galaktozy. Nawet w niskich stę
żeniach (0,1 pM/ml) drozocyna wywiera silne działanie na bakterie Gram ujemne 
[59].

Pyrokorycyna
W hemolimfie zakażonych osobników kowala bezskrzydłego Pyrrliocoris apterus 

(Hemiptera) występuje polipeptyd o strukturze zbliżonej do dorozocyny i do me-
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talnikowin, nazwany pyrokorycyną. Pyrokorycyna różni się od metalnikowin obe
cnością treoniny, której nie zawiera cząsteczka metalnikowiny. Podobnie jak w 
przypadku drozocyny, O-glikozylacja jest koniecznym warunkiem do silnego dzia
łania przeciwbakteryjnego pyrokorycyny [12]. Proces ten schematycznie przedsta
wiono na rysunku 4.

Lebocyna

Lebocyny występujące w trzech izoformach zidentyfikowano po raz pierwszy 
w hemolimfie jedwabnika morwowego Bombyx m oń  (Lepidoptera). Izoforma 1 
i 2 różnią się od izoformy 3 resztą aminokwasową w pozycji 16. Fenyloalaninę 
występującą w cząsteczce lebocyny 1 i 2 zastępuje leucyna w izoformie 3 (rys.
4). Lebocyny działają wyłącznie na bakterie Gram ujemne [4].

PRZECIWBAKTERYJNE POLIPEPTYDY PSZCZOŁY 
MIODNEJ

Odporność humoralna jamy ciała pszczoły miodnej zależy od aktywności prze- 
ciwbakteryjnej lizozymu, apidycyn, abycyny i hymenoptecyny.

Apidycyny

W grupie polipeptydów o dużej zawartości reszt proliny w cząsteczce (pro- 
\ine-rich peptides) szczególną pozycję zajmują apidycyny -  odpornościowe peptydy 
pszczołowatych (.Apoidea), a także innych przedstawicieli błonkówek (Hymenoptera) 
i muchówek (Diptera). Dotychczas zidentyfikowano 16 rodzajów tych przeciwba- 
kteryjnych, drobnocząsteczkowych (około 2 kDa) białek hemolimfy. Poziom api
dycyn w hemolimfie pszczoły miodnej Apis mellifera osiąga nawet 25 pM. 
Apidycyny występują u czerwia pszczoły miodnej w formie biologicznie nieaktyw
nego prekursora (proapidycyna) (rys. 5), który u imago pszczoły ulega konwersji 
do biologicznie aktywnej postaci pod wpływem proteolitycznej degradacji cząsteczki 
proapidycyny [6]. Cztery znane izoformy apidycyny pszczoły miodnej (la, Ib, II

Proapidycyna la/b EAKPEAKP GNNRPVYIPQPRPPHPR '/L 
Apidycyna la GNNRPVYIPQPRPPHPRI
Apidycyna Ib GNNRPVYIPQPRPPHPRL
Apidycyna II GNNRPIYIPQPRPPHPRL
Apidycyna III GNNRPVYISQPRPPHPRI

Rys. 5. Sekwencja am inokwasów w cząsteczce proapidycyny i apidycyn Apis m ellifera  [5J,
legenda patrz rys. 1
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i III), każda zbudowana z 18 reszt aminokwasowych (rys. 5) różniących się jedynie 
nieznacznie składem aminokwasowym, są oporne na ogrzewanie w odczynie kwaś
nym (pH 2,0). Obecność 6 reszt proliny w cząsteczce jest odpowiedzialna za stabilność 
apidycyny [5, 7, 8, 9].

Apidycyny działają bakteriobójczo na trzy duże grupy bakterii Gram ujemnych, 
z którymi pszczoła spotyka się w czasie zbierania nektaru i pyłku oraz pobierania 
wody. Szczególnie na apidycyny podatne są bakterie fitopatogenne, takie jak: Er- 
winia salicis i Pseudomonas syringae, bakterie związane symbiotycznie z roślinami 
(Agrobacterium tumefaciens, Rhizobium melliloti) oraz bakterie jelitowe patogenne 
dla człowieka i zwierząt, takie jak Salmonella typhimurium, Shigella flexneri. Ba
kterie jelitowe wraz z wydalinami ludzi i zwierząt zanieczyszczają wodę i rośliny 
odwiedzane przez pszczoły. Spektrum działania przeciwbakteryjnego apidycyn jest 
zbliżone zaś mechanizm ich działania na bakterie polega na zwiększeniu prze
puszczalności błony komórki bakteryjnej dla jonów, czego efektem jest śmierć 
bakterii.

Pojawienie się apidycyn w hemolimfie osobników dorosłych pszczoły miodnej 
przy względnie niskiej aktywności lizozymu może wskazywać na daleko posuniętą 
adaptację mechanizmów obrony jamy ciała do zwalczania bakterii obecnych w 
niszach ekologicznych zasiedlanych przez ten gatunek [23].

A bycyna

Abycyna jest bogatym w prolinę indukowanym polipeptydem o masie około 
4,0 kDa i zakresie działania na bakterie Gram ujemne i Gram dodatnie. Cząsteczka 
abycyny zawiera 10 reszt proliny i jest pozbawiona cysteiny. Równomierny rozkład 
reszt proliny w łańcuchu polipeptydowym cząsteczki zapobiega przyjęciu przez 
polipeptyd struktury a-helikalnej (rys. 6). Abycyna wykazuje dużą homologię z 
apidycynami pszczoły Apis mellifera i dipterycynami muszki owocowej Drosophila
[31].

Aktywność abycyny ujawnia się wyłącznie w środowisku o niskiej sile jonowej. 
Wydaje się, że w organizmie pszczoły istnieją czynniki aktywujące działanie prze- 
ciwbakteryjne tego peptydu. Działa on na bakterie Gram ujemne, takie jak: Agro- 
bacter tumefaciens, Erwin i a salicis, Escherichia coli, Pseudomonas syringae, 
Xanthomonas campestris, a także na bakterie Gram dodatnie -  Bacillus alvei, B.

YVPLPNVPQPGRRPFPTFPGQGPFNPKIKW PQGY

Rys. 6. Struktura pierw szorzędowa abycyny Apis mellifera  [6], legenda patrz rys. 1
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megaterium i Micrococcus luteus. Aktywność abycyny w stosunku do A. tmnefciciens, 
E. salicis i E. coli przewyższa około 200-krotnie aktywność apidycyn. Najpra
wdopodobniej mechanizm działania abycyny polega na lizie ściany komórki ba
kteryjnej.

Można przypuszczać, że zarówno apidycyny, jak i abycyna świadczą o przy
stosowaniu pszczoły miodnej do likwidacji fitopatogennych bakterii, które wystę
pując powszechnie w środowisku życia tego gatunku, mogą z łatwością przedostawać 
się do jego jamy ciała przez zraniony oskórek względnie przez uszkodzoną ścianę 
jelita środkowego [25].

Hym enoptecyna

Hymenoptecyna, polipeptyd z grupy peptydów odpornościowych bogatych w 
prolinę o masie 10 kDa składa się z 93 reszt aminokwasowych. Działa ona na 
bakterie Gram ujemne oraz bakterie Gram dodatnie zwiększając przepuszczalność 
błony komórki bakteryjnej. Zarówno indukcja hymenoptecyny, jak i abycyny wymaga 
zakażenia jamy ciała dużymi ilościami bakterii. Obydwa te polipeptydy pojawiają 
się w hemolimfie później aniżeli apidycyny, a przy tym w znacznie mniejszych 
stężeniach [9].

MORYCYNA I METALNIKOWINY

M o rycyn a

Badając aktywność hemolimfy immunizowanych gąsienic jedwabnika morwo
wego Bombyx mori (Lepidoptera), Hara i Yamakawa wykryli w 1995 r. polipeptyd 
złożony z 42 reszt aminokwasowych (rys. 7), hamujący wzrost Staphylococcus 
aureus. Strukturą na którą działa ten polipeptyd nazwany morycyną jest błona ko
mórki bakteryjnej [27]. Dalsze badania wykazały, że na morycynę podatne są również: 
Escherichia coli, Acinetobacter, Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa, Bacillus 

subtilis, B. megaterium  i B. cereus, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus epi- 
dermidis i Streptococcus pyognes. Bakterie Gram dodatnie są bardziej wrażliwe 
na działanie morycyny aniżeli bakterie Gram ujemne.

AKIPIKAIKTVGKAVGKGLRAINIASTANDVFNFLKPKKRKH

Rys. 7. Sekwencja aminokwasów w cząsteczce morycyny Bom byx m ori [27], legenda patrz rys. 1
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Struktura a-helikalna cząsteczki morycyny upodabnia ją do cekropin, z tym 
że morycyna nie zawiera azotu aminowego. Ponadto w cząsteczce morycyny nie 
ma mostków dwusiarczkowych. Morycyna jako indukowane białko odpornościowe 
o szerokim spektrum działania przeciwbakteryjnego jest jednym z głównych czyn
ników humoralnych obrony przeciwbakteryjnej jamy ciała jedwabnika morwowego. 
Aktywność przeciwgrzybowa morycyny jest słabo zaznaczona i w zasadzie ukie
runkowana na drożdżaki. Morycyna o silnym działaniu na bakterie Gram dodatnie, 
łącznie z cekropinami jedwabnika morwowego o działaniu ukierunkowanym za
sadniczo na bakterie Gram ujemne, likwidują skutecznie zakażenia jamy ciała gą
sienicy Bombyx mori [28].

M etalnikowiny

Metalnikowiny stanowią interesującą grupę bogatych w prolinę (proline-rich 
peptides) peptydów odpornościowych, ponieważ ich spektrum działania dotyczy 
zarówno bakterii, jak i grzybów [4]. Te indukowane drobnocząsteczkowe poli- 
peptydy opisane u pluskwiaka Palomena prasina występują w czterech izoformach 
(I, Ila, Ilb i III), każda zbudowana z 26 reszt aminokwasowych (rys. 8). W prze
ciwieństwie do bakteriobójczego działania drozycyny i pyrokorycyny, działają one 
bakteriostatycznie. Metalnikowiny muszki owocowej Drosophila melanogaster nie 
działają na bakterie Gram ujemne, natomiast cechują się wysoką aktywnością skie
rowaną przeciwko bakteriom Gram dodatnim i grzybom. Na uwagę zasługuje fakt, 
że C-terminalne domeny abycyny, lebocyn i metalnikowin wykazują daleko posunięte 
podobieństwa w budowie [43].

I VDKPDYRPRPRPPNM
Ila VDKPDYRPRPWPRPN
Mb VDKPDYRPRPWPRNMI
III VDKPDYRPRPWPRPNM

Rys. 8. Pierwotna struktura metalnikowin 1, Ila, Ilb i III Palomena prasina [4], legenda patrz rys. 1

Miecznikowiny

Miecznikowiny, ostatnio opisana grupa polipeptydów odpornościowych owadów, 
została wykryta w hemolimfie zakażonych muszek Drosophila melanogaster. Czą
steczka złożona z 26 reszt aminokwasowych wykazuje duże podobieństwo z abycyną 
pszczoły miodnej i lebocynami jedwabnika morwowego. Zakres działania miecz- 
nikowin jest szeroki i obejmuje bakterie oraz grzyby [43].
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UWAGI KOŃCOWE

Jakkolwiek świat owadów cechuje ogromna różnorodność budowy ciała, za
siedlanych niszekologicznych, różnorodność zdolności wykorzystywania rozmaitych 
źródeł pożywienia oraz przebiegu rozwoju osobniczego, to jednak strategie od
porności przeciwzakaźnej są u wszystkich owadów identyczne lub bardzo zbliżone. 
Bariery ochronne okrywy ciała i struktury anatomiczno-fizjologiczne przewodu po
karmowego, które chronią jamę ciała owada przed zakażeniem, są w zasadzie takie 
same u wszystkich grup owadów. Również mechanizmy rozpoznawania składników 
obcych od struktur własnych ustroju, a także hemocytarne odczyny obronne są 
zbliżone. U wszystkich gatunków owadów bardzo aktywna jest fagocytoza, z reguły 
wspomagana przez tworzenie guzków. Tworzenie guzków (nodulacja) polega na 
otoczeniu fagocytów z pochłoniętymi bakteriami przez kilka warstw komórek krwi
[38]. W przypadku inwazji pasożytów do hemolimfy pojawia się dodatkowy odczyn 
komórkowy jakim jest inkapsulacja. Proces inkapsulacji polega na utworzeniu wokół 
pasożytów otoczki złożonej z kilku lub kilkudziesięciu warstw hemocytów. Sub
stancja obca łącznie z otoczką hemocytarną tworzy kapsułę. Często w ścianie otoczki 
odkłada się melanina [38]. Również u wszystkich owadów naturalnym (fizjologi
cznym) czynnikiem obrony przeciwbakteryjnej jamy ciała jest lizozym. Owady
0 miękkiej okrywie ciała, tym samym częściej narażone na zakażenia bakteryjne
1 atak pasożytów, reagują szybkim i drastycznym podwyższeniem poziomu lizozymu 
w hemolimfie (hipersynteza lizozymu).

Indukowalna (nabyta) odporność humoralna jest realizowana u owadów według 
identycznego schematu. W zakażonym osobniku są syntetyzowane de novo zasadowe 
białka i polipeptydy o aktywności skierowanej głównie przeciwko bakteriom, w 
większości przeciwko bakteriom Gram ujemnym. W nielicznych tylko przypadkach, 
aktywności przeciwbakteryjnej towarzyszy działanie przeciwgrzybicze, a wyjątkowo 
indukowane polipeptydy cechuje wyłącznie aktywność przeciwgrzybowa. Pomimo 
identycznego miejsca działania docelowego przeciwbakteryjnych białek odporno
ściowych owadów, jakim są struktury ściany komórki bakteryjnej, i identycznej 
roli w odporności przeciwzakaźnej, indukowane białka odpornościowe owadów 
różnią się wielkością, składem aminokwasowym i budową przestrzenną cząsteczki. 
Niemniej jednak, w obrębie poszczególnych grup polipeptydów odpornościowych 
(cekropiny, attacyny, dipterycyny, apidycyny) stwierdzono daleko posuniętą ho- 
mologię w strukturze pierwszorzędowej cząsteczki. Sprawność mechanizmów immu
nologicznych owadów jest zadziwiająca, co zapewnia tym bezkręgowcom przeżycie 
w ekstremalnych warunkach środowiska.
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M OLEKULARNE PODŁOŻE ZESPOŁÓW  
PRADERA-W ILLEGO I ANGELM ANA  

A M ECHANIZM Y RODZICIELSKIEGO  
PIĘTNOW ANIA GENOMU U CZŁOW IEKA

M O L E C U L A R  BA SIS  OF P R A D E R -W IL L I A N D  A N G E L M A N  
S Y N D R O M E S , A N D  M E C H A N IS M S  O F  G E N O M IC  IM P R IN T IN G  

IN M A N

Beata BIELIŃSKA
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Streszczenie: Zespoły Pradera-Willego i Angelmana spowodowane są utratą funkcji odrębnych, sprzę
żonych genów, które znajdują się w regionie 15q 11-13 i poddane są piętnowaniu rodzicielskiemu. 
Charakter piętna rodzicielskiego determinowany jest przez obszar regulatorowy położony w regionie 
15q 11-13 i określony terminem centrum piętnowania.

Słowa kluczowe: zespoły Pradera-Willego i Angelmana, rodzicielskie piętnowanie genomu, centrum 
piętnowania.

Summary: Prader-Willi and Angelman syndromes are caused by the loss of function distinct but closely 
linked genes in 15q 11-13, subject to genomic imprinting. The parental imprint of these genes is 
determined by the genetic element for control of imprinting throughout 15q 11-13 defined as an imprinting 
centre.
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I. WSTĘP

Zjawisko rodzicielskiego piętnowania genomu (ang. genomie imprinting) ob
serwowane u wyższych Eucaryota polega na naznaczeniu chromosomów zgodnie
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z ich rodzicielskim pochodzeniem i prowadzi do zróżnicowanej ekspresji alleli 
ojcowskich i matczynych podczas rozwoju osobniczego.

Rodzicielskie piętnowanie genomu wykazano doświadczalnie u zwierząt. Zaob
serwowano również, że odgrywa ono istotną rolę w ujawnianiu się niektórych chorób 
genetycznie uwarunkowanych u człowieka, takich jak: guz Wilmsa [1 ], embrionalny 
nowotwór mięśni (rlmbdosarcoma) [2], pewna forma raka kości (osteosarcoma)
[2] oraz zespołów Beckwitha-Wiedemana [3], Huntingtona [4, 5], Pradera-Willego
[6] i Angelmana [6].

Rezultaty dotychczasowych badań wskazują, że piętnowanie genomowe jest zja
wiskiem kompleksowym obejmującym zmiany zarówno struktury i aktywności trans- 
krypcyjnej chromatyny, jak i przebiegu replikacji oraz metylacji sekwencji DNA 
[7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14]. Piętnowanie zachodzi już podczas gametogenezy. 
Nadane wówczas piętno rodzicielskie przekazywane jest od gamety do zygoty, 
gdzie utrzymuje się przez cały okres rozwoju zarodkowego, a w komórkach so
matycznych nawet do końca życia. W komórkach linii płciowej piętno odziedziczone 
po rodzicach zostaje wymazane, a w jego miejsce wprowadzane jest nowe, którego 
specyfika zależy od płci.

Mechanizm piętnowania pozostaje dotychczas nieznany. W 1993 roku Barlow 
wysunęła hipotezę, zgodnie z którą piętnowane geny zawierają sekwencje matczyne 
i ojcowskie podlegające specyficznej metylacji podczas gametogenezy (ang. im 
printing box) [32]. W 1995 roku Buiting i wsp., na podstawie rezultatów badań 
nad zespołami Pradera-Willego i Angelmana uznali, że piętno genomowe oddziałuje 
nie na pojedyncze geny, lecz na duże domeny chromosomalne za pośrednictwem 
sekwencji regulatorowych, które określili jako centrum piętnowania IC (ang. im 
printing centre). Według modelu piętnowania, który zaproponowali, IC reguluje 
w układzie cis zarówno strukturę chromatyny, metylację DNA, jak i ekspresję 
genów wzdłuż rozległego regionu chromosomu 15 [15].

Poniżej przedstawione zostały rezultaty badań nad zespołami Pradera-Willego 
i Angelmana, które pozwoliły bliżej poznać podłoże molekularne tych chorób u 
człowieka i stały się podstawą modelu piętnowania chromosomu 15 z udziałem 
IC.

II. ZMIANY MOLEKULARNE W REGIONIE 15qłl-13  
OBSERWOWANE U CHORYCH Z ZESPOŁAMI 

PRADERA-WILLEGO I ANGELMANA

Zespoły Pradera-Willego (PWS) i Angelmana (AS) to schorzenia neurogenety- 
czne o odmiennym obrazie klinicznym występujące z częstością około 1 na 
25 000 żywych urodzeń.
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Zarówno PWS, jak i AS wywołane są nieprawidłowym dziedziczeniem regionu 
11-13 położonego na długim ramieniu chromosomu 15 (15ql 1-13). Jak wykazuje 
analiza częstości aberracji chromosomowych (w tym delecji, jednorodzicielskich 
disomii, trisomii, translokacji i innych przegrupowań genowych), region 15ql 1-13 
należy do najbardziej niestabilnych fragmentów ludzkiego genomu [ 16]. W zależności 
od obserwowanych w nim zmian molekularnych, wyróżniono cztery klasy pacjentów 
z PWS i AS [6].

Jedną z nich stanowią chorzy z PWS (70-75% ogółu przypadków) oraz z AS 
(65-70%), u których stwierdza się rozległą delecję powstałą cle novo w regionie 
cjll-13 na chromosomie 15 pochodzącym od jednego z rodziców. U chorych z 
AS delecję obserwuje się wyłącznie na chromosomie odziedziczonym od matki, 
natomiast u chorych z PWS na chromosomie przekazanym przez ojca [6, 17, 18, 
19].

Do drugiej grupy zaliczani są chorzy charakteryzujący się jednorodzicielską di- 
somią chromosomu 15: disomią matczyną, tzn. obecnością dwóch chromosomów 
pochodzących od matki i brakiem chromosomu ojcowskiego lub disomią ojcowską, 
tzn. obecnością dwóch chromosomów odziedziczonych od ojca i brakiem chro
mosomu matczynego. Disomię matczyną zaobserwowano wyłącznie w PWS (25% 
ogółu przypadków), natomiast disomię ojcowską w AS (2-3%) [6, 17, 18].

Trzecią, nieliczną grupę stanowią pacjenci z AS (3-4% ogółu przypadków) i 
PWS (1-2%), u których jedynie wykrywa się odmienny niż u osób zdrowych, 
a typowy dla każdego zespołu, wzór metylacyjny w regionie 15q 11-13 [6, 15,19].

Osobną grupę reprezentują chorzy z AS, którzy odznaczają się pozornie pra
widłowym dziedziczeniem chromosomu 15 [6, 20, 21, 22, 23] i są prawdopodobnie 
nosicielami drobnych mutacji w genie AS.

Fakt występowania ostatniej z wymienionych klasy chorych z AS oraz brak 
analogicznych przypadków wśród pacjentów z PWS sugeruje, że za cechy fe- 
notypowe AS odpowiedzialny jest tylko jeden gen strukturalny, natomiast za PWS 
dwa lub więcej genów. Analiza dziedziczenia markerów polimorficznych w regionie 
15q 11-13 dowiodła, że geny zaangażowane w patogenezę AS i PWS zajmują 
odrębne, choć sprzężone loci. Ustalenie ich dokładnego położenia i funkcji było 
utrudnione przez duży zasięg delecji (~5 Mb) obserwowanych u większości pacjentów 
z AS i PWS. Wykryte ostatnio mikrodelecje pozwoliły ustalić odrębne, krytyczne 
subregiony (ang. SRO-AS i SRO-PWS), w których poszukiwano genów struktu
ralnych odpowiedzialnych za objawy kliniczne AS i PWS (rys. 1). Uznano, że 
geny obecne w poszczególnych subregionach podlegają piętnowaniu rodziciel
skiemu [20, 21, 22, 23, 24]. Wskazywało na to jednorodzicielskie pochodzenie 
chromosomu ulegającego delecji oraz występowanie jednorodzicielskiej disomii u 
chorych z AS i PWS.

http://rcin.org.pl



438 B. BIELIŃ SKA

III. EKSPRESJA GENÓW W REGIONIE 15qll-13  
ZALEŻNA OD POCHODZENIA RODZICIELSKIEGO 

(PIĘTNO TRANSKRYPCYJNE)

W obszarze minimalnej delecji AS (SRO-AS) nie udało się dotychczas znaleźć 
genu, który ulegałby piętnowaniu ojcowskiemu, a jedyny gen ulegający ekspresji 
wyłącznie na chromosomie matczynym zidentyfikowano w locus GABRB3 po
łożonym w regionie 15q 11-13, poza SRO-AS (rys. 1) [19, 23]. Wykazano natomiast, 
że położony w SRO-AS gen UBE3A, według dotychczasowych badań, aktywnie 
transkrybowany zarówno na matczynej, jak i na ojcowskiej kopii chromosomu 15 
jest zaangażowany w patogenezę AS (rys. 1) [47, 48]. Produkt białkowy tego genu, 
enzym E3 ligaza ubikwityna-białko odgrywa centralną rolę w selekcji substratów 
(w tym białka p53) poddanych proteolizie przebiegającej z udziałem ubikwityny 
[49,50,51,52]. Mutacje genu UBE3A, wykryte ostatnio w zespole Angelmana, sta
nowią pierwszy, poznany u ssaków, przykład genetycznych zaburzeń ubikwity- 
nozależnej proteolizy  w yw ołujących nieprawidłowości w funkcjonow aniu  
centralnego układu nerwowego. Wcześniej obserwowano, że mutacje w genie ko
dującym enzym E0 (jeden z nośników ubikwityny) powodują zmianę przewodnictwa 
synaptycznego w układzie nerwowym u Drosophila melanogaster [53]. Obecnie 
przypuszcza się, że objawy neurologiczne charakterystyczne dla pacjentów z ze
społem Angelmana są rezultatem mutacji genu UBE3A poddanego, w rozwijającym 
się mózgu, procesom piętnowania ojcowskiego. Występowanie tkankowo-specyfi- 
cznego i zależnego od stadium rozwoju piętna rodzicielskiego opisano już dla genów, 
odpowiednio, IgFII i genów insuliny 1,2 oraz dla genów IgFII i genu proinsuliny 
u myszy [54,55,56,]. Wydaje się prawdopodobne, że transkrypty genu UBE3A 
powstają analogicznie jak piętnowane i niepiętnowane transkrypty genu IgFII, tj. 
dzięki istnieniu alternatywnych promotorów lub alternatywnych miejsc składania 
transkryptu dla pojedynczego locus genu [48,57].

Mechanizm powstawania piętna transkrypcyjnego genu UBE3A oraz innych 
genów w regionach minimalnej delecji, u pacjentów z zespołami AS i PWS, jest 
obecnie przedmiotem intensywnych badań. W regionie minimalnej delecji u pa
cjentów z PWS (SRO-PWS) scharakteryzowano dotychczas cztery geny, które pod
legają piętnowaniu matczynemu i ulegają ekspresji jedynie na chromosomie 
ojcowskim [25, 26, 27, 28, 44, 45] (rys. 1). Jeden z nich to gen SNRPN (ang. 
smali nuclear rihonucleoprotein polypepticle N ), którego produktem jest polipeptyd 
uczestniczący w dojrzewaniu mRNA w mózgu. Pozostałe geny to PARI, PAR5 
i IPW kodujące poliadenylowane, nie ulegające translacji mRNA o nieznanej dotąd 
funkcji. Przypuszcza się, że transkrypty genów PARI, PAR5, IPW uczestniczą 
w regulacji w układzie cis całego obszaru PWS/AS. Regulacja za pośrednictwem 
wyżej wymienionych produktów może przebiegać w sposób analogiczny do mo
dulowania ekspresji genu IgF2 bądź inaktywacji chromosomu X przez transkrypty
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IC - region centrum piętnowania
SRO-AS - region najmniejszej delecji obserwowanej w AS
SRO-PW S - region najmniejszej delecji obserwowanej w PWS

a  -  piętno transkrypcyjne 
□ - piętno metylacyjne
o - piętno replikacyjne

Rys. 1. Mapa genetyczna regionu q 11-13 na chromosomie 15 z zaznaczonym położeniem wybranych 
loci: na skali nie uwzględniono odległości między loci, nawiasy zaznaczone linią falistą ograniczają 

region najczęściej ulegający delecji u chorych z AS i PSW

genów odpowiednio H I 9 i XIST [29, 30].
Wykrycie genów SNRPN, PAR1, PAR5, IPW podlegających piętnowaniu mat

czynemu wskazuje na istnienie w regionie 15q 1 1-13 dużej domeny transkrypcyjnej, 
której aktywność zależy od piętna rodzicielskiego. W tej samej domenie może 
też znajdować się gen ZNF129 zidentyfikowany w locus D15S9 położonym w 
regionie 15 q 11-13, proksymalnie w stosunku do obszaru SRO-PWS (rys. 1). Stwier
dzono bowiem, że wysoce konserwaty wny gen ZNF129, kodujący białko zawierające 
tzw. palce cynkowe, podlega piętnowaniu matczynemu tak u myszy, jak i u człowieka
[7].

IV. METYLACJA W LOCI REGIONU 15qll-13 ZALEŻNA 
OD POCHODZENIA RODZICIELSKIEGO 

(PIĘTNO METYLACYJNE)

Dwunukleotydowe sekwencje CpG w genach ZNF129 i SNRPN, a także w 
czterech loci położonych pomiędzy nimi są metylowane w sposób zależny od ro
dzicielskiego pochodzenia (piętno stanowi tu zarówno obecność, jak i brak grupy 
metylowej) (rys. 1 ).

Piętno metylacyjne wykryto po raz pierwszy u ssaków w locus D15S9 dla genu 
ZNF 129. Obejmuje ono 11 miejsc metylowanych zależnie od rodzicielskiego po
chodzenia, przy czym zarówno allel ojcowski, jak i matczyny charakteryzują się 
własnym, niepowtarzalnym wzorem metylacji [7].
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W loci: SNRPNekson-1 (przypuszczalny regionpromotorowy), Dl5S63 i RN4RR 
zaobserwowano, że sekwencje CpG są metylowane tylko na matczynym chromo
somie. Natomiast w intronie 5 genu SRNPN i locus X48.5 metylowane są sekwencje 
tylko na chromosomie ojcowskim [26]. W komórkach rozrodczych odkryto odmienne 
wzory metylacyjne reprezentujące prawdopodobnie dziedziczne piętno metylacyjne. 
W gametach męskich stwierdzono metylację intronu 5 oraz brak metylacji w regionie 
promotorowym genu SNRPN, natomiast w komórkach żeńskich zaobserwowano 
brak metylacji zarówno w intronie 5, jak i promotorze tego genu [26].

Chorzy z zespołami AS i PWS charakteryzują się odmiennym niż osoby zdrowe 
wzorem metylacyjnym w regionie 15q 11-13. Wszyscy lub prawie wszyscy z ze
społem PWS oraz 75% z AS odznaczają się brakiem odpowiednio ojcowskiego 
lub matczynego wzoru metylacyjnego w loci D15S63 i SNRPN ekson-1 [9, 14, 
19, 26]. Analiza wzorów metylacyjnych w regionie 15q 11-13, przeprowadzona, 
tak u osób zdrowych, jak i chorych z PWS i AS, potwierdziła związek między 
piętnem metylacyjnym a piętnem transkrypcyjnym [25, 26, 28]. Wcześniej zależność 
taką wykazano dla znanych piętnowanych genów myszy (IgF2, IgF2r, H I 9) oraz 
człowieka (H I9, IgF2) [29, 30, 31, 32].

Analiza wzorów metylacyjnych dowiodła ponadto, że dziedziczny sygnał me- 
tylacyjny (obserwowany w gametach) nie występuje w sekwencjach kodujących 
lub promotorowych genu, lecz w sekwencjach intronowych [26]. Specyficzną me
tylację sekwencji intronowych wykryto wcześniej u ssaków, w intronie genu HPRT 
ulegającego ekspresji na aktywnym chromosomie X [33]. Ustalono, że intronowe 
piętno metylacyjne genu HPRT występuje w bezpośrednim sąsiedztwie sekwencji 
wiążących domeny (pętle chromatynowe) z macierzą jądrową*, tzw. MARs (ang. 
matrix attachment region) i wpływa na ich aktywność. MARs podobnie jak sekwencje 
wzmacniające (ang. enhancers) i sekwencje osłabiające (ang. silencers) należą do 
regulatorów transkrypcji działających w układzie cis [33]. Coraz większa liczba 
doniesień wskazuje, że sekwencje typu MARs mogą być kluczowym punktem re
gulacji, tak struktury domen chromosomowych, jak i przebiegających w ich obrębie 
transkrypcji, replikacji, metylacji oraz innych procesów wiążących się z aktywnością 
genomu (w tym również procesów tkankowo specyficznych) [33, 34, 35, 36, 37, 
38, 39, 40, 41].

Struktura domen chromatynowych w regionie krytycznym dla AS i PWS nie 
jest dotychczas znana. Wyniki badań nad ekspresją i replikacją alleli ojcowskich 
i matczynych w tym regionie wskazują na duże prawdopodobieństwo istnienia domen, 
w których geny funkcjonują w sposób zależny od istniejącego piętna genomowego.

*M acierz jądrow a -  białkowa struktura jądra komórkowego określana czasami jako  szkielet jądra 
kom órkowego, uważana za wyłączne miejsce replikacji, transkrypcji, metylacji, dojrzewania 
m RN A  oraz szeregu innych procesów związanych z aktywnością genomu.
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V. REPLIKACJA ALLELI W REGIONIE 15qll-13  
ZALEŻNA OD POCHODZENIA RODZICIELSKIEGO 

(PIĘTNO REPLIKACYJNE)

Zaobserwowano, że allele ojcowskie i matczyne w regionie krytycznym dla 
AS/PWS replikują asynchronicznie. Allele ojcowskie zlokalizowane pomiędzy loci 
D15S63 i GABRB3 ulegają replikacji wcześniej niż allele matczyne, natomiast 
allele matczyne występujące między loci GABRB3, a GABRB5 replikują wcześniej 
niż ojcowskie [13,42,43]. Świadczy to o tym, że aktywność replikacyjna w regionie 
15q 11-13 uzależniona jest od piętna rodzicielskiego i prawdopodobnie koreluje 
z ekspresją genów (rys. 1). Podobne zjawisko zaobserwowano u ssaków, u których 
na nieaktywnym chromosomie X geny replikują w fazie S później niż na jego 
aktywnym homologu i u których występują różnice w przebiegu replikacji dla 
genów H19 i IgF2 na chromosomach pochodzenia ojcowskiego i matczynego [42].

U pacjentów z AS i PWS, u których choroba jest wynikiem odpowiedniej, jedno- 
rodzicielskiej disomii chromosomu 15, wykryto odmienny niż u osób zdrowych 
wzór replikacyjny -  zarówno dla ojcowskich, jak i matczynych alleli regionu q 11-13 
[13, 14, 42]. Wskazuje to na występowanie podczas ontogenezy wzajemnych od
działywań między imprintami chromosomów homologicznych, które umożliwiają 
wprowadzenie prawidłowego wzoru replikacyjnego. Oddziaływania te mogłyby za
chodzić przy udziale sekwencji działających w układzie trans, tak jak proponuje 
to model allelic cross-talk wyjaśniający ekspresję dominującej mutacji w locus 
Ubx u Drosophila [43]. Dotychczas nie wykryto sekwencji uczestniczących w po
stulowanej wzajemnej regulacji piętnowania w układzie trans pomiędzy dwoma 
homologicznymi chromosomami 15.

VI. MUTACJE IMPRINJJNGOWE U CHORYCH Z AS I PWS. 
OBECNY MODEL GENETYCZNY DLA ZESPOŁÓW PRADERA- 

WILLEGO I ANGELMANA ZAKŁADAJĄCY UDZIAŁ CENTRUM 
PIĘTNOWANIA W PIĘTNOWANIU REGIONU 15qll-13

Ostatnio udało się ustalić położenie sekwencji, które działają w układzie cis, 
wzdłuż regionu 15q 11-13 i decydują o charakterze piętna rodzicielskiego po
łożonych w tym regionie genów [15]. Odkrycia tych sekwencji dokonano prze
prowadzając badania pacjentów z AS i z PWS, u których obserwowano odziedziczone 
od obojga rodziców, pozornie normalne chromosomy 15, charakteryzujące się jedynie 
nieprawidłowym wzorem metylacyjnym w regionie 15q 11-13. U niektórych z tych 
chorych wykryto mikrodelecje w regionie położonym proksymalnie w stosunku 
do subregionów krytycznych dla AS i PWS [15, 19, 44]. Ustalono, że dzieci z 
PWS dziedziczyły mikrodelecje od fenotypowo normalnych ojców, którzy dzie-
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Rys. 2. Schemat dziedziczenia mutacji imprintingowej prowadzącej do wystąpienia rodzinnego PWS 
(A) lub AS (B) [19]: a) -  mutacja imprintingowa, która pojawiła się cle novo w linii żeńskiej powoduje 
utrwalenie na chromosomie 15 piętna matczynego; mutacja przekazywana jest bezobjawowo przez 
kobiety; jeżeli jej nosicielem jest mężczyzna, przekazuje połowie swego potomstwa chromosom 15 z 
ustalonym piętnem matczynym; u dzieci dziedziczących zmutowany chromosom rozwijają się objawy 
PWS; b) -  mutacja, która wystąpiła de novo w linii męskiej powoduje utrwalenie na chromosomie 15 
piętna ojcowskiego; jeżeli transmisji mutacji towarzyszy zmiana płci u kolejnych nosicieli, u dzieci

rozwija się AS

dziczyli je od klinicznie zdrowych matek. Natomiast w rodzinach z zespołem AS, 
bezobjawowymi nosicielami mikrodelecji byli: matka chorego oraz uprzednio jej 
ojciec (rys. 2 ).

Korelacja dziedziczenia mikrodelecji z występowaniem objawów chorobowych 
w wielopokoleniowych rodzinach z AS i PWS wykazała, że mikrodelecja jest mutacją 
imprintingową (ang. imprinting mutation), która nie wywiera prostego wpływu po
zycyjnego na sąsiednie geny, lecz utrwala istniejące w tych genach piętno rodzi
cielskie. K onsekw encją tej mutacji jest niezdolność do w ym azania  piętna 
genomowego w komórkach linii płciowej podczas gametogenezy. Tego rodzaju 
mutacje przekazywane są z pokolenia na pokolenie bezobjawowo przez nosicieli 
tej samej płci (rys. 2). Natomiast jeżeli transmisji mutacji u kolejnych nosicieli 
towarzyszy zmiana płci, to u ich dzieci występują objawy zespołu Pradera-Willego 
lub Angelmana (zależnie od tego, jakie piętno zostało utrwalone na zmutowanym 
chromosomie) (rys. 2 ).

Identyfikacja mutacji imprintingowej u chorych z AS i PWS stała się podstawą 
obecnego modelu genetycznego zespołów Pradera-Willego i Angelmana. Model 
ten zakłada, że oba zespoły są spowodowane utratą funkcji odrębnych, choć sprzę
żonych genów położonych w regionie 15q 11-13 i poddanych piętnowaniu rodzi
cielskiemu. Charakter piętna rodzicielskiego zarówno genów AS, jak i PWS
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Rys. 3. Hipoteza centrum piętnowania regionu ej 11-13 chromosomu 15 [15]: Ekspresja genów PWS i 
AS w regionie q 11-13 chromosomu 15 jest regulowana przez centrum piętnowania. Geny AS są 
aktywnie transkrybowane wyłącznie na matczynej kopii chromosomu 15, natomiast geny PWS na kopii 
pochodzącej od ojca. W niektórych rodzinnych przypadkach PWS i AS delecja bądź mutacja w centrum 
piętnowania powoduje utrwalenie istniejącego piętna rodzicielskiego na chromosomie 15 i niezdolność 
do jego wymazania podczas gametogenezy. W konsekwencji mutacji imprintingowej pacjent z PWS ma 
dwa chromosomy z piętnem matczynym, na których nie ulegają ekspresji geny PWS, natomiast u chorego 

z AS występują dwa chromosomy z piętnem ojcowskim i nieaktywnymi genami AS.

zdeterminowany jest przez jeden ośrodek regulatorowy, tzw. centrum piętnowania 
(ang. imprinting centre), które znajduje się w proksymalnej części regionu 15q 11-13, 
(rys. 1,3) [15]. Uważa się, że centrum piętnowania reguluje w układzie cis strukturę 
chromatyny oraz replikację i ekspresję genów rozległego (~2 Mb) regionu chro
mosomu. Mechanizm regulacji aktywności piętnowanej domeny, z udziałem IC, 
nie został dotychczas całkowicie wyjaśniony.

VII. STRUKTURA I FUNKCJONOWANIE 
CENTRUM PIĘTNOWANIA W REGIONIE 15qll-13

Rezultaty ostatnich badań wykazują, że centrum piętnowania obejmuje region 
ok. 100 kb, w tym tzw. eksony BD i ekson 1 genu SNRPN, oraz koduje alternatywny 
transkrypt genu SNRPN, pozbawiony miejsc startu translacji (rys. 4) [45]. Ekspresję 
obszaru IC zaobserwowano w niewielu tkankach, głównie w jajnikach, jądrach, 
mózgu i sercu, wyłącznie na ojcowskiej kopii chromosomu 15 [45].

Wykazano, że mikrodelecje i mutacje punktowe w eksonach BD bądź w miejscach
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/V\A - chromosom 15 odziedziczony od matki
 chromosom 15 odziedziczony od ojca
PO - piętno ojcowskie 
PM - piętno matczyne
SIS • miejsce inicjacji przełączania piętna rodzicielskiego

Rys. 4. Struktura i funkcjonowanie centrum piętnowania (IC) podczas żeńskiej (XX) i męskiej (XY) 
gametogenezy [48], opis zamieszczono w rozdz. VII

donorowych dla składania transkryptu uniemożliwiają zmianę piętna ojcowskiego 
na matczyne [45]. Mutacje takie znaleziono bowiem u pięciu spośród sześciu znanych 
rodzin z AS, u których obserwowano zaburzenia procesu piętnowania chromosomu 
15. U jednej z sześciu omawianych rodzin wykryto delecję o wielkości 6 kb, która 
występowała w bezpośrednim sąsiedztwie eksonów BD, a więc mogła mieć wpływ 
na procesy transkrypcji lub składania transkryptu. Stwierdzono natomiast, że mi- 
krodelecje w eksonie 1 genu SNRPN uniemożliwiają zmianę piętna matczynego 
na ojcowskie. Mikrodelecje w eksonie 1 genu SNRPN znaleziono u wszystkich 
znanych rodzin z PWS, u których obserwowano zaburzenia procesu piętnowania 
[45].

Powyższe obserwacje stały się podstawą modelu funkcjonowania centrum pięt
nowania na chromosomie 15 (rys. 4) [45]. Model ten zakłada, że centrum pięt
nowania jest dwuczęściową strukturą, którą tworzą sekwencje piętnujące, tzw. 
imprintor (ang. imprintor) i miejsce inicjacji przełączania piętna rodzicielskiego 
(ang. switch initiation site\ SIS)

Imprintor ulega aktywnej ekspresji wyłącznie na ojcowskiej kopii chromosomu 
15 i koduje transkrypt BD. Za pośrednictwem transkryptu BD, imprintor oddziałuje, 
w układzie cis, na miejsce inicjacji przełączania piętna (SNRPN ekson 1, SNRPN 
promotor lub miejsce położone w pobliżu) prawdopodobnie indukując lokalne zmiany 
w strukturze chromatyny.

Na podstawie rezultatów badań metylacji i replikacji DNA w regionie 15q 11-13 
autorzy modelu sugerują, że ojcowska kopia piętnowanej domeny, z której trans- 
krybowane są geny PWS ma strukturę euchromatyny, natomiast matczyna kopia, 
na której ekspresji ulega gen AS, występuje w postaci heterochromatyny. Miejsce
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inicjacji przełączania piętna rodzicielskiego (SIS) reprezentuje przypuszczalne, ją 
drowe centrum determinujące stopień kondensacji chromatyny.

Miejsca indukujące stan heterochromatynowy, jakkolwiek niezidentyfikowane 
dotychczas u ssaków, zostały dość dobrze poznane u Drosophila melanogaster. 
Podczas rozwoju osobniczego tego gatunku, wraz z pojawieniem się określonych 
wzorów ekspresji genów, obserwuje się zmiany stopnia upakowania chromatyny. 
Jako przykład może posłużyć oddziaływanie sekwencji DNA z białkowymi czyn
nikami z grupy Polycomb (PcG) działającymi w układzie trans i indukującymi 
powstanie struktur podobnych do heterochromatynowych [46].

Model piętnowania rodzicielskiego proponowany dla chromosomu 15 zakłada, 
że przełączanie piętna ojcowskiego na matczyne, podczas żeńskiej gametogenezy, 
indukowane jest przez transkrypt BD w miejscu inicjacji przełączania (SIS) i prze
biega z udziałem matczynych czynników działających w układzie trans. Przełączanie 
piętna matczynego na ojcowskie podczas męskiej gametogenezy zachodzi przy nie
obecności transkryptu BD i żeńskich czynników białkowych. Rozszerzanie się piętna 
matczynego w domenie 15q 11-13 podczas żeńskiej gametogenezy powoduje ina- 
ktywację imprintora, natomiast rozchodzenie się piętna ojcowskiego, podczas game
togenezy męskiej, jego ponowną aktywację.

Przedstawiony model sugeruje zatem, że przełączanie piętna jest procesem samo- 
regulacyjnym i specyficznym płciowo. Nasuwa również pewne wyjaśnienie ewolucji 
piętnowania regionu 15q 11-13. Ojcowski epigenotyp wydaje się być podobny do 
epigenotypu innych, niepiętnowanych regionów chromosomalnych, a matczyny 
epigenotyp mógł rozwinąć się z epigenotypu ojcowskiego, po pojawieniu się trans
kryptu BD oraz matczynych czynników białkowych działających w układzie trans.

Należy podkreślić, że powyższy model proponuje jedynie mechanizm przełączania 
piętna rodzicielskiego podczas gametogenezy. Nie wyjaśnia natomiast, w jaki sposób 
ekspresja poszczególnych genów jest regulowana przez matczyny lub ojcowski 
epigenotyp. Oczekuje się, że dalsze badania nad strukturą i funkcjonowaniem centrum 
piętnowania pozwolą poznać mechanizm powstawania piętna rodzicielskiego w IC 
i sposób komunikowania go poszczególnym genom w regionie 15q 11-13.
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CZYNNIK MARTWICY NOWOTWORÓW-a 
W KOMÓRKACH ŻEŃSKIEGO UKŁADU ROZRODCZEGO*

T U M O R  N E C R O S IS  F A C T O R -a  
IN T H E  F E M A L E  R E P R O D U C T IV E  T R A C T  C EL L S

Sławomir TERLIKOWSKI *, Stanisław SULKOWSKI **

* Klinika Ginekologii i Położnictwa Septycznego Instytutu Położnictwa i Chorób 
Kobiecych; **Zakład Anatomii Patologicznej 

Akademii Medycznej w Białymstoku

Streszczenie: Biologiczne właściwości czynnika martwicy nowotworów {Tumor Necrosis Factor, 
TNF-a) pierwotnie wiązano z wywoływaniem martwicy krwotocznej guzów nowotworowych. Obecnie 
wiadomo, że cytokina ta czynnie uczestniczy w wielu mechanizmach regulujących stan prawidłowej 
homeostazy organizmu. W układzie rozrodczym potwierdzono istotną rolę TN F-a w rozwoju gamety i 
pęcherzyka, sterydogenezie, cyklicznych przemianach endometrium, różnicowaniu się komórek łożyska, 
rozwoju zarodka oraz porodzie. W przedstawionym przeglądzie piśmiennictwa omówiono wielokierun
kowe zaangażowanie TN F-a w procesy związane z biologią reprodukcji oraz jego interakcje w sieci 
cytokin.

Słowa kluczowe: TNF-a, żeński układ płciowy, biologia reprodukcji

Summary: Biological properties of Tumor Necrosis Factor (TNF-a) was primarily associated with the 
induction of hemorrhagic necrosis of neoplastic tumors. At present, this cytokine is known to actively 
participate in a number of mechanisms which regulate the state of normal homeostasis of the organism. 
In the reproductive system, a significant role of TNF-a has been revealed in the development of gamete 
and follicle, in steroidogenesis, endometrium cyclicity, placental differentiation, embryo growth, and 
parturition. The literature survey presented discusses pleiotropic contribution of TN F-a to the processes 
connected with the biology of reproduction and its interactions in the cytokine network.

Key words: TNF-a, female reproductive system, biology of reproduction

*Praca w ykonana w ramach projektu badań statutowych AM Białystok N r 303817
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I. WSTĘP

Badania ostatnich lat dostarczają wielu istotnych informacji dotyczących syntezy 
oraz funkcji, jakie pełnią cytokiny w żeńskim układzie płciowym [45, 58]. T N F -a  
po raz pierwszy opisano jako produkt syntezy zaktywowanych makrofagów, który 
doprowadzał do martwicy krwotocznej w doświadczalnych guzach nowotworowych
[15]. Obecnie wiadomo, iż jest to wielokierunkowo działająca cytokina, której efekt 
działania na komórki uzależniony jest zarówno od jej stężenia, jak też od pochodzenia 
komórek efektorowych [33]. TN F-a nie tylko reguluje procesy wzrostu komórek, 
ale także odgrywa istotną rolę przez wpływ na ich funkcje [73]. Białko to oraz 
jego mRNA stwierdzane jest w układzie rozrodczym przy braku objawów zakażenia 
i nowotworzenia, co potwierdza, iż pełni ono rolę mediatora prawidłowej ho
meostazy komórek i tkanek [18, 44].

Modele doświadczalne opracowane do badań funkcji, jakie pełni T N F-a  w 
układzie rozrodczym, obejmują: dojrzewanie oocytów i pęcherzyków, zmiany wste
czne zachodzące w ciałku żółtym (CL), cykliczne przemiany endometrium, doj
rzew anie  m orfo logiczne i czynnościowe łożyska oraz m echanizm porodu. 
Przedmiotem badań są też interakcje między TN F-a a gonadotropinami i jajnikowymi 
hormonami płciowymi.

Przedstawiany przegląd piśmiennictwa omawia wyniki badań nad ekspresją ge
nową T N F -a  oraz jego regulacyjną rolą w fizjologii i patologii procesów reprodukcji 
u ludzi i zwierząt.

II. BIAŁKA GRUPY GENOWEJ TNF,
JEJ PRZEDSTAWICIELE I RECEPTORY

Pierwszym opisanym białkiem tej grupy był TNF-a. W ostatnich latach wykryto 
jeszcze 8 białek o zbliżonej sekwencji aminokwasowej N-końcowej domeny [6, 
9]. Gen T N F-a  zlokalizowany jest w regionie klasy II głównego układu zgodności 
tkankowej (major histocompatibility complex, MHC) i koduje formę o masie czą
steczkowej (m. cz.) 26 kilodaltonów (kDa), związaną z błoną komórkową. Z niej, 
po oddzieleniu tzw. peptydu sygnałowego (pro-TNF-a) uwalniana jest wolna czą
steczka o m. cz. 17 kDa [73]. Bardzo aktywny biologicznie, wolny TN F-a  występuje 
w środowisku w postaci homotrimeru. Cząsteczka ta łączy się z obecnymi w surowicy 
krwi wolnymi receptorami rozpuszczalnymi (TNF-Rs) [27] lub z dwoma receptorami 
komórkowymi, które w zależności od ich m.cz. nazwano: p55/p60 (TNF-R1) i 
p75/p80 (TNF-R2) [67]. Receptory TNF-Rs w zjawisku konkurencji z TNF-R1 
i R2 wiążą wolny TNF-a. Ustala to prawdopodobnie fizjologiczne stężenie cytokiny 
w organizmie, chroniąc go przed niepożądanym działaniem jej nadmiaru [27]. Zewną-
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trzkomórkowe domeny TNF-R wykazują pewną homologię sekwencji aminokwa- 
sowej, natomiast ich domeny wewnątrzkomórkowe różnią się całkowicie [6, 9]. 
Z faktu tego wynika, iż przekazywanie różnych sygnałów do komórek jest re
zultatem przyłączenia TN F-a do jego różnych TNF-R. Stwierdzono, że TNF-R 1 
związany jest z cytotoksycznością [66]. Transgeniczne myszy pozbawione tego 
receptora nie są wrażliwe na wywołujący objawy wstrząsu septycznego FPS mimo 
indukcji wysokiego stężenia TN F-a [50]. TNF-R2 wydaje się być związany z pro
liferacją limfocytów, jednak może także przenosić sygnał cytotoksyczny [66].

W badaniach oceniających rozkład ekspresji genowej T N F-a  stosowane są me
tody wysoce specyficzne, ale nie pozbawione możliwości błędu. Wiele przeciwciał 
(Ab) używanych do identyfikacji tego białka ma charakter poliklonalny. Mogą one 
łączyć się z pozostałymi przedstawicielami rodziny (FTa, (3, Fas, CD40, CD27, 
CD30, 4-1BB, 0X 40) [14, 26, 64], co może mieć wpływ na wyniki prowadzonych 
badań. W związku z tym zachodzi konieczność weryfikacji uzyskiwanych danych 
przy pomocy innych technik, które łącznie potwierdzają obecność TN F-a  i określają 
rolę, jaką pełni on w żeńskim układzie rozrodcznym.

III. TNF-a W JAJNIKU

1. W jajniku myszy transkrypcja genu T N F-a została zlokalizowana przy pomocy 
technik hybrydyzacji in situ oraz metod immunocytochemicznych [18]. Immuno- 
reaktywność mRNA TN F-a obserwowano w oocytach pęcherzyków z dwoma lub 
więcej warstwami komórek ziarnistych (GCs). Brak jej w oocytach zawiązkowych, 
pęcherzykach z pojedynczą warstwą GCs i we wczesnych stadiach pęcherzyków 
atrezyjnych. Obecność mRNA i aktywnego TN F-a w podścielisku stwierdzano 
tylko w komórkach makrofagopodobnych. Natomiast w CF obecność TN F-a wy
kazano zarówno w komórkach lutealnych, jak i makrofagopodobnych.

Przeprowadzone analizy wykazały obecność w jajniku myszy mRNA oraz odpo
wiadające mu proporcje TNF-a, które nie zmieniały się podobnie jak immuno- 
reaktywność T N F-a  przez całą fazę estrus. Wyniki te wskazują, iż transkrypcja 
genu T N F -a  w oocycie zbiega się z syntezą immunoreaktywnego TN F-a oraz 
że procesy te zachodzą w różnych okresach rozwoju pęcherzyka. Formowanie drugiej 
warstwy GCs jest najprawdopodobniej związane z początkową fazą transkrypcji 
genu T N F -a  w oocycie i koreluje ze wzrostem stężenia tego białka i jego mRNA. 
Wynika z tego możliwość hamowania jego jajnikowej ekspresji przez zastosowanie 
syntetycznych oligonukleotydów i ograniczenie efektu działania T N F-a  na wzrost 
oocytów.

2. U szczurów miejscem pierwotnej lokalizacji TN F-a jest oocyt [18, 44]. W 
przeciwieństwie do myszy T N F-a  jest obecny w pęcherzykach zawiązkowych, pę-
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cherzykach z jedną warstwą GCs oraz pęcherzykach dużych. T N F-a  stwierdzano 
w oocytach szczurzych noworodków już w 2 dobie po porodzie. Oocyty płodowe 
jeszcze na dobę przed porodem nie zawierają TNF-a. W okresie tym rzadko stwier
dzany jest także jego mRNA. Sugeruje to możliwość inicjowania syntezy T N F-a  
inną drogą niż pobudzenie czynnikami pochodzącymi z organizmu matki. Stężenie 
kortykosteronu w krążeniu matczynym wzrasta wraz z zaawansowaniem ciąży [76]. 
Kortykoidy hamują genową transkrypcję i translację TN F-a [8]. Jest to podstawą 
hipotezy, że kortykoidy matczyno-płodowe są odpowiedzialne za hamowanie syntezy 
TN F-a w okresie płodowym, a pozbawienie noworodków ich działania wyzwala 
translację TNF-a.

Izolowane GCs wykazują obecność immunoreaktywnego TN F-a [44, 53]. Nie 
jest jednak potwierdzone, czy są one zdolne do jego syntezy. Najprawdopodobniej 
TN F-a  pochodzi z oocytów oraz komórek mononuklearnych. Przedowulacyjne oo
cyty badano na obecność bioaktywnego TN F-a in vitro przy użyciu linii komórek 
L929, które pod wpływem tej cytokiny ulegają lizie [44]. Stwierdzono, iż aktywność 
obecnego w nich TN F-a zbliżona jest do aktywności rekombinowanego mysiego 
TNF-a.

3. W środowisku hodowli tkanki lutealnej pochodzącej z ciąży rzekomej królic 
wykazano aktywność T N F-a  w biometodzie z użyciem komórek linii LM [4, 5]. 
Stwierdzono, iż w 17/19 dniu, po inkubacji z LPS wyraźnie wzrasta w nich stężenie 
TN F-a  i że za ten wzrost odpowiedzialne są obecne w hodowli makrofagi. Zaob
serwowano je w 17 dniu, w okresie inwolucji CL i wykazano, że ich liczba korelowała 
z wysokim poziomem TN F-a uwalnianym do środowiska hodowli.

4. U owiec wykryto mRNA T N F-a  w różnych stadiach inwolucji CL. Aktywność 
TN F-a  wzrastała w odpowiedzi na prostaglandynę F2ot(PGF2a), a wyraźnie malała 
wraz z obniżaniem się poziomu progesteronu, co towarzyszy zmianom wstecznym 
i rozpadowi CL. Możliwe jest, iż w przebiegającej w tym okresie fazie uprzątania, 
naciekające CL komórki jednojądrowe odpowiadają częściowo za wzrost poziomu 
TN F-a [38].

5. Immunoreaktywność TN F-a i jego mRNA obserwowano także w krowich 
pęcherzykach atrezyjnych, pęcherzykach zatokowych, CL oraz jednojądrowych ko
mórkach makrofagopodobnych [53]. Stężenie TN F-a w płynie pęcherzykowym 
było stałe między 3 a 20 dniem fazy estrus, a najwyższe wartości osiągało w 
dniu owulacji [90].

6. W ludzkim cyklu miesiączkowym TN F-a występuje zarówno w fazie fo- 
likularnej, jak i lutealnej [55, 90]. Pęcherzyki wykazują immunoreaktywność TN F-a 
w warstwach GCs, pęcherzykach atrezyjnych i płynie pęcherzykowym [53]. T N F-a  
zawierają też CL, duże komórki luteopodobne oraz komórki osłonki [55].

Prowadzone badania wskazują na GCs jako główne źródło jajnikowego TN F-a 
[55, 90]. Pobrane od kobiet w procesie zapłodnienia in vitro (in vitro fertilization, 
IVF) uwalniają T N F-a  do środowiska hodowli jedynie podczas inkubacji z fo-
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litropiną (FSH) [90]. W badaniach tych zaobserwowano także synergizm działania 
skojarzenia czynnika stymulującego kolonie makrofagowe (macrophage-colony sti- 
mulating factor, M-CSF/CSF-1) i ludzkiej gonadotropiny kosmówkowej (human 
chorionic gonadotrophin, hCG), pomimo braku ich samodzielnego wpływu na 
syntezę TNF-a.

Przy użyciu Ab wykryto na GCs białka odpowiedzialne za łączenie LPS [61]. 
Badano je w hodowli, w obecności LPS, stwierdzając po 16 godz. inkubacji wzrost 
syntezy mRNA TNL-a oraz zwiększenie sekrecji TNL-a do środowiska. Niestety, 
licznie obecne makrofagi i krwinki białe mogły mieć istotny wpływ na wyniki 
tych badań i stąd w ocenie tego procesu niezbędne jest zastosowanie dodatkowych 
metod (43).

W hodowlach ludzkich oocytów, GCs, komórek wzgórka jajonośnego oraz ko
mórkach zarodka badano także stężenie innych cytokin [89]. Stwierdzono, iż po 
24 godz. tylko w środowisku kompleksu oocyty-komórki wzgórka jajonośnego wzra
stały poziomy interleukiny 1 (interleukin 1, IL-1), interleukiny 6 (IL-6) oraz CSL-1, 
natomiast stężenie TNL-a było niskie. Wzrastało ono wyraźnie w okresie podziałów 
komórek zarodka, co może świadczyć o jego roli jako czynnika wzrostu.

IV. REGULACJA EKSPRESJI TNF-a W JAJNIKU

Czynniki wpływające na ekspresję TNL-a w jajniku nie są dokładnie poznane. 
Ilościowa ocena jajnikowego mRNA TNL-a w fazie estrus u myszy oraz u nie
dojrzałych szczurów po zastosowaniu gonadotropiny uzyskanej z surowicy cię
żarnych klaczy (pregnant m are’s serum gonadotrophin, PMSG) nie wykazała 
istotnych różnic [18, 62], podobnie jak jakościowa analiza immunocytochemiczna 
[18, 44, 62]. Interesujące jest, że po zastosowaniu LPS u niedojrzałych szczurów 
dochodzi do napływu zależnych od TNL-a komórek immunokompetentnych, które 
obserwowano w podścielisku, osłonce i tkance śródmiąższowej. Komórki te pro
dukują jednak niewielkie ilości mRNA TN F-a [62]. W jajniku szczura oocyty 
wydają się być podstawowym źródłem TN F-a [44].

Istnieje prawdopodobieństwo hormonalnej regulacji poziomów stężeń jajniko
wego TNF-a. Wykazano, że bioaktywność TN F-a wzrasta w płynie pęcherzykowym 
w przedziale 3-20 dzień fazy estrus u krów [90]. Wraz z dojrzewaniem pęcherzyków 
wzrasta transkrypcja genu TNF-a, ilość jego mRNA i stężenie TNF-a. Część 
TN F-a  może pochodzić z napływowych komórek makrofagopodobnych, które do
stają się do wzrastającego pęcherzyka w wyniku zwiększonego przepływu krwi. 
Nie można jednak wykluczyć regulacyjnej roli gonadotropin, które wpływając na 
wzrost pęcherzyków mogą także oddziaływać na ekspresję genową i indukcję syntezy
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TNF-a, w przeciwieństwie do progesteronu i estradiolu, które w hodowli monocytów 
uzyskanych w fazie lutealnej wyraźnie zmniejszają ekspresję mRNA T N F -a  [43].

V. WPŁYW TNF-a NA FUNKCJE JAJNIKA

1. W hodowli GCs pochodzących od niedojrzałych szczurów poddanych działaniu 
dietylostylbestrolu (DES) TN F-a hamuje aktywność zależnej od FSH aromatazy 
[25]. Stopień hamowania uzależniony jest od zastosowanej dawki cytokiny (0,001- 
10 ng/ml) [74]. Jej wpływ zachodzi na poziomie indukcji przez FSH. TN F-a hamuje 
także indukcję aktywności aromatazy wywoływaną przez transformujący czynnik 
wzrostu-[3 (transforming growth factor-^, TGF-(3), a także zmniejsza poziom pro
gesteronu indukowany przez TG F-a i FSH [1]. Mechanizm działania T N F -a  na 
GCs oparty jest na zmniejszaniu poziomu cAMP, który pobudza aktywność aro
matazy, a którego syntezę nasilają: FSH, PGE2 oraz naczynioaktywny polipeptyd 
jelitowy (vasoactive intestinal polypeptide, VIP). W stężeniu 1 ng/ml T N F -a  hamuje 
przez 24 godz. działanie pobudzające FSH na ekspresję i liczbę receptorów LH 
in vitro. Wydaje się, że nie ma na to wpływu działanie cytotoksyczne TNF-a, 
ponieważ liczba GCs nie ulega zmianie [22].

Stwierdzone in vitro działanie hamujące syntezę progesteronu [1, 25] i 20-a- 
hydroksyprogesteronu [1 ] oraz pobudzanie syntezy 5-a-pregnandiolu [ 1 ] potwierdza 
udział TN F-a w przemianach tego hormonu. Śródmiąższowe komórki otoczki wy
kazują in vitro zależny od dawki TN F-a stopień hamowania pobudzanej przez 
LH syntezy androstendionu [2, 85]. Efekt ten zanika po usunięciu go ze środowiska 
hodowli lub jest neutralizowany przez zastosowanie Ab p/TNF-a. T N F-a  indukuje 
tworzenie się zrębu komórek śródmiąższowych [85]. Podobny proces zachodzi w 
odpowiedzi na nabłonkowych czynnik wzrostu (epidermal growth factor, EGF) 
[86]. Znaczenie fizjologiczne tych procesów nie jest poznane. Możliwe, że T N F-a  
działa w oocycie jako czynnik wzrostowy w przebiegu wczesnego stadium doj
rzewania pęcherzyka. Jego okresowy wpływ na proces sterydogenezy może chronić 
dojrzewający pęcherzyk przed wczesną odpowiedzią na wzrastające poziomy go
nadotropin.

Stwierdzono, iż T N F-a  zwiększa aktywność kinazy białkowej C oraz zależnej 
od EGF kinazy tyrozynowej, która przez aktywację kinazy białkowej C powoduje 
pobudzenie komórek śródmiąższowych. Inhibitory tych białek nie blokują hamu
jącego działania TN F-a na syntezę androgenów [86]. Dlatego wydaje się prawdo
podobne, że T N F -a  indukuje w otoczce syntezę transformującego czynnika 
wzrostu-a (transforming growth factor-a , TGF-a) lub EGF, a następnie mediatory 
zależne od nich pośredniczą w formowaniu zrębu komórkowego.
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2. Pęcherzyki przedowulacyjne dorosłych szczurów pochodzące z fazy proestrus 
także syntetyzują TN F-a [54]. Niskie stężenia TN F-a hamują syntezę androsten- 
dionu, wysokie jego produkcję pobudzają. Stężenie estradiolu w okresie 24 godz. 
inkubacji z T N F-a  nie ulega zmianom [1 1 ]. Wykazano jednak w tym czasie atrezję 
pęcherzyków, indukcję procesów apoptozy i hamowanie stymulowanej przez FSH 
syntezy progesteronu. Wykazano także, że TN F-a stymuluje syntezę i gromadzenie 
progesteronu przez komórki osłonki oraz hamuje jego akumulację w GCs [54].

Badane formy przedowulacyjne pęcherzyków niedojrzałych szczurów po zasto
sowaniu gonadotropiny kosmówkowej klaczy (equine chorionic gonadotrophin , 
eCG) wykazały po podaniu TN F-a pobudzenie syntezy: PGE2, PGF?a, prostacykliny 
i progesteronu [10]. Nie odnotowano opisanego wcześniej hamującego wpływu 
T N F -a  na stężenie progesteronu w izolowanych GCs. Potwierdzono natomiast, 
iż może on stymulować jego syntezę w komórkach osłonki [10]. Wydaje się, że 
gromadzenie progesteronu indukowane przez TN F-a nie jest uzależnione od syntezy 
prostaglandyn. Przemawia za tym fakt, że zastosowanie inhibitora ich syntezy (indo- 
metacyny) nie blokuje indukcji jego syntezy przez TN F-a [10]. W badaniach GCs 
pochodzących z dojrzałych pęcherzyków przedowulacyjnych nie stwierdzono istot
nego działania TN F-a na sekrecję pobudzanego przez LH progesteronu [63].

3. Wstępne doniesienia opisują hamowanie przez TN F-a stymulowanej przez 
FSH i insulinę syntezy progesteronu w GCs pochodzących od świń [74]. Okresowo 
stwierdzano w nich syntezę PGE0 i PGF0(r Obserwowano też, że hamuje on 
pobudzaną przez FH syntezę progesteronu w komórkach otoczki średniej wielkości 
niedojrzałych pęcherzyków [69].

W badaniach CF pochodzących z przedziału 3-10 dzień cyklu u świń wykazano, 
iż T N F-a  całkowicie hamuje aktywność estradiolu i progesteronu indukowaną przez 
hCG [51]. Natomiast CF pochodzące z 10-14 dnia cyklu nie były wrażliwe na 
jego działanie [69]. Wydaje się, że CF może tracić wrażliwość na działanie TN F-a 
w procesie regresji.

4. T N F-a  ma wyraźny wpływ na komórki lutealne pochodzące z 9-12 dnia 
cyklu krów [7]. W zależności od dawki indukuje on wzrost syntezy PGF9a i 6- 
ketoPGF|a bez wpływu na poziom progesteronu.

5. U ludzi badano jedynie wpływ TN F-a na komórki lutealne [20, 28, 71, 77, 
78, 90]. Indukuje on ich proliferację, a w ich środowisku wzrost stężeń PGF-,a 
i PGE2 [77, 81]. W komórkach lutealno-ziarnistych TN F-a wyraźnie zwiększa 
po 4 -6  dniach hodowli wydzielanie estradiolu [81]. Stężenie progesteronu w śro
dowisku jest także wyraźnie wyższe niż w kontroli [81 ]. Stwierdzono synergistyczne 
działanie hCG i TN F-a na wzrost jego poziomu [71]. Wykazano także zwiększenie 
łączenia się hCG z receptorami komórkowymi pod wpływem T N F-a  w 10 dniu 
hodowli, co może sugerować, że synergizm działania hCG i TN F-a polega na 
zwiększeniu liczby miejsc receptorowych dla hCG. T N F-a  zwiększa także indu
kowaną przez prolaktynę syntezę progesteronu [20]. Prowadzone są też badania
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oceniające efekt działania TN F-a oraz IFN-a i IFN-y na produkcję progesteronu 
[28, 78]. In vitro IFN-a nie wpływa na sekrecję progesteronu, a IFN-y hamuje 
jego wydzielanie. T N F-a  w skojarzeniu z IFN-y również powoduje supresję syntezy 
progesteronu, co może sugerować ich wspólne działanie w procesie regresji CL.

VI. REGULACYJNA ROLA TNF-a W JAJNIKU

Wiele badań wskazuje, że TN F-a wpływa na wzrost różnych typów komórek 
zarówno w sposób pobudzający, jak i hamujący, w tym także cytotoksyczny [46, 
47]. Pierwotnie stwierdzono jego aktywny wpływ na komórki guzów nowotwo
rowych wyrażający się wywoływaniem martwicy krwotocznej [15]. Późniejsze ba
dania potwierdziły jego rolę w procesie apoptozy, co skłoniło do podjęcia prób 
oceny wpływu TN F-a  na zmiany zachodzące w CL oraz proces atrezji pęcherzyków. 
Stwierdzono in vitro cytotoksyczne działanie tej cytokiny na krowie komórki lutealne
[7]. Sam T N F-a  nie wpływa na liczbę komórek, ale w skojarzeniu z IFN-y zmniejsza 
ich liczbę o ok. 80% [78]. W innych badaniach odnotowano, iż pobudza on podziały 
ludzkich komórek lutealno-ziarnistych [77, 81]. Komórki te uzyskiwano w trakcie 
IVF, a zwiększanie ich podziałów obserwowano w zależności od zastosowanej 
dawki TN F-a (0,1-10 ng/ml) [81]. Możliwe, że komórki lutealne wrażliwe są na 
działanie cytolityczne TN F-a tylko w obecności IFN-y, a w stadiach początkowych 
fazy lutealnej mogą odpowiadać na TN F-a zwiększoną proliferacją. Nie stwierdzono 
istotnego wpływu TN F-a na GCs i komórki osłonki niedojrzałych szczurów [1, 
22, 81, 85].

Celem oceny wpływu TN F-a na proliferację komórek badano także linie ko
mórkowe nowotworów nabłonkowych jajnika stwierdzając w niektórych przypad
kach pobudzenie, natomiast w innych zahamowanie wzrostu [46, 47, 80]. Wykazano 
także, że niskie dawki skojarzonego TNF-a z IFN-y pobudzają proliferację, a wysokie 
hamują [80]. Wpływ na proliferację komórek nabłonkowych raków jajnika ma 
też IL -1 (3 oddziałująca przez zwiększenie ekspresji TNF-a. Zastosowanie razem 
z IL-1 [3 Ab p/TNF-a zapobiegało indukcji proliferacji, stąd wydaje się możliwa 
rola promująca cytokiny TN F-a w tych nowotworach [80].

Przeprowadzono szereg badań w celu precyzyjnego określenia roli, jaką pełni 
T N F-a  w jajniku. W fazie folikularnej stwierdzono TN F-a w ooplazmie oocytów 
szczurów i myszy oraz w procesie pobudzania in vitro organizacji komórek śród
miąższowych osłonki. Jest to podstawą hipotezy, że TN F-a pochodzący z oocyta 
może być czynnikiem organizacyjnym w fazie folikularnej będąc sygnałem do mi
gracji komórek i ich skupiania się wokół oocyta. Dotychczas tylko na GCs wykryto 
receptory dla TN F-a [74]. Efekt TN F-a wywołany przy stężeniu 0,1-10 ng/ml 
stwierdzany w komórkach śródmiąższowych osłonki także sugeruje obecność re
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ceptora. Prawdopodobnie TNF-R1 pośredniczy w hamowaniu pobudzanej przez 
gonadotropiny sterydogenezy, hamowaniu wzrostu komórek i efekcie cytolitycznym. 
TNF-R2 może pośredniczyć w działaniu pobudzającym proliferację komórek i w 
ich migracji. Do badania roli tych receptorów stosowano syntetyczne oligonu- 
kleotydy i Ab p/TNF-R oraz blokery syntezy TNF-a, takie jak pentoksyfilina i 
inhibitory fosfodiesterazy [24].

Pochodzący z oocytów i makrofagów TN F-a może wpływać modulująco na 
sterydogenezę w GCs i komórkach otoczki, ponieważ potwierdzono jego hamujący 
wpływ na syntezę androgenów w osłonce i zmniejszenie aktywności aromatazy 
w GCs. We wczesnych stadiach dojrzewania pęcherzyka oocytarny T N F -a  roz
mieszczony jest w pobliżu GCs i w komórkach otoczki modulując ich funkcje. 
Jest prawdopodobne, że komórki leżące w pewnej odległości nie podlegają wpływom 
tej cytokiny. Przykładem może być mniejsza zdolność sterydogenezy wzgórka GCs 
oocyta w porównaniu z komórkami ściennymi [32]. W tym wypadku działanie 
T N F-a  może chronić oocyt przed wpływem estrogenów. Badania wykazały, że 
opóźniona owulacja, w wyniku której oocyt narażony jest na nadmiar estrogenów 
zwiększa w nim liczbę zaburzeń rozwojowych i wad [12]. Przeciwdziałają temu 
an ty estrogeny. Z kolei efekt ich oddziaływania może być odwracany przez DES 
[13]. Estrogeny i FSH synergistycznie uczestniczą w regulacji wzrostu pęcherzyków, 
wpływając na zwiększenie liczby receptorów LH i liczbę podziałów komórkowych 
[52]. Dlatego możliwe jest, że we wczesnych stadiach rozwoju pęcherzyków T N F-a  
moduluje wpływ gonadotropin i chroni pęcherzyki przed atrezją indukowaną przez 
androgeny. Nadmiar TN F-a w fazie wzrostu może także indukować atrezję pę
cherzyków w wyniku hamowania aromatazy w GCs [1, 25] i hydroksylazy w ko
mórkach otoczki [87].

W fazie lutealnej T N F-a  obecny w CL pochodzi z makrofagów, komórek para- 
lutealnych i komórek lutealno-ziarnistych. Makrofagi są głównym źródłem T N F-a  
w późnych stadiach CL [4, 5]. Komórki te będąc in vitro w kontakcie z mysimi 
lub ludzkimi komórkami Iutealnymi zaczynają wykazywać właściwości luteotropowe 
z chwilą gromadzenia się progesteronu w środowisku hodowli [30]. We wszystkich 
wzrastających we wczesnej fazie lutealnej komórkach TN F-a zwiększa stężenie 
progesteronu [81], wrażliwość na hCG [72] oraz nasila proliferację ludzkich GCs 
[77, 81]. Wzrost liczby TNF-R lub gwałtowne uwalnianie TN F-a mogą hamować 
działanie luteotropowe LH i powodować regresję CL.

T N F -a  pobudza syntezę in vitro PGF9(X [4, 77, 90], której luteolityczne działanie 
stwierdzono u szczurów, krów i ludzi [48]. U owiec podczas indukowanej przez 
PGF2a regresji CL zmian w mRNA TNF nie obserwowano. Jego bioaktywność 
stwierdzano jednak wraz z malejącym stężeniem progesteronu, co może świadczyć 
o udziale TN F-a w późnych stadiach regresji związanych z procesami uprzątania 
[38].
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Wykazano, że TN F-a zmniejsza odpowiedź GCs na gonadotropiny w wyniku 
hamowania aktywności cyklazy adenylowej [2, 78]. Obecność TNF-oc jest także 
stwierdzana w CL po zastosowaniu in vitro LPS [4, 5]. Występuje tu wyraźna 
korelacja między wzrostem stężenia cytokiny a liczbą makrofagów [4, 5]. W hodowli 
luteinowych komórek szczurów, krów i ludzi TNF-oc hamuje pobudzaną przez hCG 
(LH) sekrecję progesteronu [2, 7, 88].

VII. TNF-oc W JAJOWODZIE I W ZARODKU 
PRZED ZAGNIEŻDŻENIEM

TNF-oc i jego mRNA stwierdzano u myszy i szczurów głównie w komórkach 
nabłonka, podścielisku oraz mięśniach gładkich jajowodu [36, 37]. Wstępne badania 
sugerują, iż ekspresję TNF-oc w jajowodzie może indukować progesteron oraz 
CSF-1 [37]. Nie stwierdza się obecności mRNA TNF-oc u myszy w komórkach 
I i II podziału, moruli i blastocyście [37]. Wykazano, że na komórkach mysiego 
zarodka obecny jest TNF-R1 [49]. Zarodkowa ektoderma jest oporna na cyto- 
lityczne działanie rekombinowanego TNF-oc i przez to może chronić inne, wrażliwe 
komórki. Zarodek ludzki w przeciwieństwie do mysiego wykazuje obecność TNF-a, 
który prawdopodobnie uczestniczy w eliminacji komórek wieńca promienistego
[89]. Stężenie T N F-a  w tym procesie określane przy użyciu biometody L929 wynosi 
od 2 do 3 U/ml [89].

VIII. TNF-a I TNF-R W ENDOMETRIUM

Transkrypcję i translację genu TN F-a stwierdzono w komórkach endometrium 
szczurzego [83], mysiego [37, 57] i ludzkiego [34]. Immunoreaktywny TNF-a 
obecny jest w endometrium i komórkach podścieliska, w których obecne są skupienia 
makrofagów [35]. Poziomy TN F-a w przebiegu badanych cykli były zróżnicowane, 
zaś w ludzkim endometrium stwierdzono dwufazowość [34]. Wykazano stopniowo 
wzrastającą aktywność T N F-a  w czasie fazy proliferacyjnej, osiągającą najwyższe 
wartości w początkowej fazie wydzielniczej. W późniejszym okresie obserwowano 
utrzymywanie się poziomów średnich. W szczurzym endometrium i podścielisku 
mRNA T N F-a  wykrywano w II fazie diestms [57]. Potwierdza to wspólną cechę 
endometrium obu gatunków, jaką jest skłonność do ekspresji wysokich poziomów 
mRNA T N F-a  po wstępnym zadziałaniu estrogenów i późniejszej ekspozycji na 
progesteron.
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Nie wszystkie przeprowadzone badania wykrywały w macicy obecność TNF-a. 
Być może miały na to wpływ metodyka badań [29] lub zbyt mała czułość za
stosowanych metod. Wydaje się jednak prawdopodobne, że najistotniejszym 
źródłem T N F -a  w macicy są makrofagi. Inne komórki syntetyzują go w hodowli, 
w ilościach niewielkich (od 5 do 15 pg/ml) [82].

W przebiegu cyklu miesiączkowego zmienia się także ilość TNF-R. TNF-R1 
jest praktycznie nieobecny w fazie proliferacyjnej i wczesnej wydzielniczej. Jego 
ekspresja gwałtownie wzrasta od połowy fazy wydzielniczej. TNF-R2 wykazuje 
pik od połowy do późnej fazy proliferacyjnej i drugi podobny w fazie wydzielniczej.

IX. REGULACJA GENOWA TNF-a W PRZEMIANACH
ENDOMETRIUM

Cykliczne zmiany ekspresji genowej TN F-a i TNF-R w macicy wyraźnie sugerują 
regulacyjny wpływ hormonów płciowych. Badania przeprowadzone po usunięciu 
jajników i zastosowaniu substytucji hormonalnej u myszy wykazują ostatecznie, 
iż są one niezbędne do syntezy TN F-a [57]. Częściowa substytucja 17-(3-estradiolu 
(E2) wyzwala dwie fale syntezy TNF-a: pierwszą, występującą po 1 godz. po 
zastosowaniu hormonu i drugą po 72 godz. Po zastosowaniu progesteronu lub pro
gesteronu i E2 synteza T N F-a  jest największa po upływie 24 godz. Może to wska
zywać, iż każdy z tych hormonów ma wyraźny, czasowy wpływ na profil wydzielania 
TNF-a. Nie jest do końca poznane, w jaki sposób ta wysoka intensywność syntezy 
zależy od wzrostu tempa transkrypcji lub zmian stabilności mRNA, jednak wstępne 
oceny sugerują, że intensywność immunoreakcji świadczącej o obecności T N F-a  
ściśle odpowiada poziomom przekaźnika w postaci mRNA.

Gromadzone są dowody na hormonalną regulację TNF-R 1. Badania ludzkiego 
endometrium sugerują, iż maksymalna ekspresja tego receptora wymaga przed sty
mulacją progesteronem działania estrogenów [57]. Hormonalna regulacja TNF-R2 
nie była jeszcze badana, można jednak podejrzewać, iż estrogeny mogą być głównym, 
ale nie jedynym ich regulatorem.

Hormonalną regulacją mogą kierować w regionie genów TNF-a/TNF-R elementy 
odpowiadające na estrogeny (ERE) lub progesteron (PRE). Zwiększać lub zmniejszać 
ekspresję tych genów mogą także czynniki wzrostu oraz produkty metabolizmu 
kwasu arachidowego. Syntezą wielu macicznych czynników wzrostu kierują hormony 
jajnikowe [58]. Wykazano bezpośredni efekt działania E2 na mRNA T N F-a  z 
pominięciem roli CSF-1, co także potwierdza istnienie hormonalnej regulacji [37]. 
Nie należy jednak wykluczać możliwości regulacyjnego wpływu samych TNF-R, 
które mogą ulegać internacjonalizacji lub złuszczaniu [31]. Wzrost poziomu T N F-a  
w endometrium stwierdzono także w wyniku zakażenia bakteriami gram ujemnymi.

http://rcin.org.pl



460 S. TE RLIK O W SK I,  S. SULKOW SKI

Aktywują one przez LPS obecne w macicy makrofagi, pobudzając je do gwałtownej 
syntezy TNL-a [29, 35].

Interleukinę 10 (IL-10) opisywano jako główną cytokinę ciężarnej, mysiej macicy 
[42]. W ludzkich monocytach jej indukcję uaktywnia TNL-a [79]. Ponieważ zwiększa 
ona syntezę TNL-a, wydaje się, że ta droga stymulacji wynika z istniejącego sprzę
żenia zwrotnego. Inną możliwością wpływu na ekspresję TNL-a w macicy jest 
transformacja nowotworowa. Stwierdzono, iż komórki nowotworowe zawierają zna
cznie więcej mRNA TNL-a. Trudno ocenić, w jaki sposób oddziałuje na nie ta 
cytokina, jednak badania komórek chorioncarcinoma sugerują, iż wykorzystują one 
TNL-a jako czynnik wzrostu z zaangażowaniem TNL-R1 [82].

X. FUNKCJE TNF-a W PRZEMIANACH ENDOMETRIUM

Na podstawie badania ludzkiego endometrium opracowano model, w którym 
niskie stężenia TN L-a indukowane przez estrogeny we wczesnej fazie proliferacyjnej 
cyklu pobudzają syntezę DNA w komórkach endometrium i podścielisku, zaś wysokie 
są efektem pobudzania przez estrogeny i progesteron, a osiągając szczyt prowadzą 
do menstruacji w następstwie cytolizy [36]. Ekspresja TNL-R2 w skojarzeniu z 
TNL-a prawdopodobnie promuje fazę proliferacyjną i ekspresję obu receptorów, 
co w obecności TN L-a może prowadzić do lizy komórki. Modulacja wzrostu komórek 
endometrium pod wpływem TNL-a odbywa się także na podstawie indukcji procesu 
apoptozy oraz pobudzanie migracji leukocytów [65].

XI. TNF-a I TNF-R W MACICY CIĘŻARNEJ

Badania ekspresji TNL-a w macicach ciężarnych wykazują, że wzrost poziomu 
TNL-a następuje podczas implantacji [37, 83]. Wraz z rozwojem ciąży stężenie 
TNL-a i liczba TNL-R w komórkach doczesnej maleje, a wzrasta w endometrium. 
Obecne w endometrium komórki makrofagopodobne zawierają duże ilości mRNA 
TNL-a, ale niewielkie ilości samego białka [37, 83]. W ludzkich komórkach makro- 
fagopodobnych TNL-a występuje często w komórkach związanych z dojrzałym 
łożyskiem i błonami płodowymi [17, 75].

XII. REGULACJA EKSPRESJI GENOWEJ TNF-a 
W MACICY CIĘŻARNEJ

Nie wiadomo dokładnie, jakim procesom towarzyszy ekspresja genowa TNL-a 
w macicy ciężarnej [19]. Egzogenne zastosowanie TNL-a prowadzi u ciężarnych
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zwierząt do zmian wstecznych w tkankach popłodu [70]. Poziomy T N F-a  wyraźnie 
wzrastają w płynie owodniowym w przypadku zakażenia bakteriami gram ujemnymi 
i ściśle łączą się z porodem przedwczesnym [59]. Wykazano, że komórki doczesnej 
i przypuszczalnie matczyne makrofagi produkują TN F-a w odpowiedzi na LPS, 
co może być przyczyną porodu przedwczesnego lub poronienia [16]. Stosowany 
u zwierząt doświadczalnych egzogenny TN F-a może także prowadzić do nie
płodności [68].

XIII. PRAWDOPODOBNE DZIAŁANIE TNF-a W MACICY
CIĘŻARNEJ

Obecność mRNA TNF-a, samego białka i TNF-R w macicy ciężarnej sugeruje, 
że ta silnie działająca cytokina może odgrywać podobną rolę jak w przebiegu cyklu 
miesiączkowego. Jest prawdopodobne, że TN F-a bierze udział w różnicowaniu 
i wzroście komórek endometrium oraz przemianach tkankowych, które odpowiadają 
za przygotowanie endometrium do przyjęcia zarodka. Badania wykazują, iż w związ
ku z brakiem tej cytokiny w przedimplantacyjnym zarodku TN F-a pochodzenia 
matczynego może być głównym czynnikiem wzrostu i różnicowania się komórek 
trofoblastu we wczesnych stadiach, gdy jego synteza w zarodku jest jeszcze nie
wydolna. W ciąży późniejszej TN F-a może pełnić rolę w ograniczaniu nacieku 
mięśnia macicy przez trofoblast. Postuluje się, że wysokie poziomy T N F-a  syn
tetyzowane przez matczyne makrofagi mogą odgrywać rolę w indukcji porodu [17, 
75].

XIV. TNF-a I TNF-R W ŁOŻYSKU

Potwierdzono obecność TN F-a w komórkach łożysk zwierząt doświadczalnych 
i ludzi [36]. We wczesnej ludzkiej ciąży mRNA TN F-a i TN F-a wykrywane są 
zarówno w dobrze zróżnicowanym syncytiotrofoblaście [17, 41], jak i w poza- 
kosmkowych komórkach cytotrofoblastu [82]. W ciąży późniejszej jest on częściej 
obserwowany w komórkach zrębu (prawdopodobnie makrofagach) [17]. W ciąży 
u gryzoni mRNA T N F-a  i TN F-a związane są przede wszystkim z komórkami 
olbrzymimi, wykazując wartości średnie w okresie od 10 do 13 dnia ciąży, z pikiem 
w dniu 16 i zachowaniem wysokiego poziomu do chwili porodu [29].

Gen T N F-a  ulega także transkrypcji i translacji w hodowlach linii komórek 
trofoblastu. Wykazano, że komórki chorioncarcinoma (Jar i JEG-3) syntetyzują
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niewielkie ilości T N F-a  [82] oraz stwierdzono mRNA TN F-a w komórkach mysiego 
trofoblastu (PL/B6) [39].

Ekspresja TNF-R w łożysku także zmienia się w przebiegu ciąży [84]. W łożyskach 
ludzkich mRNA TN F-a i TNF-R jest obecny we wszystkich typach komórek i 
jego poziomy wzrastają w miarę zbliżania się do terminu porodu. W przeciwieństwie 
do TNF-R1, TNF-R2 jest ograniczony do trofoblastu ciąży wczesnej, a w stadiach 
późniejszych koncentruje się w komórkach mezenchymalnych łożysk. Badania u 
myszy potwierdzają koncepcję względnie stałej ekspresji TNF-R 1 i zmiennej TNF- 
R2.

Łożyskowemu T N F-a  przypisuje się wiele funkcji łącznie z wpływem na róż
nicowanie się komórek [60]. Ostatnie badania wykazują, że różnicowanie się ko
mórek linii trofoblastu szczurzego Rcho-1 jest związane z dużą ilością mRNA 
TN F-a [56]. Uzyskany z trofoblastu TN F-a indukuje przy udziale IL-6 uwalnianie 
gonadotropiny kosmówkowej [41], może uczestniczyć w procesie angiogenezy, in
dukcji porodu, a także ułatwia migrację komórek trofoblastu wchodzących w in
terakcje z fibronektyną i lamininą [3]. Łożyska mysie, w których stwierdzono zmiany 
budowy TNF-R wykazują dezorganizację i niewydolność prowadzącą do poronień.

XV. TNF-a I TNF-R W ZARODKU

W mysim przedimplantacyjnym zarodku mRNA TN F-a nie jest obecny [37]. 
Cytokina ta syntetyzowana jest w późniejszym okresie ciąży [40]. Wykazano, że 
mysi gen T N F-a  jest pobudzany w połowie ciąży i ulega ekspresji między 10 
a 14 dniem na komórkach serca, płuc i naskórka [37], w 12 dniu w wątrobie
[40] i w 18 dniu w grasicy [29]. Wykazano też stałość poziomów mRNA TNF-R 1 
i zmienność mRNA TNF-R2 tak w tkankach zarodka [40], jak i w łożysku [84].

Działanie embrionalnego TN F-a nie jest dotychczas poznane. W badaniach z 
zastosowaniem poliklonalnych Ab p/TNF-a u myszy wzrost zarodka był opóźniony 
oraz stwierdzano nieprawidłowości w układzie limfatycznym [23]. Zastosowanie 
TNF-Rs u ciężarnych myszy efektywnie blokowało interakcje TNF-a/TNF-R i 
prowadziło do przerwania ciąży [29].

UWAGI KOŃCOWE

Podsumowując obecny stan wiedzy należy stwierdzić, iż pewne procesy za
chodzące w żeńskim układzie rozrodczym wymagają czasowej ekspresji genów 
cytokin, ich receptorów oraz ścisłej regulacji niezbędnych ligandów. Omawiane
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modele doświadczalne mogą być oceniane krytycznie, ponieważ zwierzęta trans- 
geniczne, pozbawione genów cytokin i ich receptorów w warunkch doświadczalnych 
także rozmnażają się prawidłowo [21, 50]. Prawdopodobnie, w przypadku TN F-a 
możliwe jest zastępcze działanie innych czynników, np. IL -1 [68]. Mechanizmy 
te wymagają ścisłego określenia wzajemnych zależności w całej sieci cytokinowej 
istniejącej na terenie żeńskiego narządu płciowego, która może stanowić alter
natywną drogę poszukiwania przyczyn niepowodzeń w procesie reprodukcji. Nie 
można wykluczyć, iż dokładne poznanie wszystkich wzajemnych zależności w jej 
obrębie umożliwi ustalenie efektywnych form terapii pewnych typów niepłodności.
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M OLEKULARNA BUDOW A BŁONY TYLAKOIDOW EJ

M O L E C U L A R  S T R U C T U R E  O F  T H Y L A K O ID  M E M B R A N E

Grzegorz JACKOWSKI 

Zakład Fizjologii Roślin Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu

Streszczenie: Tylakoidy są miejscem realizacji wszystkich etapów fazy jasnej fotosyntezy, tzn. absorpcji 
energii świetlnej, transportu energii wzbudzenia elektronowego, rozdziału ładunku, transportu elektro
nów i syntezy ATP. Błona tylakoidowa jest zbudowana w sposób wysoce asymetryczny -  asymetrię tę 
determinuje zarówno specyficzna topografia składników błonowych kompleksów funkcjonalnych na 
przekroju poprzecznym błony, jak i nierównomierna dystrybucja lateralna tych kompleksów w obrębie 
poszczególnych kompartmentów błony (błony zespolone gran, błony brzegów gran, błony końcowe 
gran, błony tylakoidowe stromy).W niniejszym opracowaniu zebrano dane dotyczące organizacji stru
kturalnej fotosystemu II (PSII), fotosystemu I (PSI), kompleksu cytochrom b6/f (cyt b6/f) i syntazy ATP 
oraz rozmieszczenia tych kompleksów w obrębie poszczególnych kompartmentów błony tylakoidowej. 
Dyskutowane są również implikacje funkcjonalne architektury błony tylakoidowej.

Słowa kluczowe: PSII, PSI, kompleks cytochrom b6/f, syntaza ATP, błona tylakoidowa granum, błona 
tylakoidowa stromy, strukturalna i f unkcjonalna heterogeniczność fotosystemów, polipeptyd

Summary: All functions of photosynthetic light reactions i.e. the interception of visible light energy, the 
migration of excitation energy, charge separation, electron transfer, proton translocation and photo
phosphorylation operate within the thylakoid. The fundamental feature of the organization of thylakoid 
membrane is its assymetry determined by the unique topology of components of membrane intrinsic 
protein complexes as well as a lateral heterogeneity in the distribution of the complexes. The data 
regarding the structural organization of PSII, PSI, cytochrom b6f and ATP synthase and their distribution 
among thylakoid membrane compartments (appressed grana membranes, grana margins, grana end 
membranes, stroma lamellae) is summarized below. The functional aspects of architecture of photosyn
thetic membrane are also discussed.

Key words'. PSII, PSI, cytochrom b 6 f ATP synthase, grana lamella, stroma lamella, structural and 
functional heterogeneity of photosystems, polypeptide
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WSTĘP

Zrozumienie molekularnych mechanizmów fotosyntetycznej konwersji energii 
wymaga dysponowania precyzyjną wiedzą na temat „anatomii cząsteczkowej" błony 
tylakoidowej. Tajemnica molekularnej logiki absorpcji światła, transportu energii 
wzbudzenia elektronowego, transportu elektronów i translokacji protonów tkwi 
bowiem w specyficznej organizacji strukturalnej i dystrybucji w obrębie systemu 
błon tylakoidowych wieloskładnikowych, supramolekularnych kompleksów biał
kowych i białkowo-barwnikowych. W latach sześćdziesiątych i siedemdziesiątych 
zaproponowano kilka modeli organizacji strukturalnej systemu błon tylakoidowych, 
modele te jednak mają dziś tylko historyczne znaczenie. Punktem zwrotnym w 
historii kształtowania się nowoczesnych poglądów dotyczących organizacji stru
kturalnej błony fotosyntetycznej stało się stworzenie modelu płynnej mozaiki stru
ktury błon biologicznych [62], wkrótce po jego opublikowaniu pojawiły się bowiem 
inspirowane tym modelem próby wyjaśnienia architektury błony tylakoidowej [6]. 
Współcześnie model ten stanowi nie kwestionowaną przez nikogo podstawę wszel
kich rozważań dotyczących struktury błony fotosyntetycznej. Dziś wiadomo, że 
błona tylakoidowa jest zbudowana w sposób wysoce asymetryczny. Asymetria prze
jawia się zarówno w rozmieszczeniu cząsteczek białek i lipidów na przekroju po
przecznym błony, jak i w heterogeniczności dystrybucji składników biochemicznych 
wzdłuż błony. Heterogeniczność rozmieszczenia składników błony tylakoidowej 
obserwowana na jej przekroju poprzecznym determinuje podstawowe mechanizmy 
funkcjonowania fazy jasnej fotosyntezy, natomiast heterogeniczność „wzdłużna" 
ma zasadnicze znaczenie dla zdolności aparatu fotosyntetycznego do adaptacji do 
zmieniających się warunków środowiskowych. Ostatnie lata przyniosły lawinowy 
przyrost danych odnoszących się do organizacji strukturalnej supramolekularnych 
kompleksów funkcjonalnych błony tylakoidowej oraz ich dystrybucji w obrębie 
systemu błon pojedynczego chloroplastu. Przedmiotem niniejszej opracowania jest 
przegląd tych dokonań z uwzględnieniem ich implikacji funkcjonalnych.

1. ORGANIZACJA STRUKTURALNA BŁONY 
TYLAKOIDOWEJ NA PRZEKROJU POPRZECZNYM

1.1. A sym etria  rozm ieszczenia  lipidów na przekroju poprzecznym  błony
tylakoidowej

Lipidy acylowe stanowią 25-35% masy błony tylakoidowej roślin wyższych. 
Tak niska zawartość tłuszczowców nieco upodabnia błony tylakoidowe do innych 
wielofunkcyjnych błon biologicznych zaangażowanych w procesy konwersji energii,
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np. do wewnętrznej błony mitochondrialnej, jednak skład lipidów błon fotosynte- 
tycznych jest zasadniczo odmienny od tego, który stwierdza się dla innych euka
riotycznych systemów błonowych [52]. Odmienność ta polega głównie na wyjątkowo 
wysokiej zawartości galaktolipidów, nietypowy jest ponadto fakt, że fosfatydylogli- 
cerol zawiera specyficzny dla chloroplastów kwas tłuszczowy, trans-A3-heksadeke- 
nowy. Liczne dane wskazują na asymetrię rozmieszczenia lipidów acylowych na 
przekroju poprzecznym błony fotosyntetycznej -  na ogół uważa się, że fosfatydy- 
loglicerol i monogalaktozylodiacyloglicerol przeważają w tej jej części, która jest 
zorientowana w stronę stromy, natomiast digalaktozylodiacyloglicerol i sulfochi- 
nowozyiodiacyloglicerol są skupione w błonie od strony światła tylakoidu [62].

1.2. Funkcjonalne kom pleksy białkow e i b ia łkow o-barw nikow e

Przytłaczająca większość białek błony tylakoidowej wchodzi w skład czterech 
kompleksów o charakterze transmembranowym -  PSI, PSII, cytb6/f i syntaza ATP; 
dwa spośród nich (PSI i PSII) mają charakter barwnikowo-białkowy. Współdziałanie 
tych kompleksów, uwarunkowane ich rozmieszczeniem w obrębie pojedynczej błony 
i systemu błon, umożliwia realizację wszystkich etapów fazy jasnej fotosyntezy, 
tzn. zbierania energii świetlnej, rozdziału ładunku, transportu elektronów, gene
rowania transmembranowego gradientu protonów i syntezy ATP. U organizmów 
przeprowadzających fotosyntezę oksygeniczną (glony, cyjanobakterie, rośliny wy
ższe) fotosyntetyczny transport elektronów angażuje trzy kompleksy błony tyla
koidowej -  PSII, cytb6/f i PSI - które kooperatywnie przenoszą elektrony na trasie 
woda -  NADP+.

PSII. Indywidualnym zadaniem PSII, w ramach „podziału pracy” pomiędzy 
wspomnianymi kompleksami funkcjonalnymi, jest przeprowadzenie zależnego od 
światła, liniowego transportu elektronów od wody do plastochinonu, co wiążę się 
z utlenieniem wody do cząsteczkowego tlenu. W skład PSII roślin wyższych wchodzi 
ponad 25 poiipeptydów [ 17,40]. Co najmniej 11 spośród nich, a mianowicie produkty 
genów psbA-F, psbl, psbL oraz psbO-Q, wchodzi w skład kompleksu centrum 
reakcji (ker) PSII, fragmentu holokompleksu niezbędnego do utlenienia wody i 
redukcji plastochinonu [17, 42]. hi vitro zdolność do utleniania wody i redukcji 
plastochinonu wykazują, poza kompleksem ker PSII, także preparaty rdzenia PSII, 
cząstki powstałej przez oddysocjowanie od kompleksu centrum reakcji polipeptydów 
psbP i psbQ. Aktywność in vitro cząstek rdzenia można jednak zademonstrować 
tylko w obecności niefizjologicznie wysokich stężeń Ca"+ i CF, co stanowi podstawę 
do sugestii, że in vivo psbP i psbQ są niezbędne do realizacji podstawowych zadań 
PSII [60]. Pierwotne procesy fotochemiczne warunkujące utlenienie wody i redukcję 
plastochinonu zachodzą w obrębie jeszcze mniejszego elementu struktury PSII, 
jakim jest rdzeniowy zespół 5-6  polipeptydów, tzn. psbA, D,E, F, I, L (?), z którymi
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związane są liczne niebiałkowe ligandy, bezpośrednio uczestniczące w reakcjach 
oksydoredukcyjnych.

Fotochemicznym donorem PSU jest wyspecjalizowany dimer cząsteczek chlo
rofilu a, określony jako P680, związany pomiędzy dwoma resztami histydynowymi 
polipeptydów psbA i psbD [49]. Wzbudzona cząsteczka P680 redukuje feofitynę 
a, zasocjowaną także z heterodimerem psbA/psbD, a to prowadzi do transmem- 
branowego rozdziału ładunku, tzn. uformowania się pary P680+/feofityna~. Z  kolei 
elektrony są transportowane przez cząsteczki plastochinonu (QA i Q B) związane 
z domenami A i B heterodimeru psbA (domena B) i psbD (domena A). Po przejęciu 
dwóch elektronów i protonacji protonami pochodzącymi ze stromy zredukowany 
Q B dyfunduje do dwuwarstwy lipidowej -  dalsze losy tego przenośnika redoks 
wiąże się już z funkcjonowaniem kompleksu cytb6/f.

Utleniony donor fotochemiczny, P680+, jest redukowany elektronami pocho
dzącymi z wody. Utlenienie wody jest możliwe dzięki wyjątkowo wysokiemu po
tencjałowi oksydoredukcyjnemu P680+ (1.17 kV) [10]. Elektrony z wody są 
przenoszone na P680+ za pośrednictwem aktywnej reszty Tyr polipeptydu psbA.

Energia niezbędna do realizacji fotosyntetycznego transportu elektronów jest 
przekazywana do P680 w formie energii wzbudzenia elektronowego przez zespół 
sąsiadujących z P680 w obrębie struktury PSII anten energetycznych, kompleksów, 
jakie tworzy chlorofil a z białkami psbB (CP47) i psbC (CP43) [14]. Kompleksy 
te, stanowiące integralny element struktury kompleksu centrum reakcji PSII osiągają 
stan wzbudzenia elektronowego -  transportowany do P680 -  przez absoipcję energii 
promienistej światła słonecznego w zakresie widzialnym, pełnią zatem funkcję anten 
energetycznych fotosyntezy. Ze względu na lokalizację w bezpośredniej bliskości 
P680, stanowiącego najbardziej centralny punkt struktury PSII, CP47 i CP43 nazywa 
się wewnętrznymi antenami energetycznymi PSII. Bardziej peryferycznie ulokowany 
jest natomiast zespół anten energetycznych, których polipeptydy są związane z 
obydwoma rodzajami chlorofilu oraz ksantofilami, tzw. kompleksy chlorofil a/b- 
białko. Ich obecność w PSII znacznie zwiększa „przekrój optyczny” fotosystemu 
i wzbogaca jego widmo czynnościowe [49], jednak aparat fotosyntetyczny pozba
wiony tych struktur w rezultacie np. mutacji może funkcjonować absorbując i prze
nosząc energię tylko z wykorzystaniem anten wewnętrznych [31, 33, 34]. Jak dotąd 
zidentyfikowano przynajmniej cztery kompleksy chlorofil a/b-białko PSII -  LHCII, 
CP29, CP26, CP24 -  różniące się składem biochemicznym, organizacją strukturalną 
a także realizujących nieidentyczne funkcje w procesie zbierania światła [37 , 39].

Zdecydowana większość polipeptydów wchodzących w skład PSII to integralne 
składniki błony tylakoidowej, przenikające błonę kilkoma hydrofobowymi odcinkami 
przyjmującymi konformację a-helisy. Pozostałą część struktury tych polipeptydów 
stanowią odcinki hydrofilne, penetrujące stromę lub światło tylakoidu. Topografia 
pojedynczych łańcuchów polipeptydowych białek transmembranowych charakte
ryzuje się silną asymetrią, wyrażającą się niejednakową długością hydrofilnego
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odcinka penetrującego stromę i odcinka zanurzonego w świetle tylakoidu, np. w 
przypadku polipeptydów psbA i psbD na odcinek penetrujący stromę przypada 
25%, a na odcinek penetrujący światło tylakoidu 40% wszystkich aminokwasów 
łańcucha [17]. Jeszcze bardziej asymetrycznie są zorientowane na przekroju błony 
tylakoidowej łańcuchy polipeptydów psbB i psbC, aż połowa budujących je ami
nokwasów składa się na fragmenty cząsteczki zanurzone w świetle tylakoidu podczas 
gdy stromę penetruje nie więcej niż 15% aminokwasów [14].

W przypadku LHCPII, polipeptydu głównej anteny energetycznej PSII (LHCII) 
na odcinek zanurzony w stromie przypada 34%, a na fragment zanurzony w świetle 
tylakoidu 27% całkowitej puli aminokwasów [46, 47], jednak głębokość zanurzenia 
tego pierwszego odcinka w stromie jest ponad 10 razy większa niż głębokość za
nurzenia drugiego odcinka w świetle tylakoidu [48].

Tylko trzy polipeptydy PSII -  psbO, psbP i psbQ -  nie są integralnymi składnikami 
błony tylakoidowej. Są to polipeptydy peryferyczne, zlokalizowane w świetle ty
lakoidu, lecz -  jak to udowodniono między innymi w doświadczeniach typu cross- 
linking -  związane oddziaływaniami niekowalencyjnymi z transmembranowymi 
białkami PSII [60].

Przedmiotem bardzo żywego zainteresowania wielu laboratoriów jest kwestia 
stanu oligomerycznego PSII oraz stosunków stechiometrycznych poszczególnych 
polipeptydów in situ. Uzyskanie tych informacji, w połączeniu z danymi dotyczącymi 
przestrzennego rozmieszczenia poszczególnych komponentów pozwoliło bowiem 
na zaproponowanie modelu organizacji strukturalnej holokompleksu PSII. W ciągu 
ostatnich lat w kilku pracowniach udało się uzyskać kryształy rdzenia PSII; ich 
analiza przeprowadzona z wykorzystaniem techniki kriomikroskopii elektronowej, 
pozwoliła na ujawnienie dimerycznej natury badanego fragmentu PSII [50, 58, 
65]. Dimeryczny charakter rdzenia PSII potwierdzają także badania prowadzone 
w pracowni Barbera z użyciem techniki wspomaganej komputerowo analizy ele- 
ktronomikroskopowych obrazów preparatów rdzenia barwionych negatywowo [ 12 ]. 
Z wynikami tymi polemizuje zespół Forda [35, 53], który uważa, że rdzeń PSII 
jest in vivo monomerem, podczas gdy obserwowane w innych pracowniach formy 
dimeryczne mogą być rezultatem mającej charakter artefaktu oligomeryzacji PSII, 
do której dochodzi w trakcie działania detergentów używanych podczas preparatyki 
rdzenia. Wydaje się, że polemikę tę rozstrzygają ostatecznie na korzyść koncepcji 
„dimerycznej” opublikowane w ostatnich miesiącach wyniki badań, w trakcie których 
p repara ty  rdzen ia  PSII up łynn iano  za pom ocą  n-dodecylo-(3-D-maltozydu 
i frakcjonowano na formę mono- i dimeryczną z użyciem ultrawirowania w gradiencie 
gęstości sacharozy [29]. Forma dimeryczną wykazywała in vitro niemal dwukrotnie 
wyższą aktywność utleniania wody, a ponadto zawierała bardzo niewielkie ilości 
produktów degradacji białek psbA i psbD, podczas gdy w preparatach formy mono- 
merycznej stwierdzono znaczną akumulację tych produktów. Dane te wskazują dość 
jednoznacznie na dimer jako natywną formę rdzenia PSII, sugerując zarazem, że
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monomer jest częściowo zdenaturowanym artefaktem tego fragmentu struktury PSII. 
Zdecydowana większość danych biochemicznych wskazuje, że wszystkie polipep- 
tydy rdzenia PSII są reprezentowane przez ilości ekwimolarne -  po dwie kopie 
na dimer [60]. Z dimerycznym rdzeniem PSII są związane także po dwie kopie 
polipeptydów psbP i psbQ, a to oznacza, że in vivo dimeryczny jest cały kompleks 
centrum reakcji PSII.

Badania dwuwymiarowych kryształów LHCII z zastosowaniem kriomikroskopii 
elektronowej [46], a także prace prowadzone technikami biochemicznymi [38], 
jednoznacznie wskazują, że podstawową jednostką organizacji najważniejszego 
kompleksu chlorofil «//^-białko PSII jest trimer, jakkolwiek jest prawdopodobne, 
że część trimerów tworzy także struktury wyższego rzędu, prawdopodobnie mul- 
titrimery [38]. Pozostałe kompleksy chlorofil a /6-białko (CP29, CP26, CP24) przyj
mują in vivo formę monomeryczną, na co wskazuje analiza zachowania się tych 
struktur w trakcie ich frakcjonowania z użyciem łagodnie denaturujących systemów 
elektroforetycznych [54], jak i analiza elektronomikroskopowa negatywno wybar- 
wionych preparatów PSII [35]. Wyniki oznaczeń biochemicznych wskazują na to, 
że dimer ker PSII jest zasocjowany z ośmioma trimerami LHCII oraz dwoma kopiami 
każdego z monomerycznych kompleksów chlorofil a/b-białko [31, 54]. Ostatnio 
Hankamer i inni [29] zasugerowali, jakoby dimeryczna forma ker PSII pozostawała 
zasocjowana tylko z jednym trimerem LHCII oraz pojedynczymi cząstkami CP29 
i CP26 w formie tzw. superkompleksu PSII, jednak pogląd ten jest zupełnie odo
sobniony. Tak więc, na podstawie bogatego materiału dowodowego uzyskanego 
z zastosowaniem szerokiej palety technik eksperymentalnych, można uważać za 
wysoce prawdopodobne, że holokompleks PSII jest cząstką, na którą składa się 
dimer ker, osiem trimerycznych subkompleksów LHCII oraz pojedyncze monomery 
CP29, CP26 i CP24 (rys. 1). Wiadomo jednak, że PSII jest strukturą o znacznym 
stopniu heterogeniczności strukturalnej i funkcjonalnej -  przedstawiony na rysunku 
1 schemat dotyczy najobficiej reprezentowanego w systemie błon tylakoidowych 
wariantu, określanego jako PSIIa. Jednym ze źródeł heterogeniczności strukturalnej 
PSII jest zróżnicowanie wielkości LHCII, tzn. ilości trimerycznych subkompleksów 
zasocjowanych z ker. Część populacji cząstek PSII, określana jako PSIip, zawiera 
mniejszą niż osiem liczbę trimerów LHCII, a mianowicie tylko te trimery, które 
zajmują najbardziej proksymalne położenie w stosunku do ker, składające się na 
subpopulację wewnętrzną LHCII (dystalne trimery, w PSIIa, składają się na sub- 
populację peryferyczną LHCII). Nie wiadomo jednak dokładnie, jaka ilość trime
rycznych subkompleksów LHCII wchodzi w skład PSII(3, wydaje się, że może 
to być cecha gatunkowa. Część cząstek PSIIp, określana jako non-QB-PSII, jest 
niezdolna do redukcji plastochinonu jakkolwiek cząstki takie mogą in vivo re
dukować niektóre halogenowane benzochinony. Istnienie różniących się funkcjo
nalnie wariantów PSIip może odzwierciedlać jakieś zróżnicowanie strukturalne tej 
populacji PSII, jednak dotąd nie wyjaśniono, z jakim zróżnicowaniem strukturalnym
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Rys. 1. Schemat organizacji strukturalnej PSII, na rysunku pominięto szereg słabiej scharakteryzowanycl
komponentów polipeptydowych PSII

mamy do czynienia [66]. Heterogeniczność PSII pogłębia wewnętrzne zróżnicowanie 
cząstek PSIIa, wynikające z tego, że kompleks ten może pozostawać związany 
z co najmniej trzema kategoriami LHCII (PSIIoCj, PSIIcc2, PSII0G3) o niejednakowej 
liczbie trimerów składających się na subpopulację peryferyczną [2]. Liczba tri- 
merycznych subkompleksów LHCII zasocjowanych z PSII podlega także mody fikacj i 
w trakcie długoterminowych adaptacji aparatu fotosyntetycznego do warunków śro
dowiskowych, takich jak natężenie światła -  im wyższe natężenie światła, na które 
eksponowana jest roślina, tym mniejsza liczba trimerów LHCII, co jest równoznaczne 
ze zmniejszaniem się „przekroju optycznego” PSII. W chloroplastach zielenicy Du- 
naliella salina poddanych działaniu światła o bardzo wysokim natężeniu stwierdzono 
istnienie jeszcze jednego wariantu PSII (PSIIy), w którym zmniejszenie „przekroju 
optycznego” nastąpiło przez odłączenie peryferycznej subpopulacji LHCII oraz we
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wnętrznej anteny CP47 [32]. Na heterogeniczność PSII wynikającą ze zróżnicowania 
wielkości systemu antenowego nakłada się heterogeniczność mająca swe podłoże 
w istnieniu różnych wariantów rdzenia PSII. Rdzeń PSII szpinaku rozdzielano za 
pomocą niedenaturującego ogniskowania izoelektrycznego na cztery populacje róż
niące się stopniem ufosforylowania polipeptydów psbA, psbC, psbD, psbH oraz 
bliżej niezidentyfikowanego polipeptydu 9 kDa [25]. Dwie z tych populacji pozostają 
ufosforylowane nawet wówczas, gdy PSII izoluje się z roślin hodowanych w cie
mności, co oznacza, że w warunkach fizjologicznych nigdy nie dochodzi do defo- 
sforylacji pewnej puli cząstek PSII [26]. In vitro można jednak zdefosforylować 
wszystkie polipeptydy rdzenia PSII, używając egzogennej fosfatazy -  rdzeń za
chowuje nawet w takich warunkach wysoką heterogeniczność interpretowaną jako 
wyraz wiązania różnych ilości psbH [24]. Sugeruje się, że istnienie wielu populacji 
rdzenia PSII może odzwierciedlać jedną ze strategii regulacji fotosyntetycznego 
transportu elektronów [25].

Kompleks cytb6/f. Funkcjonuje on jako błonowa oksydoreduktaza plastochi- 
nol-plastocyjanina, zajmując centralną -  w sensie elektrochemicznym -  pozycję 
w liniowym transporcie elektronów pomiędzy PSII i PSI. Funkcji transferu ele
ktronów na trasie plastochinol-plastocyjanina towarzyszy funkcja translokacji pro
tonów w poprzek błony tylakoidowej i współtworzenie, wraz z PSII, siły 
protonomotorycznej napędzającej syntezę ATP [15]. Struktura kompleksu wykazuje 
znaczny stopień homologii do struktury mitochondrialnych i bakteryjnych kom
pleksów cytochrom b-c, stanowiących element składowy oddechowego łańcucha 
transportu elektronów.

W skład kompleksu cytb6/f wchodzą cztery polipeptydy, a mianowicie cyt f, 
cyt b6, białko Rieskego i podjednostka IV, będące produktami genów, odpowiednio, 
petA, petB , petC, petD  [49]. Tylko białko Rieskego jest kodowane przez genom 
jądrowy, pozostałe podjednostki są produktami genów chloroplastowych. Preparaty 
kompleksu cytb6/f izolowane w niektórych laboratoriach zawierają ponadto 1 -5  
niewielkich (< 5 kDa) polipeptydów [56, 59], spośród których jeden może być 
kodowany przez chloroplastowy gen petG  [63]. Plastocyjanina nie jest zaliczana 
do składników kompleksu jakkolwiek białko to pozostaje związane z kompleksem 
silnymi oddziaływaniami i może współoczyszczać się z nim nawet w trakcie dłu
gotrwałych procedur preparatywnych [56]. Z cząsteczkami cytochromów b6 i f 
związany jest hem, natomiast z białkiem Rieskego centrum żelazowo-siarkowe (2Fe- 
2S); wymienione grupy prostetyczne odgrywają kluczową rolę w funkcjonowaniu 
kompleksu.

Udział PSII w liniowym transporcie elektronów kończy się wraz z dwuele- 
ktronową redukcją oraz pobraniem dwóch protonów przez QB i przejściem -  w 
ten sposób -  tego przenośnika w całkowicie zredukowaną cząsteczkę (plastochinol), 
dyfundującą swobodnie do dwuwarstwy lipidowej błony tylakoidowej. Dyfundująca 
cząsteczka plastochinolu ulega utlenieniu w obrębie kompleksu cytb6/f, a pierwszym
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etapem tego procesu jest związanie się plastochinolu z domeną Qc zlokalizowaną 
prawdopodobnie w części cząsteczki cytochromu b6 położonej blisko światła ty- 
lakoidu [49]. W miejscu Qc protony plastochinolu zostają uwolnione do światła 
tylakoidu, a elektrony są transportowane, kolejno: przez białko Rieskego, cytochrom 
f  i plastocyjaninę. Według tego schematu transportowi jednego elektronu odpowiada 
zatem uwolnienie jednego protonu do światła tylakoidu. Tymczasem już dość dawno 
zauważono, że aktowi transportu jednego elektronu przez kompleks cytb6/f to
warzyszy translokacja dwóch protonów w poprzek błony tylakoidowej, co oznacza, 
że opisany powyżej schemat transportu nie wyczerpuje listy procesów katalizowanych 
przez omawiany kompleks. Przyjmuje się, że zwiększenie liczby translokowanych 
protonów w stosunku do liczby elektronów przeniesionych między PSU i PSI wynika 
z funkcjonowania w obrębie cząstki kompleksu cytb6/f cyklu wędrówki elektronów 
(tzw. cykl Q), generującego translokację dodatkowych protonów [20, 45]. Istotną 
rolę w mechanizmie cyklu Q odgrywają prawdopodobnie nisko- i wysokopoten- 
cjałowe cząsteczki hemu związane z cytochromem bó.

Nie do końca wyjaśniony jest udział kompleksu cytb6/f w cyklicznym transporcie 
elektronów wokół PSI, zagadnienie to zostanie omówione nieco szerzej w dalszej 
części artykułu. Ostatnio opublikowano dane sugerujące, że u Chlamydomonas re- 
inhardtii kompleks cytb6/f może przekazywać elektrony, zamiast na plastocyjaninę, 
bezpośrednio na ferredoksynę i NADP+, z pominięciem PSI [27]. Transport ele
ktronów takim torem wydaje się termodynamicznie nieprawdopodobny, ponieważ 
nawet dysponująca najsilniejszymi właściwościami redukującymi komponenta kom
pleksu cytochrom bó/f, tzn. cytochrom b6 związany z niskopotencjałową cząsteczką 
heniu ma potencjał oksydoredukcyjny (E m = -170  mV) wyższy niż ferredoksyna 
(E m = -430  mV). Nie jest jednak wykluczone, że redukcja NADP+ z pominięciem 
PSI może rzeczywiście mieć miejsce, wskazują bowiem na to również dane po
chodzące z innych pracowni [3, 9], ale rola kompleksu cytb6/f w tym torze transportu 
elektronów pozostaje niejasna.

Wszystkie polipeptydy wchodzące w skład kompleksu cytbó/f stanowią integralny 
element błony tylakoidowej i przenikają ją jedną lub kilkoma transmembranowymi 
ot-helisami. Pozostała część struktury tych polipeptydów przypada na odcinki o 
charakterze hydrofilnym, penetrujące stromę lub światło tylakoidu. Topografia po
jedynczych polipeptydów kompleksu cytbó/f w obrębie błony tylakoidowej cechuje 
się asymetrią, najsilniej wyrażoną w przypadku cytochromu f -  na odcinek zanurzony 
w świetle tylakoidu przypada aż 88% wszystkich aminokwasów cząsteczki tego 
polipeptydu, podczas gdy odcinek hydrofobowy (tylko jedna a-helisa transmem- 
branowa) obejmuje zaledwie 6% puli aminokwasów [51].

Trwającą od szeregu lat debatę dotyczącą tego, czy dimer czy monomer jest 
natywnym stanem kompleksu cytbó/f in situ, wydają się ostatecznie rozstrzygać 
na korzyść dimeru wyniki uzyskane w pracowni Cramera [36]. Udowodniono tam, 
że dimeryczna forma kompleksu cechuje się in vitro taką samą aktywnością
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transportu elektronów jak preparat nie fra
kcjonowany na dimer i monomer, podczas 
gdy oczyszczony monomer ma aktywność 
bardzo niewielką. Każdy z monomerów 
składających się na dimeryczną formę 
kompleksu zawiera prawdopodobnie po 
jednej kopii każdego z polipeptydów; wy
jątkiem jest cytochrom b6, co do którego 
oznaczenia stechiometryczne wskazują, że 
jest reprezentowany przez dwie kopie [56]. 
Cząstki kompleksu cytb6/f wykazują pe
wien stopień heterogeniczności wyrażający 
się istnieniem dwóch wariantów różnią
cych się względną zawartością produktu 
pet G, a także związanej z kompleksem 
plastocyjaniny [56]. Rysunek 2 prezentuje 
najbardziej prawdopodobną -  w świetle 
przedstawionych powyżej danych -  orga
nizację strukturalną cząstki kompleksu 
cytb6/f.

PSI realizuje końcowy odcinek linio
wego transportu elektronów jako błonowa 
oksydoreduktaza plastocyjanina - ferredo- 
ksyna. Zredukowana przez PSI ferredoksy- 
na generuje NADPH w reakcji katalizo
wanej przez reduktazę ferredoksyna -  
NADP+. Tak więc ostatecznym zadaniem 
liniowego transportu elektronów jest do
starczenie siły redukcyjnej w postaci 

NADPH, wykorzystywanej nie tylko w reakcjach cyklu Calvina-Bensona, ale także 
do redukcji azotynów do amoniaku, desaturacji nasyconych kwasów tłuszczowych, 
dekarboksylacji pirogronianu i wielu innych, ważnych procesów metabolicznych
[16].

W skład PSI wchodzi 17 polipeptydów, spośród których trzy, a mianowicie 
produkty chloroplastowych genów psaA, psaB, i psaC  uczestniczą w liniowym 
transporcie elektronów wiążąc niebiałkowe ligandy bezpośrednio zaangażowane 
w reakcje oksydoredukcyjne. Fotochemicznym donorem elektronów PSI jest wyspe
cjalizowany dimer chlorofilu a, określany jako P700, związany pomiędzy dwoma 
resztami histydynowymi pochodzącymi z cząsteczek polipeptydów psaA i psaB 
[21]. Przenośnikiem, który przyjmuje elektrony ze wzbudzonego dimeru P700 jest 
monomeryczna cząsteczka chlorofilu a (A0), a następnie witamina Kj (Aj) i centrum

Rys. 2. Schemat organizacji strukturalnej kom
pleksu cytochrom b6/f
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żelazowo-siarkowe (4Fe-4S) określane jako Fx. Wszystkie te ligandy związane są, 
podobnie jak P700, z heterodimerem psaA/psaB, przy czym A0 i F x zajmują miejsce 
blisko miejscu ligacji P700, natomiast położenie Aj nie zostało dotąd dokładnie 
ustalone [22]. Elektrony transportowane przez Fx przyjmują kolejno dwa inne centra 
żelazowo-siarkowe (4Fe-4S), określane jako FA i FB związane z niewielkim po- 
lipeptydem psaC. Z kolei centrum F B redukuje centrum żelazowo-siarkowe (2Fe-2S) 
ferredoksyny, a ta, z udziałem reduktazy ferredoksyna : NADP+ (FNR) generuje 
NADPH. Zarówno ferrodoksyna, jak i FNR, operujące w stromie chloroplastowej, 
nie stanowią już elementu struktury PSI, pozostają jednak w bezpośrednim kontakcie 
z wchodzącym w skład PSI polipeptydem psaE [5, 57]. Istnienie tego kontaktu 
udowodniono w doświadczeniach typu cross-linking. Utleniony donor fotochemiczny 
elektronów PSI, P700, jest redukowany elektronami przenoszonymi przez plasto- 
cyjaninę. Energia niezbędna do transportu elektronów po akceptorowej stronie PSI 
jest dostarczana do P700, jako energia wzbudzenia elektronowego, przez zespół 
wewnętrznych anten energetycznych. Na zespół ten składają się kompleksy, jakie 
tworzy z chlorofilem a heterodimer psaA/psaD a także, prawdopodobnie, związany 
z niewielką ilością chlorofilu a polipeptyd psaF [16]. Bardziej peryferycznie pozostaje 
związany z PSI zespół kompleksów wiążących chlorofil a , chlorofil b i ksantofile. 
Jak dotąd zidentyfikowano trzy tego rodzaju kompleksy współpracujące z PSI, 
określane jako LHCI-730, LHCI-680A i LHCI-680B, a w ich skład wchodzą co 
najmniej cztery polipeptydy (Lhcal-4) [43].

PSI przeprowadza także, w kooperacji z kompleksem cytb6/f, cykliczny transport 
elektronów, którego funkcjonowanie współkształtuje siłę protonomotoryczną na
pędzającą syntezę ATP. Szlak cyklicznego transportu elektronów nie został dotąd 
ustalony, wiadomo jednak, że jest on inicjowany przez przechwycenie części ele
ktronów ze zredukowanej ferredoksyny przez kompleks cytb6/f, transportujący je 
z powrotem w kierunku ferredoksyny przez plastocyjaninę i PSI, prawdopodobnie 
tak samo, jak to ma miejsce w trakcie liniowego transportu elektronów [19]. Istnieją 
przypuszczenia, że u glonów i cyjanobakterii w transport elektronów na odcinku 
ferredoksyna - cytb6/f może być zaangażowana błonowa oksydoreduktaza NAD(P)H 
: plastochinon, enzym uczestniczący w procesie konsumpcji 0 9 przez chloroplasty 
na świetle (chlororespiracja) [13]. Cykliczny transport elektronów jest prawdopo
dobnie mechanizmem pozwalającym utrzymać w warunkach zagrażających foto- 
inhibicją wysoki gradient protonów w poprzek błony tylakoidowej, sprzyjający 
rozpraszaniu nadmiaru energii wzbudzenia elektronowego przez dezaktywację ter
miczną w obrębie PSII. Wskazują na to wyniki doświadczeń, w których udowodniono 
stymulację cyklicznego toru elektronów po ekspozycji rośliny na światło o wysokim 
natężeniu [34, 64].

Spośród 17 polipeptydów PSI tylko pięć: psaC, psaD, psaE, psaH i psaN nie 
ma odcinków transmembranowych. Cztery pierwsze to białka peryferyczne, re
zydujące na granicy stromy i błony tylakoidowej, natomiast psaN zajmuje położenie
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peryferyczne od strony światła tylakoidu [16]. Pozostałe polipeptydy przenikają 
błonę tylakoidową 1-11 a-helisami, przy czym topografia polipeptydów Lhcal-4 
jest prawdopodobnie bardzo zbliżona do ich odpowiedników współdziałających 
z PSII, tzn. L hcb l-6.

U cyjanobakterii PSI przyjmuje in situ strukturę trimeryczną [44], natomiast 
w przypadku roślin wyższych istnienie struktury trimerycznej PSI, choć możliwe 
do zaobserwowania in vitro [55], nigdy nie zostało przekonywująco udowodnione 
in vivo. Monomeryczna forma PSI zawiera po jednej kopii każdego z polipeptydów 
psaA-N oraz, prawdopodobnie, cztery dimeryczne subkompleksy LHCI. Ta ostatnia 
sugestia opiera się na wynikach prac przeprowadzonych w pracowni Moliera [41], 
w trakcie których udowodniono, że w mieszaninie polipeptydów preparatu LHCI 
lub oczyszczonego LHCI-730 powstają w obecności cross-linkerów  liczne produkty 
dimeryczne, co może odzwierciedlać tendencje polipeptydów Lhcal-4 do formo
wania in vivo struktur dimerycznych. Organizację strukturalną monomerycznej czą
stki PSI można sobie zatem wyobrazić tak, jak to pokazano na rysunku 3. Rysunek 
3 przedstawia schemat wariantu PSI najobficiej reprezentowanego w obrębie błon 
tylakoidowych. Wariant ten określany jest jako PSIp. Z doniesień pochodzących 
z pracowni Albertssona wiadomo natomiast, że ok. 35% puli chlorofilu PSI przypada

Rys. 3. Schemat organizacji strukturalnej PSI, na rysunku pominięto szereg słabiej scharakteryzowanych
komponentów polipeptydowych PSI
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na cząstki o większym „przekroju optycznym”, określane jako PSIa  [1]. Dzięki 
zastosowaniu do badań nad heterogenicznością PSI wysokorozdzielczego ognisko
wania izoelektrycznego udowodniono, że PSIa zawiera, poza pulą dimerycznych 
subkompleksów LHCI, także pewną ilość trimerycznych subkompleksów LHCII, 
zwiększających „przekrój optyczny” holokompleksu [7]. Dane te potwierdzają już 
wcześniej znany fakt, że LHCII może in vivo pozostawać z PSI w kontakcie po
zwalającym na przekazywanie energii wzbudzenia elektronowego [30].

Syntaza A T P  jest błonowym kompleksem funkcjonalnym katalizującym syntezę 
ATP napędzaną przez siłę protonomotoryczną kształtującą się w rezultacie ko
operacji PSII i kompleksu cytb6/f oraz cyklicznego transportu elektronów wokół 
PSI. Chloroplastowa syntaza ATP wykazuje bardzo znaczny stopień podobieństwa 
strukturalnego do mitochondrialnego i bakteryjnego kompleksu F ,F 0 odpowie
dzialnego za fosfory lację oksydacyjną. W skład syntazy ATP wchodzi 9 polipeptydów 
zgrupowanych w dwie całkowite odmiennie zbudowane jednostki strukturalne -  
CFq i CFj. Jednostka CF0 jest integralnym składnikiem błony tylakoidowej, na 
którą składają się pozbawione ligandów polipeptydy CF() I-IV (przenikające błonę 
1-7 a-helisami), reprezentujące produkty genów atpF, atpG , atpH  i atpl, odpo
wiednio. Z kolei jednostka CFj jest strukturą penetrującą stromę chloroplastową, 
a wchodzące w jej skład polipeptydy (CFj a - e )  są produktami genów atpA-E  
[49]. Według powszechnie przyjętych poglądów syntaza ATP cechuje się dość 
skomplikowaną strukturą o ligomeryczną-jednostka CF0 obejmuje po jednej kopii 
polipeptydów CFqI, II i IV oraz heksamer CFqIII, podczas gdy penetrująca stromę 
domena CF| ma następujący skład podjednostkowy: a 3, (33, y, 5, e [18, 49]. Na 
pojedynczą cząstkę syntazy ATP składa się po jednej jednostce CF0 i CF, (rys. 
4).

Siła protonomotoryczną napędzająca reakcję syntezy ATP jest sumą transmem- 
branowego gradientu pH oraz potencjału błonowego, do powstania którego dochodzi 
w wyniku rozdziału ładunku w centrach reakcji PSII i PSI. Gradient pH w poprzek 
błony tylakoidowej kształtujący się w przeciętnych warunkach fotosyntetycznych 
wynosi ok. 3,5 jednostki, co jest wielkością wystarczającą do uruchomienia syntezy 
ATP. Synteza pojedynczej cząsteczki ATP wymaga transferu trzech protonów przez 
syntazę ATP. Rolę kanału protonowego (kanałów protonowych), bezpośrednio zaan
gażowanych w translokację protonów pełni heksamer polipeptydów CF()III, podczas 
gdy pozostałe polipeptydy CF() uczestniczą, jak się sądzi, w kotwiczeniu CF| [49]. 
Właściwą podjednostką katalityczną syntezy ATP jest natomiast heteroheksamer 
( a 3(33) jednostki CF|.  Spośród kilku zaproponowanych w ciągu ostatnich kilku 
lat modeli mechanizmu syntezy ATP najbardziej prawdopodobny wydaje się model 
konformacyjny Boyera [13], zakładający, że w obrębie heteroheksameru a 3p3 istnieją 
trzy miejsca katalityczne nawzajem w siebie przechodzące poprzez zmiany kon- 
formacyjne (stąd nazwa modelu). Jedno z tych miejsc wiąże ADP i P j5 aby po 
modyfikacji konformacji, stał się miejscem silnie wiążącym ATP zsyntetyzowanym
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z ADP i Pj. Translokacjaprotonów przez 
kanał CF0 prowadzi do kolejnej zmiany 
konformacyjnej i przejścia miejsca sil
nie wiążącego ATP w miejsce słabo 
wiążące ATP -  gotowy ATP opuszcza 
jednostkę CF] i trafia do stromy. Jedną 
z możliwości wytłumaczenia sposobu, 
w jaki translokacja protonów generuje 
zmiany konformacyjne miejsc katality
cznych OC3P3, jest przyjęcie, że ruch pro
tonów wymusza ruch obrotowy hete- 
roheksamerem. W trakcie tego ruchu 
zmieniają się oddziaływania między 
miejscami katalitycznymi, prowadzące 
do rearanżacji konformacyjnych [67].

W odróżnieniu od PSII, PSI oraz 
kompleksu cytb6/f syntaza ATP jest ho- 
mogenną populacją cząstek, w obrębie 
których nie stwierdzono żadnego zróż
nicowania strukturalnego czy funkcjo
nalnego.

Inne kompleksy. Genom chloro
plastowy szeregu gatunków roślinnych 
zawiera ponad 30 otwartych ramek od
czytu, z których każda wystarcza do za
kodowania niewielkich polipeptydów o 
masie cząsteczkowej kilku kDa [63]. 
Ewentualne produkty białkowe tych se
kwencji pozostają nieznane, nie jest jed 
nak wykluczone, że -  ze względu na 
niską masę cząsteczkową -  białka te 
(być może pełniące ważne funkcje foto- 
syntetyczne) zostały przeoczone w 
dotychczasowych analizach biochemi
cznych błon tylakoidowych [49].Zkolei 
analiza genomu chloroplastowego kilku 

gatunków roślinnych (w tym tytoniu i wątrobowca Marchantia) pozwoliła na wy
krycie rodziny genów ndhA-H , których struktura pierwszorzędowa jest bardzo po
dobna do struktury pierwszorzędowej genów podjednostek mitochondrialnej 
oksydoreduktazy NADH : ubichinon. Jednak nawet najbardziej precyzyjne analizy 
biochemiczne nie pozwoliły, na razie, na stwierdzenie obecności takich podjednostek

Rys. 4. Schemat organizacji strukturalnej syntazy 
ATP; in vivo jednostki CFo i CF| są ze sobą ściśle 
zasocjowanc, jednak na rysunku przedstawiono je 
jako nieco rozsunięte dla zaprezentowania ich peł

nego składu podjednostkowego
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w chloroplastach. Zważywszy, że w chloroplastach niektórych glonów funkcjonuje 
na świetle wspomniany już proces chlororespiracji, można podejrzewać że w jego 
katalizie uczestniczy oksydoreduktaza NADPH : plastochinon (chloroplastowa wer
sja mitochondrialnej oksydoreduktazy NADH : ubichinon), stanowiąca być może 
piąty, wciąż czekający na odkrycie, kompleks funkcjonalny błony tylakoidowej 
[19, 49].

2. LATERALNE ROZMIESZCZENIE KOMPLEKSÓW 
FUNKCJONALNYCH W BŁONACH TYLAKOIDOWYCH

Część tylakoidów chloroplastu pozostaje ze sobą ściśle zasocjowana w położeniu 
jeden nad drugim w formie stosu granowego (= granum), część zaś przenika swo
bodnie stromę nie pozostając w kontakcie z innymi tylakoidami -  te niezasocjowane 
tylakoidy nazywa się tylakoidami stromy. W związku z istnieniem dwóch typów 
tylakoidów, w obrębie systemu błon tylakoidowych wyróżnia się dwa główne 
kompartmenty, a mianowicie błony tylakoidów gran i błony tylakoidów stromy
[1]. Z kolei w obrębie błon gran można wyróżnić ich domenę centralną, na którą 
składają się zespolone ze sobą błony poszczególnych tylakoidów oraz domenę pery- 
feryczną, do której zalicza się tzw. brzegi gran oraz błony końcowe (rys. 5). W 
przeciwieństwie do błon tylakoidowych zespolonych, brzegi gran i błony końcowe 
a także błony tylakoidów stromy są błonami niezespolonymi, tzn. na całej swojej 
powierzchni kontaktują się tylko ze stromą lub światłem tylakoidu, a nie inną błoną 
tylakoidową. Albertsson [I] traktuje tzw. ścieżki, tj. przewężone strefy łączące 
grana i tylakoidy stromy, jako jeszcze jedną, odrębną domenę strukturalną błony 
tylakoidowej. Średnica stosów granowych oglądanych z góry wynosi zwykle 0,4-0,5 
pm, a przeciętna granum obejmuje 5-20 zespolonych błon tylakoidowych. Względna 
reprezentacja błon gran i stromy w obrębie pojedynczego chloroplastu jest dość 
podobna u wszystkich zbadanych dotąd gatunków roślinnych, pod warunkiem wszak
że, że badania przeprowadza się na roślinach, do których dociera średnia ilość 
światła (150-300 pE • m “ • s !), wtedy na błony stromy przypada ok. 20%, a 
na błony gran ok. 80% całkowitego systemu [1, 28]. Błony tylakoidowe gran i 
stromy można rozdzielać i oczyszczać metodami biochemicznymi, a następnie pod
dawać w stanie oczyszczonym analizom zmierzającym do ustalenia rozmieszczenia 
kompleksów funkcjonalnych. Istnieje kilka sposobów rozdzielenia błon tylakoi
dowych gran i stromy; najprostsza z nich polega na dezintegracji całkowitych błon 
z użyciem pras wysokociśnieniowych lub detergentu (digitonina) w połączeniu z 
wirowaniem preparatu otrzymanego po dezintegracji. W rezultacie wirowania błony 
tylakoidów gran (cięższe) tworzą osad, podczas gdy błony tylakoidów stromy po
zostają w nadsączu [23]. Znacznie wyższy stopień oczyszczenia obydwu kom-
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Rys. 5. Lateralna dystrybucja kompleksów błony tylakoidowej; liniowy transport elektronów odbywa się 
wyłącznie w błonach tylakoidów gran, a cykliczny transport wyłącznie w błonach tylakoidów stromy (wg

[ 1 ), zmienione)

partmentów błonowych można osiągnąć poddając preparat zdezintegrowanych błon 
procedurze rozdziału fazowego wodno-polimerowego; w przypadku takiego po
dejścia eksperymentalnego błony stromy i gran są rozdzielone do dwóch faz systemu 
w związku z różnicami właściwości powierzchniowych i stopnia hydrofobowości
[8]. Oczyszczone błony gran można dalej frakcjonować (za pomocą sekwencji so- 
nikacji i rozdziałów fazowych) na strefę centralną (błony zespolone gran) oraz 
błony brzegów gran [68], natomiast błony końcowe stanowią zwykle wspólny pre
parat z błonami tylakoidów stromy. Dzięki badaniom prowadzonym na oczysz
czonych preparatach ustalono, że błony tylakoidów gran mają niski stosunek 
ilościowy chlorofil a / chlorofil b (ok. 2.4 : 1) w porównaniu do błon tylakoidów 
stromy (ok. 4.6 : 1), co wyraźnie sugeruje, iż błony tylakoidów gran są wzbogacone 
w PSII, a błony tylakoidów stromy w PSI. Wniosek ten znajduje potwierdzenie 
w wynikach badania aktywności obydwu fotosystemów we wspomnianych kom- 
partmentach [8]. Dokładne oznaczenia dowodzą, że ok. 85% cząstek PSII znajduje 
się w błonach zespolonych gran a pozostałe 15% w obrębie błon stromy i w błonach
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końcowych gran. Te dwie ostatnie pule PSII składają się na populację PSII[3, chara
kteryzującą się niemal dwukrotnie mniejszym „przekrojem optycznym” od PSII 
błon zespolonych gran (PSIIa). Subpopulacja PSII(3 niezdolna do redukcji pla- 
stochinonu (non-QB-PSII) okazuje się być identyczna z pulą PSII(3 obecną w błonach 
stromy, podczas gdy PS 11(3 rezydujący w błonach końcowych gran jest zdolny 
do redukcji plastochinonu i -  poza mniejszym „przekrojem optycznym” -  nie różni 
się funkcjonalnie od PSIIa [1]. Populacje PSIIa różniące się liczbą zasocjowanych 
trimerów LHCII [2] są rozmieszczone w błonach zespolonych gran w taki sposób, 
że te cząstki, które mają największy „przekrój optyczny” (PSIIa,) ,rezydują w 
centrum gran, a te o najmniejszym przekroju ( P S I ^ )  zajmują w granum pozycję 
peryferyczną [ 1].

Z oznaczeń biochemicznych wynika, że ok. 65% cząstek PSI znajduje się w 
błonach tylakoidów stromy pozostałe zaś 35% w brzegach gran, przy czym pula 
PSI błon stromy jest tożsama z PSIp, a granowa pula PSI reprezentuje PSIa [1, 
7]. Nierównomierność lateralnej dystrybucji w obrębie systemu błon tylakoidowych 
dotyczy także kompleksu cytb6/f, a mianowicie większość jego cząstek znajduje 
się w błonach zespolonych gran. Błony stromy są względnie zubożone w cząstki 
tego kompleksu. Pula cząstek kompleksu znajdujących się w błonach gran zawiera 
niezidentyfikowany polipeptyd 15 kDa, nieobecny w błonach stromy [56]. Cząstki 
syntazy ATP są rozmieszczone równomiernie we wszystkich kompartmentach błon 
tylakoidowych.

Jakie są funkcjonalne implikacje istnienia nierównomierności w lateralnej dys
trybucji oraz heterogeniczności strukturalnej PSII, PSI i kompleksu cytb6/f ? Otóż 
sądzi się, że ważną właściwością systemu błon tylakoidowych jest przestrzenna 
izolacja liniowego i cyklicznego transportu elektronów, wyrażająca się funkcjo
nowaniem transportu liniowego wyłącznie w obrębie gran (PSIIa + cytb6/f + PSIa), 
a transportu cyklicznego wyłącznie w obrębie błon tylakoidów stromy (PSI|3 + 
cytb6/f) (rys. 5). Do niedawna przeważał pogląd, według którego PSII gran i PSI 
błon stromy pozostają w kontakcie funkcjonalnym dzięki wykorzystaniu zredu
kowanej plastocyjaniny jako dalekozasięgowego łącznika, dyfundującego poprzez 
światło tylakoidu pomiędzy granum i błonami stromy. Taka możliwość wydaje 
się jednak mało prawdopodobna wobec obserwacji, iż w trakcie intensywnej fo
tosyntezy przestrzeń światła tylakoidu znacznie zmniejsza się w rezultacie zbliżania 
się błon ograniczających światło tylakoidu [1]. Znacznie zmniejszoną przestrzeń 
światła tylakoidu szczelnie wypełniają hydrofilne pętle licznych białek transmem- 
branowych oraz całe cząsteczki białek peryferycznych, co stwarza warunki „makro
molekularnego tłoku”, praktycznie uniemożliwiające plastocyjaninie odpowiednio 
szybką migrację na dalekie odległości. Również wykorzystanie jako łącznika li- 
pofilnego plastochinolu, który teoretycznie mógłby migrować na trasie między gra
num a błoną stromy wewnątrz dwuwarstwy lipidowej, jest nieprawdopodobne, 
ponieważ zmierzony in situ współczynnik dyfuzji plastochinolu jest za niski w
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zestawieniu z szybkością liniowej wędrówki elektronów [1 1]. Zredukowana pla- 
stocyjanina pełni natomiast z pewnością rolę łącznika PSII / PSI na bardzo niewielkich 
dystansach, takich jakie dzielą PSIIa i PSIa  w obrębie pojedynczego granum. W 
niektórych sytuacjach, determinowanych przez zmiany składu jakościowego światła 
docierającego do rośliny lub temperatury otoczenia, część puli LHCII związanej 
z PSIIa  może oddysocjowy wać od holokompleksu, dyfundować lateralnie w kierunku 
PSIa  i przekazywać mu, po asocjacji, część energii wzbudzenia elektronowego. 
Taka redystrybucja podjednostek kompleksów funkcjonalnych błony tylakoidowej, 
prowadząca do sprzężenia funkcjonalnego LHCII i PSI(3, stanowi mechanizm krót
koterminowych adaptacji błony tylakoidowej do zmieniających się warunków śro
dowiskowych [4].

Jak współpracują PSIip (non-QB-PSII) i PSip rozmieszczone w błonach stromy? 
Z pewnością nie kooperują w transporcie elektronów, ponieważ PSIip nie jest zdolny 
do kierowania elektronów w kierunku PSip. Można więc sugerować, że PSip trans
portuje elektrony samodzielnie, w sposób cykliczny, a sugestie te znajdują pełne 
potwierdzenie w obserwacji, iż PSip może in vitro redukować ferredoksynę w y
korzystując askorbinian i dichlorofenolindofenol (DCPIP) jako donory elektronów, 
bez konieczności uzupełniania mieszaniny reakcyjnej o NADP+ i FNR [69]. Co 
więcej, udowodniono, że dojrzewające chloroplasty, jeszcze nie zawierające ufor
mowanych stosów granowych, a zawierające tylko niezespolone tylakoidy stromy, 
wykazują in vitro wyłącznie aktywność PSI i fosforylacji cyklicznej [1]. Funkcja 
PSIip pozostaje niejasna, sugeruje się jednak, że ta subpopulacja PSII jest pre- 
kursorową formą PSII. Wyniki niektórych badań wydają się także wskazywać na 
PSIip jako stadium przejściowe w stale funkcjonującym cyklu naprawczym PSII, 
wiążącym się z intensywnym obrotem metabolicznym psbA [70].
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BIAŁKA ZAANGAŻOW ANE W PROCES OBRÓBKI 
pre-rRNA

P R O T E IN S  E N G A G E D  IN pre -R N A  P R O C E S S IN G

Piotr SZYMCZYK, Zofia KILIAŃSKA 

Zakład Biochemii Medycznej Katedry Cytobiochemii, Uniwersytet Łódzki

Streszczenie: Ostatnie lata przyniosły znaczny postęp w poznaniu etapów obróbki pre-rRNA. Niniejszy 
artykuł stanowi przegląd dotyczący głównie białek uczestniczących w tym złożonym procesie. Przed
stawiono w nim również zaproponowany przez Tollerveya [106] model obróbki pre-rRNA Saccharo- 
myces cerevisiae, uwzględniający fundamentalne znaczenie dla jego przebiegu wykrytych ostatnio 
polipeptydów, w tym białka RRP5 oraz niektórych cząsteczek U snoRNA.

Słowa kluczowe: obróbka pre-rRNA, U snoRNP, białka jąderkowe, procesosom.

Summary: The last years brought significant progress in understanding of pre-rRNA processing. This 
article summarizes the data on protein participation in this highly organized process. It presents also the 
model of pre-rRNA processing in Saccharomyces cerevisiae described by Tollervey 1106], in which 
fundamental role of recently discovered polypeptides, especially protein RRP5 and some molecules of 
U snoRNA is discussed.

Key words: pre-rRNA processing, U snoRNP, nucleolar proteins, procesosome.

Wykaz skrótów. AA -  aminokwas; A (Ala) -  alanina; D (Asp) -  kwas asparaginowy; E (Glu) -  kwas 
glutaminowy; ETS (ang. External Transcribed Spacers) -  transkrybowane sekwencje zewnętrzne; F  
(Phe) -  fenyloalanina; G (Gly) -  glicyna; I (Ile) -  izoleucyna; ITS (ang. Internal Transcribed Spacers) 
-  transkrybowane sekwencje wewnętrzne ; K (Lys) -  lizyna; L (Leu) -  leucyna; N (Asn) -  asparagina; 
NLS (ang. Nuclear Localization Sequence) -  sekwencje lokalizacji jądrowej; nt -  nukleotyd; P (Pro) -  
prolina; R (Arg) -  arginina; r.a. -  reszta aminokwasowa; RNaza M RP (ang. Mitochondrial RNA 
Processing) -  RNaza związana ze składaniem mitochondrialnego RNA; S (Ser) -  seryna; T (Thr) -  
treonina; U snoRNA -bogatourydylow y, niskocząsteczkowy, jąderkowy RNA; U snoRNPs -  bogatou- 
rydylowe, niskocząsteczkowe, jąderkowe rybonukleoproteiny; V (Val) -  walina; W  (Trp) -  tryptofan; 
Y (Tyr) -  tyrozyna.

http://rcin.org.pl



492 P. SZYM CZYK, Z. KILIA ŃSKA

1. WSTĘP

Wciąż słabo poznane mechanizmy obróbki pre-rRNA zakładają istotny w nim 
udział wielu białek, które oznakowano następującymi symbolami: NOP1/fibry lary na, 
NOP3, NOP4, GAR1, GAR2, NSR1, SSB1, SNM1, POPI, POP2, POP3, RRP-5 
i C23 [43-45, 51, 62, 63, 66, 68, 70, 80, 88, 93, 97, 101, 106, 110]. Eksperymenty 
wykorzystujące klonowanie genów kodujących wymienione białka, głównie Sac- 
charomyces cerevisiae i analiza ich sekwencji aminokwasowej wskazują na wy
stępowanie w nich domen wykrytych wcześniej w cząsteczce nukleoliny, opisywanej 
również symbolem C23 [50, 54-56, 66, 80].

Wspólne elementy strukturalne obejmują:
1° domeny wzbogacone w glicynę (G) i argininę (R) (głównie dimetyloargininę), 

tzw. domeny GAR (ang. Glycine-Arginine Rich Domains)',
2° motywy wiążące RNA (RRM -  ang. RNA Recognition Motif) o długości 

około 80 reszt aminokwasowych wraz z sekwencjami zgodności białek wiążących 
RNA (ang. RNP consensus sequence) w postaci oktameru RNP1: EFEDPRDA 
oraz heksameru RNP2: VYVGNL;

3° odcinki wzbogacone w aminokwasy kwaśne, które zawierają sekwencje zgod
ności charakterystyczne dla kinazy kazeinowej II, tj. DEGMS(P)EDED i p34ccJ1<~- 
SPKK (rys. 1) [13, 24, 35, 41, 68, 80, 97, 112].

Klasyczną domenę GAR zidentyfikowano najpierw w fibrylarynie i białku C23. 
Okazało się, że szereg białek jąderkowych wykrytych później dzieli ze wspomnianymi 
fosfoproteinami jąderkowymi zbliżony układ sekwencji, tj. Arg-Gly-Gly-Phe-Arg- 
Gly-Gly lub Arg-Gly-Gly-Phe-Gly-Gly-Arg (z możliwością podstawienia fenylo- 
alaniny przez Ser, Tyr czy Ala), których funkcję kojarzy się z niespecyficznym 
wiązaniem jednoniciowych kwasów nukleinowych [97]. W domenach GAR białek 
jąderkowych arginina może stanowić około 25% wszystkich aminokwasów [7, 38, 
97]. Struktura drugo- lub trzeciorzędowa tych domen jest silnie zachowawcza. Ana
lizy fragmentu peptydowego (tzw. peptyd plO), obejmującego domenę GAR białka 
C23, przy zastosowaniu dichroizmu kołowego i transformacji Fouriera widm w 
podczerwieni sugerują, że przyjmuje on powtarzającą się strukturę |3, która umo
żliwia wiązanie i destabilizację heliksu RNA [36]. Motywy GAR są zlokalizowane 
w różnych regionach białek jąderkowych i przyjmują właściwą im strukturę dru- 
gorzędową, dzięki rozdzieleniu od pozostałej części cząsteczki przez reszty proliny 
[38, 43, 45, 58, 80, 97].

Rola biologiczna domeny GAR wiąże się z destabilizacją heliksu RNA, który 
jest następnie kooperatywnie wiązany przez motywy RRM. Inne postulowane funkcje
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GAR wskazują na jej oddziaływania typu białko-białko lub w jąderkowej lokalizacji 
snoRNA [36]. Mechanizmy interakcji białko-białko i białko-RNA podczas obróbki 
pre-rRNA wciąż nie są w pełni wyjaśnione [38, 97, 1 12]. Część białek, np. C23, 
NOP4 i NSR1 [13, 51, 80, 101], asocjuje bezpośrednio z pre-rRNA za pośrednictwem 
fragmentów RRM przy współdziałaniu domen GAR, zaś inne, np. NOP1, SOF1, 
GAR1, POPI i SNM1 przyłączają się w formie snoRNP wykorzystując komple- 
mentarność zasad U snoRNA i pre-rRNA [38, 43, 44, 62, 63, 93]. Polipeptydy 
C23, NSR1 i NPI46 wiążą się z białkami już przyłączonymi do rRNA. Dochodzi 
wówczas do międzycząsteczkowej interakcji zasadowych aminokwasów sekwencji 
NLS (ang. Nuclear Localization Sequence) oraz domen kwaśnych [5, 51, 96, 97, 
112].

2. BIAŁKA UCZESTNICZĄCE W OBRÓBCE pre-rRNA

Jak dotąd, najlepiej scharakteryzowano składniki rybonukleoproteinowego kom
pleksu -  U3 snoRNP komórek HeLa, który zawiera polipeptydy o m.cz. 12,5, 
13, 30, 36 kDa (fibrylaryna), 55 kDa oraz dwa ufosforylowane białka o m.cz. 
59 i 74 kDa [81]. Polipeptydy o m.cz. 15, 50 i 55 kDa komórek CHO stanowią 
elementy rdzeniowe cząstek U3 snoRNP, z kolei fibrylaryna reprezentuje składnik 
luźno związany z tym kompleksem, łatwo oddysocjowujący podczas izolowania. 
Podczas odbudowy in vitro cząstek U3 snoRNP ustalono, że białko p55 łączy się 
bezpośrednio z snoRNA tego kompleksu, prawdopodobnie w obrębie domen B 
i C [47, 60]. W laboratorium Ltihrmanna [61] wydzielono i oczyszczono cząstki 
snoR30 RNP S. cerevisiae. Ich składniki białkowe o m. cz. 10, 23, 25 kDa (GAR1), 
38 kDa (NOP1), 46, 48 i 65 kDa sedymentują wspólnie podczas ultrawirowania 
w gradiencie gęstości siarczanu cezu. Polipeptyd GAR1 jest silnie i zapewne bez
pośrednio związany z snR30, gdyż kompleks ten jest stabilny nawet w 600 mM 
roztworze KC1.

Dzięki mikroskopii elektronowej oszacowano, że cząstki snR30 RNP o roz
miarach 14x20 nm budują dwie przylegające do siebie domeny. Badania sedy
mentacyjne ekstraktów komórek HeLa wykazały, że cząsteczki U 8 i U13 snoRNA 
występują w obrębie dwóch rodzajów agregatów o odmiennej stałej sedymentacji, 
tj. około 10S i 80S. Cząstki 10S reprezentują monomery U snoRNP, zaś 80S stanowią 
cząstki prerybosomalnych rybonukleoprotein [109].

Stwierdzono, że w obrębie agregatów o stałej sedymentacji około 15-20S i 80S 
występuje ważny dla obróbki pre-rRNA enzym -  RNaza MRP (ang. Mitochondrial 
RN A Processing). W skład wymienionych cząstek wchodzi około 10 indywidualnych 
białek, wśród których znajdują się SNM1 i POPI [58, 62, 94].
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Rysunek 1. Organizacja domenowa niektórych białek jąderkowych uczestniczących w obróbce prekur- 
sorowych cząsteczek rRNA (wg [97] zmodyfikowany). Na rysunku uwzględniono: domeny RRM i GAR, 
odcinki wzbogacone w aminokwasy kwaśne, zasadowe/obojętne oraz eksperymentalnie potwierdzoną 
zdolność wiazania do sekwencji typu NLS. Rysunek nie uwzględnia przypuszczalnych właściwości 
wiązania tych białek do NLS, których można oczekiwać na podstawie podobieństwa do 

układów sekwencji, które taką zdolność okazują

2.1. Fibrylaryna (NOP1)

Fibrylaryna (ang. Nucleolar Protein 1), wykryta przez Christensena i wsp. [19] 
u śluzowca Physarwn polycephalum, zyskała swoją nazwę w laboratorium Buscha 
[77 ] ze względu na jej wybiórczą lokalizację w fibrylarnych regionach jąderka 
ssaków (gęsty składnik fibrylarny i centra fibrylarne).

W 1991 r. Ochs i Smetana [78] dzięki immunomikroskopii elektronowej wykryli 
to białko w szkielecie jąderka komórek Xenopus lcievis, kury i człowieka. Odpowiada 
ono opisywanemu przez innych badaczy zasadowemu białku p34 [59, 98].

Znacząca zawartość tego białka w nieaktywnych transkrypcyjnie erytrocytach 
kury wskazuje na istnienie przynajmniej dwóch populacji fibrylaryny:

1° zaangażowanej w proces skracania produktów transkrypcji pre-rRNA oraz
2° o funkcji związanej z upakowaniem rRNA [78].
Analiza sekwencji cDNA fibrylaryny komórek HeLa potwierdziła, że białko 

to o m. cz./pl -  38/10,98 buduje 321 reszt aminokwasowych (r.a.) [2]. Opisywany 
polipeptyd wydzielony z komórek ludzkich wykazuje odpowiednio 67 i 81% ho- 
mologii z białkiem drożdży i X. laevis [1 ,2 ,  43]. W fibrylarynie komórek HeLa 
wyróżnia się trzy domeny istotne dla jej funkcji [2]. W N-końcu cząsteczki zlo
kalizowany jest około 70-aminokwasowy segment, bogaty w glicynę i dimetylo- 
a rg in inę ,  w cen trum  około 90 -am in o k w aso w y  odcinek , p rzy p u szcza ln ie  
odpowiedzialny za wiązanie z RNA oraz w C-końcu -  fragment a-helikalny (ok. 
33 aminokwasy). Eksperymenty genetyczne wykazały, że fibrylaryna kręgowców
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powoduje supresję mutacji genu NOPJ u drożdży. Poziom syntezy 18S i 25S rRNA 
wraca do wartości obserwowanej w komórkach prawidłowych [43]. Badania tempe- 
raturowrażliwych mutantów drożdży uzyskanych po traktowaniu kwaśnym siar
czynem  (bisulfit) cDNA, kodującego polipeptyd NOP1 udowodniły, że w 
temperaturze niepermisyjnej zachodzą zakłócenia syntezy 18S i 25S rRNA [97,
105]. Zbliżone efekty fenotypowe obserwowano po zahamowaniu ekspresji genu 
NO PI, pozostającego pod kontrolą promotora GALI w obecności glukozy. Do
świadczenia autoradiograficzne z zastosowaniem [3H]-uracylu ujawniły brak in- 
termediatów szlaku obróbki pierwotnego transkryptu 35S rRNA do 18S rRNA, 
tj. 32S, 27SA i 20S. Na tej podstawie wywnioskowano, że hamowane są reakcje 
przemian łańcucha pre-rRNA w miejscach obróbki Aj i A? [por. 47, 93, 96, 105,
106]. Zapewne dochodzi też do utraty stabilności form prekursorowych 18S rRNA, 
czego wyrazem jest pojawianie się niewielkich ilości 18S rRNA po przedłużeniu 
czasu inkubacji do 60 minut. Dodatkowym efektem braku ekspresji NO PI jest 
zmniejszona ilość cząsteczek U 14 snoRNA i snR190, co osłabia lub eliminuje od
działywania pre-rRNA -  snoRNA [35, 97, 104]. Inne mutanty punktowe genu 
NO PI uzyskane za pomocą bisulfitu wykazują zakłócenia procesu metylacji pre- 
rRNA. Nie udało się określić, czy efekt ten powoduje nieobecność natywnego 
białka NOPI czy spadek poziomu zasocjowanych z nim cząsteczek U l 4 snoRNA 
i snR190. Hamowanie metylacji pierwotnych transkryptów rRNA zaobserwowano 
dokonując włączenia znakowanej na grupie metylowej [3H]-metioniny. Wydaje się 
jednak, że proces ten nie wywiera bezpośredniego wpływu na dojrzewanie pre-rRNA; 
reakcji nie blokuje bowiem obecność etioniny [105]. Mutacje genu NOPI zakłócają 
ponadto montaż cząstek prerybosomalnych. W toku analiz sedymentacyjnych zaob
serwowano, że 18S i 25S rRNA występują w obrębie prekursorów podjednostek 
rybosomalnych o stałej sedymentacji niższej niż 40S i 60S. Z kolei wyniki ele
ktroforezy w żelu poliakryloamidowym (SDS-PAGE) ujawniły, że nieprawidłowe 
podjednostki są pozbawione szeregu białek. Następnie podlegają one agregacji i 
formują struktury o stałej sedymentacji powyżej 80S. Wydaje się, że brak interakcji 
NOPI -  pre-rRNA utrudnia bądź uniemożliwia osiągnięcie niezbędnej do przebiegu 
dojrzewania struktury drugo- i trzeciorzędowej pierwotnych transkryptów polime- 
razy RNA I.

2.2. Białko SOF1

Gen SO F 1 (ang. suppressor offibrillarin 1) zidentyfikowano w toku poszukiwań 
supresorów obróbki pre-rRNA, wywołanych mutacjami genu NOPI [44, 97]. Na 
podstawie analizy sekwencji cDNA ustalono, że SOF1 drożdży reprezentuje po
lipeptyd o m.cz. 56,8 kDa, zbudowany z 489 r.a. [44, 105]. Analiza N- (1-82 
r.a.) i C- (380-489 r.a.) końców jego łańcucha nie wykazuje homologii z poznanymi 
dotąd białkami. Segment C-końcowy cząsteczki jest wzbogacony w aminokwasy
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obdarzone ładunkami. Okazuje się, że dwa aminokwasy, tj. lizyna i arginina, stanowią 
aż 34%, natomiast suma aminokwasów kwaśnych (Asp+Glu) -  aż 21% składu 
aminokwasowego opisywanego polipeptydu. W części centralnej łańcucha SOF1 
stwierdzono obecność domeny GAR oraz 7 powtórzeń struktury oznakowanej jako 
Gp, stanowiącej łańcuch o długości od 40 do 60 r.a. [68, 97]. Typowe dla tej 
struktury są dipeptydy: tryptofan-kwas asparaginowy lub tryptofan-asparagina, po 
których następuje odcinek hydrofobowy i reszta kwasu asparaginowego lub aspa- 
raginy w pozycji 6 . względem reszty tryptofanu. Analizy porównawcze sekwencji 
aminokwasowej domeny Gp wskazują, że polipeptyd SOF1 zawiera 23% amino
kwasów identycznych, a 45% podobnych do białka PRP4, które uczestniczy w 
organizacji spliceosomów, składaniu pre-mRNA u drożdży i asocjuje z 
U4/U6 snRNA [44, 68].

Polipeptyd SOF1 jest kolejnym, wykrytym po fibrylarynie supresorem mutacji 
genu NOP1 [44, 68]. Okazało się, że w obecności fibrylaryny człowieka wydatnej 
supresji ulega tylko synteza cząsteczki 25S rRNA, zaś 18S rRNAjest syntetyzowany 
wolniej, co ustalono pośrednio na podstawie szybkości włączania [‘ S]-metioniny 
do podjednostek rybosomów 40S i 60S. Z kolei SOF1 zapewnia prawidłowy poziom 
syntezy łańcuchów 18S i 25S rRNA oraz podjednostek rybosomów 40S i 60S. 
Wyniki uzyskane techniką hybrydyzacyjną Northern oraz przez znakowanie pulsowe 
['Fl]-urydyną wskazują, że blok ekspresji genu SOF1 powoduje wzrost poziomu 
formy prekursorowej 35S pre-rRNA i utratę intermediatów jego obróbki, tj. 32S, 
27SA i 20S rRNA. Synteza 18S rRNA spada, zaś ilość 25S rRNA nie ulega zmianie 
[44].

2.3. Białko SSB1

W 1986 roku opisano polipeptyd SSB1 (ang. Single Strand Binding I ) [15, 
45], który nagromadza się w jąderkach oraz ciałach włóknistych (ang. coiled body)
S. cerevisiae. Białko to jest zbudowane z 293 r.a.; jego m. cz. wynosi 32 853 
Da, a pi 6,0 [45]. Z analizy składu aminokwasowego wynika, że N-końcowy odcinek 
cząsteczki SSB1 (39. -  54. r.a.) wykazuje homologię z białkami UP1 i UP2 grasicy 
cielęcia oraz hnRNP człowieka. W centralnej części łańcucha między 125.-162. 
r.a. występuje domena GAR, w której wykryto pięć powtórzeń heksapeptydu: 
RGGFRG. Z kolei w C-końcowym segmencie, między 233.-245. aminokwasem, 
znajduje się odcinek homologiczny do sekwencji zgodności białek wiążących RNA. 
Na uwagę zasługuje obserwacja, że wśród 18 aminokwasów C-końca polipeptydu 
SSB1 aż 10 stanowią aminokwasy kwaśne; cecha charakterystyczna dla proka- 
riotycznych białek wiążących jednoniciowy DNA, a także białek eukariotycznych 
wiążących jednoniciowe RNA i DNA. Wielodomenowa budowa SSB1 sugeruje, 
że białko to może uczestniczyć nie tylko w obróbce pre-rRNA, ale również w me
tabolizmie jądrowego/jąderkowego DNA [35, 45, 68, 97].
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2.4. Białko GAR1

Polipeptyd GAR1 zidentyfikowano jako kolejne po NOP1 i SSB1 białko S.ce- 
revisiae za pomocą sondy cDNA, zawierającej domenę GAR fibrylaryny X.laevis 
[38, 97]. Składa się ono z 205 r.a., ma m. cz. 21,5 kDa i silnie zasadowe pi 
około 12. To unikatowe białko zawiera dwie domeny GAR w N-końcowej części 
łańcucha. Eksperymenty wykorzystujące metodę immunoprecypitacji i immuno- 
cytochemicznej lokalizacji antygenów potwierdziły obecność GAR1 przede wszy
stkim w ciałach włóknistych oraz jąderkach. Białko to tworzy kompleksy z snRIO 
i snR30, które można wytrącić wykorzystując przeciwciała skierowane przeciwko 
GAR1 [38]. Na podkreślenie zasługuje fakt, że eliminacja GAR1 hamuje składanie 
pre-rRNA w miejscach cięć nukleolitycznych A] i A0, zaś obróbka w miejscu 
B] nie ulega zmianie (rys. 2). Dochodzi więc do zatrzymania składania pre-rRNA 
wiodącego do 1 8S rRNA. Natomiast synteza 25S rRNA jest hamowana w niewielkim 
stopniu. Efektem jest gromadzenie się formy prekursorowej 35S pre-rRNA oraz 
znaczny spadek intermediatów: 32S, 27SA i 20S rRNA [35, 38, 68, 97].

2.5. Białko GAR2

W drożdżach Schizosaccharomyces pombe opisano kolejny składnik -  GAR2, 
zaangażowany w proces obróbki pre-rRNA. Na podstawie sekwencji cDNA GAR2 
scharakteryzowano jego produkt ekspresji, którym jest długi polipeptyd (500 r.a.) 
o m.cz. 52 kDa. Względna masa cząsteczkowa określona w toku SDS-PAGE wynosi 
72 kDa [39]. Badania struktury pierwszorzędowej GAR2 ujawniły znaczną jego 
homologię z białkami: C23 i NSR1. Odcinek N-końcowy nowoodkrytego białka 
(1-80 r.a.) zawiera liczne powtórzenia lizyny w otoczeniu aminokwasów hydro
fobowych oraz potencjalne miejsca fosforylacji kinazy p34ClJt2:S50PKK. Druga waż
na funkcjonalnie domena GAR2 zawiera długie ciągi aminokwasów kwaśnych i 
seryny, prawdopodobne miejsca fosforylacji przez kinazę kazeinową II. W obrębie 
kolejnej istotnej domeny GAR2 występują dwa fragmenty wiążące RNA o długości 
około 80 r.a. wraz z dwoma zespołami sekwencji zgodności białek wiążących RNA. 
Efektami fenotypowymi eliminacji polipeptydu GAR2 w układzie składania pre- 
rRNA in v i t r o  są spadek poziomu syntezy 18S rRNA i formowania podjednostek 
rybosomalnych 40S. Natomiast powstawanie formy 25S rRNA nie ulega zakłóceniu 
[39, 68, 97].

2.6. Białko NSR1

Badania immunofluorescencyjne ujawniły, że polipeptyd NSR1 występuje w ob
rębie jąderka i porów jądrowych S.cerevisiae [51, 52, 58]. Interesującą właściwością, 
wskazującą na jego udział w transporcie jądrowo-cytoplazmatycznym, jest wiązanie 
sekwencji NLS dużego antygenu T wirusa SV40 i histonu H2B, co potwierdzono 
w toku chromatografii powinowactwa [51, 52, 70]. Białko NSR1 wspomnianych
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Rysunek 2. Model interakcji pierwotnego transkryptu polimerazy RNA I S.cerevisiae z wieloskładniko
wymi kompleksami rybonukleoproteinowymi podczas jego obróbki (wg Tollerveya [106]; za zgoda 
Autora). Wieloskładnikowy kompleks zawierający: U3, U14 snoRNA, snRIO i snR30 oraz białka 
zasocjowane z nimi, tj. NOP1, SOF1 i GAR 1 wiąże się z 5’ETS pierwotnego transkryptu wokół regionu 
rozpoznawanego przez U3 snoRNA (+470 nt). Wtedy jest przenoszony do miejsc: Ao, Ai i A2 . Miejsca 
Ao i Ai pozostają w bliskim sąsiedztwie w pre-rRNA dzięki utworzonej w nim stabilnej strukturze typu 
pień-pętla, zaznaczonej na rysunku. Podczas obróbki do pierwotnego transkryptu przyłącza się kompleks 
RNazy MRP w miejscu A3 , zlokalizowanym w jego 1TS1, pozostając przypuszczalnie w asocjacji z 
egzonukleazami Ratl i Xrnl. Wysokocząsteczkowe białko RRP5 stanowi prawdopodobnie czynnik 

wiążący obydwa opisywane kompleksy w czasie procesu obróbki pre-rRNA

drożdży stanowi łańcuch 414 r.a. o m.cz. 44 535 Da. Natomiast jego masa czą
steczkowa określona techniką SDS-PAGE wynosi 67 kDa [58, 97]. W cząsteczce 
NSR1 wykryto trzy domeny funkcjonalne. Analiza sekwencyjna potwierdziła wy
stępowanie w N-końcu jego cząsteczki pięciu peptydów, z których każdy składa 
się z 7 reszt seryny w otoczeniu aminokwasów kwaśnych. Grupy hydroksylowe 
seryny w tym regionie reprezentują potencjalne miejsca modyfikacji przez kinazę
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kazeinową II. W opisywanym fragmencie NSR1 wykryto ugrupowanie aminokwa
sów: KKRKS, prawdopodobnie odpowiadające sekwencji NLS. Część centralna 
cząsteczki, w której zlokalizowano dwa motywy RRM (169.-238. r.a. i 268.-347. 
r.a.) o długości około 80 aminokwasów może być rozpatrywana jako region ucze
stniczący w dojrzewaniu pre-rRNA. Pozostaje jednak sprawą otwartą, czy bez
pośrednio oddziałuje on z RNA. W C-końcu łańcucha zlokalizowano domenę GAR 
(351.-391. r.a.). Obecnie uważa się, że NSR1 jest homologiem nukleoliny krę
gowców. Okazało się, że region centralny i C-końcowy cząsteczki NSR1 drożdży 
zawiera 37% identycznych i aż 51% podobnych reszt aminokwasowych z ana
logicznym segmentem wspomnianej fosfoproteiny jąderkowej organizmów wy
ższych [58].

Delecja genu NSR1 w doświadczeniach genetycznych prowadzi do zahamowania 
syntezy 18S rRNA, zaś stosunek 18S/25S rRNA zmniejsza się trzykrotnie, tj. z 
około 0,45 do 0,15. Wzrasta poziom pierwotnego transkryptu 35S rRNA, natomiast 
zmniejsza się ilość intermediatów obróbki 27SB, 20S i 7S rRNA. Dochodzi do 
hamowania przemian pre-rRNA w miejscach cięć nukleolitycznych Aj i A2. Z 
kolei cięcie w miejscu B, odbywa się bez zakłóceń. Defekty obróbki pre-rRNA 
można usunąć przywracając prawidłową ekspresję genu NSR1 [51, 52, 97]. Stwier
dzono, że NSR1 odgrywa istotną rolę w obróbce pierwotnych transkryptów po- 
limerazy RNA I podczas szoku termicznego, indukowanego niską temperaturą [52]. 
Spadek temperatury z30°C do 10°C przyczynia się do około 4-krotnie wyższej 
ekspresji genu NSR1 i około 3-krotnego podwyższenia poziomu białka NSR1 u
S.cerevisiae [35, 52, 97]. Polipeptyd ten wiąże się zarówno z pre-rRNA, jak i z biał
kami rybosomalnymi, zapewne ułatwiając ich interakcje [ 1 1 2 ].

2.7. Białko NOP3

Gen NOP3 S.cerevisiae koduje białko (415 r.a.) o m.cz. 45 kDa [88, 97]. W 
C-końcu jego cząsteczki zidentyfikowano domenę GAR, liczącą około 100 r.a. 
Okazało się, że ten fragment białka NOP3 zawiera aż 72% podobnych, a 62% 
identycznych aminokwasów z analogicznym regionem GAR fibrylaryny. Wyniki 
badań hybrydyzacyjnych udowodniły, że zahamowanie ekspresji genu NOP3 pozo
stającego pod kontrolą promotora GAL : nop3 w obecności glukozy powoduje 
nagromadzenie pierwotnych transkryptów 35S oraz intermediatów 27SB i 20S rRNA, 
a także spadek poziomu dojrzałych form 18S i 25S rRNA. Taki stan przyczynia 
się do ograniczenia formowania dojrzałych cząstek rybosomów, co potwierdzono 
nasileniem włączania [32S]-metioniny do podjednostek rybosomalnych 40S i 60S 
[35, 68, 88, 97].
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2.8. Białko NOP4/NOP77

Ekspresja cDNA NOP4 prowadzi do utworzenia łańcucha polipeptydowego o dłu
gości 685 r.a. Jego m.cz. wynosi 77 824 Da, a pi 9,8 [97, 101]. Silnie zasadowy 
punkt izoelektryczny powoduje, że m. cz. białka oznaczona w toku SDS-PAGE 
jest znacznie wyższa od tej wynikającej z ilości r.a. i wynosi około 100 kDa. 
W N-końcu cząsteczki opisywanego polipeptydu, między 28. a 358. aminokwasem 
występują trzy tandemowe powtórzenia motywów RRM, natomiast w segmencie 
między 250. a 267. r.a. przeważają aminokwasy kwaśne (na 18 aż 14 to kwas 
asparaginowy i glutaminowy). Motywy RRM 1. i 3. zawierają prototypy sekwencji 
zgodności białek wiążących RNA, tj. RNP1: RGFGFVSF i KGTAFVAF oraz 
RNP2: LFVRSI i VFVRNV. Ugrupowania RNP1 i RNP2 w RRM 2. i 4. są mniej 
konserwatywne i mogą w nich mieć miejsce podstawienia reszt aminokwasowych, 
np. Phe/Tyr 2, Gly/Lys 4 czy Leu/Ile 6 w RNP2. Motyw RRM 4. występuje w 
C-końcu cząsteczki NOP4 między 533.-574. r.a.; ta część łańcucha jest wzbogacona 
w aminokwasy obdarzone ładunkiem elektrycznym. Wśród 68 C-końcowych ami
nokwasów aż 24 stanowią arginina i lizyna, zaś 13 -  kwas asparaginowy i glu
taminowy. Zespoły sekwencji: KRTR, KRRR, KKPKK i KRKRK obecne w tym 
regionie rozpatruje się jako potencjalne sekwencje NLS. Obecność kilku motywów 
RRM w białku NOP4 stwarza dlań możliwość oddziaływania z więcej niż jedną 
cząsteczką RNA. Wydaje się, że nie asocjuje ono z żadnym uczestniczącym w 
obróbce pre-rRNA snoRNA, gdyż przeciwciała skierowane przeciwko temu białku 
nieprecypitująani U3, U 14 snoRNA, ani snRIO. AsocjacjaNOP4 z snR 190 występuje 
dopiero po indukcji wiązań krzyżowych RNA-białko za pomocą psoralenu i na
świetleniu promieniami UV.

Blokowanie ekspresji genu NOP4 pozostającego pod kontrolą promotora GAL- 
1-NOP4 w środowisku zawierającym glukozę hamuje pojawianie się intermediatów 
obróbki 25S rRNA, tj. 32S, 27SA i 27SB. Ponadto nie dochodzi do tworzenia 
podjednostek rybosomalnych o stałej sedymentacji 60S [101]. Poziom syntezy 25S 
rRNA w jądrze komórkowym jest około 15-krotnie niższy od 18S rRNA, którego 
dojrzewanie nie ulega zakłóceniu. Przebieg metylacji pierwotnych transkryptów 
polimerazy RNA I również nie wykazuje zmian [68, 97, 101, 112].

2.9. Białko C23/nukleolina

Klonowanie i sekwencjonowanie cDNA dla C23 wskazuje na złożoną i wie- 
lodomenową budowę tego białka [50, 54-56, 66, 80, 97]. Część N-końcowa (1-283 
r.a.) opisywanego polipeptydu zawiera naprzemienne ciągi aminokwasów zasado
wych i kwaśnych wraz z sekwencjami zgodności kinazy kazeinowej II. Natomiast 
w jego regionie centralnym (284-649 r.a.) występują cztery motywy RRM, zaś 
w C-końcowym (650-713 r.a.) -  domena GAR [50, 54, 80, 97]. Białko to wiąże 
in vitro jednoniciowe odcinki DNA z wyjątkiem poli(dA) oraz dwuniciowe-d(G, C).
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Ten jąderkowy polipeptyd uczestniczy również w reasocjacji komplementarnych 
sekwencji DNA. Zapewne in vivo fosfoproteina C23 wiąże się z sekwencjami ITS 
rDNA, które są wzbogacone w pary AT [80, 90, 91]. Tę właściwość wykazują 
odcinki DNA zasocjowane z matriks jądrową [75, 102], tzw. MAR (ang. Matrix 
Attached Regions). Pozostają one częściowo niesparowane [8,9 ,79], zaśC23 cechuje 
zdolność preferencyjnego wiązania z jednoniciowymi odcinkami MAR [22]. Z kolei 
motywy RRM, uwolnione w czasie traktowania bromocyjanem (CNBr) centralnej 
części łańcucha C23, asocjują z 18S i 28S rRNA [13]. Segment N-końcowy C23 
nie wiąże kwasów nukleinowych, natomiast uczestniczy w elektrostatycznej interakcj i 
z zasadowymi domenami histonów chromatyny jąderkowej, ułatwiając jej desta
bilizację i przebieg transkrypcji rDNA [50, 80, 91, 97].

Nagromadzenie polipeptydu C23 na granicy: centrum fibrylarne/gęsty składnik 
fibrylarny jąderek, uznawanej za miejsce transkrypcji rDNA, sugeruje jego udział 
w tym procesie [42, 67, 82, 83, 92]. Ponadto, ta ważna fosfoproteina jąderkowa 
wydaje się odpowiadać za regulację poziomu syntezy pre-rRNA, szybkość jego 
obróbki i organizację podjednostek rybosomalnych [10, 11, 80, 97]. Eliminacja 
tego kluczowego w aktywności jąderek białka za pomocą przeciwciał monoklo- 
nalnych powoduje wzrost syntezy 38S pre-rRNA u Chirononuis teutons [25].

2.10. Białko RRP5

W ubiegłym roku w laboratorium Tollerveya [110] zidentyfikowano unikatowy 
gen RRP5, kodujący białko wysokocząsteczkowe o naturze kwasowej (1729 r.a., 
m.cz. 193 kDa), nieodzowne dla żywotności S.cerevisiae [106, 110]. Okazało się, 
że homologiczne polipeptydy występują również w organizmach tak odległych jak 
człowiek i Caenorhahditis elegans. Analiza struktury pierwszorzędowej cząsteczki 
RRP5 z tych trzech organizmów wykazuje 29% identyczności oraz rozległe, aż 
52% podobieństwo wśród budujących je aminokwasów. Najbardziej konserwatywny 
okazał się C-końcowy region, w którym odnotowano 47% identyczności, a 66% 
podobieństwa w obszarze 280 r.a. między opisywanym polipeptydem drożdży i 
człowieka. Ta konserwatywność ewolucyjna znajduje zapewne funkcjonalne po
twierdzenie na poziomie komórkowym. Badania z zastosowaniem techniki Northern 
wykazują, że hamowanie ekspresji RRP5 powoduje silny spadek syntezy 1 8S RNA 
i nieco mniejszy 25S rRNA oraz 5,8S rRNA. Miejsca zakłóconej obróbki ziden
tyfikowano na podstawie analiz intermediatów dojrzewania 35S pre-rRNA. Pre- 
kursorowe cząsteczki 35S pre-rRNA ulegają nagromadzaniu wskutek braku obróbki 
w miejscu cięcia A0. Mogą one jednak podlegać cięciu w obrębie ITS2, przy braku 
towarzyszących reakcji obróbki w miejscach A(), Aj, A-, i A3, co prowadzi do 
powstania nieprawidłowych form 24S rRNA [106, 110]. Z kolei bardzo silny spadek 
poziomu 32S i 20S świadczy o bloku przemian pre-rRNA w miejscach cięcia A,
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i A2. Hamowana jest reakcja dojrzewania pierwotnego transkryptu w miejscach 
obróbki A3, co prowadzi do obniżonej syntezy formy 27SB rRNA [47, 106].

Białko RRP5 jest zatem wyjątkowym składnikiem, który uczestniczy w reakcjach 
cięć nukleolitycznych A0, A |,  A9 i A3 prekursorowej cząsteczki rRNA drożdży. 
Ich równoczesne hamowanie wskazuje, że białko RRP5 pełni rolę molekularnego 
łącznika (ang. bridging factor) między dwoma wieloskładnikowymi kompleksami, 
zbudowanymi z snoRNP i białek o funkcji enzymatycznej oraz nie asocjujących 
z snoRNA, tworzonymi w strategicznych miejscach obróbki pre-rRNA (rys. 2) 
[ 106, 110], dla których Fournier i Maxwell zaproponowali nazwę wynikającą przede 
wszystkim z pełnionej funkcji -  procesosom [33, 35].

3. ENZYMY UCZESTNICZĄCE W OBRÓBCE pre-rRNA

W przemianach prekursorowych cząsteczek rRNA uczestniczy wiele enzymów, 
wśród których wymienia się metylotransferazy, egzo- i endorybonukleazy, helikazy 
RNA zależne od ATP, izomerazy cis-trans wiazania peptydylo-prolilowego oraz 
wieloskładnikowy kompleks RNazy MRP [5, 21, 26-34, 53, 71, 80, 86, 87, 97, 
99].

3.1. Metylotransferazy

W komórkach guza wysiękowego Ehrlicha myszy wykryto i częściowo scha
rakteryzowano jąderkową 2 ’-0-metylotransferazę o m.cz. 145 kDa, która przenosi 
grupy metylowe z S-adenozylometioniny na grupę 2 ’-hydroksylową rybozy [29, 
30, 32, 53, 80]. Enzym ten modyfikuje syntetyczne homorybopolimery, oraz 18S 
i 28S rRNA, wykazując przy tym najwyższą aktywność wobec fragmentów poli(C). 
Wnikliwe badania przebiegu metylacji 28S rRNA, zsyntetyzowanego in vitro ujaw
niły, że opisywany enzym wybiórczo metyluje trinukleotydy AGC w obrębie jed- 
noniciowego łańcucha RNA, który łączy dwie domeny 28S rRNA o silnie 
konserwatywnej strukturze drugorzędowej. Centrum aktywne tego enzymu wiąże 
S-adenozylohomocysteinę (SAH; K a = 0,17 pM) w podobnym stopniu jak S-adeno- 
zylometioninę (SAM; Ka  = 0,24 pM). Spadek wartości ilorazu SAM/SAH w ko
mórkach nowotworu myszy hamuje enzym, który wydaje się być zaangażowany 
w regulację tempa ich wzrostu i poziomu syntezy rybosomów [32, 80].

Z kolei metylotransferaza o m.cz. 30 kDa, wydzielona z wątroby szczura mo
dyfikuje zarówno 2 ’-hydroksylowe grupy rybozy, jak i zasady purynowe i piry
midynowe rRNA oraz tRNA. Aktywność tego enzymu jest wiązana z jąderkowym 
antygenem komórek proliferujących człowieka -  p l 20 , zidentyfikowanym w ko
mórkach HeLa [53].

http://rcin.org.pl



BIAŁKA Z A A N G A Ż O W A N E  W PROCES O BRÓBKI pre-rRNA 503

Wydaje się, że dla prawidłowego przebiegu obróbki łańcucha pre-rRNA wy
magana jest jedynie obecność metylotransferaz w obrębie makromolekularnych kom
pleksów -  procesosomów, a nie ich aktywność enzymatyczna. Wskazują na to 
wyniki badań nad dimetylazą DIM1 z S.cerevisiae, która modyfikuje w pozycjach 
2. i 6. pierścienia purynowego dwa nukleotydy adenylowe, tj. w pozycjach 1779. 
i 1780. 3’ końca łańcucha 18S rRNA. Zablokowanie ekspresji genu DIM1 hamuje 
obróbkę pre-rRNA, jednak wznowienie jego aktywności i ekspresja białka DIM1 
umożliwia prawidłowy przebieg dojrzewania pierwotnych transkryptów rRNA, po
mimo mutacji przez podstawienie adeniny guaniną, która blokuje przebieg metylacji. 
Interakcje białka DIM1 z pre-rRNA lub białkami procesosomu są zatem istotne 
dla zachowania prawidłowej struktury i funkcji tego wieloskładnikowego kompleksu 
(cyt. wg [70]).

3.2. Nukleazy

W dojrzewaniu cząsteczki pre-rRNA uczestniczy bezpośrednio zespół jąderko- 
wych egzo- i endorybonukleaz [31, 34, 71, 99]. Dotychczas nie poznano w pełni 
mechanizmu ich interakcji ze składnikami procesosomu. Na wyjaśnienie czeka rów
nież sposób precyzyjnego wyboru miejsc „cięcia” pre-rRNA wobec braku aktywności 
endonukleazowej większości poznanych U snoRNA [3, 4, 34, 35]. Część wymie
nionych problemów znalazła swoje rozwiązanie w toku doświadczeń nad RNazą 
II i III. Enzymy te zidentyfikowano w komórkach guza Ehrlicha myszy i S.cerevisiae 
[27, 28, 31, 34, 80, 99]. RNaza II (m.cz. 50-52 kDa) wykazuje aktywność endo- 
rybonukleazy, która degraduje z jednakową szybkością fragmenty jednoniciowego 
RNA: poli(C), poli(A) i poli(U), ale nie ma zdolności degradacji dupleksów po- 
li(C)-poli(I) lub poli(A)-poli(U), co ujawniło trawienie fragmentów 5,8S rRNA 
S.cerevisiae [27, 80]. Wspomniana endorybonukleaza tworzy in vitro kompleksy 
z odcinkiem 5’ ETS pre-rRNA myszy, w którym miejsca obróbki zlokalizowano 
w pozycji +650 wraz z otaczającymi odcinkami RNA [31]. Delecja fragmentu 
5 ’ ETS zapobiega powstawaniu kompleksów. Interakcje 5’ ETS pre-rRNA -  białko 
potwierdzono za pomocą:

1° wirowania w gradiencie sacharozy,
2° tworzenia wiązań krzyżowych RNA-białko po działaniu psoralenem i pro

mieniami UV oraz
3° spowolnienia ich migracji w żelu poliakryloamidowym (ang. gel shift assay).
Analiza składu białkowego tych kompleksów wykazała obecność trzech kom

ponentów o m.cz. 50, 48 i 45 kDa, z których pierwszy cechuje aktywność endo- 
rybonukleazy, zaś pozostałe to produkty jej degradacji. Należy zaznaczyć, że wykryty 
enzym jest zdolny do cięcia pierwotnego transkryptu rRNA, nawet po usunięciu 
U snoRNA [31]. Endorybonukleaza -  RNaza II uczestniczy w dojrzewaniu 3 ’ końca 
pre-rRNA zsyntetyzowanego in vitro (zawierającego 3’ końcowy region 18S rRNA
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i odcinek ITS1). Enzym dokonuje cięcia w trzech pozycjach, tj. 3 ’ końca cząsteczki 
18S rRNA oraz w odległości 35 i 55 nt od tego miejsca w obrębie ITS1 [99].

Brak katalitycznej roli U3 snoRNA i udział RNazy III w dojrzewaniu pre-rRNA 
stwierdzono u S. cerevisiae. W badaniach wykorzystano temperaturo wrażliwy al lei 
genu RNT1 , kodujący RNazę III. Analiza porównawcza poziomu intermediatów 
obróbki 35S pre-rRNA w linii „dzikiej” oraz zmutowanej przeprowadzona metodą 
Northern sugeruje, że RNaza III inicjuje in vivo obróbkę w miejscu Aq 5’ETS 
oraz 3’ETS w odległości 21 nt od końca łańcucha 28S rRNA. Klonowanie i zse- 
kwencjonowanie cDNA kodującego RNazę III doprowadziło do poznania jej stru
ktury pierwszorzędowej (473 r.a.) [34]. Udało się stwierdzić homologię tego białka 
u E. coli i Schizosaccharomycespombe. Segment C-końcowy RNazy III S.cerevisiae 
(230 r.a.) wykazuje 20 i 23% r.a. identycznych z analogicznym enzymem odpo
wiednio E. coli i S. pombe. Enzym tych organizmów zawiera domeny wiążące 
dwuniciowy RNA oraz motyw sekwencyjny: HNERLEFLGDS. Należy podkreślić, 
że RNaza III uzyskana drogą inżynierii genetycznej jest zdolna in vitro dokonywać 
cięć w obrębie syntetycznych 5 ’ETS i 3’ETS, nawet w nieobecności U3 snoRNA, 
bezwzględnie wymaganego dla obróbki miejsca A0 w obrębie 5’ETS in vivo. Takie 
rezultaty przemawiają za tym, że U3 snoRNA nie pełni in vivo funkcji katalitycznych, 
lecz jedynie strukturalne. Można oczekiwać, że interakcje U3 snoRNA z pre-rRNA 
in vivo zabezpieczają pierwotne transkrypty przed przyjęciem konformacji, która 
nie jest efektywnie rozszczepiana przez RNazę III, tj. eksponuje miejsce obróbki 
A() dla enzymu w procesosomach. Alternatywny model zakłada, że U3 snoRNA 
nie pełni roli „molekularnej opiekunki” (ang. chaperone), lecz jest raczej bezpo
średnio zasocjowany z RNazą III i w ten sposób oddziałuje z pre-rRNA in vivo 
[34].

W degradacji odcinków ITS i ETS, wycinanych podczas obróbki pre-rRNA, 
uczestniczą także egzorybonukleazy jąderkowe [28, 71, 80]. W komórkach guza 
Ehrlicha zidentyfikowano enzym o m.cz. 76 kDa, który atakuje 5’ zakończenie 
jednoniciowego RNA [57, 80]. Z komórek tego nowotworu wydzielono ponadto 
egzorybonukleazę o m.cz. 100 kDa, charakteryzującą się zdolnością degradacji li
niowych dupleksów lub fragmentów jednoniciowego RNA w kierunku 3’—>5’ [28. 
80]. Aktualnie znany jest mechanizm dojrzewania 3 ’ końca łańcucha 5,8Ss i 5,8SL 
rRNA (por. [47]). Proces ten obejmuje egzonukleolityczną degradację odcinka o 
długości około 140 nt przy 3’ końcu jego form prekursorowych, tj. 7Ss i 7St 
rRNA przez produkt genu RRP4 o m.cz. 39 kDa [71]. Białko to wykazuje in vitro 
aktywność 3’—>5’ egzorybonukleazy. Zapewne ten mechanizm obróbki 3 ’ końca 
5,8S rRNA jest konserwatywny ewolucyjnie. Porównanie sekwencji aminokwasowej 
białka RRP4 S.cerevisiae oraz S.pombe i człowieka wskazuje na występowanie 
odpowiednio 52 i 43% identycznych aminokwasów.

Z kolei w dojrzewaniu 5 ’ końca 5,8S rRNA uczestniczą słabo poznane egzo
rybonukleazy, opisywane symbolami X m l i Ratl (rys. 2) [40, 106].
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3.3. Izomerazy

W przemianach prekursorowego łańcucha rRNA i organizacji podjednostek ry
bosomów wydają się uczestniczyć jąderkowe enzymy o aktywności izomeraz, kata
lizujących odwracalną konwersję wiązania peptydylo-prolinowego cis-trans. Ta 
aktywność wydaje się być istotna we właściwym zwijaniu łańcuchów polipepty- 
dowych [5, 21, 96, 97, 112], w procesach montażu cząstek pre-rRNP, obróbki 
pre-rRNA i w organizacji procesosomów [5, 96, 112].

Izomerazy wiązania peptydylo-prolilowego wiążą leki immunosupresyjne -  cy- 
klosporynę A i rapamycynę (FK506), które są ich inhibitorami. Na tej podstawie 
określa się je jako białka FKBP (ang. FK506 binding protein) lub cyklofiliny [12, 
21]. Immunosupresja wy wołana tymi związkami nie wynika z hamowania aktywności 
wymienionych izomeraz, lecz z blokowania zależnej od Ca“+/kalmoduliny fosfatazy 
serynowo-treoninowej -  kalcyneuryny [12]. W następstwie dochodzi do zatrzymania 
dojądrowego importu podjednostki cytoplazmatycznej czynnika transkrypcyjnego 
NF-AT, wymaganego do ekspresji genów związanych z aktywacją limfocytów T 
[ 12 , 2 1 ].

Białko FPR3 (ang. FK506 Binding Protein Rotamase 3), opisywane również 
symbolem NPI46 (ang. Nucleolar Proline Isomerase 46 kDa), wykryto w jąderkach 
S. cerevisiae [5, 21, 96]; buduje go 413 r.a. (m. cz. 46 kDa). Enzym FPR3/NPI46 
asocjuje z sekwencją NLS histonu H2b. Ta właściwość została wykorzystana w 
jego izolowaniu z ekstraktów drożdży w toku chromatografii powinowactwa [96]. 
W N-końcowym segmencie FPR3/NPI46 zidentyfikowano trzy regiony wzbogacone 
w aminokwasy kwaśne i dwa odcinki zasadowe. W obrębie domen kwaśnych wy
stępuje również duża ilość seryny i treoniny, które podlegają in vitro fosforylacji 
przez kinazę kazeinową II [5, 96]. W jednym z odcinków zasadowych występuje 
dwuczęściowa sekwencja NLS: KKRK i KKAKK. C-końcowy fragment łańcucha 
opisywanego białka o długości 106 r.a. jest w ponad 40% identyczny z analogicznymi 
regionami białek rodziny FKBP, wydzielonymi z komórek człowieka, drożdży i 
Neurospora crassa [5]. Z C-końcowym odcinkiem polipeptydu FPR3 (o długości 
134 r.a.) wiąże się stwierdzona in vitro jego aktywność izomerazy cis-trans wiązania 
peptydylo-prolilowego. Zahamowanie ekspresji genu FPR3/NPI46 nie wywiera zna
czącego wpływu na poziom syntezy 18S i 25S rRNA, wywołuje jednak nieznaczne 
nagromadzenie formy prekursorowej 35S pre-rRNA. Reakcja izomeryzacji wiązania 
peptydylo-prolilowego zachodzi z niewielką szybkością in vivo, nawet w nieobe
cności FPR3/NPI46. Zapewne enzym odgrywa istotną rolę w zmianach konfor- 
macyjnych białek, podczas zakłóceń metabolizmu komórkowego, np. szoku 
indukowanego niską lub podwyższoną temperaturą. Izomeraza FPR3/NPI46 umo
żliwia wówczas prawidłowe ułożenie białek jąderkowych uczestniczących w ob
róbce pre-rRNA, tworzenie procesosomów lub eksport rRNP do cytoplazmy. Istnieje
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duże prawdopodobieństwo, że enzym asocjuje wtedy z sekwencjami NLS białek 
jąderkowych [5, 96, 112].

3.4. Helikazy RNA

Równie istotny wpływ na przebieg biogenezy rybosomów wywierają zależne 
od ATP helikazy RNA przez wpływ na rozmieszczenie odcinków jednoniciowego 
RNA w obrębie pierwotnych transkryptów i cząsteczek różnych sno-RNA. Ich 
aktywność jest niezbędna w destabilizacji kompleksów snoRNA-snoRNA i snoR- 
NA-pre-rRNA, po zakończeniu serii wydarzeń związanych z dojrzewaniem pier
wotnych transkryptów rRNA [86, 87, 89, 97].

Białko DRS1

Białko DRS1 należy do rodziny, która jak dotąd liczy 7 członków (DRS 1 -  
7), niezbędnych w powstawaniu rybosomów u S.cerevisiae [86, 87, 97]. Jest ono 
zbudowane z 722 r.a. (m.cz. oznaczona techniką SDS-PAGE wynosi 1 16 kDa). 
Polipeptyd ten charakteryzuje wysoka zawartość aminokwasów kwaśnych w N-końcu 
cząsteczki (1 -172 r.a.), osiągająca aż 34% [86]. Z kolei w regionie zawartym między 
238. a 582. r.a. znajdują się domeny homologiczne z poznanymi dotąd helikazami 
RNA, w tym motyw DEAD [86, 97]. Mutacje genu DRS1 powodują spadek poziomu 
syntezy 25S rRNA, nie okazują wpływu na tworzenie cząsteczek 18S rRNA z formy 
prekursorowej 20S rRNA. Towarzyszące temu zmniejszenie ilości podjednostek 
rybosomalnych 60S w porównaniu z 40S potwierdzono podczas wirowania w gra
diencie sacharozy [86].

Białko DRS2

Inne białko tej rodziny -  DRS2 hamuje przemiany 20S do 18S rRNA i przyczynia 
się do zmniejszenia ilości podjednostek rybosomalnych 40S. Dzięki otrzymaniu 
klonu cDNA DRS2 i jego zsekwencjonowaniu ustalono, że kodowane przezeń białko 
wykazuje właściwości zbliżone do transmembranowej ATPazy zależnej od jonów 
Ca2+ [87].

Białko SPB4

Z kolei inne białko o aktywności helikazy -  SPB4 (m.cz. 69,4 kDa, pi 9,9) 
zawiera 606 r.a. [89, 97]. Jego homologia z pozostałymi polipeptydami rodziny 
SPB w obrębie konserwatywnej domeny o długości 370 r.a. osiąga około 25%. 
Enzym SPB4 zawiera aż 38 z 48 konserwatywnych aminokwasów. Mutacje w 
genie SPB4 powodują około 2,5-krotny spadek syntezy cząsteczek 25S rRNA, nie
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okazując wpływu na ilość tworzonego 18S rRNA. Jego rolę wiąże się ze spra
wowaniem kontroli szybkości formowania podjednostek 60S z 25S rRNA i białek. 
Blokowanie ekspresji kodującego je genu powoduje zakłócenia rozmieszczenia frag
mentów jednoniciowych w obrębie 25S rRNA, co przyczynia się do zmiany składu 
i wielkości podjednostek rybosomalnych o stałej sedymentacji 60S [89].

3.5. Kompleks RNazy MRP

Bardzo istotnym wydarzeniem, które zaważyło na stworzeniu podstaw modelu 
obróbki pierwotnego transkryptu polimerazy RNA I było wykrycie RNazy MRP 
[17, 18]. Aktywność tego enzymu początkowo kojarzono z atakiem na RNA kom
plementarny do mitochondrialnych miejsc inicjacji replikacji DNA w komórkach 
kręgowców [18, 72, 84]. Szacuje się, że aż około 90% RNazy MRP występuje 
w jąderkach [49, 85, 113]. W skład tego niezwykłego enzymu obok RNA, którego 
łańcuch zawiera od 260 do 340 nt [84], wchodzą białka SNM1 i POPI, opisane 
niemal równocześnie przez Lygerou i wsp. [62] oraz Schmitta i Claytona [93]. 
Ponadto w ostatnich publikacjach z laboratorium Tollerveya [23, 106] przedstawiono 
sygnalne informacje o dodatkowych polipeptydach warunkujących aktywność RNazy 
MRP, tj. białkach opisanych symbolami POP2 i POP3. W drożdżach S.cerevisiae, 
w których jak dotąd najlepiej poznano szczegóły przebiegu dojrzewania pre-rRNA, 
RNaza MRP dokonuje cięcia w obrębie ITS1 transkryptu, tj. w miejscu A3 (rys. 
2). Jej aktywność jest bezwzględnie potrzebna do właściwej obróbki 5 ’ końca 5,8S 
rRNA [20, 62, 72, 94, 95].

Białko SNM1

Białko SNM1 (ang. Suppressor o f  Nuclear Mitochondrial endorihonuclease 1) 
okazało się pierwszym zidentyfikowanym składnikiem, zasocjowanym z RNazą 
MRP in vivo [93]. Badania ultrastrukturalne przyczyniły się do wykrycia na prawym 
ramieniu chromosomu IV S. cerevisiae genu SN M l . Klon cDNA dla SNM1 koduje 
niskocząsteczkowe (m.cz. 22,5 kDa) białko o długości 198 r.a. [93]. W N-końcu 
(1-35 r.a.) jego cząsteczki występują serie powtórzeń leucyny (6-8), które mogą 
tworzyć strukturę zamka leucynowego i w ten sposób uczestniczyć w dimeryzacji 
białka SNM1. W części centralnej łańcucha (61-109 r.a.) zidentyfikowano dwa 
ugrupowania cysteiny, zdolne do wiązania jonów Zn~+ in vitro. W C-końcu łańcucha 
polipeptydowego (136-198) obserwuje się zwiększoną zawartość seryny i argininy 
(odpowiednio 15 i 16 r.a.). Wysoka reprezentacja tych aminokwasów została wykryta 
w tzw. domenie SR, typowej dla białek spliceosomów, związanych ze składaniem 
pre-mRNA [48, 64, 65, 68, 93, 103, 114].

Okazało się, że SNM1 powoduje supresję mutacji genu NME-1, który koduje 
RNA RNazy MRP S.cerevisiae i przywraca wyjściowy poziom syntezy 5,8S rRNA
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[68, 93]. Aktualnie uważa się, że SNM1 należy obok TFIIIA do białek, które 
wiążą rRNA za pomocą motywu „palca cynkowego” (cyt. wg [24]).

Białko POPI

Na lewym ramieniu chromosomu XIV S. cerevisiae zidentyfikowano, a następnie 
sklonowano gen P O P I, którego ekspresja dostarcza polipeptydu zbudowanego z 
876 r.a. (m.cz./pl 100,5/9,8). Na uwagę zasługuje, że homologi białka POPI u 
ludzi i Caenorhabditis elegans cechują inne parametry długości łańcucha i m.cz./pl, 
odpowiednio: 1024 r.a., 114/9,86 i 746 r.a., 86,2/10,42. Okazało się, że POPI czło
wieka (hPOP 1) jest autoantygenem, który zawiera determinanty wspólne z antygenem 
Th [62, 63, 68]. Analiza struktury pierwszorzędowej trzech opisanych białek POPI 
wskazuje na ich ograniczoną konserwatywność ewolucyjną. Dla pełnienia funkcji 
hPOPl okazały się istotne trzy krótkie, konserwatywne fragmenty:

1° -  odcinek bogaty w argininę w N-końcu łańcucha między 133. a 159. r.a.; 
dodatni ładunek elektryczny umożliwia jego asocjację z RNA. Region ten łącznie 
z motywami NLS w pozycjach 182.-192. i 382.-387. może uczestniczyć w wiązaniu 
pre-rRNA, RNA RNazy MRP lub RNazy P;

2° -  tzw. „W-skrzynka” (ang. W-box) zlokalizowana między 200.-222. r.a.: wśród 
22 aminokwasów aż 1 1 jest identycznych, zaś 8 stanowią konserwatywne pod
stawienia. Spośród identycznych reszt aminokwasowych aż trzy stanowi tryptofan 
(W), który może uczestniczyć w bezpośredniej asocjacji z RNA;

3° -  w części C-końcowej cząsteczki hPOPl (pozycje 963.- -985.) peptyd o 
strukturze „G-skrzynki” (ang. G-box). W obrębie ugrupowania 22 aminokwasów 
wykryto 5 konserwatywnych cząsteczek glicyny i 7 reszt aminokwasów hydro
fobowych [63]. Mutacje genu hPOPl ograniczają obróbkę łańcucha pre-rRNA w 
miejscu cięcia A3 (rys. 2). Stosunek powstałych form 5,8Ss rRNA do 5,8SL rRNA 
zmienia się wtedy z około 1:8 do 1:1. Ostatnie doniesienia sugerują, że brak pra
widłowej cząsteczki hPOPl przyczynia się do błędnego umieszczenia snoRNP 
w miejscu obróbki pierwotnego transkryptu lub uniemożliwia bezpośrednią jego 
interakcję z RNazą MRP [62, 63, 68].

Białko POP2

Stosunkowo słabo scharakteryzowane białko POP2, koduje gen zlokalizowany 
na lewym ramieniu chromosomu VII S.cerevisiae, a zidentyfikowany w toku po
szukiwań supresorów mutacji rrp2-l RNazy MRP [20]. Jego zsekwencjonowanie 
wskazuje na istnienie homologi i z serynowo-treoninowymi kinazami białkowymi 
oraz białkami regulatorowymi: YGL023 z S.cerevisiae oraz Pumilio z Drosophila 
melanogaster [16].

http://rcin.org.pl



BIAŁKA Z A A N G A Ż O W A N E  W  PROCES OBRÓBKI pre-rRNA 509

Białko POP3

Ostatnio ukazały się doniesienia o wykryciu kolejnego białka związanego z RNazą 
MRP. W jego składzie stwierdzono 196 r.a. o łącznej m.cz./pl 22,6/9,64 [23]. Po- 
lipeptyd ten asocjuje zarówno z RNazą MRP, jak i RNazą P. Okazało się, że 
przeciwciała skierowane przeciwko POP3 in vitro precypitują około 50% i aż 90% 
odpowiednio RNazy MRP i RNazy P. Zahamowanie ekspresji genu POP3 blokuje 
obróbkę pre-rRNA w miejscu cięcia A3 oraz 3’ i 5’ zakończeń pre-tRNA. Ten 
ostatni proces wymaga RNazy P. Wydaje się, że POP3 nie wpływa na stabilność 
RNazy MRP i RNazy P, gdyż poziom obydwu enzymów nie zmienia się po usunięciu 
tego polipeptydu. Natomiast prawdopodobnie umożliwia on prawidłową lokalizację 
komórkową tych kluczowych dla dojrzewania pre-rRNA i tRNA enzymów [23]. 
Efekty fenotypowe braku ekspresji POP3 przyczyniają się do spadku poziomu syn
tezy 5,8Ss rRNA i pojawienia się nieprawidłowej formy prekursorowej 5,8S rRNA 
z zestawem nukleotydów przy 5’ końcu, sięgającym aż do miejsca cięcia A0 pier
wotnego transkryptu. Przy jego braku nie obserwuje się zakłóceń dojrzewania pre- 
rRNA w pozycji Aq. Ilość 35S rRNA oraz intermediatów jego obróbki, tj. 27SA, 
20S oraz 18S i 25S nie ulega zmianie.

4. M A K R O M O L E K U L A R N A  O R G A N IZ A C JA  PR O C E SU  
O B R Ó B K I pre-rR N A

Na podstawie intensywnych badań ostatnich lat zarysowuje się pogląd, zgodnie 
z którym w złożonym procesie obróbki pre-rRNA uczestniczą makromolekularne 
kompleksy rybonukleoproteinowe -  procesosomy, złożone z U3 snoRNA oraz sze
regu innych U snoRNA i białek [33, 35, 46, 73, 74].

Analizy w mikroskopie elektronowym wskazują, że kompleksy o stałej sedy
mentacji 20S, zawierające U3 snoRNA są identyczne z „terminalnymi kulkami” 
(ang. terminal balls, knobs), jakie obserwowano na zakończeniach 5 ’ pierwotnych 
transkryptów polimerazy RNA klasy I [73, 100, 107].

Formowanie kompleksów in vitro zachodzi na odcinkach pre-rRNA o długości 
zaledwie około 400 nt, zaś przemiany w obrębie 5’ETS zachodzą jeszcze przed 
zakończeniem transkrypcji w 90% cząsteczek pre-rRNA [73, 111]. Okazało się, 
że tworzenie kompleksów o stałej sedymentacji około 20S i dojrzewanie cząsteczki 
pre-rRNA w obrębie 5 ’ETS nie wymagają hydrolizy ATP, co różni ów szlak me
taboliczny od reakcji powstawania spliceosomów podczas składania pre-mRNA 
[46, 48, 70, 76].

Aktualnie przyjmuje się, że tworzenie procesosomu jest zainicjowane przez przy
łączenie fosfoproteiny C23 do regionu 5’ETS pierwotnego transkryptu przepisanego 
przez polimerazę RNA I [37, 97]. Eksperymenty selekcyjne ujawniły konserwatywny 
ewolucyjnie motyw strukturalny pre-rRNA, z którym specyficznie oddziałuje białko
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C23. Stanowi on 18-nukleotydowy odcinek rRNA, który przyjmuje strukturę pnia 
(5 pz.) i pętli (8 nukleotydów), w której znajduje się konserwatywny motyw: UC- 
CCGA. Mutacja nukleotydu cytydylowego lub guanylowego w jego obrębie po
woduje hamowanie interakcji z fosfoproteiną C23. Analiza immunocytochemiczna 
dostarczyła wyników wskazujących, że C23 w najwyższym stopniu asocjuje z 47S 
pre-rRNA. Następnie stopniowo odłącza się od pierwotnego transkryptu w czasie 
jego dojrzewania [11, 80]. Okazało się, że tylko niewielka pula polipeptydu C23 
występuje w obrębie podjednostek prerybosomalnych o stałej sedymentacji 40S 
i 60S. Brak go natomiast w dojrzałych rybosomach 80S. Uważa się, że ta fosfoproteiną 
umożliwia przyłączanie do pre-rRNA szeregu białek związanych z jego obróbką. 
Kompleksy C-23 ze wspomnianymi białkami albo powstają w jąderku, albo w cy- 
toplazmie, skąd są transportowane do jąderka [37].

Polipeptyd ten jest również zaangażowany w usuwanie dupleksów utworzonych 
między U snoRNA-rRNA po zakończeniu obróbki pierwotnych transkryptów po- 
limerazy RNA I. W warunkach in vitro C23 rozpoznaje dupleksy RNA-RNA o 
długości do 41 nt, co znacznie przekracza długość opisywanych oddziaływań 
U snoRNA-rRNA (do 21 nt) [3, 108].

Ostatnie doświadczenia Mediny [14, 69] i Bevena [6] sugerują, że procesosomy 
nie ulegają pełnemu rozpadowi wraz z dezorganizacją jąderka podczas mitozy. 
Analizy hybrydyzacyjne i immunocytochemiczne potwierdziły współwystępowanie 
fibrylaryny i fosfoproteiny C23 oraz pre-rRNA, zsyntetyzowanego w fazie G 2 cyklu 
komórkowego. Rozmieszczenie wymienionych składników procesosomu zależy od 
fazy mitozy i typu badanych komórek. Okazało się, że na granicy: metafaza -  anafaza 
tworzą one sieć otaczającą chromosomy. Z kolei przy przejściu z anafazy do telofazy 
stwierdza się je w obrębie prekursorów ciał jąderkowych (ang. pre-nucleolar bodies), 
z których powstają jąderka po zakończeniu mitozy [69]. W prawidłowych komórkach 
merystemów korzeniowych cebuli są wykorzystywane w porównywalnym stopniu 
trzy wymienione wyżej miejsca „przechowywania” składników procesosomu. Na
tomiast w komórkach HeLa dominuje lokalizacja okołochromosomowa, zaś w ko
mórkach jajnika chomika CHO -  elementy matriks jąderkowej. Ostatni sposób 
dotyczy głównie komórek o zakłóconym metabolizmie, np. zablokowanych w fazie 
G0 cyklu komórkowego za pomocą kofeiny.

Model zaproponowany ostatnio przez Tollerveya [ 106] usiłuje wyjaśnić interakcje 
pomiędzy złożonymi kompleksami uczestniczącymi w obróbce pierwotnego trans
kryptu rRNA (rys. 2).

Aktualny stan wiedzy zakłada, że w tym procesie biorą udział współpracujące 
wieloskładnikowe kompleksy rybonukleoproteinowe:

1° -  zawierający U3, U14 snoRNA, snRIO, snR30 oraz białka NOP1, SOF1, 
GAR1; prowadzący przemiany transkryptu pre-rRNA przy 5 ’ETS i ITS1 oraz

2° -  zbudowany z RNazy MRP zasocjowanej z białkami POPI, POP2, SNM1 
oraz egzonukleazami Rati i X m l,  dokonujący obróbki w miejscu A3 i zapewniający
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uwolnienie dojrzałej formy 5,8S rRNA i właściwego zakończenia 5 ’ 27SBs . O 
występowaniu 5’ —>3’ egzonukleaz świadczy bardzo krótki „okres życia” 27SA3, 
utworzonego przez nukleolityczne cięcie w pozycji A3. W ciągu około 2 sekund 
ulega on przemianie w formę 27SBs . Opisane przez Tollerveya [106] kompleksy 
działają w sposób skoordynowany. Wskazuje na to występowanie sprzężenia między 
przemianami w miejscach A2 i A3, które znajdują się zaledwie w odległości 72 
nt. Mutacje pre-rRNA, które zakłócają dojrzewanie w jednym z wymienionych 
miejsc, blokują reakcję obróbki w pozycji drugiej. Jednoczesne mutacje miejsc 
Ao i A3 prowadzą do utworzenia nieprawidłowej formy pre-rRNA, której 5 ’ koniec 
znajduje się w obrębie 18S rRNA. Heterogenność zakończenia 5’ transkryptu wska
zuje, że jest on produktem działania egzonukleaz.

Zapewne funkcję molekularnego łącznika w przedstawionym modelu pełni wy
kryte ostatnio białko RRP5 [106, 110]. Okazało się, że hamowanie ekspresji ko
dującego je genu blokuje asocjację obu kompleksów i ich współdziałanie w procesie 
obróbki pre-rRNA. W następstwie dochodzi do jednoczesnego hamowania doj
rzewania pierwotnych transkryptów w czterech pozycjach, tj. A 0, A j ,  A-, i A 3 
(rys. 2 ) [106].

5. PO D SU M O W A N IE

Liczne badania dotyczące niskocząsteczkowych jąderkowych RNA, białek od
działujących zarówno z tą podklasą RNA, jak i z prekursorowymi transkryptami 
polimerazy RNA I zaowocowały opracowaniem schematu obróbki pre-rRNA u 
prostych organizmów eukariotycznych -  S.cerevisiae. Model Tollerveya [106] przy
bliża nam przemiany towarzyszące dojrzewaniu pre-rRNA drożdży, które u wyższych 
Eukaryota są zapewne bardziej złożone. Wydaje się, że w najbliższej przyszłości 
można oczekiwać wyjaśnienia czy u kręgowców, w tym u człowieka, funkcjonują 
w sposób zbliżony kompleks RNazy MRP oraz homologiczne do tych w drożdżach, 
białka wchodzące w interakcje z pre-rRNA i z różnymi cząsteczkami snoRNA. 
Liczba tych ostatnich zapewne nie została jeszcze zamknięta.
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ENDOGENNE PEPTYDY OPIOIDOWE: 
NOW E CYTOKINY? *

E N D O G E N O U S  O PIO ID  PEPTID ES: N E W  C Y T O K IN E S ?

Jarosław PAŚNIK 

Zakład Patofizjologii Katedry Nauk Patofizjologicznych WAM, Łódź

Streszczenie'. Układ immunologiczny przez długi czas uważany był za autonomiczny. W ciągu ostatniej 
dekady zebrano wiele informacji o powiązaniach pomiędzy obydwoma układami: odpornościowym i 
neuroendokrynnym. Endogenne peptydy opioidowe znane były jako neuromediatory przeciwbólowe. 
Opisano także ich rolę w stresie fizjologicznym, uczeniu się, pamięci i innych. Wykazano ponadto, że 
zmieniają wiele funkcji układu odpornościowego. Praca ta podsumowuje wpływ endogennych peptydów 
opioidowych na komórki układu odpornościowego. Szczegółowo omówiono udział peptydów opioido- 
wych w regulacji funkcji komórek układu odpornościowego: limfocytówT i B, makrofagów, monocytów 
i granulocytów. W dalszej części opisano wpływ peptydaz na biodegradację peptydów opioidowych w 
osoczu krwi obwodowej.

Słowa kluczowe: peptydy opioidowe, receptory opioidowe, (3-endorfina, enkefalina, limfocyty, komórki 
NK, komórki T, komórki B, granulocyty, cytokiny

Summary. The immune system has long been thought to function autonomously. During the last decade 
information has been collected from studies about communications between the immune and neuroen
docrine systems. Endogenous opioid peptides was originally known for its analgetic influence, but was 
later shown to play role in physical stress, learning, memory, and other. Furthermoore, they have been 
shown to change a variety of functional activities of the immune system. This review summarizes the 
effects of endogenous opioid peptides on the immune cells. Involvement of those peptides in regulation 
of functions of immune cells: lymphocytes T and B, macrophages, monocytes, and granulocytes has been 
discussed in detail. Moreover, the informations about influence of peptidases on the biodégradation of 
opioid peptides in serum are given.

Key words: opioid peptides, opioid receptors, P-endorphin, enkephalin, lymphocytes, natural killer cells, 
T cells, B cells, granulocytes, cytokines
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W ST Ę P

Układ odpornościowy do niedawna uważany był za system działający autono
micznie. Jednak coraz więcej danych przemawia za istnieniem wzajemnych powiązań 
z układem neuroendokrynnym. Nieznane są jeszcze szczegółowo mechanizmy prze
noszenia informacji pomiędzy tymi układami. Przypuszczalnie jedną z możliwych 
dróg komunikacji jest działanie endogennych peptydów opioidowych, zwanych 
opioidami. W warunkach doświadczalnych stwierdzano, że wpływają one na szereg 
procesów odpornościowych tak typu humoralnego, jak i komórkowego. Zmieniają 
dystrybucję narządową komórek odpornościowych, mobilizują populacje komórek 
w poszczególnych przedziałach organizmu, wpływają na ich mobilizację w miejscu 
gromadzenia się patogenów. Zmieniają także ekspresję cząstek receptorowych na 
powierzchni komórek odpornościowych, zmieniają ich zdolność do podziałów, wpły
wają na aktywację genów dla cytokin i przeciwciał.

Rys historyczny

Obecność endogennych substancji o działaniu przeciwbólowym podejrzewano 
od wielu lat. W 1973 roku przedstawiono dowody na istnienie stereospecyficznych 
miejsc wiązania znakowanych radioaktywnie opiatów z grupy morfiny w tkance 
nerwowej [76]. Przyjęta wtedy hipoteza zakładała istnienie naturalnych wewnątrz
ustrojowych agonistów receptorów opioidowych. Dwa lata później z mózgów świnek 
morskich wyizolowano i scharakteryzowano pierwsze endogenne ligandy o wła
ściwościach opiatopodobnych [39]. Odpowiadały one sekwencji aminokwasów: Tyr- 
Gly-Gly-Phe- zakończonej leucyną lub metioniną. Dwa najwcześniej odkryte opioidy 
nazwano: leu- i met-enkefaliną. Obecnie znanych jest około trzydziestu endogennych 
peptydów opioidowych [98].

Podział, budowa, b iosynteza i uwalnianie

Endogenne peptydy opioidowe nazywane opioidami dzieli się na trzy podstawowe 
grupy: enkefaliny, endorfiny i dynorfiny [98]. Spośród nich najmniejszą cząstkę 
ma enkefalina; składa się ona z 5 aminokwasów, największą zaś (3-endorfina zbu
dowana z 31 aminokwasów. Cechą wspólną wszystkich peptydów opioidowych 
jest znajdująca się na N-końcu każdego peptydu sekwencja 5 aminokwasów Tyr- 
Gly-Gly-Phe-Met lub Leu, która decyduje o ich aktywności biologicznej [ 13]. Peptydy 
opioidowe, uwalniane przez różne typy komórek organizmu, mają zwykle wspólny 
gen dla pre-hormonu [48]. Zlokalizowano i scharakteryzowano do tej pory trzy 
geny odpowiedzialne za wytwarzanie trzech prekursorów peptydów opioidowych: 
proenkefaliny, proopiomelanokortyny i prodynorfiny [13, 48]. Po translacji z form
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prekursorowych enzymatycznie odcinany jest peptyd sygnalny, a następnie powstają 
peptydy o różnej długości łańcucha [48].

Wstrząs o różnej etiologii, endotoksemia indukują uwalnianie poszczególnych 
peptydów opioidowych z prekursorów. Wydzielanie endogennych peptydów opioi- 
dowych wybitnie zwiększa się podczas stresu [2, 75, 84]. Poziom B-endorfiny i 
met-enkefaliny w osoczu krwi obwodowej (stężenia odpowiednio 10“ 1 -1 ( T 12 M/l 
i 10 -1 (T  M/l) zwiększa się kilkukrotnie pod wpływem bodźca stresowego
[3]. Uwalnianie tych peptydów regulowane jest przez czynniki genetyczne, a także 
przez specyficzne dla poszczególnych tkanek układy enzymatyczne [48, 75, 109].

Prekursorem najwcześniej odkrytych opioidów jest proenkefalina; składająca się 
z 263 aminokwasów. Oprócz met-enkefaliny powstają z niej także inne dłuższe 
peptydy opioidowe: metorfamid, amidorfina, peptydy E, F, BAM-12P, BAM-20P, 
BAM-22P, heptapeptyd i oktapeptyd [48, 98]. Synteza proenkefaliny odbywa się 
w neuronach pośredniczących, krótkoaksonowych; występujących we wszystkich 
strukturach ośrodkowego układu nerwowego -  szczególnie w prążkowiu, ciele mig
dałowatym, hipokampie, podwzgórzu, w istocie szarej środkowej mózgowia, w 
jądrach szwu mostu i rdzenia przedłużonego oraz w rdzeniu kręgowym -  w rogach 
tylnych istoty szarej [98, 113].

Komórki zasadochłonne przedniego płata i części pośredniej przysadki syntetyzują 
prohormon o masie cząsteczkowej 31 000 kDa zawierający 131 aminokwasów 
zwany proopiomelanokortyną -  POMC [108]. Ekspresja genu dla tego prekursora 
wzrasta w komórkach przysadki pod wpływem IL-1 i IL-2 [18, 51]. Po usunięciu 
N-końcowego peptydu sygnalnego w przedniej części przysadki prekursor rozcinany 
jest na ACTH i (3-LPH (rys. 1) [18, 51].

(3-endorfina powstaje przede wszystkim w neuronach jądra łukowatego pod
wzgórza, w komórkach kortykotropowych i melanotropowych przysadki mózgowej 
w wyniku degradacji 91-aminokwasowego łańcucha beta-lipokortyny ((3-LPH) [98]. 
W niektórych doniesieniach sugerowany jest udział IL-1 w regulacji uwalniania 
tego peptydu. Wykazano indukujący wpływ tej cytokiny na sekrecję [3-endorfiny

Rys. 1. Proopiomelanokortyną (POMC) i jej fragmenty (wg [12] zmodyfikowany)
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z preparatów przysadek zwierzęcych in vitro [ 18, 71 ]. Synteza tego peptydu zachodzi 
także w komórkach oskrzeli i pęcherzyków płucnych, przewodu pokarmowego, 
łożyska, a także w komórkach układu odpornościowego [72]. [3-endorfina składa 
się z 31 aminokwasów i stanowi fragment łańcucha (3-LPH (rys. 2). Jest najsilniej 
działającym analgetykiem spośród wszystkich endogennych opioidów [34, 46]. Ma 
pięcio-aminokwasową sekwencję: Tyr-Gly-Gly-Phe-Met identyczną jak w met-en- 
kefalinie, a decydującą o aktywności biologicznej [13]. W obrębie ośrodkowego 
układu nerwowego wyodrębniono obustronnie przebiegający układ neuronów bo
gatych w (3-endorfinę. Rozpoczyna się on w okolicach jądra łukowatego i kończy 
w istocie szarej okołowodociągowej. Stymulacja elektryczna tego układu neuronów 
u zwierząt wywołuje analgezję [70].

Prekursorem trzeciej grupy peptydów opioidowych jest prodynorfina zbudowana 
z 256 reszt aminokwasów. W wyniku enzymatycznego rozpadu powstają z niej 
dynorfiny: A i B, 32, 1-8, leu-enkefalina, a -  i (3-neoendorfiny, rimorfinai leumorfina
[97]. Najwięcej mRNA dlaprodynorfiny stwierdzono w podwzgórzu (jądro łukowate, 
nadwzrokowe i przykomorowe), jądrze ogoniastym, ciele migdałowatym, hipokam- 
pie, komórkach gonadotropowych przysadki i w rdzeniu kręgowym [97, 1 13]. Synteza 
i sekrecja endogennych peptydów opioidowych regulowana jest przez podwzgórzowy 
czynnik uwalniający kortykotropinę ( C R F -  od ang. corticotropin releasing factor) 
[46]. Aktywność tego czynnika zwiększa się pod wpływem wazopresyny [98].

Jak już wspomniano, peptydy opioidowe syntetyzowane są także przez komórki 
układu odpornościowego. W 1981 roku Smith i Blalock odkryli, że [3-endortina 
wytwarzana jest przez jednojądrzaste leukocyty człowieka [93]. W następnych latach 
potwierdzono, że synteza opioidów odbywa się także w innych komórkach układu 
odpornościowego [5]. Wyniki tych badań, prowadzonych przy pomocy metod 
immunocytochemicznych i radioimmunologicznych potwierdzono w latach nastę
pnych wykorzystując techniki biologii molekularnej (hybrydyzacji in situ). Wykazano 
obecność mRNA dla prekursorów peptydów opioidowych w limfocytach, makro- 
fagach i granulocytach [48]. Czynnikami pobudzającymi syntezę i uwalnianie pep-

Rys. 2. (3-cndorfina i jej fragmenty aktywne, dokładny opis w tekście (wg [12,40] zmodyfikowany)

http://rcin.org.pl



E N D O G E N N E  PEPTYDY OPIOIDOW E: N O W E  CY TO K IN Y ? 523

tydów w komórkach układu odpornościowego są katecholaminy, CRF, IL-1, LPS 
i wirusy: NCDV (Newcastle Disease Virus) i EBV [71, 85, 87].

N iektóre własności biologiczne

Peptydy opioidowe łączą się ze specyficznymi receptorami postsynaptycznymi 
[48]. Wpływają w ten sposób na większość procesów biochemicznych i neuro
fizjologicznych, mających miejsce w ośrodkowym i obwodowym układzie ner
wowym [98]. Wiele obserwacji potwierdza udział peptydów opioidowych w regulacji 
odbioru bodźców bólowych [24, 46, 77]. Prawdopodobnie analgetyczne działanie 
tych peptydów polega na presynaptycznym hamowaniu uwalniania substancji P 
przez neurony i hamowaniu przez to natężenia bodźca bólowego [46]. Peptydy 
opioidowe wykazują zróżnicowane działanie analgetyczne [1, 46, 37]. Jest ono 
zależne od długości łańcucha peptydowego. Im większa bowiem liczba aminokwasów 
w łańcuchu, tym później jest on rozkładany i tym dłużej utrzymuje się jego działanie 
przeciwbólowe [103]. Najsilniejsze działanie przeciwbólowe wykazuje ß-endorfina 
[46]. Endogenne peptydy opioidowe mają działanie przeciwdrgawkowe, wykazano 
ich rolę w procesie uczenia się i pamięci [63]. Sugerowany jest udział opioidów 
w patogenezie niektórych chorób psychicznych: schizofrenii, depresji endogennej 
i anorexii czy też w zespole autyzmu dziecięcego, a także schorzeń neurologicznych, 
takich jak: niektóre postaci padaczki, migrena [8, 9, 10, 37]. Zmiany aktywności 
endogennych peptydów opioidowych (met-enkefaliny i ß-endorfiny) w osoczu i 
w płynie mózgowo-rdzeniowym obserwowano u noworodków z mózgowym po
rażeniem dziecięcym, w zespole nagłej śmierci noworodka, a także u osób z chorobą 
Alzheimera [65, 92]. Według niektórych autorów peptydy opioidowe wpływają 
także na ośrodki pragnienia i łaknienia w podwzgórzu [46, 63]. Podkreślana jest 
rola tych peptydów w modulowaniu przekaźnictwa noradrenergicznego, seroto- 
ninoergicznego, dopaminergicznego, GABA-ergicznego i w regulacji funkcji płytki 
ruchowej [24]. Sprzeczne są doniesienia dotyczące wpływu peptydów opioidowych 
na obwodowe ciśnienie tętnicze. Wykazano, że peptydy o dłuższych łańcuchach 
aminokwasowych silnie hamują aktywność współczulną układu autonomicznego, 
zmniejszają ciśnienie tętnicze, zmniejszają zaopatrzenie mózgu w krew i tlen. Z 
drugiej strony u osób z nadciśnieniem tętniczym stwierdzano zwiększoną aktywność 
endorfin w ośrodkowym układzie nerwowym [1,4, 19]. Zarówno ß-endorfina, jak 
i met-enkefalina działają kurcząco na mięśniówkę gładką oskrzeli [19]. Peptydy 
te przez udział w regulacji wydzielania wody, sodu i potasu wpływają na czynność 
nerek. Obserwowano wzrost stężenia peptydów opioidowych we krwi osób z upo
śledzeniem czynności nerek [16]. Szczególnie ważną rolę odgrywa ß-endorfina, 
która przez niektórych uważana jest za homon tropowy dla nerki. Może ona także 
przyczyniać się do rozwoju kłębuszkowego zapalenia nerek ze względu na swój 
indukujący wpływ na proliferację komórek mezangium [16].

http://rcin.org.pl



524 J. PAŚNIK

Endogenne peptydy opioidowe współuczestniczą w kontroli wydzielania we
wnętrznego. Pobudzają wydzielanie prolaktyny, oksytocyny i hormonu wzrostu, 
hamują wydzielanie gonadotropin, hormonu folikulotropowego, luteinizującego oraz 
hormonu tyreotropowego [15, 56]. Możliwy jest ich wpływ na wydzielanie gluko- 
kortykoidów i androgenów [ 15]. Hamują ponadto wydzielanie insuliny przez komórki 
ß-wysp trzustkowych i mogą uczestniczyć w rozwoju cukrzycy [45]. Postulowany 
jest udział peptydów opioidowych w etiopatogenezie niektórych schorzeń derma
tologicznych i chorób z autoimmunizacji [68, 84, 109]. W warunkach ekspery
mentalnych ß-endorfina ułatwia penetrację i rozwój wirusa HIV w komórkach 
ośrodkowego układu nerwowego [99, 100].

Receptory  opio idow e na kom órkach  układu odpornośc iow ego

Endogenne peptydy opioidowe są agonistami receptorów opioidowych [83]. Obe
cność dużych ilości tych receptorów stwierdzono w ośrodkowym układzie ner
wowym; zwłaszcza w układzie limbicznym [48]. W myśl zaproponowanej w 1976 
roku przez Martina i Gilberta, a następnie rozbudowanej teorii wieloreceptorowej 
wyróżnia się kilka klas receptorów opioidowych; dotychczas odkryto i opisano 
6 następujących typów: fi, 8, k , 8, a ,  X [48, 83]. W ostatnim okresie wyróżniono 
podklasy receptorów opioidowych różniące się specyficznością i siłą wiązania na
turalnych i syntetycznych opioidów np. p- p 2 i p 3, 8- 8 ] i 8?, K- K j, kn i 
k 3 [48]. Białka receptorowe poszczególnych typów receptorów są prawdopodobnie 
kodowane przez odmienne geny [48]. Endogenne peptydy opioidowe nie są se
lektywnymi agonistami określonego typu receptora opioidowego. Wykazano, że 
zarówno pentapeptydy: met- i leu-enkefalina, jak i ß-endorfina są wiązane z po
równywalnym powinowactwem przez receptory p i g  oraz ze stosunkowo niższym 
przez receptory k  [48]. Uważa się, że peptydy o dłuższych łańcuchach amino
kwasowych są naturalnymi Ugandami receptorów k , peptydy będące produktami 
rozpadu proenkefaliny pobudzają zarówno receptory p, jak i 8. ß - endorfina natomiast 
ma prawie jednakowe powinowactwo do receptora p i 8 [48, 52].

Receptory opioidowe zbudowane są z łańcucha polipeptydowego, zawierającego 
402-590 reszt aminokwasowych. Do wywołania odpowiedzi komórki po aktywacji 
tego typu receptora nie jest konieczne wniknięcie do jej wnętrza substancji sygnalnej 
[28]. Aktywacja receptora opioidowego zapoczątkowuje szereg procesów meta
bolicznych z udziałem białek G. Przyłączenie agonisty (np. morfina) katalizuje 
reakcję fosforylacji GDP do GTP i powoduje oddysocjowanie z białka G podjednostek 
a  i ß. Podjednostka a  pozostaje dalej w kontakcie z receptorem, modulując jego 
funkcję. Dzięki aktywności GTP-azowej hydrolizuje GTP i doprowadza do od
tworzenia pierwotnego kompleksu [28, 83]. Aktywacja receptorów opioidowych 
w ośrodkowym układzie nerwowym: hamuje syntezę cAMP, inozytolu-IP3, zwiększa 
przepustowość kanału potasowego [55]. Analogiczne szlaki transdukcji sygnału uru
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chamiane są w trakcie pobudzenia receptorów opioidowych na komórkach układu 
odpornościowego, wywołując określone efekty biologiczne [28, 83].

Do poszukiwań specyficznych receptorów opioidowych także na tych komórkach 
skłoniły badaczy obserwacje dotyczące reakcji komórek układu odpornościowego 
na związki opioidowe. Pierwsze sugestie dotyczące obecności takich molekuł po
jawiły się w 1979 roku. Tworzenie rozet ludzkich limfocytów krwi obwodowej 
z krwinkami barana podczas ekspozycji na morfinę zależne było według Wybrana 
i współpr. od receptorów opioidowych [1 1 1]. W następnych latach wykazano obe
cność miejsc wiążących dla opiatów i peptydów opioidowych na erytrocytach, płyt
kach krwi, tymocytach, limfocytach, monocytach, makrofagach i granulocytach [26, 
32, 52]. Metodami genetyki molekularnej ustalono, że receptory opioidowe obecne 
na komórkach ośrodkowego układu nerwowego i komórkach układu odpornościo
wego są produktami tych samych genów [32, 80, 108]. Badano obecność poszcze
gólnych podklas receptorów opioidowych na komórkach układu odpornościowego. 
Wyniki dotychczasowych badań przedstawia tabela 1. Wykazano, że niektóre zmiany 
funkcji komórek immunokompetentnych pod wpływem peptydów opioidowych są 
odwracalne po zadziałaniu antagonistów receptorów opioidowych, takich jak na 
przykład nalokson -  antagonista nieselektywny [59].

Receptory niewrażliwe na nalokson na komórkach układu odpornościowego

Fakt, że nie wszystkie zmiany czynności komórek pod wpływem peptydów opioi
dowych były zależne od receptorów opioidowych skłonił badaczy do poszukiwań 
receptorów innych niż opioidowe, a wiążących te peptydy.

Madden wykazał obecność receptorów niewrażliwych na nalokson, które były 
specyficzne dla neuropeptydów [58]. Hazum w 1979 opisywał specyficzne miejsca 
wiążące dla [3-endorfiny na limfocytach, które nie ulegały zablokowaniu pod wpły
wem antagonistów receptorów opioidowych. Receptory te łączyły się z karboksy
lowym końcem peptydu obejmującym sekwencję H-Leu-Phe-Lys-Asn-Ala- 
-Leu-Lys-Asn-Ala-Tyr-Lys-Gly-GIu-OH. a-endorfina, nie mająca takiej sekwencji 
C-końcowej, nie wykazywała powinowactwa do tych miejsc wiążących [33]. W y
kazano obecność podobnych receptorów dla (3-endorfiny na monocytach U937, 
na limfocytach śledziony [88]. Shahabi wyizolował z komórek ludzkiego guza hi- 
stiocytarnego U-937 receptory specyficzne dla [3-endorfiny i niewrażliwe na nalokson. 
Receptor taki składał się z trzech podjednostek białkowych o masie 44, 59, 66 
kDa, które po przyłączeniu ligandu tworzą kompleks szybko ulegający internalizacji. 
Proces ten zależny jest od kalmoduliny [88].

Ekspresja receptorów niewrażliwych na nalokson zależna jest od stanu fizjo
logicznego komórki. Splenocyty mysie stymulowane mitogenem wykazywały wię
kszą ekspresję receptorów specyficznych dla [3-endorfiny, w porównaniu do komórek 
niestymulowanych [42]. Shaker opisywał istnienie na tymocytach miejsc wysoko-
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Tabela 1. Obecność niektórych receptorów opioidowych na ludzkich kom órkach układu
odpornościowego

Podklasa receptora Typ komórek Źródło

5 limfocyty T , B 12
monocyty 12
granulocyty (5i i 82) 59

ń3 monocyty 98
makrofagi 98
granulocyty 98
komórki endotelialne 98

K limfocyty 52
makrofagi 52
tymocyty 52

Specyficzne limfocyty T 58
dla naloksonu granulocyty 58
Specyficzne dla dihydromorfiny granulocyty 58

i niskospecyficznych dla (3-endorfiny. Stymulacja tych komórek przy pomocy ConA 
zmniejszała ekspresję miejsc wysokospecyficznych [89]. Opisano również inne czyn
niki modyfikujące wiązanie tych receptorów ze swoistym ligandem. Inkubacja ma- 
krofagów mysich z prostaglandyną E 2 zwiększała ekspresję receptorów spe
cyficznych dla [3-endorfiny w badaniach Gelfanda i współpr. [27]. Autorzy ci wy
kazali, że funkcje receptorów regulowane są przy udziale cAMP. Zastosowanie 
izobutylometyloksantyny -  inhibitora fosfodiesterazy zwiększało powinowactwo 
tych receptorów do [3-endorfiny.

D Z IA Ł A N IE  P E P T Y D Ó W  O P IO ID O W Y C H  N A  K O M Ó R K I  
U K Ł A D U  O D P O R N O ŚC IO W E G O

Minęło 130 lat od doświadczeń Cantacuzene, który opisał hamowanie pod wpły
wem morfiny ameboidalnych ruchów ludzkich białych ciałek krwi [11]. Od tamtego 
czasu wielu badaczy potwierdzało udział egzogennych opiatów i endogennych pep
tydów opioidowych w regulacji funkcji komórek układu odpornościowego. Ostatnie 
dwudziestolecie przyniosło wiele nowych danych. Utarty do niedawna pogląd, we
dług którego enkefaliny pobudzają, a (3-endorfina hamuje procesy immunologiczne, 
ulega dzięki tym badaniom głębokiej weryfikacji.
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Tabela 2. W pływ wybranych peptydów opioidowych na niektóre lunkcje ludzkich komórek
układu odpornościowego

Komórka Peptyd Działanie Źródło

Limfocyt T met-enkefalina proliferacja aktywowana PHA, ConA + 
synteza IL-2 aktywowana mitogenem +

104
2

ß-endorfina proliferacja aktywowana PHA - , + 
synteza IL-2 aktywowana mitogenem + 
ekspresja receptora dla IL-2 + 
ekspresja HLA DR +

64
34, 64
114
114

autologiczna mieszana reakcja limfocytów (AMLR) - 21

Limfocyt B met-enkefalina sekrecja Ig w obecności Stapli. aureus + 77
ß-endorfina sekrecja Ig w obecności Stapli. aureus + 

sekrecja Ig w obecności Herpes S.+
66
66

NK met-enkefalina naturalna cytotoksyczność + 2, 79
ß-endorfina naturalna cytotoksyczność +, - 21, 79

synteza IFN-y stymulowana ConA + 14

Monocyt met-enkefalina chemotaksja stymulowana kazeiną + , -  
generowanie CL +, -  
chemotaksja stymulowana kazeiną + , -  
ekspresja HLA DR i CR3 -

77, 78
ß-endorfina 34

78, 86 
78

Makrofag met-enkefalina generowanie O2- +, -  
fagocytoza +, -
synteza glutationu stymulowana PM A -

34, 77 
3, 77 
77

ß-endorfina generowanie 0 ' _ + 
fagocytoza + 
generowanie O24 +

34
40

dynorfina 29

Mastocyt ß-endorfina uwalnianie histaminy + 90

Granulocyt met-enkefalina wybuch tlenowy + 
preaktywacja +

29, 30 
29

ß-endorfina chemotaksja + 20
adherencja do HUYEC + 20, 110

+ stymulacja, -  hamowanie

Limfocyty T

Peptydy opioidowe mogą wpływać na proliferację komórek układu odporno
ściowego. W badaniach prowadzonych na zwierzętach (3-endorfina zwiększała 
odpowiedź proliferacyjną szczurzych limfocytów na PHA i ConA [35]. W badaniach 
Van der Bergha efekt ten zależny był od dawki peptydu [105]. Także met-enkefalina 
zwiększała proliferację ludzkich limfocytów T [3]. Heijnen, a następnie Miller wska
zali na wysoką, indywidualnie zmienną odpowiedź proliferacyjną komórek po eks
pozycji na peptydy opioidowe. (3-endorfina w zależności od dawcy i daty pobrania 
zarówno wzmacniała, jak i zmniejszała aktywowaną mitogenem proliferację lu
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dzkich limfocytów T [34, 64]. Efekt działania peptydów na odpowiedź proliferacyjną 
limfocytów stymulowaną mitogenami: PHA, ConA częściowo lub w ogóle nie by 1 
znoszony pod wpływem antagonisty receptora opioidowego -  naloksonu [25].

Pojawiły się także doniesienia o możliwym udziale peptydów opioidowych w 
procesach związanych z rozpoznaniem i swoistą odpowiedzią na alloantygeny. W 
obecności [3-endorfiny obserwowano zależne od klasycznych receptorów opioido
wych hamowanie autologicznej, mieszanej reakcji limfocytów (AMLR) [21]. W y
kazano także wzrost ekspresji antygenów HLA DR na komórkach jednojądrzastych 
po ich ekspozycji na (3-endorfinę [3].

Wpływ na układ odpornościowy peptydy opioidowe mogą wywierać także po
przez indukcję uwalniania cytokin. Endogenne peptydy opioidowe mogą zmieniać 
produkcję niektórych limfokin i ekspresję receptorów na stymulowanych limfocytach. 
Opisywano wzrost syntezy IL-2, IFN-yi IL -1 przez limfocyty indukowane mitogenem 
w obecności endorfin i enkefalin [104, 114]. Efekt działania peptydu w tych 
badaniach był niezależny od klasycznych receptorów opioidowych; nie zmieniał 
się pod wpływem naloksonu. [3-endorfina zmieniała także ekspresję receptora dla 
IL-2 na powierzchni ludzkich limfocytów T [72]. Wykazano hamujący wpływ 
[3-endorfiny i met-enkefaliny na produkcję czynnika chemotaktycznego i wzmac
niający sekrecję IFN-y przez ludzkie limfocyty [3, 81, 104]. Efekty te częściowo 
znoszone były pod wpływem naloksonu.

Zarówno [3-endorfina, jak i met- i leu-enkefalina zwiększały migrację limfocytów 
T [34]. Efekt działania peptydów ulegał zahamowaniu pod wpływem antagonisty 
receptorów opioidowych -  naloksonu.

Limfocyty B

Niejednoznaczne są obserwacje dotyczące wpływu peptydów opioidowych na 
limfocyty B. Johnson opisywał zmniejszenie wydzielania przeciwciał przez mysie 
splenocyty pod wpływem a-endorfiny i met-enkefaliny [34]. Wykazano hamowanie 
syntezy przeciwciał przez szczurze limfocyty B pobudzane przez krwinki czerwone 
barana [36]. Obserwowano zahamowanie sekrecji immunoglobulin przez ludzkie 
limfocyty B indukowane Staphylococcus aureus w obecności (3-endorfiny i met- 
enkefaliny [43, 66]. Peptydy użyte w tych badaniach nie hamowały proliferacji 
komórek; działanie hamujące następowało dopiero w późniejszych etapach aktywacji 
bądź po proliferacji. Efekt widoczny był jedynie w przypadku przeciwciał klasy 
IgG i IgM, nie obserwowano wpływu peptydów na sekrecję przeciwciał klasy IgA.

W regulacji syntezy przeciwciał przez opioidy postulowany jest udział receptorów 
opioidowych. Pobudzenie przez selektywnych agonistów receptorów p, k  i 5 pro
wadziło do spadku sekrecji przeciwciał przez ludzkie limfocyty B [66].

Obserwowano dualistyczny efekt działania peptydów na odpowiedź humoralną. 
[3-endorfina i met-enkefalina w zależności od dawcy zwiększały lub hamowały 
wtórną odpowiedź limfocytów B na toksynę tężca [69]. W zależności od stosowanych
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dawek leu- i met-enkefaliny produkcja przeciwciał przez szczurze limfocyty B 
wzrastała przy niskich, a zmniejszała się przy wysokich dawkach peptydów [17]. 
Podobny efekt obserwowano w badaniach in vivo\ (3-endorfina hamowała pierwotną 
i zwiększała wtórną odpowiedź humoralną na antygeny u szczurów [82].

Komórki NK

Komórki NK mają właściwość spontanicznego zabijania komórek nowotworo
wych i transformowanych wirusem. Efekt cytotoksyczny tych komórek nie podlega 
restrykcji w zakresie głównego układu zgodności tkankowej MHC [110]. Mimo 
że komórki NK w samej swej naturze mają właściwość spontanicznego niszczenia 
komórek nowotworowych, istnieje wiele czynników, które mogą modyfikować te 
właściwości. Pewne dane wskazują, że udział w takiej regulacji biorą także peptydy 
opioidowe.

We wczesnych obserwacjach notowano wzrost efektu cytotoksycznego komórek 
NK w stosunku do komórek linii białaczkowej K562 pod wpływem peptydów 
opioidowych [96]. W badaniach in vitro met-enkefalina zwiększała aktywność cyto- 
toksyczną komórek NK pochodzących od zdrowych ochotników i od osób z chorobą 
nowotworową [79]. Takie działanie peptydów może nieść potencjalne możliwości 
wykorzystania ich w terapii przeciwnowotworowej. Obserwowano zahamowanie 
rozwoju nowotworu pod wpływem peptydów opioidowych; wydłużenie czasu prze
życia myszy białaczkowych, spadek ilości przerzutów czerniaka (B-16), guza neu- 
roblastycznego (S20Y), mięsaka (PYB6) u myszy po iniekcjach met-enkefaliny
[96]. Zmianom tym towarzyszył wzrost liczby śledzionowych komórek NK. Wyniki 
innych badań nie okazały się jednak już tak jednoznaczne. Obserwowano zaha
mowanie aktywności cytotoksycznej komórek NK pod wpływem (3-endorfiny w 
badaniach Chiappelli i współpr. [14].

Efekt działania peptydu w innych badaniach był osobniczo zmienny i różny 
w zależności od jego dawki, płci i wieku dawcy, a także pory dnia, w której 
pobierano komórki [68]. Według Mozanica aktywność komórek NK i poziom uwal
niania endogennych peptydów opioidowych podlegają podobnym rytmom dobowym. 
Maksimum aktywności komórek, a także największy poziom peptydów opioidowych 
w osoczu obserwuje się w godzinach rannych, najniższe aktywności natomiast w 
godzinach wieczornych [68]. Także różne stany chorobowe mogą zmieniać wra
żliwość komórek cytotoksycznych NK na peptydy opioidowe. Preaktywacja z 
(3-endorfiną lub z met-enkefaliną komórek limfatycznych pochodzących od osób 
z ostrymi epizodami migrenowymi, osób chorych na stresową chorobę pourazową 
{post traumatic stress disorder -  „Vietnam veterans”) zmniejszała aktywność cyto- 
toksyczną komórek NK [67].

Badano także wpływ peptydów na syntezę i uwalnianie cytokin przez komórki 
NK. (3-endorfina zwiększała syntezę interferonu przez komórki NK i inne komórki 
jednojądrzaste [23]. W odpowiedzi na dożylne dawki leu-enkefaliny u zwierząt
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obserwowano wzrost aktywności komórek cytotoksycznych i zwiększenie sekrecji 
IFN-y [23].

Niejednoznaczne są wyniki badań w warunkach in vivo. Met-enkefalina i 
ß-endorfina podawane zwierzętom dootrzewnowo czy też dokomorowo zwiększały 
liczbę aktywnych śledzionowych komórek NK [23]. W innych badaniach wzrost 
uwalniania ß-endorfin z przysadki mózgowej u zwierząt w czasie doświadczalnego 
wstrząsu korelował ze zmniejszaniem aktywności cytotoksycznej komórek NK [22, 
23]. Ostatnio opisano, że działanie ß-endorfiny na aktywne komórki NK zależne 
jest od receptorów opioidowych w ośrodkowym układzie nerwowym. Dokomorowe 
podanie peptydu zwiększało u zwierząt efekt cytotoksyczny komórek NK w sposób 
zależny od naloksonu [44]. Podobnych zmian nie obserwowano po podskórnych 
dawkach opioidu. Warto dodać, że działanie met-enkefaliny na komórki NK pra
wdopodobnie jest niezależne od osi podwzgórze-przysadka-kora nadnerczy. Podczas 
gdy supresyjny efekt pentapeptydu na proliferację limfocytów zależny był in vivo 
od wzrostu poziomu osoczowego ACTH i kortykosterydów; to podobnej korelacji 
nie udało się ustalić w przypadku komórek NK [61]. Preinkubacja ludzkich lim
focytów wzbogaconych w komórki NK z kortykosterydami nie zmieniała ich od
powiedzi na met-enkefalinę [47]. Co więcej; adrenalectomia u zwierząt nie znosiła 
indukującego aktywność tych komórek wpływu met-enkefaliny [61]. Próbowano 
stosować met-enkefalinę u myszy, którym zainfekowano wirus HIV. W trakcie 
trwania takiej terapii obserwowano wzrost aktywności komórek NK [91, 95].

Efekt działania ß-endorfiny na komórki NK w warunkach in vitro i in vivo 
był częściowo lub całkowicie znoszony pod wpływem antagonistów receptorów 
opioidowych: naloksonu i naltreksonu [47, 61].

Ostatnio opisano istotną rolę jonów Ca“+ w regulacji aktywności komórek NK 
przez peptydy opioidowe. Właściwości cytotoksyczne komórek NK związane są 
głównie z obecnością perforyn i granzymów w ich ziarnistościach azurofilnych 
[57, 101]. Jony wapniowe są niezbędne do właściwego uwalniania perforyn i za
wierających proteinazy granzymów A [57, 101]. Wykazano, że peptydy opioidowe 
zwiększają wypływ jonów wapniowych z mysich limfocytów i komórek Jurkat 
T [81]. Niezbędne wydaje się wyjaśnienie roli endogennych peptydów opioidowych 
w regulacji wewnątrzkomórkowych stężeń Ca“+ i ich znaczenia w mobilizacji ko
mórek NK.

Monocyty, makrofagi i mastocyty

Właściwości cytotoksyczne i bakteriobójcze jednojądrzastych komórek fagocy- 
tarnych zależne są od zdolności generowania wolnych rodników tlenowych, takich 
jak 0 ?_i H-,0-,. Wykazano indukujący efekt ß-endorfiny na generowanie reaktywnych 
form tlenu przez izolowane ludzkie monocyty [78, 86]. Odmienne okazały się re
zultaty badań prowadzonych w krwi pełnej, gdzie zaobserwowano hamowanie uwal
niania wolnych rodników przez monocyty pod wpływem ß-endorfiny [78, 86].
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Zdaniem autorów tego doniesienia; pod wpływem użytego opioidu obecne w płynie 
doświadczalnym limfocyty uwalniały nieznane substancje hamujące aktywność mo- 
nocytarnej NADPH-oksydazy odpowiedzialnej za wybuch oddechowy. W badaniach 
Prieto peptydy opioidowe zwiększały aktywność fagocytarną, wpływały na zmiany 
konformacji składowych cytoszkieletu (wimentyny), zwiększały ekspresję niektórych 
molekuł adhezyjnych na powierzchni monocytów [78].

W badaniach in vitro zaobserwowano, że stymulowane przez LPS makrofagi 
szpiku kostnego wytwarzają i uwalniają więcej IL-1 w obecności (3-endorfiny [3, 
40]. Peptyd samoistnie nie indukował produkcji tej cytokiny, lecz działał syner- 
gistycznie z LPS zastosowanym w suboptymalnych stężeniach. Efekt ten był cał
kowicie znoszony przez nalokson. W innych badaniach opisano stymulujący wpływ 
suboptymalnych dawek (3-endorfiny i dynorfiny na produkcję 0 2_ przez ludzkie 
makrofagi otrzewnowe [40]. Zjawisko to hamował nalokson. Met-enkefalina wy
kazywała zależny od dawki i osobniczo zmienny wpływ na aktywność makrofagów, 
produkcję 0 2_ i fagocytozę [3]. Niektóre peptydy opioidowe ([3-endorfina, leu- i 
met-enkefalina) in vivo wzmacniały aktywność przeciwguzową mysich makrofagów 
stymulowanych IFN-yi LPS [31]. Wykazano ponadto efekt pobudzający fagocytozę 
makrofagów ludzkich przez [3-endorfinę [40].

Autorzy podkreślają udział receptora 5 obecnego na powierzchni makrofagów 
w regulacji uwalniania E L 0 2. Zablokowanie tego receptora przez wysoce sele
ktywnego antagonistę -  ICI 174864 znosiło efekt działania peptydów opioidowych 
na makrofagi otrzewnowe szczura [81]. Jak wskazują ostatnie obserwacje, możliwy 
jest także udział receptorów opioidowych w różnicowaniu makrofagów. [3-endorfina 
(w sposób odwracalny pod wpływem naloksonu) stymulowała różnicowanie się 
makrofagów w obecności M-CSF w mieszanych hodowlach komórek mysiego szpiku 
kostnego [66].

Wykazano, że pod wpływem peptydów opioidowych następuje wzrost uwalniania 
przez mysie makrofagi mediatorów zapalnych, takich jak: IL-2, IL-4, IL-6 oraz 
IFN-y[22, 81]. Natomiast po aktywacji receptorów wysoce selektywnymi agonistami 
(nie będącymi peptydami opioidowymi) obserwowano zmniejszanieuwalnianiaprzez 
ludzkie makrofagi IL-1, IL-6 i TN F-a [60].

Zdolność do adherencji decyduje o szybkim dotarciu komórek fagocytujących 
z krążenia do tkanek objętych procesem zapalnym. Peptydy opioidowe, jak wskazują 
badania in vitro, mogą odgrywać rolę regulacyjną w tym procesie. W badaniach 
Sacerdote [3-endorfina i met-enkefalina zwiększały spontaniczną i stymulowaną 
kazeiną chemotaksję komórek monocytarnych [85].

Wielu autorów zwraca uwagę na możliwość udziału peptydów opioidowych w 
regulacji funkcji komórek tucznych. Wydaje się, że białka te mogą brać udział 
w reakcjach nadwrażliwości. W sposób niezależny od naloksonu [3-endorfina in
dukowała uwalnianie histaminy ze szczurzych mastocytów w badaniach Shanahana 
i współpr. [90]. Działanie opioidu częściowo ulegało zahamowaniu pod wpływem

http://rcin.org.pl



532 J. PAŚNIK

kromoglykanu sodowego. Analogiczny efekt wykazywały niektóre egzorfiny -  pep
tydy opioidowe występujące w mleku i będące fragmentami łańcucha kazeiny. Ob
serwowano zwiększone wydzielanie histaminy z komórek tucznych zwierząt i ludzi 
pod wpływem ß-kazomorfiny-7 [50].

Granulocyty

Nieliczne są doniesienia na temat roli peptydów opioidowych w regulacji funkcji 
granulocytów. Badano wpływ peptydów opioidowych na wybuch tlenowy granu- 
locytów. Met-enkefalina i leu-enkefalina w sposób zależny od dawki zwiększały 
uwalnianie przez ludzkie neutrofile (spoczynkowe i stymulowane estrami forbolu 
-  PM A) anionorodnika ponadtlenkowego -  O2- [29, 73]. Obserwowany efekt był 
osobniczo zmienny, lecz we wszystkich badanych przypadkach obserwowano in
dukujący wpływ peptydów w stężeniu 10  ̂ M. Haberstok i współpr. wykazali 
wzrost uwalniania O--  przez neutrofile stymulowane fMLP w obecności met-en- 
kefaliny [29, 30]. Efektowi temu towarzyszył wzrost poziomu DAG w błonie ko
mórkowej neutrofilów, obserwowano przemieszczanie się kinazy białkowej C z 
cytozolu do powierzchni komórek i wypływ jonów wapniowych z magazynów 
wewnątrzkomórkowych na zewnątrz komórek. Efekt działania pentapeptydu był 
znoszony pod wpływem inhibitora kinazy białkowej C - H7 [29, 30]. Także inni 
autorzy potwierdzają indukujący wpływ peptydów opioidowych na wybuch tlenowy 
granulocytów. Wykazano, że działanie to zależne było od receptorów opioidowych. 
Nie stwierdzano natomiast efektu stymulacji po zastosowaniu peptydów ze zmo
dyfikowanym końcem aminowym [72, 73]. ß-endorfina wykazywała zdolność do 
zwiększania chemotaksji komórek granulocytarnych [20, 110]. Po preaktywacji ko
mórek endotelialnych tym peptydem obserwowano zależny od receptorów opioi
dowych wzrost migracji ludzkich neutrofilów [109]. Ostatnie badania dowiodły, 
że w warunkach in vitro met-enkefalina może działać jako typowy preaktywator 
wzmagając uwalnianie anionorodnika ponadtlenkowego O--  przez ludzkie neutrofile 
stymulowane takimi czynnikami, jak: fMLP, IFN-y [29, 73].

W pracach Fischera i współpr. ß-endorfina zwiększała in vitro adherencję 
neutrofili do ludzkich komórek śródbłonkowych z żyły pępowinowej (HUVEC od 
ang. human umbilical vein endothelial cells) [20]. Badano także zachowanie się 
granulocytów po ekspozycji na opioidy in vivo. Wykazano zahamowanie chemotaksji 
spontanicznej i stymulowanej fMLP granulocytów u osób używających heroinę 
lub będących w trakcie terapii metadonowej [62]. W badanych grupach obserwowano 
wzrost liczby receptorów opioidowych na neutrofilach. Zdaniem tych autorów re
ceptory opioidowe odgrywają decydującą rolę w odpowiedzi chemotaktycznej ko
mórek na peptydy opioidowe i alkaloidy opium.

http://rcin.org.pl



EN D O G E N N E  PEPTYDY OPIOIDOW E: N O W E  CY TO K IN Y ? 533

B IO D E G R A D A C JA  P E P T Y D Ó W  W  K R Ą Ż E N IU  
O B W O D O W Y M  -  R O LA  PE P T Y D A Z

Peptydy opioidowe charakteryzują się krótkotrwałą akty wnością biologiczną. Obe
cne w krążeniu peptydy ulegają szybko hydrolizie enzymatycznej. Okres półtrwania 
enkefalin wynosi 5-15 min, natomiast [3-endorfiny 40 min [46, 75]. W osoczu 
krwi i na powierzchni komórek układu odpornościowego obecne są specyficzne 
peptydazy, które mają aktywność lityczną w stosunku do opioidów [38, 46]. Enzymy 
te pod wpływem niektórych czynników mogą być uwalniane do krążenia przez 
komórki układu odpornościowego [38]. Aktywowane na przykład przeciwciałem 
anty-CD3 limfocyty CD4(+) i CD8(+) uwalniają metalopeptydazy tiolowe meta
bolizujące [3-endorfinę [7]. W badaniach Bongiomo i wpółpr. wykazano wzrost 
uwalniania peptydaz w stymulowanych komórkach jednojądrzastych, któremu to
warzyszyło zwiększenie rozkładu hydrolitycznego leu-enkefaliny [7].

Szczególną uwagę badacze poświęcają obecnie tym peptydazom, które obecne 
są na powierzchni komórek układu odpornościowego. Ze względu na łatwy dostęp 
i potencjalne możliwości ich blokowania np. przez zastosowanie przeciwciał mo- 
noklonalnych istnieje możliwość regulowania funkcji tych molekuł. Enzymy te są 
egzopeptydazami. Występują na komórkach jako integralne białka błonowe [38]. 
Większość z nich w centrum aktywnym zawiera atom cynku; jedynie peptydaza 
dwupeptydowa IV jest peptydazą serynową [38]. Obecność tych enzymów wykazano 
na komórkach ośrodkowego układu nerwowego, na kosmkach jelitowych, nabłonku 
migawkowym nerki, na komórkach łożyska [38, 102].

W największej ilości występuje obojętna endopeptydaza NEP 24.22 (EC 
3.4.24.11). Jest to kluczowy enzym, który inicjuje hydrolizę peptydów opioidowych, 
tachykinin i peptydu natriuretycznego. Wraz z kilkoma innymi aminopeptydazami 
uczestniczy w degradacji peptydów opioidowych uwalnianych w synapsach [ 102]. 
Ze względu na aktywność hydrolityczną nazywany jest także enkefalinazą. Enzym 
ten obecny jest na makrofagach pęcherzyków płucnych, monocytach, limfocytach 
T, limfocytach B [102]. Metodami genetyki molekularnej ustalono, że sekwencja 
aminokwasowa enkefalinazy (EC 3.4.24.1 1.) jest identyczna z sekwencją antygenu 
CALLA (od ang. common acute lymphoblastic leukaemia antigen) opisywanym 
jako CD10 [54].

Inny enzym aminopeptydaza N (EC 3.4.11.2) wykazuje natomiast analogię do 
glikoproteiny gp 150 opisywanej jako antygen CD 13 [55]. Antygen ten obecny 
jest na komórkach śródbłonka, nabłonkowych jelita i nerek, na błonach synap
tycznych, różnicujących się komórkach hematopoetycznych linii mielo- i limfoi- 
dalnych, granulocytach, monocytach oraz limfocytach T [38].

Peptydazy mogą regulować również aktywność niektórych cytokin. W badaniach 
z użyciem ludzkich komórek grasiczych stwierdzano, że w warunkach in vitro
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Rys. 3. Miejsca hydrolizy łańcucha aminokwasowego enkefalin i fragmentu aktywnego peptydów 
opioidowych przez peptydazy (wg [96] zmodyfikowany)

endopeptydaza EC 3.4.24.11 inaktywuje IL-lß  i czynnik grasiczy THF (od ang. 
thymic humoral factor) [41]. Istotna wydaje się także rola peptydaz w kontroli 
procesu zapalnego. Obojętna endopeptydaza NEP 24.11 (EC 3.4.24.11) ma zdolność 
hydrolizowania fMLP [6, 53]. Enzym ten wykazuje działanie immunosupresyjne 
poprzez zdolność konwersji hormonu adrenokortykotropowego ACTH do a-M SH  
-  hormonu stymulującego melanocyty, który ma działanie immunosupresyjne [94]. 
Ma to znaczenie w zespole AIDS, gdzie wirus HIV może indukować syntezę ACTH, 
a powstały po jego konwersji pod wpływem endopeptydaz a-M SH hamuje odpowiedź 
immunologiczną ustroju [94].

Bodźce stresowe, a także niektóre choroby mogą zmieniać aktywność układu 
enzymatycznego hydrolizującego peptydy opioidowe. Wykazano wzrost stężeń ami- 
nopeptydazy w osoczu krwi obwodowej u osób cierpiących na migrenę i chorobę 
Alzheimera [48, 92]. Zwiększoną biodegradację ß-endorfiny czy też leu-enkefaliny 
obserwowano u ludzi podczas przewlekłego stresu [75, 97].

Aktywność peptydaz obecnych w osoczu kontrolowana jest przez naturalne in
hibitory tych enzymów [6]. Czynione są próby wyizolowania takich substancji. 
Opublikowano pierwsze korzystne wyniki badań nad zastosowaniem syntetycznie 
uzyskanych inhibitorów peptydaz w leczeniu zmian miażdżycowych [49].
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M O Ż L IW E  M E C H A N IZ M Y  D Z IA Ł A N IA  P E P T Y D Ó W  
O P IO ID O W Y C H  NA  K O M Ó R K I U K Ł A D U  

O D P O R N O ŚC IO W E G O

Wielu autorów wskazuje na dualistyczny (zarówno immunostymulujący, jak i 
immunosupresyjny) efekt działania peptydów opioidowych. Jakie są przyczyny tak 
niejednakowego oddziaływania peptydów opioidowych na funkcje komórek układu 
odpornościowego? Należy sądzić, że działanie opiodów zależy od:

-  dawki stosowanych in vitro peptydów opioidowych,
-  interakcji z receptorami opioidowymi i niewrażliwymi na nalokson receptorami, 

opisywanymi jako nieopioidowe.
Dla wyjaśnienia mechanizmu działania peptydów opioidowych na komórki układu 

odpornościowego interesujące wydają się spostrzeżenia van den Bergha. Autor wy
kazał indukujący wpływ końców karboksylowych (3-endorfiny ((3-endorfina6_3 | i 
(3-endorfina]8_3 j) na proliferację limfocytów wzmacnianą mitogenem [107]. W in
nych badaniach stwierdzano, że nieopioidowe receptory specyficzne dla (3 -endorfiny 
wrażliwe są właśnie na karboksylowe fragmenty łańcucha peptydowego [106]. Zda
niem tych autorów możliwa jest dwukierunkowa regulacja aktywności limfocytów 
przez (3-endorfinę. Łączenie peptydu końcem karboksylowym z receptorem nie
wrażliwym na nalokson doprowadza do wzrostu proliferacji limfocytów. Efekt ten 
ulega natomiast odwróceniu po interakcji końca aminowego ligandu z receptorem 
opioidowym. Powinowactwo obu typów receptorów przypuszczalnie zmienia się 
w zależności od stężeń stosowanych peptydów i od stanu czynnościowego komórek.

Działanie peptydów opioidowych podlega kontroli układu podwzgórzowo-przy- 
sadkowo-tarczycowego. Zdaniem wielu autorów układ ten wydaje się odgrywać 
kluczową rolę w fizjologicznej integracji osi neuro-immuno-endokrynnej [74]. Dzia
łanie peptydów podlega regulacji przez układ hydrolizujących je enzymów, w tym 
w szczególności naturalnych endopeptydaz specyficznych dla niektórych opioidów. 
Istotnym elementem interakcji pomiędzy układem neuroendokrynnym i odporno
ściowym jest także zdolność syntezy cle novo peptydów opioidowych przez komórki 
układu odpornościowego.

Przedstawione powyżej wyniki badań można przyjąć jako dowód na istnienie 
powiązań czynnościowych pomiędzy układem odpornościowym i neuroendokryn
nym. Peptydy opioidowe prawdopodobnie odgrywają rolę komunikującą pomiędzy 
tymi układami. W tym miejscu warto nadmienić, że pojawiły się ostatnio sugestie, 
aby jeden z tych peptydów: met-enkefalinę sklasyfikować jako cytokinę [77]. Do
strzega się obecnie więc coraz większą rolę peptydów opioidowych w regulacji 
prawidłowego funkcjonowania układu odpornościowego. Wyniki dotychczasowych 
badań pozwalają przypuszczać także istnienie możliwości wykorzystania peptydów
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Ośrodkowy układ nerwowy 
podwzgórze 
przysadka

y
ACTH

HOOC

r. niewrażliwy 
na nalokson

(3-endorfina Nbi

r. opioidowy

komórka układu odpornościowego: 
granulocyt, limfocyt, makrofag

Rys. 4. Przypuszczalny mechanizm działania (3-endorfiny na komórki układu odpornościowego (wg [ 103,
104, 105] zmodyfikowany)

opioidowych w terapeutycznej immunomodulacji. Wymaga to jednak dalszych in
tensywnych badań na tym polu.
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BIOCHEM ICZNE M ECHANIZM Y REGULACJI 
RUCHU PLEM NIKÓW  SSAKÓW*
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Streszczenie: W pracy dokonano przeglądu najnowszych danych dotyczących czynników wpływających 
na ruchliwość plemników ssaków. W kolejnych podrozdziałach omówiono budowę anatomiczną aparatu 
koordynacji ruchu plemników (axonema), biochemiczny mechanizm regulacji ruchliwości męskich 
komórek płciowych oraz wskazano na główne systemy enzymatyczne zaangażowane w kontroli czyn
ności axoncmy, z uwzględnieniem wpływu różnych czynników chemicznych na aktywność omawianych 
enzymów. Podkreślono rolę plazmy nasienia jako źródła substancji aktywujących i hamujących aparat 
ruchu plemników, w tym peptydów i białek. Przedstawiono również metody oceny ruchu plemników 
stosowane w diagnozowaniu płodności męskiej.

Słowa kluczowe: plemnik, plazma nasienia, dodatkowe gruczoły płciowe, axonema, cyklaza adenylano- 
wa, cAMP

Summary: The review of this study is based on new information concerning the factors that affect motility 
of mammalian spermatozoa. The following subsections arc based on description of the anatomical 
structure of coordination system of sperm motility (axoneme), regulation of biochemical mechanisms of 
motility of male sex cells, and the main enzymatic systems which take part in the control of axoneme 
activity, with regard to the influence of different chemical factors on the activity of the discussed systems. 
The role of seminal plasma as a source of substances, such as peptides and proteins, which activate and 
inhibit the mechanism of sperm motility is defined in this study. The methods of analysing sperm motility 
used in diagnosis male fertility are also presented in this study.

Key werds: spermatozoa, seminal plasma, accessory sex glands, axoneme, adenylate cyclase, cAMP

*Praca finansowana w ramach projektu KBN nr 5 P06D 04908
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W P R O W A D Z E N IE

Plemniki zwierząt wyróżniają się specyficznymi mechanizmami regulacyjnymi 
w zakresie ich głównych funkcji fizjologicznych, tj. zdolności do ruchu i zapłodnienia 
komórki jajowej. Każda z wymienionych funkcji związana jest z określonymi stru
kturami morfologicznymi plemnika zabezpieczonymi systemami błon biologicznych 
i związanymi z nimi układami enzymatycznymi.

Ruch plemników możliwy jest dzięki wstawce i witce. Struktury te zawierają 
aparat koordynacji ruchu komórek (axonema) oraz enzymatyczny system syntezy 
związków energetycznych.

Głównym źródłem substancji regulujących ruchliwość męskich komórek płcio
wych jest plazma nasienia. Należą do nich przede wszystkim nisko- i wysokoczą- 
steczkowe związki azotowe, działające w większości za pośrednictwem wtórnego 
przekaźnika -  adenozyno-3’,5’-monofosforanu (cAMP).

B U D O W A  A P A R A T U  R U C H U  P L E M N IK Ó W

Axonema zbudowanajest z dwóch włókien (mikrotubul) usytuowanych centralnie, 
wokół których skupionych jest 9 par mikrotubul obwodowych (9 + 2). Każda z 
mikrotubul obwodowych zbudowanajest z cylindrycznej mikrotubuli A, zawierającej 
13 profilamentów, oraz przylegającego do niej niepełnego cylindra mikrotubuli 
B zawierającego 11 profilamentów [23, 70]. Opisany układ włókien, otoczony do
datkowo spiralą mitochondrialną i połączony specjalnymi wypustkami międzywłó- 
kienkowymi oraz ramionami mikrotubul, tworzy jedną funkcjonalną jednostkę 
podlegającą mechanizmom regulacyjnym, warunkującym ruch plemników (rys. 1 ).

Axonema jest kompozycją dwóch podstawowych białek. Jednym z nich jest 
tubulina występująca w formie dimeru (Mr 110 kDa) zbudowanego z dwóch pod
jednostek a  i [3, z których każda związana jest z jedną cząsteczką GDP lub GTP. 
Omawiane białko wchodzi w skład ścian mikrotubul. Drugim głównym białkiem 
axonemy jest dyneina, wykazująca aktywność ATP-azową, zależną od jonów mag
nezowych. Wchodzi ona w skład ramion mikrotubul. Dyneina, podobnie jak miozyna 
włókna mięśniowego, jest białkiem wysokocząsteczkowym (Mr 500 kDa), jednakże 
białka te różnią się składem aminokwasowym [55]. Zasadniczą funkcją ATP-azy 
dyneinowej jest udział w procesie skurczu włókien axonemy, co z kolei związane 
jest z ruchem plemnika. Ruch witki plemnika polega na tworzeniu przegięć w 
różnych częściach wymienionej struktury. Zanik przegięć witki występuje w wyniku 
aktywnego ślizgania się peryferyjnych par mikrotubul, jedna o drugą. Dochodzi 
wówczas, podobnie jak we włóknie mięśniowym, do zamykania i rozwierania się 
mostków dyneinowych. Do zamykania mostków niezbędna jest obecność jonów 
M g2+, natomiast wiązanie i hydroliza ATP warunkują ich rozerwanie i kierunkowe 
ślizganie się mikrotubul.
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Rys. 1. Struktura axonemy

Obok wymienionych podstawowych białek, w axonemie występuje jeszcze około 
200 innych, z czego tylko 30% związanych jest bezpośrednio z omawianą strukturą. 
Rola pozostałych komponentów białkowych nie została dotąd poznana [23].

U D Z IA Ł  cA M P  W  R E G U L A C JI R U C H L IW O ŚC I  
PL E M N IK Ó W

Szczególną rolę w regulacji metabolizmu i ruchliwości plemników pełni cAMP, 
głównie przez udział w procesach fosforylacji białek kontrolujących skurcz witki 
[24, 63].

Na rysunku 2 przedstawiono rolę cAMP w regulacji omawianych procesów. 
Poziom cAMP zależy głównie od aktywności cyklazy adenylanowej (EC 4.6.1.1), 
enzymu plazmolemy plemnika [3, 47] oraz od dostępności ATP, substratu oma
wianego enzymu [37]. Usytuowanie mitochondriów w bliskości axonemy sprzyja 
procesom syntezy, magazynowania i przekazywania energii dla aparatu ruchu ple
mników. Ładunek energetyczny plemnika zależy od równowagi między ciągami 
reakcji wykorzystującymi ATP i szlakami metabolicznymi wytwarzającymi ten zwią
zek. Szczególną rolę pełni tu proces utleniania aktywnego octanu [55]. Tym niemniej 
należy nadmienić, że zasadniczą reakcją metaboliczną plemników ssaków jest zu-
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Rys. 2. Udział cAMP w regulacji metabolizmu i ruchliwości plemników

żywanie cukrów prostych do syntezy związków makroergicznych. Wszystkie he- 
ksozy, w tym również fruktoza, metabolizowane są do kwasu pirogronowego lub 
mlekowego drogą glikolizy fosforylującej.

Budowa i mechanizm aktywacji cyklazy adenylanowej w komórkach somaty
cznych poznano stosunkowo dobrze. Kluczową rolę w aktywacji omawianego en
zymu pełnią białka błonowe wiążące nukleotydy guanylanowe (tzw. białka G). 
Białko Gs uczestniczy w aktywacji, zaś Gi w hamowaniu aktywności cyklazy ade
nylanowej, głównie przez oddziaływanie z podjednostką katalityczną enzymu. Oma
wiane białka to heterotrimery zbudowane z podjednostki a -  wiążącej GDP lub 
GTP oraz podjednostek (3 i y [44]. Wymienione substancje są uniwersalnym łą
cznikiem pomiędzy receptorami błonowymi a wewnątrzkomórkowymi białkami efe- 
ktorowymi. Należy dodać, że efektorami dla białek G mogą być, oprócz cyklazy
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adenylanowej, również inne enzymy, takie jak: cyklaza guanylanowa, fosfolipaza 
C oraz fosfolipaza A9.

W dostępnym piśmiennictwie znaleziono niewiele danych dotyczących obecności 
białek G w plazmolemie. W plemnikach myszy zlokalizowano białko Gi, które 
wydaje się uczestniczyć w regulacji aktywności cyklazy adenylanowej [2 1 , 84]. 
Brak danych dotyczących obecności białka Gs w plemnikach wskazywać może 
na inny mechanizm regulacji aktywności omawianego enzymu w gametach męskich, 
w porównaniu do komórek somatycznych.

Sposób aktywacji cyklazy adenylanowej w plemnikach ssaków jest specyficzny 
gatunkowo. Yoshi i in. [86] stwierdzili, że w plemnikach knura i człowieka jony 
węglanowe stymulują syntezę cAMP przez aktywację cyklazy adenylanowej. Z 
kolei Morisawa [57] szczególną rolę w regulacji aktywności tego enzymu przypisuje 
proteinazom. Według autora trypsyno-podobna proteinaza, związana z plazmolemą 
plemników z najądrzy knura, hamuje aktywność cyklazy i tym samym obniża poziom 
cAMP w plemnikach. Głównym miejscem sekrecji inhibitorów proteinaz u knura 
są gruczoły pęcherzkowe [79], stąd substancje te obecne w plazmie nasienia po 
ejakulacji mogą hamować aktywność proteinaz. Zjawisko powyższe powoduje wzrost 
poziomu jonów H C 0 3- ,  głównych aktywatorów plemnikowej cyklazy adenylanowej. 
Towarzyszący temu procesowi wzrost poziomu cAMP w plemnikach uruchamia 
kaskadę reakcji biochemicznych inicjujących ruch plemników (rys. 3).

Odmienny wydaje się być mechanizm aktywacji cyklazy adenylanowej w ple
mnikach buhaja. Ostatnio, z nasienia tego gatunku, wyodrębniono i scharakteryzo
wano trypsyno-podobną proteinazę, nazwaną przez autorów "ninhibiną" (Mr 40 
kDa), która aktywuje cyklazę adenylanową przez blokowanie białka błonowego 
Gi [3].

Według Vijayaraghavan i Hoskins [82] jednym z regulatorów aktywności cyklazy 
adenylanowej z plemników jest adenozyna i jej analogi. Wymienione substancje 
dodane do nasienia buhaja, zwiększały poziom cAMP oraz powodowały wzrost 
ruchliwości plemników pochodzących z ogona najądrzy. Morisawa [52] stwierdził, 
że cyklaza adenylanowa plemników knura pobudzana jest przez niskocząsteczkowy, 
termostabilny czynnik pochodzący z plazmy nasienia, oddziałujący bezpośrednio 
z podjednostką katalityczną enzymu. Należy dodać, że jony Mn"+, Mg-+, a szcze
gólnie C a“+ mogą stymulować plemnikową cyklazę różnych gatunków zwierząt 
[22].

Spośród innych regulatorów aktywności omawianego enzymu w plemnikach wy
mienić należy kalmodulinę -  białko wiążące jony wapniowe [48]. Toscano i Gross
[80] wykazali stymulujący wpływ kalmoduliny na aktywność cyklazy adenylanowej 
plemników konia. Zastosowane w badaniach stężenia jonów Ca-̂  przekraczały 
jednak znacznie wartości fizjologiczne.

Poziom cAMP w plemnikach uzależniony jest nie tylko od aktywności cyklazy 
adenylanowej, ale również od aktywności fosfodiesterazy cAMP (EC 3.1.4.17.),
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związanej przede wszystkim z plazmolemą i frakcją cytozolową plemnika [23]. 
Omawiany enzym dodany do mieszaniny zawierającej plemniki knura lub chomika 
pozbawione plazmolemy wyraźnie hamował ich ruch poprzez obniżenie poziomu 
cAMP [30].

Nie w pełni wyjaśniony jest udział jonów Ca“+ i kalmoduliny w regulacji aktyw
ności plemnikowej fosfodiesterazy cAMP. Z jednej strony jony Ca-+ są potencjalnym

Rys. 3. Mechanizm inicjacji ruchliwos'ci plemników ssaków
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aktywatorem cyklazy adenylanowej, z drugiej natomiast mogą stymulować aktyw
ność fosfodiesterazy [48]. Według Lindeman i Goltz [50] działanie jonów wa
pniowych na kluczowe enzymy regulujące poziom cAMP, a w konsekwencji 
ruchliwość plemników, uzależnione jest od zewnątrz-, jak i wewnątrzkomórkowego 
pH. W niskim pH, w najądrzach, dominować może aktywacja fosfodiesterazy, na
tomiast w czasie kapacytacji, w układzie rozrodczym samicy, gdzie pH jest znacznie 
wyższe, dochodzi do stymulacji cyklazy adenylanowej wskutek wzrostu stężenia 
jonów Ca_+, a w konsekwencji do "hyperaktywacji" plemników [83]. Badania 
Chaundry i Casillasa [11] potwierdziły hipotezę o stymulującym wpływie kalmo- 
duliny na aktywność fosfodiesterazy cAMP. Po dodaniu Ca“+ i kalmoduliny do 
mieszaniny inkubacyjnej, zawierającej pozbawione plazmolemy plemniki buhaja, 
obserwowano wyraźny wzrost aktywności omawianego enzymu oraz drastyczne 
obniżenie poziomu cAMP. Z kolei Bhatnagar i Anad [8] stwierdzili w witce ple
mników bawołu obecność dwóch typów fosfodiesterazy o podobnym powinowactwie 
do cAMP i cGMP. Należy nadmienić, że cGMP w przypadku plemników niektórych 
gatunków zwierząt pełni podobną funkcję regulacyjną w stosunku do axonemy 
jak cAMP.

W piśmiennictwie światowym istnieje wiele doniesień odnośnie wpływu me- 
tyloksantyn -  naturalnych inhibitorów fosfodiesterazy cAMP na ruchliwość ple
m ników . Dodatek kofeiny (1 ,3 ,7 - tr im ety loksantyna),  głów nego inhibitora 
fosfodiesterazy cAMP i antagonisty receptorów adenozyny, do mieszanin inku- 
bacyjnych zawierających plemniki różnych gatunków zwierząt powodował wzrost 
tempa fruktolizy, oddychania oraz ruchliwości tych komórek [76]. Podobny efekt 
obserwowano w przypadku działania teofiliny (1,3-dimetyloksantyna) na plemniki 
człowieka [13]. Substancja ta znalazła również zastosowanie w ocenie zdolności 
zapładniającej plemników człowieka [51]. Dodatek bowiem teofiliny do plemników 
z zaburzeniami ruchliwości, wyraźnie poprawiał ich zdolność zapładniającą. Gould 
i in. [27] stwierdzili, że substancja ta w stężeniu 50 mM wyraźnie przyspieszała 
inicjację ruchu plemników szympansa pochodzących z ogona najądrzy. Zjawisku 
temu towarzyszył wzrost poziomu cAMP.

W ostatnich latach szczególną uwagę zwrócono na rolę pentoksyfiliny (3,7-di- 
m etylo-1-5-oksoheksyloksantyna) w stymulacji ruchliwości plemników człowieka. 
Shen i in. [67] wykazali, że 3-miesięczna terapia pacjentów z zastosowaniem tego 
związku wyraźnie zwiększała ruchliwość plemników. Tarlatzis i in. [74] orazTesarik 
i in. [77] obserwowali dodatni wpływ pentoksyfiliny na niektóre parametry ruchu 
plemników u mężczyzn z zaburzeniami płodności. Inni autorzy stwierdzili, że dodatek 
omawianej substancji w stężeniu 3,6 mM wydatnie poprawiał progresywny ruch 
plemników człowieka [81]. Należy dodać, że dodatek metyloksantyn (szczególnie 
pentoksyliliny) do plemników wpływa dodatnio na przebieg reakcji akrosomowej 
[76]. Z drugiej jednak strony pentoksyfilina może pobudzać peroksydację lipidów 
błonowych plemników człowieka, a wytworzone w tym procesie duże ilości dial-
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dehydu malonowego mogą wpływać niekorzystnie na męskie komórki płciowe
[26].

Podstawą ruchu plemników ssaków są procesy fosforylacji i defosforylacji białek 
axonemy, w których uczestniczą plemnikowe fosfotransferazy oraz fosfohydrolazy 
fosfoproteinowe [18, 45, 72].

Fosfotransferazy, reprezentowane są w plemnikach, między innymi, przez kinazy 
białkowe zależne od cAMP (kinazy A) (EC 2.7.1.37.). Enzymy te zbudowane są 
z dwóch podjednostek, wykazują właściwości katalityczne w obecności wysokich 
stężeń cAMP. Nukleotyd ten łączy się z podjednostką regulacyjną kinazy, co 
powoduje oddysocjowanie podjednostki katalitycznej, odpowiedzialnej za fosfo- 
rylację białek axonemy [46, 54, 57, 59]. Należy nadmienić, że aktywność kinaz 
białkowych uwarunkowana jest, między innymi, odpowiednim poziomem ATP w 
plemnikach.

Druga, alternatywna droga regulacji aparatu ruchu plemników dokonuje się przy 
udziale kinazy C, zlokalizowanej przede wszystkim w plazmolemie. Bezpośrednim 
aktywatorem enzymu jest 1,2- diacyloglicerol (DAG), produkt rozpadu 1,4-difo- 
sforanu fosfatydyloinozytolu [78]. Aktywność kinazy C uzależniona jest również 
od odpowiedniego poziomu jonów Ca“+. Ostatnio omawiany enzym zlokalizowano 
w części wstawkowej ejakulowanych plemników człowieka [61] oraz najądrzowych 
plemników buhaja [10]. Rotem i in. [61, 62] wykazali, stymulujący wpływ akty
watorów kinazy C na ruchliwość plemników człowieka.

Mechanizm aktywacji ruchu plemników z udziałem kinazy C nie jest w pełni 
poznany. Tym niemniej wydaje się, że pod wpływem omawianego enzymu dochodzi 
do fosforylacji określonych białek odpowiedzialnych za ruch tych komórek. Opisany 
mechanizm może być alternatywną drogą regulacji ruchu plemników, niezależną 
od cAMP.

Kinazę C zlokalizowano również w plemnikach drobiu, nie stwierdzono jednak 
istotnego wpływu tego enzymu na ruchliwość męskich komórek płciowych [7].

W warunkach in vivo aktywacja plemników może być hamowana przez inhibitory 
kinaz, w tym fosfohydrolazę fosfoproteinową (EC 3.1.3.16.). Tash i Bracho [75] 
stwierdzili, że zwiększonej aktywności fosfatazy towarzyszył wzrost poziomu Ca-+ 
w plemnikach człowieka i psa, korespondujący ze spadkiem ruchliwości tych ko
mórek.

Istotną rolę w kontroli systemów enzymatycznych axonemy plemnika pełnią 
składniki środowiska zwnątrzkomórkowego. Zwłaszcza sprawność plazmolemy w 
transporcie jonowym warunkuje odpowiednią stabilność wewnątrzkomórkowego 
pH. Specyficzny wpływ na ruchliwość plemników wywierają przede wszystkim 
jony Ca“+. Jak już wcześniej wspomniano, omawiane jony realizują swą funkcję 
przez regulację aktywności cyklazy adenylanowej i fosfodiesterazy cAMP. Badania 
Fenga i in. [20] wykazały, że ruchliwość plemników chomika, zawieszonych w 
mieszaninie inkubacyjnej pozbawionej jonów Ca"+ była hamowana, natomiast do
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datek jonów Ca_+ powodował aktywację ruchu omawianych komórek. Odwrotny 
efekt obserwowano w przypadku plemników pozbawionych błony plazmatycznej. 
Wskazywać to może, że inicjacja ruchliwości plemników chomika następuje poprzez 
bezpośrednią aktywację cyklazy adenylanowej, a nie przez wzrost wewnątrzkomór
kowego stężenia jonów wapniowych.

Jony Ca"+ pełnią wyjątkową rolę podczas procesu kapacytacji plemników w 
żeńskim układzie rozrodczym. Po kapacytacji zmienia się rodzaj i charakter ruchu 
plemników z progresywnego i liniowego na bardzo energiczny, "przypadkowy", 
nieprogresywny i nieliniowy. Zjawisko powyższe określa się jako "hyperaktywacja" 
plemników. Luconi i in. [52] wykazali, że "hyperaktywacji" plemników towarzyszyło 
nasilenie transportu jonów Ca-+ do wewnątrz plemnika. Sprawność omawianego 
transportu, uzależniona między innymi od wartości pH środowiska, mogła być ha
mowana przez zmiany zewnątrzkomórkowego poziomu jonów H C 0 3-.

Jony Ca“+ odgrywają istotną rolę w obniżaniu intensywności oddychania ko
mórkowego pod wpływem glukozy (tzw. efekt Crabtree). Cechą charakterystyczną 
komórek wykazujących efekt Crabtree (w tym również plemników) jest wysoka 
zdolność do beztlenowej glikolizy oraz zmniejszania szybkości syntezy ATP w 
mitochondriach. Zjawisko powyższe wywołane jest następującym ciągiem zdarzeń: 
glukoza powoduje wzrost stężenia Ca_+ w cytoplazmie, co sprzyja akumulacji tych 
jonów w mitochondriach powodując jednocześnie hamowanie aktywności kompleksu 
syntazy ATP i obniżenie mitochondrialnych procesów oddechowych.

PLAZMA NASIENIA JAKO ŹRÓDŁO SUBSTANCJI 
REGULUJĄCYCH APARAT RUCHU 

PLEMNIKÓW

Plazma nasienia ssaków jest mieszaniną wydzielin jąder, przewodów wypro
wadzających i dodatkowych gruczołów płciowych. Z płynem tym związane są róż
norodne filzjologiczne i biochemiczne funkcje nasienia. Wśród wielu komponentów 
plazmy nasienia substancje peptydowe i białkowe pełnią szczególną rolę w regulacji 
procesu zapłodnienia jaja i płodności samca [68].

Peptydy i białka plazmy nasienia uczestniczą również w mechanizmach regulacji 
aparatu ruchu plemników. Acott i Hoskins [1] oraz Acott i in. [2] po raz pierwszy 
zidentyfikowali i opisali glikoproteinę wydzielaną przez ogon najądrzy buhaja. Białko 
to nazwane "białko mchu postępowego" (forward motility protein) inicjuje ru
chliwość plemników najądrzowych przez udział w mechanizmie transportu jonów 
Ca"+ przez plazmolemę oraz stymulację syntezy cAMP w plemnikach. Johnson 
in. [38] wyizolowali z plazmy nasienia mężczyzn dwie frakcje glikoproteinowe, 
pobudzające ruchliwość plemników. Według Juang i in. [40] czynnikiem pobu
dzającym ruchliwość plemników może być relaksyna. Ten peptydowy hormon (Mr
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6 kDa), obecny zarówno w męskim i żeńskim układzie rozrodczym, dodany do 
nasienia świeżego i poddanego kriokonserwacji wyraźnie stymulował ruchliwość 
plemników. Poziom relaksyny w plazmie nasienia korelował dodatnio z ruchliwością 
plemników. Z kolei stymulujący wpływ omawianego peptydu na ruchliwość męskich 
komórek płciowych mógł być hamowany przez dodatek surowicy odpornościowej 
anty-relaksyna do mieszanin inkubacyjnych. Interesujące jest, że wcześniejsza pre- 
inkubacja anty-surowicy z EDTA lub kofeiną neutralizowała jej niekorzystny wpływ 
na ruchliwość plemników [39]. Mechanizm działania relaksyny na aparat ruchu 
plemników nie jest w pełni poznany. Tym niemniej, przypuszcza się że hormon 
ten może wpływać na podniesienie poziomu cAMP oraz zmiany stężenia jonów 
Ca"+ w plemnikach.

Istotną rolę w regulacji aparatu ruchu plemników pełni również system kalli- 
kreina-kinina, obecny w plazmie nasienia wielu gatunków zwierząt [66]. Najważ
niejszym komponentem omawianego systemu jest bradykinina- hormon peptydowy, 
powstający z plazmowego kininogenu pod wpływem syntetyzowanego w prostacie 
enzymu proteolitycznego kallikreiny. Sato i Schill [64] stwierdzili stymylujący wpływ 
kallikreiny i bradykininy na aktywność aparatu mchu plemników człowieka. Z 
kolei Muller i in. [58] wykazali stymulujący wpływ bradykininy na ruchliwość 
plemników tryka. Autorzy obserwowali dodatni wpływ omawianego hormonu za
równo na ruchliwość plemników świeżych, jak i poddanych kriokonserwacji, co 
sugerować może receptorowy mechanizm działania bradykininy.

Czynniki stymulujące ruchliwość plemników mogą pochodzić również spoza 
męskiego układu rozrodczego. Ostatnio Lee i in. [49] wyizolowali i oczyścili sty
mulator ruchu plemników z płynu pęcherzykowego lochy. Wyodrębniona substancja 
(glikoproteina o Mr 52 kDa) pobudzała ruchliwość plemników knura w zależności 
od jej stężenia w mieszaninie inkubacyjnej.

Obok czynników stymulujących ruchliwość męskich komórek płciowych, w pla
zmie nasienia zidentyfikowano wiele substancji inhibitorowych działających na 
aparat ruchu plemników. Najczęściej są to niskocząsteczkowe białka lub peptydy.

Garcia i Graham [25] stwierdzili, że usunięcie przez dializę niskocząsteczkowych 
białek plazmy nasienia przed zamrożeniem plemników buhaja, istotnie zwiększało 
odsetek komórek ruchliwych po rozmrożeniu.

Ostatnio Al-Somai i in. [5, 6] wykazali, że białkowe komponenty plazmowe 
o masach cząsteczkowych od 2 do 16 kDa, uzyskane po dializie plazmy nasienia 
buhaja, stanowią kompleks inhibitorów ruchliwości plemników. Omawiane formy 
białek niskocząsteczkowych mogą ponownie agregować do wysokocząsteczkowych 
białek plazmy. Wskazywać to może na funkcjonowanie w nasieniu zwierząt spe
cyficznego mechanizmu molekularnych modyfikacji białek plazmowych, opartego 
na zjawiskach agregacji i dezagregacji. W ten sposób peptydy i białka plazmy 
nasienia mogą modulować metabolizm i ruch plemników.
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Badania nad inhibitorami ruchu plemników z plazmy nasienia są wyjątkowo 
zaawansowane. Po raz pierwszy obecność inhibitora w plazmie nasienia buhaja 
tryka i królika stwierdzili de Lamirande i Gagnon [16] oraz de Lamirande i in.
[15]. Działanie omawianego inhibitora ruchu plemników hamowane było przez 
dodatek ATP. Wyniki te sugerowały, że istnieje współzawodnictwo pomiędzy wy
mienionymi substancjami o wspólne miejsca receptorowe na plazmolemie plemni
ków. Głównym źródłem omawianej substancji okazały się gruczoły pęcherzykowe 
i w mniejszym stopniu prostata [17]. Iwamoto i Gagnon [31] scharakteryzowali 
inhibitor ruchliwości plemników człowieka (pozbawionych plazmolemy). Omawiana 
substancja, peptyd o Mr 13-15 kDa, okazała się stabilna w szerokim zakresie pH 
od 5 do 10. Stwierdzono ponadto niespecyficzny gatunkowo mechanizm działania 
inhibitora, który hamował ruchliwość plemników nie tylko człowieka, ale również 
buhaja i szczura. Najwyższą aktywność omawianej substancji stwierdzono w płynie 
gruczołów pęcherzykowych [53]. U człowieka inhibitor syntetyzowany jest w formie 
białka prekursorowego (Mr 52 kDa), które podczas procesu upłynniania ejakulatu 
podlega degradacji do mniejszych polipeptydów przez proteazy pochodzące z pro
staty. Dzięki temu zjawisku plemniki odzyskują zdolność do ruchu [60]. Iwamoto 
i in. [34] wyodrębnili ponadto termostabilny inhibitor ATP- azy dyneinowej (SPMI) 
z plazmy nasienia knura. SPMI okazał się heterogennym białkiem o szerokim op
timum pH, zawierającym się w przedziale 6-11, który hamował ruchliwość ple
mników pozbaw ionych plazmolemy przez oddziaływanie z funkcjonalnym 
ramieniem dyneiny mikrotubul axonemy. Po ustaleniu sekwencji aminokwasowej 
omawianego inhibitora [32], stwierdzono jego homologię z białkiem AQN 3, na
leżącym do grupy tzw. spermadhezyn, wiążących się po ejakulacji na plazmolemie 
plemników knura i zaangażowanych w procesie interakcji plemników z osłoną 
przejrzystą jaja [9]. Najwyższą aktywność SPMI stwierdzono w płynie gruczołów 
pęcherzykowych, niższą w plazmie nasienia i płynie ogona najądrzy [33].

Ostanio Jeng i in. [35] opisali dwa inhibitory (Mr 15kDa) ruchliwości plemników 
z plazmy nasienia knura. Omawiane substancje wywierały ponadto inhibitorowy 
wpływ na aktywność chymotrypsyny. Autorzy wykazali, że ruchliwość plemników 
mogła być przywrócona po inkubacji tych komórek z płynem pęcherzykowym lochy.

Również w naszym laboratorium oczyszczono i częściowo scharakteryzowano 
peptydowy czynnik hamowania ruchu plemników z plazmy nasienia knura (SMIF)
[72]. Peptyd ten (Mr 5,7 kDa) ma zdolność naruszania wewnątrzplemnikowej ho
meostazy, co przejawia się inaktywacją aparatu ruchu plemników różnych gatunków 
zwierząt oraz zdecydowanym obniżeniem poziomu ATP w tych komórkach [43]. 
Wyniki badań z zastosowaniem metyloksantyn wykazały, że SMIF działając przez 
adenozynowe receptory plazmolemy (zwłaszcza receptor A9) stymulował cyklazę 
adenylanową i w konsekwencji powodował wzrost cAMP w komórce [41 ]. Ostatnio 
stwierdzono, że SMIF jest komponentem wielofunkcyjnej cynkoglikoproteiny pla
zmy nasienia knura opisanej przez Hołodego i in. [29] oraz Strzeżka i Hołodego
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Tabela 1. W ybrane czynniki fizjologiczne biorące udział w regulacji aparatu ruchu plem ników

[71]. W innych badaniach [42] wykazano między innymi, że omawiany inhibitor 
powodował zmiany morfologiczne plazmolemy w regionie akrosomowym, hamował 
peroksydację lipidów [12] oraz stabilizował chromatynę plemników knura [42]. 
Oprócz wymienionych właściwości, stwierdzono również antybakteryjną aktywność 
SMIF w stosunku do niektórych szczepów bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych
[72].

Ostatnio Mohan i in. [56] oczyścili z plazmy nasienia koguta wysokocząsteczkowy 
(Mr 78 kDa), białkowy czynnik hamowania ruchliwości plemników (SMIF), który

Czynnik Pochodzenie Sposób działania Piśmiennictwo

cAMP męski i żeński układ roz
rodczy

aktywacja kinazy A, inicjacja San A u g u s tin  i 
ruchliwości plemników Witman, 1994, C o

wart i in., 1994

białko ruchu 
postępowego

ogon najądrzy stymulacja syntezy cAMP, in i -Acolt i H oskins, 
cjacja ruchliwości plemników 1981, Acolt i in.,

1983

glikoproteina 52 kDa płyn pęcherzykowy lochy stymulacja ruchu plemników Lec i in., 1992

kom pleks białek  pla
zmowych (2-16 kDa)

plazma nasienia hamowanie ruchliwości p le -A l-S o m a i i in ., 
mników 1994a, 1994b

białkowy inhibitor ru
chliwości plemników

gruczoły pęcherzykowe, 
prostata

hamowanie ruchliwości ple- De L am iran d e  i 
mników pozbawionych pla- Gagnon, 1983,1984, 
zmolcmy De Lamirande i in.,

1986, 1987

białkowy inhibitor ATP- gruczoły pęcherzykowe, 
azy dyneinowej (SPMI) ogon najądrzy

hamowanie aktywności A T P -Iw am o to  i in ., 
azy dyneinowej, hamowanie 1992, 1993, 1995 
ruchliwości plemników pozba
wionych plazmolemy

peptydow y czynnik 
hamowania ruchliwości 
p lem n ik ó w  k n u ra  
(SMIF)

gruczoły pęcherzykowe spadek poziomu ATP w p le -S trz e ż e k  i in ., 
mnikach, hamowanie ruchli- 1992, K o rd an  i 
wości plemników S trz e ż e k  1992 ,

Kordan i in., 1997

białkowy czynnik hamo
wania ruchliwości ple
mników koguta

plazma nasienia hamowanie ruchliwości ple- Mohan i in., 1995 
mników

seminalplasmin plazma nasienia hamowanie ruchliwości ple- Scheit i in., 1985, 
mników 1986

białkowe inhibitory ru
chliw ości p lem ników  
(SMI 1, SMI 2)

plazma nasienia hamowanie ruchliwości p le-Jeng i in., 1993 
mników
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wykazywał ponadto właściwości antybakteryjne. Autorzy nie obserwowali zmian 
w poziomie ATP w plemnikach pod wpływem SMIF. Sugerować to może inny 
sposób inaktywacji aparatu ruchu plemników przez omawiany inhibitor, w porów
naniu z opisanym przez nas [43].

W plazmie nasienia buhaja stwierdzono obecność peptydu "seminalplasmin" (Mr 
5,4 kDa), który obok właściwości hamowania ruchu plemników i reakcji akro- 
somowej wykazywał właściwości bakteriostatyczne wobec różnych szczepów ba
kterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych [65].

W tabeli 1 zestawiono omawiane wcześniej ważniejsze czynniki uczestniczące 
w regulacji aktywości aparatu ruchu plemników, jednakże dokładne poznanie me
chanizmu działania tych substancji wymaga dalszych badań.

METODY OCENY RUCHU PLEMNIKÓW 
W DIAGNOZOWANIU PŁODNOŚCI

Ocena ruchu plemników przy zastosowaniu konwencjonalnej metody z użyciem 
mikroskopu świetlnego jest mało precyzyjna, a jej wynik w dużej mierze uzależniony 
jest od subiektywnej oceny osoby przeprowadzającej badania. W ostatnich latach 
zastosowano z powodzeniem komputerowe systemy oceny jakości nasienia, w tym 
system CASA (Computer-Assistecl Semen Analysis). Zaletą tego systemu jest mo
żliwość precyzyjnej oceny indywidualnego ruchu plemników, z uwzględnieniem 
prędkości poszczególnych komórek w jednostce czasu. Dodatkowo system CASA 
klasyfikuje rodzaj ruchu plemników na postępowo-liniowy, nieliniowy oraz cyr- 
kulacyjny [14].

Gunzel-Apel i in. [28] wykazali, że odsetek plemników z ruchem postępowym 
i liniowym jest istotnym parametrem w ocenie przydatności omawianych komórek 
do kriokonserwacji. Wskaźniki te korelowały również z ruchliwością plemników 
po rozmrożeniu. Z kolei Yeung i Nieschlag [85] stwierdzili, że precyzyjna ocena 
induwidualnego ruchu plemników pomocnajest w diagnozowaniu płodności męskiej, 
a prawidłowe parametry ruchu korelowały z szybkością transportu plemników w 
żeńskim układzie rozrodczym. Należy zaznaczyć, że system CASA używany jest 
często do oceny zmian w parametrach ruchu, jakie zachodzą podczas hyperaktywacji 
plemników poddanych procesowi kapacytacji [73]. Stachecki i in. [69] stwierdzili 
istotne różnice w parametrach mchu pomiędzy plemnikami z normospermią a wyka
zującymi zmiany morfologiczne w regionie witki. Autorzy wykazali, że ruch po
stępowy uzależniony jest od częstotliwości uderzeń witki, zaś uszkodzenia zarówno 
wstawki, jak i witki powodują obniżenie prędkości ruchu plemników. Generalnie 
najważniejszym parametrem w ocenie przydatności plemników do zapłodnienia 
jest ruch liniowy. Aitken i in. [4] obserwowali obniżenie prędkości ruchu liniowego
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oraz wartości odchylenia główek plemników u mężczyzn niepłodnych. Parametry 
te korelowały ze zdolnością zapładniającą plemników przy użyciu testu penetracji 
jaj chomika [19]. Jeulin i in. [36] wykazali natomiast istotne korelacje pomiędzy 
wartością omawianych wskaźników a powodzeniem zapłodnienia in vitro u czło
wieka.

Znajomość molekularnych mechanizmów kontroli aparatu ruchu plemników oraz 
dobór odpowiedniej metody oceny ruchliwości omawianych komórek wydają się 
być podstawą pełniejszego zrozumienia zjawisk towarzyszących procesowi zapłod
nienia u ssaków.
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APOPTOZA W UKŁADZIE ODPORNOŚCIOW YM  -  
ROLA Fas, bcl-2 I INTERLEUKINY 2

APOPTOSIS IN THE IMMUNE SYSTEM -  
ROLE OF Fas, Bcl-2 AND IL-2

Jacek ROLIŃSKI 

Zakład Immunologii Klinicznej i Klinika Hematologii AM w Lublinie

Streszczenie: Apoptoza odgrywa istotną rolę w rozwoju i w funkcjonowaniu układu odpornościowego. 
Można wyróżnić dwa mechanizmy prowadzące do apoptozy komórek układu odpornościowego: 1) 
dodatnie sygnały indukujące apoptozę poprzez połączenie Uganda (Fas-L) do receptora na powierzchni 
komórki (Fas) 2) negatywna indukcja poprzez utratę sygnałów hamujących apoptozę (utrata hamującego 
działania cytokin). Rodzina białek bcl-2 odgrywa centralną rolę w regulacji apoptozy związanej z 
brakiem sygnałów pochodzących od cytokin. Zwiększona ekspresja niektórych członków rodziny (np. 
bcl-2 i bcl-x ij hamuje apoptozę w przypadku niedoboru cytokin. Nadmierna ekspresja innych członków 
rodziny (np. bax i bad) tłumi sygnały pochodzące od receptorów cytokinowych i indukuje apoptozę. 
Artykuł przedstawia obydwa mechanizmy śmierci zachodzące w aktywowanych komórkach układu 
odpornościowego.

Słowa kluczowe: apoptoza, Fas, Fas-L, bcl-2, IL-2, limfocyty.

Summary: Apoptosis plays an important role in the development and functioning of the immune system. 
There are two pathways that lead to apoptosis: 1) positive induction by ligand (Fas-L) binding to a plasma 
membrane receptor (Fas) 2) negative induction by loss of a suppressor signal (loss of cytokine-dependent 
suppression). The bcl-2 tamily of protein are central components to apoptosis resulting from the absence 
ol incoming signals generated by cytokine binding. Overexpression of some family members (e.g. bcl-2 
and bcl-XL.) suppresses apoptosis when cytokines are withdrawn. Overexpression of others (e.g. bax and 
bad) override the incoming signals from the cytokine-receptor and induce apoptosis. This article describe 
how both death pathways interact in activated immune cells.

Key word: apoptosis, Fas, Fas-L, bcl-2, IL-2, lymphocytes.
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WPROWADZENIE

Przeżycie organizmu zależy nie tylko od namnażania się i różnicowania od
powiedniej liczby komórek, ale także od ich obumierania. W rozwoju organizmu 
umieranie komórek jest równie ważne, jak ich namnażanie. Liczba komórek w 
różnych narządach (wielkość narządów) zależy od równowagi pomiędzy proliferacją 
komórek a ich śmiercią [3]. Nadmierna proliferacja, jak i również zaburzenia umie
rania komórek mogą być przyczyną wielu chorób. Zmniejszone umieranie komórek 
może wiązać się z patogenezą nowotworów, chorób autoimmunologicznych czy 
infekcji wirusowych. Z drugiej strony ich nadmierne umieranie może leżeć u podłoża 
schorzeń neurodegeneracyjnych (choroba Alzheimera, Parkinsona), AIDS, osteo
porozy czy zespołów mielodysplastycznych oraz niedokrwistości aplastycznej [13].

Rozróżnia się obecnie dwa rodzaje śmierci komórki [35,38]:
-  śmierć patologiczna znana jako martwica (nekroza), zwana także przypadkową 

śmiercią komórki (ang. accidental celi death) lub morderstwem komórki — spo
wodowana nieodwracalnym jej uszkodzeniem,

-  śmierć fizjologiczna, programowana (ang. programmed celi death), określana 
również jako apoptoza [19], śmierć samobójcza lub altruistyczna -  jest to taki 
rodzaj śmierci, którą komórka planuje i odpowiednio się do niej przygotowuje.

Nadmierna aktywacja układu odpornościowego może sama prowadzić do wię
kszych patologicznych zniszczeń niż inwazja antygenu/patogenu. Muszą więc istnieć 
skuteczne mechanizmy kontrolujące odpowiedź immunologiczną. Wydaje się, że 
usunięcie aktywowanych limfocytów T drogą apoptozy w procesie określanym jako 
śmierć komórek indukowana aktywacją (ang. AICD - activation-induced-cell death) 
po wykonaniu przez nie swojego zadania leży u podstaw homeostazy układu odpo
rnościowego [4].

O uruchomieniu programu śmierci (apoptozy) decyduje bardzo wiele różnych 
czynników zarówno endo-, jak i egzogennych [18]. Do czynników endogennych 
mogą należeć błędy w samym DNA, do czynników egzogennych hormony i czynniki 
wzrostowe obecne w płynach ustrojowych [41]. Sygnały uruchamiające program 
śmierci pochodzą najczęściej z zewnątrz i docierają do komórki przez odpowiednie 
receptory. W przypadku limfocytów sygnałem uruchamiającym program śmierci 
mogą być:

• przeciwciała przeciwko:

kompleksowi TCR/CD3 (receptor limfocytów T (ang. TCR -  T celi receptor) 
/antygen CD3) [4],

-  CD95 (Fas/APO 1) [42,30],
• receptor TNF (receptor czynnika martwicy nowotworów (ang. TNF -  tumor 

necrosis factor)) [5],
• swoiste antygeny czy też różnego rodzaju migoteny (np. LPS, PHA).
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Szczególnie silnym induktorem apoptozy w układzie odpornościowym są au- 
toantygeny.

Apoptoza w przeciwieństwie do nekrozy jest genetycznie kontrolowanym pro
cesem samounicestwiania się niepotrzebnych organizmowi komórek. Proces ten 
odgrywa też kluczową rolę w rozwoju i funkcjonowaniu układu odpornościowego.

Apoptozę w układzie immunologicznym obserwujemy:
1) vp czasie rozwoju układu odpornościowego , kiedy ponad 95% młodych limfocy

tów T w grasicy i ok. 75% prekursorów limfocytów B w szpiku ginie w procesie 
śmierci samobójczej [23]. W grasicy brak sygnału przez TCR wywołuje zawsze 
apoptozę tymocytów, podczas gdy stymulacja przez TCR może prowadzić albo 
do przeżycia i różnicowania się w dojrzałe limfocyty (pozytywna selekcja) bądź 
do apoptozy (negatywna selekcja) [1].

2) w czasie aktywacji układu odpornościowego, kiedy niszczenie komórek zakażo
nych wirusem lub komórek nowotworowych przez limfocyty cytotoksyczne 
odbywa się w drodze apoptozy. Limfocyty CD 8+ mogą indukować apoptozę 
zarówno przez aktywację receptora Fas na powierzchni niszczonej komórki, jak 
i przez wprowadzenie do jej wnętrza proteaz serynowych, takich jak granzymy 
A i B, co również daje początek programowi śmierci [11,5]. Granzymy były 
wcześniej nazywane fragmentynami, co wynikało z ich zdolności do indukowania 
fragmentacji DNA komórki docelowej. Morfologiczny obraz fragmentacji DNA 
jest typowy dla apoptotycznej śmierci komórki.

3) poprzez apoptozę dochodzi do wyciszenia procesów’ odpornościowych. Aktywa
cja, a następnie proliferacja limfocytów w odpowiedzi na antygen prowadząca do 
zwiększenia ich liczby musi podlegać sprawnej kontroli. Po zakończeniu odpo
wiedzi immunologicznej zwiększona masa aktywowanych komórek powinna 
powrócić do stanu wyjściowego z zachowaniem niezbędnej ilości długo żyjących 
komórek pamięci CD45RA-/CD45RO+ [40,26]. Są one konieczne do szybkiej 
odpowiedzi przy ponownym kontakcie z tym samym antygenem. Po wykonaniu 
swojego zadania większość aktywowanych limfocytów T i B wybiera drogę 
samounicestwienia, a ilość komórek i wielkość zmienionych zapalnie obwodo
wych narządów limfatycznych wraca do normy.

Przykładem może być końcowa faza zakażenia wirusem Epstein-Barr (EBV) 
u chorych na mononukleozę zakaźną. Eliminacja nadmiernej ilości (już niepotrzeb
nych) aktywowanych (HLADR+) limfocytów T powstałych na skutek odpowiedzi 
przeciw zakażonym EBV komórkom B odbywa się w drodze apoptozy [48]. U 
chorych tych zarówno limfocyty CD4+/45RO+, jak i CD8+/CD45RO+ ulegają 
spontanicznej apoptozie, a tylko niewielka ich część przetrwa jako długo żyjące 
limfocyty T pamięci. Może wskazywać to na fizjologiczny sposób pozbywania 
się limfocytów T aktywowanych infekcją wirusową. W „umierających” limfocytach 
obserwuje się spadek ekspresji genu bcl-2, a więc czynnika blokującego program 
śmierci komórki, co umożliwia spontaniczną apoptozę. W przeciwieństwie do ob
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serwowanych w mononukleozie zmian, u osób zdrowych nieaktywowane limfocyty 
T CD45 RO+ (komórki pamięci) cechuje silna ekspresja bcl-2 i słaba tendencja 
do spontanicznej apoptozy w ocenie in vitro [48].

ROLA FAS I FAS-L W UKŁADZIE ODPORNOŚCIOWYM

Wiele danych wskazuje, że apoptoza aktywowanych limfocytów T może odbywać 
się za pośrednictwem antygenu CD95 (Fas/APO-1). Fas (CD95) nazywany również 
„czynnikiem śmierci” (the Fas death factor) został po raz pierwszy wyizolowany 
w 1989 r. przez dwie niezależne grupy [30]. Powierzchniowy antygen rozpoznawany 
przez przeciwciało klasy IgM został nazwany Fas, natomiast ten sam antygen wykryty 
przez drugą grupę badaczy wiążący przeciwciało klasy IgG3 określony został jako 
APO-1 [30]. U ludzi pojedynczy gen kodujący antygen CD95 leży w chromosomie 
10 [18]. Antygen CD95 jest glikoproteiną błony komórkowej o masie cząsteczkowej 
40-50  kD. CD 95 należy do nadrodziny receptorów, takich jak: TNF-R (receptor 
czynnika martwicy nowotworów), NGF-R (receptor czynnika wzrostu neuronów), 
antygen OX, glikoproteiny CD27, CD30, CD40 [1]. Jeśli idzie o rolę antygenu 
CD95, to wykazano że stransformowane mysie linie komórkowe ze stałą ekspresją 
CD95, stymulowane przeciwciałem anty-Fas, umierają w drodze apoptozy w ciągu 
około 5 godzin [30]. Świadczy to o możliwości przewodzenia sygnału indukującego 
apoptozę przez antygen CD95.

CD 95 występuje na niewielkim odsetku spoczynkowych (ang. resting) komórek 
T i B krwi obwodowej i ok. 5% spoczynkowych komórek NK oraz subpopulacji 
monocytów [31]. Ekspresja CD95 charakteryzuje także subpopulacje limfocytów 
T (TCR a/ß+) pamięci immunologicznej CD45RO zarówno CD4, jak i CD8 oraz 
limfocytów T CD45RO (TCRy/5+) [26]. Natomiast limfocyty dziewicze (ang. naive) 
CD45RA+ nie wykazują ekspresji CD95. Wśród limfocytów B, jedynie komórki 
bez powierzchniowej IgD (slgD-) cechuje ekspresja CD95, limfocyty IgD+ nie 
wykazują ekspresji CD95 [26]. Wydaje się więc, że ekspresja antygenu CD95 na 
limfocytach T i B krwi obwodowej może odzwierciedlać ich stan aktywacji anty
genowej. Przeciwciało monoklonalne anty-APO-1 sprzężone z fikoerytryną reaguje 
z większością tymocytów, chociaż zagęszczenie antygenu CD95 na powierzchni 
tych komórek jest znacznie mniejsze niż na spoczynkowych limfocytach T i mo- 
nocytach [31]. Ekspresja CD95 na aktywowanych komórkach T,B i NK oraz na 
limfocytach stransformowanych wirusami HTLV-1, HIV i EBV istotnie wzrasta 
[30]. Występowanie CD95 charakteryzuje również limfocyty białaczki T komór
kowej, chłoniaka B-komórkowego śródpiersia i choroby Hodgkina [36]. Wstępnie 
wykazaliśmy (Roliński i wsp. praca zgłoszona do druku) znaczną ekspresję Fas 
nabiałaczkowych limfocytach B krwi obwodowej od chorych na przewlekłą białaczkę
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limfatyczną. Ekspresja antygenu CD95 na spoczynkowych limfocytach i monocytach 
nie upośledza żywotności komórek. Natomiast inkubacja aktywnych komórek B, 
T i NK z przeciwciałem anty-CD95 indukuje apoptozę. Szczególny region złożony 
z 68 aminokwasów w domenie cytoplazmatycznej CD95 przypuszczalnie odgrywa 
zasadniczą rolę w przekazywaniu apoptotycznego sygnału. Przeciwnie natomiast, 
koniec-C białkaCD95 złożony z 15 aminokwasów negatywnie reguluje przewodzenie 
tego sygnału [36].

Przez dłuższy czas trwały poszukiwania liganda dla receptora Fas. W 1994 
roku wyizolowano i oczyszczono ligand (Fas-L) dla antygenu Fas [42,43]. Oczy
szczony Fas-L jest białkiem o masie cząsteczkowej około 40 000 kD, wykazującym 
silną cytotoksyczność przeciwko Fas-t- komórkom. Mysi i ludzki Fas-L (Fas-ligand) 
są w 76,9% identyczne w sekwencji aminokwasów i cechują się zmiennym działaniem 
[30]. Fas-L jest powierzchniową molekułą należącą do rodziny czynnika martwicy 
nowotworów-a (TNF-a -  tumor necrosis factor-a). Do rodziny tej należą również: 
limfotoksyna nazywana inaczej czynnikiem martwicy nowotworów-(3 (TNF-[3), 
CD40ligand (gp39), CD27 ligand,CD30ligand [ 1,43]. PołączenieFas-Fas-L indukuje 
apoptozę w komórkach z ekspresją Fas. Fas-L jest obecny prawie wyłącznie na 
aktywowanych limfocytach T, na tych samych komórkach stwierdza się również 
ekspresję receptora Fas [30]. Ekspresja Fas i Fas-L na dziewiczych nieaktywowanych 
limfocytach T jest niska. Aktywowane limfocyty T wykazujące ekspresję zarówno 
receptora Fas, jak i jego liganda, stają się „podatne na śmierć” przez mechanizm 
Fas-Fas-L. Interakcja dwóch aktywowanych limfocytów T może prowadzić do prze
kazania sygnału śmierci przez jedną komórkę drugiej [50]. Proces ten często określa 
się mianem śmierci bratobójczej, w przeciwieństwie do śmierci samobójczej, kiedy 
Fas i Fas-L znajdują się na jednej komórce i na zasadzie autokrynnej mogą indukować 
swoją zagładę [7,39]. Pojedynczy gen dla Fas-L jest zlokalizowany na chromosomie 
1 u ludzi i myszy [45,43]. Jak już wcześniej wspomniano, w układzie odpornościowym 
Fas i Fas-L są odpowiedzialne za wyhamowanie odpowiedzi immunologicznej oraz 
pośredniczą w cytotoksyczności indukowanej przez limfocyty T. Osłabienie funkcji 
układu Fas - Fas-L może być przyczyną limfoproliferacji, czy zaostrzenia chorób 
auto-immounologicznych, natomiast nasilenie jego aktywności prowadzi do usz
kodzenia tkanek [28,10,27].

Badania prowadzone na myszach Lpr (od lymphoproliferatiori) noszących na 
chromosomie 19 zmutowany gen, który koduje produkt homologiczny do antygenu 
CD95 i myszach gid (od generalized lymphoproliferative disease) mających zmu
towany gen na chromosomie 1 potwierdziły rolę układu Fas-Fas-L w chorobach 
limfoproliferacyjnych i autoimmunologicznych [44,37,12]. Choroby te charakte
ryzuje akumulacja nieprawidłowych komórek T i wytwarzanie autoprzeciwciał klasy 
IgG i IgM anty-DNA i czynnika reumatoidalnego. U myszy lpr i gid dochodzi 
do powiększenia węzłów chłonnych i śledziony, rozwija się kłębkowe zapalenie 
nerek lub reumatoidalne zapalenie stawów. Zwierzęta te giną ok. 5 miesiąca życia.
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Wydaje się że nieprawidłowa ekspresja genów kodujących Fas i Fas-L zmniejsza 
apoptozę autoreaktywnych limfocytów. A zatem Fas odgrywa rolę zarówno w eli
minacji klonów autoreaktywnych komórek T, jak i aktywnych limfocytów T, po 
zakończeniu ich odpowiedzi na obce antygeny [44,39].

Inkubacja limfocytów T z przeciwciałami anty-TCR lub anty-CD3 w począt
kowym okresie prowadzi do aktywacji limfocytów, a później prowadzi do frag- 
mentacji DNA i śmierci komórki [7]. Ciekawe jest, że sygnały prowadzące do 
aktywacji i proliferacji przez kompleks TCR/CD3 są często takie same jak sygnały 
prowadzące do śmierci komórki. Wiadomo jest, że zarówno dojrzałe limfocyty 
T, jak i niedojrzałe komórki T (tymocyty) stymulowane przez TCR/CD3 ulegają 
apoptozie. Jednak zjawiska te przebiegają inaczej w dojrzałych limfocytach T i 
tymocytach. Jest to prawdopodobnie związane z rolą drugiego sygnału niezbędnego 
do aktywacji limfocytów. W wyniku kontaktu antygenu z kompleksem TCR/CD3, 
limfocyty, otrzymują tzw. pierwszy sygnał, który prowadzi do aktywacji lub śmierci 
komórki. Droga, którą wybierze komórka: aktywacja (proliferacja) czy śmierć, zależy 
przypuszczalnie od drugiego kostymulacyjnego sygnału. W przypadku dojrzałych 
komórek, drugim sygnałem jest połączenie się CD28 na limfocytach T ze strukturą 
B7(CD80) na komórkach prezentujących antygen, czy też kontakt pomiędzy CD40 
na limfocytach B ze swoim ligandem L-CD40 na limfocytach T [34,47]. Drugi 
sygnał w przypadku dojrzałych limfocytów może prowadzić do zwiększenia poziomu 
bcl-xL, homologu bcl-2, który również hamuje śmierć komórek [6,47]. Natomiast 
w tymocytach drugi sygnał może być sygnałem śmierci prowadzącym do klonalnej 
delecji [34]. W przypadku tymocytów CD30 może być cząsteczką przewodzącą 
drugi sygnał [26]. Tymocyty myszy z uszkodzonym genem dla CD30 nie przechodzą 
negatywnej selekcji w grasicy. W chwili obecnej niewiadomo dlaczego sygnał ko- 
stymulujący w jednych komórkach prowadzi do aktywacji, a w innych do śmierci. 
Być może tymocyty są bardziej podatne na śmierć po otrzymaniu drugiego sygnału 
niż dojrzałe limfocyty T [ 14]. W kompleksie CD3 składającym się z pięciu łańcuchów, 
łańcuch r| jest szczególnie istotny w przekazywaniu sygnałów prowadzących do 
śmierci.

Dheim i wsp. [16] udowodnili, że indukcja apoptozy w limfocytach T przez 
kompleks TCR/CD3 odbywa się przy udziale A PO -1. Przeciwciała anty-CD3 nasilały 
ekspresję Fas-L i prowadziły do apoptozy aktywowanych przez przeciwciało anty- 
CD3 komórek (rys. 1). Proces ten był hamowany przez zablokowanie receptora 
Fas przez przeciwciała anty-Fas. Autorzy sugerują że apoptoza indukowana przez 
TCR w aktywowanych komórkach T może odbywać się w drodze „autokrynnej 
śmierci samobójczej” wyzwalanej przez Fas-Fas-L (rys. 1). Apoptoza indukowana 
przez Fas różni się od indukowanej przez przeciwciała anty-CD3 szybszym prze
biegiem [16]. Różnicę w czasie przebiegu apoptozy można tłumaczyć bezpośrednim 
(Fas) i pośrednim (anty-CD3) wpływem tych czynników na proces programowanej 
śmierci komórki. Pośrednia indukcja przez CD3 wymaga zaangażowania większej
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Rys. 1. Schemat „autokrynnej śmierci samobójczej” wyzwalanej przez Fas-L. Stymulacja limfocytów 
przez kompleks TCR/CD3 prowadzi do aktywacji i namnażania się komórek, indukując jednocześnie 
apoptozę. Antygen lub przeciwciała anty-CD3 wyzwalają ekspresję Fas-L na limfocytach, co jest

sygnałem do fragmentacji DNA

ilości wewnątrzkomórkowych czynników i zdarzeń prowadzących do ekspresji Fas 
mRNA i Fas-L.

W regulacji procesu apoptozy przez system Fas-Fas-L bierze również udział 
rozpuszczalna forma antygenu Fas (sFas) trudno wykrywalna w surowicy krwi 
u ludzi zdrowych, natomiast obecna w wysokim stężeniu u pacjentów z toczniem 
rumieniowatym trzewnym (SLE), ponad 60% chorych. Cheng i wsp. [10] stwierdzili, 
że podwyższony poziom sFas u chorych z SLE hamuje apoptozę limfocytów in
dukowanych przez antygen Fas in vitro , a także wykazali istotny wpływ rozpu
szczalnej formy sFas na różnicowanie i proliferacje limfocytów w odpowiedzi na 
własne antygeny. Sugeruje to rolę sFas w chorobach z autoagresji.

W ustroju człowieka są miejsca (przednia komora oka, mózg, jądra) o obniżonej 
reaktywności na przeszczepy allograficzne. Początkowo sądzono, że brak odrzucania 
przeszczepu wiąże się z istnieniem bariery krew-tkanki blokującej dostęp allore- 
aktywnych limfocytów do przeszczepionych komórek. Obecnie wiadomo, że eks
presja Fas-L w tych tkankach (np. na komórkach parenchymalnych w przedniej 
komorze oka czy komórkach Sertoliego w jądrach) indukuje apoptozę alloreaktyw-
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nych limfocytów przez receptor Fas, eliminując w ten sposób komórki zdolne do 
odrzucenia przeszczepu [17].

UDZIAŁ BCL-2 I IL-2 W REGULACJI APOPTOZY

Inwazja antygenu (patogenu) w organizmie prowadzi do aktywacji i ekspansji 
pobudzonych limfocytów, makrofagów, granulocytów, „nadmiernego” gromadzenia 
się ich w narządach i tkankach objętych procesem chorobowym. W okresie zdrowia 
pula limfocytów T w organizmie pozostaje stała, a ich liczba zależy wyłącznie 
od „pojemności” tkanki limfoidalnej niezbędnej do utrzymania homeostazy. Chociaż 
ilość limfocytów T wydaje się być względnie niezmienna, proporcje poszczególnych 
komórek specyficznych (swoistych) dla różnych antygenów mogą wahać się znacznie 
zależnie od czasu, jaki upłynął od ostatniego wtargnięcia danego patogenu. W y
nikiem tego jest większa ilość limfocytów T swoistych wobec powszechnie wy
stępujących antygenów, z którymi kontaktuje się organizm, niż wobec rzadko 
spotkanych antygenów.

Wydaje się, że apoptoza komórek aktywowanych w drodze AICD i układ Fas 
i Fas-L są niewystarczające do wyhamowania odpowiedzi immunologicznej. Drugim 
istotnym mechanizmem, którego znaczenie podkreśla się ostatnio, może być niedobór 
cytokin i rola mikrośrodowiska komórkowego jako źródła tych czynników [3]. 
Cytokiny i mikrośrodowisko komórkowe obok AICD stanowią ważny mechanizm 
regulujący odpowiednie proporcje pomiędzy aktywowanymi limfocytami a komór
kami pamięci (CD45RO+). Wydaje się, że ratowanie aktywowanych limfocytów 
T od śmierci samobójczej przez stymulujące działanie cytokin jest istotnym czyn
nikiem utrzymującym pokaźną pulę komórek CD45RO+. Pod koniec odpowiedzi 
immunologicznej, kiedy stężenie antygenu jest niskie, aktywowane limfocyty T 
uruchamiają program śmierci, który wyzwalany jest obniżeniem poziomu cytokin 
(rys. 2). Indukcja apoptozy przez Fas na tym etapie nie ma większego znaczenia 
[3]. Natomiast w okresie dużego stężenia antygenu sygnały wysyłane przez receptory 
cytokinowe nie są w stanie zapobiec śmierci indukowanej przez Fas. Może stanowić 
to system obronny przed nadmierną stymulacją układu odpornościowego [3]. Akty
wowane limfocyty T wymagają stałej obecności interleukiny 2 w celu podtrzymania 
klonalnej ekspansji i przeciwdziałania apoptozie. IL-2 blokuje samobójczą śmierć 
aktywowanych limfocytów T przez zwiększenie ekspresji białek hamujących apo- 
ptozę, takich jak produkt genu bcl-2 [3]. Usunięcie IL-2 ze środowiska aktywowanych 
limfocytów T in vitro zmniejsza ekspresję bcl-2 i indukuje apoptozę. Linie ko
mórkowe limfocytów T CD45RO+ zależne od IL-2 cechuje wysoka ekspresja bcl-2 
w obecności IL-2 w hodowli in vitro. Usunięcie IL-2 z pożywki prowadzi do 
gwałtownego spadku ekspresji bcl-2 i apoptozy hodowanych komórek. Doświad-
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Dwa mechanizmy indukcji apoptozy w aktywowanych 
limfocytach T

Limfocyt dziewiczy T 
(CD45RA+) (Naive T celi)

stymulacja antygenowa

antygen/patogen

I

Apoptoza 
poprzez stymulacje 
Fas/A PO-1

Zwiększenie
ekspresji

Fas/APO-1

Aktywowany 
limfocyt T

Apoptoza wywołana 
spadkiem poziomu cytokin

Bcl-2 Bcl-xL

Spadek
ekspresji

Komórka pamięci 
(CD45RO+) (Memory T celi)

Rys. 2. Rola 1L-2 i innych cytokin w regulacji procesów umierania komórek. Aktywacja limfocytó\ 
prowadzi do apoptozy przez układ Fas-Fas-L. Obniżenie stężenia IL-2 wywołuje również apoptozę

związaną ze spadkiem ekspresji bcl-2

czenia te potwierdzają istotną rolę Il-2 w regulacji ekspresji bcl-2 w aktywowanych 
mysich liniach T komórkowych.

Krążące limfocyty T od chorych z infekcją wirusową cechuje niski poziom bcl-2. 
Komórki te w hodowli in vitro ulegają gwałtownej apoptozie, dopóki do pożywki 
nie doda się IL-2. Co więcej, dodanie IL-2 do hodowli aktywowanych limfocytów 
T CD45RO+ otrzymanych od pacjentów z ostrą infekcją wirusową prowadzi do 
zwiększenia ekspresji bcl-2 i ratuje te komórki przed apoptozą [3].

Białka regulujące apoptozę mogą ułatwiać lub hamować programowaną śmierć 
komórki. W przeciwieństwie do układu Fas-Fas-L kierującego komórki w stronę 
śmierci, inne białko bcl-2 (od B-cell leukemia/lymphoma) hamuje ten proces. Gen 
bcl-2 został odkryty i sklonowany przez Tsujimoto i Croce w 1984 r., zlokalizowano 
go w długich ramionach chromosomu 18 (18q21.3) [46]. Produkt genu bcl-2 białko 
p26 jest integralnym białkiem błony mitochondrialnej i błony jądrowej oraz błon 
retikulumendoplazmatycznego. Bcl-2 jest głównym czynnikiem wydłużającym życie 
spoczynkowych limfocytów T i B przez hamowanie apoptozy [21]. U myszy z 
wyłączonym genem bcl-2 spoczynkowe limfocyty T są bardziej podatne na apoptozę 
niż bcl-2+ spoczynkowe komórki T. Takiej różnicy nie stwierdza się w przypadku
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aktywowanych limfocytów T. Limfocyty B bcl-2- (ujemne) cechuje krótszy czas 
życia [15].

Ekspresja czynników regulujących proces śmierci zmienia się w czasie rozwoju 
i różnicowania limfocytów w centralnych i obwodowych narządach limfatycznych 
warunkując ich podatność na apoptozę. Młode tymocyty ulegają bardzo łatwo apo- 
ptozie (95% tych komórek umiera w obrębie grasicy). Bcl-2 obecny jest głównie 
w limfocytach rdzenia grasicy [22,49]. Młode korowe tymocyty, których większość 
umiera, nie wykazują ekspresji bcl-2 [49]. Z drugiej strony dojrzałe dziewicze 
limfocyty T są oporne na apoptozę, a po aktywacji ponownie stają się komórkami 
podatnymi na programowaną śmierć komórki. Zmiany te korelują z poziomem 
bcl-2 w komórce [49].

Ekspresja bcl-2 jest szczególnie zaznaczona w obwodowych narządach limfa
tycznych, w których zachodzi apoptoza [25]. Takim przykładem są centra rozrodcze 
grudek limfatycznych występujące między innymi w węzłach chłonnych [24]. W 
pobudzonej przez antygen grudce limfatycznej obserwuje się różną ekspresję bcl-2 
w limfocytach B zależnie od strefy, w której się on znajduje [20,32], i tak na 
przykład:

— Długo żyjące krążące limfocyty B IgM+IgD+ znajdujące się w obszarze płaszcza 
(follicular mantle) cechuje wysoka ekspresja bcl-2.

— Proliferujące centroblasty z obszaru ciemnego (dark zone) wykazują brak lub 
bardzo słabą ekspresję bcl-2.

— W centrocytach z jasnego obszaru (light zone), których większość ginie w drodze
apoptozy, również nie stwierdza się ekspresji bcl-2.

-Plazmoblasty i komórki pamięci obecne w grudkach limfatycznych cechuje obe
cność bcl-2 proteiny.

Omawiając rolę bcl-2 należy również wspomnieć o innych członkach rodziny 
bcl-2 [33,54]. Rodzinę genów bcl-2 przedstawiono w tabeli 1 [8,9,53]. Bel-xL (large) 
i bcl-xs (smali) są produktami genu bcl-x. Podczas gdy bcl-xL hamuje śmierć komórki, 
bcl-xs wywiera przeciwstawne działanie. Obecność bcl-xL stwierdzono głównie w 
grasicy, gdzie jest on istotnym czynnikiem hamującym apoptozę niedojrzałych ty- 
mocytów. Członkowie rodziny bcl-2 tworzą zwykle homo- lub heterodimery. Uważa 
się, że homodimery bax/bax są bezpośrednimi induktorami śmierci [1,51]. Bcl-2 
i bcl-xL reagując z bax mogą blokować tworzenie się homodimerów bax/bax hamując 
w ten sposób apoptozę. Z drugiej strony, bad i bak reagując z bcl-2 i bcl-xL mogą 
ułatwiać apoptozę przez wypieranie tych dwóch protein z połączenia z bax. Tak 
więc hamowanie lub ułatwianie apoptozy przez rodzinę bcl-2 zależy od interakcji 
i proporcji pomiędzy poszczególnymi członkami tej rodziny.

Wydaje się, że lokalne stężenie w tkankach IL-2 i innych cytokin może odgrywać 
istotną rolę w regulacji procesów umierania komórek in vivo. Spadek lokalnego 
stężenia IL-2 w tkankach, gdzie patogen został zniszczony, prowadzić będzie do 
obniżenia ekspresji bcl-2 w limfocytach T, predysponując limfocyty bcl-2 -(ujemne)
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TABELA 1. Rodzina genów bcL2

Geny hamujące apoptozę Geny ułatwiające apoptozę

bcl-2 bax
bcl-X[_ (large) bcl-xs (smali)
E1B 19kD (białko adenowirusa) bak
ced-9 (gen nicienia Caenorhabditis elegans) bad
ced ( ang. celi death-geny śmierci)

do apoptozy (rys. 2). Lokalne obniżenie poziomu IL-2, umożliwia więc usunięcie 
aktywowanych limfocytów T z „gojących się” tkanek, wygaśnięcie odpowiedzi 
immunologicznej i powrót okolicznych węzłów chłonnych do normalnej wielkości 
[2]. Przedstawiona wcześniej rola drugiego sygnału w regulacji apoptozy wydaje 
się potwierdzać znaczenie IL-2 w tym procesie. Kostymulacja przez antygen CD28 
może obniżać apoptozę aktywowanych limfocytów T [6,14,29]. Niewiadomo, czy 
wiąże się to ze wzrostem ekspresji bcl-2. Z drugiej strony sygnał kostymulujący 
prowadzi do zwiększenia stabilności mRNA dla IL-2, co w konsekwencji nasila 
syntezę i sekrecję IL-2. Tak więc hamowanie apoptozy przez CD28 wiąże się 
raczej z pośrednim efektem wywieranym przez IL-2, prowadzącym do zwiększenia 
ekspresji bcl-2 niż z bezpośrednim wpływem stymulacji CD28 [6,29].

W ciągu ostatnich lat wiedza na temat apoptozy ogromnie się poszerzyła. Cytokiny 
jako czynniki regulujące namnażanie się i różnicowanie komórek poznane zostały 
dość dobrze. Ostatnie badania potwierdzają ich znaczenie jako czynników przeżycia 
komórek. Obecność cytokin jest niezbędna do przeżycia aktywowanych limfocytów. 
Limfocyty, które przegrywają w konkurencji z innymi o dostęp do cytokin, giną. 
Niektóre z cytokin, takie jak TNF i być może Fas-L, mogą same indukować proces 
śmierci komórki. Wydaje się, że najbliższe lata wyjaśnią, czy sąjeszcze inne cytokiny 
mogące aktywować program śmierci limfocytów i udzielą odpowiedzi na wiele 
innych pytań związanych z umieraniem komórek.
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INTRODUCTION

During oxidation reactions, the mitochondrial respiratory chain produces energy 
which is stored in form of an electrochemical gradient consisting of a transmembrane 
electrical potential (A\g), negative inside of about 180-200 mV, and a proton 
gradient of about 1 unit; this energy is then able to drive the synthesis of ATP 
to fuel the cell’s energy dependent processes. To study its production and utilization 
several membrane permeable lipophilic cations, accumulated by living cells, or
ganelles and liposomes exhibiting a negative interior membrane potential, have 
been used. Such probes include those which exhibit optical and fluorescence activity 
after accumulation into energized systems [i.e., 3,3’-diehexiloxadicarbocyanine io
dide, nonylacridine orange (NAO), safranine O, rhodamine-123 (Rhl23) etc.], ra
diolabelled probes, (i.e., [3H]methyltriphenyl-phosphonium, etc.) and unlabelled 
probes used with specific electrodes [i.e., tetraphenyl-phosphonium ion (TPP+) 
etc.].

However, these systems have several possible disadvantages, including the:
a) time required to achieve equilibrium distribution of a mitochondrial membrane 

probe;
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b) degree of passive (unspecific) binding of probes to a membrane component, 
such as in the case of NAO, which detects mitochondrial mass as it binds to 
cardiolipin [1], or Rhl23, which has several energy-independent binding sites [2];

c) toxic effects of probes on mitochondrial functional integrity;
d) sampling procedures;
e) interference from light scattering changes and from absorption changes of 

mitochondrial components;
f) requirement of large amounts of biological materials.
TPP electrode affords an easy and precise tool to measure due to the:
i) low interference between bound TPP+ and the membrane; and
ii) lack of responses of the electrode to species different from TPP+.
However, this method requires discrete amounts of biological samples and, in

contrast to isolated mitochondria, uptake of this lipophilic cation by several intact 
mammalian cells is a slow process.

Recently, we have developed a new cytofluorimetric (FCM) technique by using 
the lipophilic cation 5,5’,6,6’tetrachloro-1 , r , 3 , 3 ’-tetraethylbenzimidazol-carbo- 
cyanine iodide (JC-1) to detect variations in A\\f at the single cell level [3]. The 
method has been further validated at the single mitochondrion level [4]. JC-1 is 
more advantageous over rhodamines and other carbocyanines, capable of entering 
selectively into mitochondria, since it changes reversibly its color from green to 
orange as membrane potentials increase (over values of about 80-100 mV). This 
property is due to the reversible formation of JC-1 aggregates upon membrane 
polarization that causes shifts in emitted light from 530 nm (i.e., emission of JC-1 
monomeric form) to 590 nm (i.e., emission of J-aggregate) when excited at 490 
nm [5,6]. Thus, the color of the dye changes reversibly from green to greenish 
orange as the mitochondrial membrane becomes more polarized [7]. Both colors 
can be detected using the filters commonly mounted in all flow cytometers, so 
that green emission can be analyzed in fluorescence channel 1 (FL1) and greenish 
orange emission in channel 2 (FL2). The main advantage of the use of JC-1 is 
that it can be both qualitative, considering the shift from green to orange fluo
rescence emission, and quantitative, considering the pure fluorescence intensity, 
which can be detected in both FL1 and FL2 channels.

THE TECHNIQUE AND FLOW CYTOMETRY

Take a cell suspension, adjust it to a density of 0.5-1 xlO6 cells/mL and incubate 
in complete medium (RPMI 1640 with 10% fetal calf serum, but many other culture 
media work as well) for at least 10-15 min. at room temperature in the dark 
with 5-10 |ig/mL JC-1. Incubation can also be done in a 37°C incubator, for

http://rcin.org.pl



AN ALYSIS O F M IT O C H O N D R IA L  M E M B R A N E  PO T ENTIAL 577

10 min. The temperature and length of incubation depend on the cell type, but
the right conditions have to be found.

JC-1 has to be dissolved and stored according to the manufacturer’s instruction, 
i.e. in DMSO or DMF. It is also important to vortex well during the addition 
of JC-1 or immediately after, as the solubility of the probe is very low in water. 
At the end of the incubation period cells have to be washed twice in PBS (or 
what you like), resuspended in a total volume of 400 pL PBS and analyzed.

Prepare always a functional, negative control, to be sure that the probe is working 
well. If you treat cells with drugs able to collapse AT', such as the K+ ionophor 
valinomycin (100 nM or more) or the proton translocator carbonyl cyanide p- 
(trifluoromethoxy) phenylhydrazone (FCCP, 250 nM), you should see a dramatic 
change of the fluorescence distribution. A typical example is shown in Figure
1. U937 human monoblastic leukemic cells were first treated with 100 nM va
linomycin (10 min at 37°C) and then stained with JC-1. Note the relevant shift
to the lower right part of the quadrants. It is important to remind that each cell 
culture can have a small amount of dead or suffering cells. You can easily recognize 
these cells in the right lower part of the left panel. In this case they were less 
than 4%.

Figure 2 represents the intracellular events that occur when you stain cells with 
JC-1, and when a fall in AT is provoked by the incubation with valinomycin.

Another good control is that of mitochondrial mass, that can be done with nonyl 
acridine orange (NAO), a probe capable to bind mitochondria independently of 
their energization state [1], whose fluorescence is detectable in FL1. Typically, 
cells are incubated at the concentration of 0.5-1 xlO6 cells/mL with 10 pM NAO 
for 10 min in the dark at room temperature, washed twice in cold PBS and 
immediately analyzed. The result you obtain gives you an idea of the mass of 
mitochondria present within a cell, and allows you to be sure that the changes 
you see with a potential-sensitive probe are not dependent upon the simple loss 
of organelles.

We use routinely a FACScan (Becton Dickinson, San Jose, USA) equipped 
with a single 488 nm argon laser. The filter in front of the FL1 photomultiplier 
(PMT) transmits at 530 nm and has a bandwidth of 30 nm, the filter used in 
FL2 channel transmits at 585 and has a bandwidth of 42 nm. For the analysis 
of cells stained with JC-1, the PMT value of the detector in FL1 is set at about 
360 V, FL2 PMT at 310 V; FL1-FL2 compensation about 4.0%, FL2-FL1 com
pensation 12.0%. Take always a minimum of 10-15,000 cells per sample, acquired 
in list mode with Lysys II software, used for the analysis of the data as well. 
It is also possible to use a splendid software that works under Windows 3.1 or 
Windows 95, i.e. WinMDI (written by Dr. Joe Trotter, Scripps Research Institute, 
L a  J o l la ,  C A , U S A ).  You can d o w n lo a d  it th ro u g h  the  In te rn e t  s i te  
< http://www.bio.umass.edu/mcbfacs/flowcat.html>.
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Note that the fluorescence signal of JC-1 aggregates can go in FL-3, but is 
quite low. Thus, it is possible to use saturating concentrations of a mAb conjugated 
with a bright fluorochrome that emits in the deep red (Quantum Red, PerCP, etc.) 
to recognize, for example, different lymphocyte subpopulations. PMT values have 
to be quite low either in FL2 or FL3, and, obviously, require a strong compensation 
until a narrow, distinct peak can be observed in FL3 (this is the mAb). Unfortunately, 
it is not possible to use propidium iodide for simultaneous measurements of cell 
viability.

Concerning instruments, the staining has been tested on several different apparatus 
such as an Excel, from Coulter (in Bergen, Norway), a FACSTAR and a FACSCalibur, 
from Becton Dickinson (in Krakow, Poland, or Modena and Venice, Italy), a Biorad 
Brite and a Partec (in Krakow too), and they work perfectly as well. Obviously, 
compensations have to be set in a different way.

OTHER PROBES

Clearly, A\j/ has been previously studied by FCM techniques, mostly by evaluating 
the changes in fluorescence of different dyes. Researchers used first R hl23 [8,9], 
then other molecules such as 3,3-dihexiloxocarbocyanine iodide [DiOC6(3)] [10]. 
Typically, the signal coming from cells whose mitochondria had a low potential 
was much lower than that of control samples, and in a classical histogram depolarized 
populations go to the left. As after the shift to the left the peaks (i.e. that of 
controls and treated cells) are not always perfectly separate, the operator has to 
decide where the population of cells with depolarized mitochondria begins. These 
two fluorescent probes have this and other problems, and we have spent some 
time in analyzing them, and in understanding which is their correct use.

R hl23 binding to mitochondria is difficult to calculate when the cell presents 
a certain mitochondrial heterogeneity due, for example, to a high number of mature 
or immature organelles, as occurs in a continuously growing cell line. Moreover, 
it has been reported that in rat liver mitochondria different binding sites for R hl23 
exist, i.e. sites which are freely accessible whatever the energy status of the mi
tochondria and sites which are hidden in the energized state and freely accessible 
in the deenergized form of the organelle [2]. This has been attributed to different 
maturative states of the organelles. Thus, in a single cell, organelles can have 
different Rhl23 binding sites with consequent different fluorescence emissions. 
As a result, it is very difficult to ascertain whether or not mitochondria bind Rhl23 
in an energy-dependent or energy-independent manner. However, the probe is perfect 
when used in association with propidium iodide, as this combination allows a clear 
and elegant distinction between dead and living cells.
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DiOC6(3) is more reliable for analysis of plasmamembrane potential rather than 
for studies on A\\i. Indeed, the first application of this probe in FCM was for 
the analysis of plasmamembrane potential [11]. After this, DiOC6(3) was used 
in isolated mitochondria to detect A\jt changes [10]. Obviously, it worked: any 
cationic molecule goes to negative sites, and is released when the charge changes. 
If that molecule is fluorescent, the signal decreases when the membrane potential 
of the organelle is lost. The problems start when intact cells are used. In our 
hands, DiOC6(3) reacted properly when U937 cells were treated with FCCP, but 
such behaviour was not observed in cells treated with valinomycin. Moreover, 
when cells were kept in the presence of plasmamembrane depolarizing agents such 
as ouabain or high doses of extracellular K+, a consistent decrease in DiOC6(3) 
fluorescence was noted, indicating a consistent sensitivity of the probe for plas
mamembrane (Figures 3 and 4).

This behaviour was not totally unexpected, as it is known that this probe can 
bind several membranes other than mitochondria [12], as also reported in the Hand
book of Fluorescent Probes and Research Chemicals (edited by the Company that 
produces and sells this reagent, i.e. Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Thus, 
using this probe, it is very difficult, if not impossible, to distinguish between depo
larization of plasmamembrane or changes in A\|/ in several physiological or pat
hological conditions, when both events can take place.

Figure 5 shows that DiOC6(3) can go into mitochondria, but after the fall in 
A\\f a peculiar intracellular distribution can take place. Indeed, the probe can re
distribute to other membranes such as those of the endoplasmic reticulum (ER), 
that have a negative charge. The result is that the cell is still fluorescent, and 
the fluorescence signal can maintain the same intensity. Similar problems are avoided 
by the use of a probe like JC-1, that changes color after the de-aggregation provoked 
by the fall in A\|/.

Surprisingly enough, DiOC6(3) has been widely used to detect A\\t changes during 
apoptosis [13-18], and a theory has been put forward stating that loss of A\j/ is 
an early event -  if not the c a u s e -o f  programmed cell death [19]. The methodological 
analysis of the fluorescence distribution of DiOC6(3), together with several reports 
from our and other groups [20-27], cast some doubts on those studies which, 
using a PMP-sensitive probe such as DiOC6(3) for analyzing A\|/, generalized that 
mitochondria depolarization is one of the first events occurring during apoptosis.

SOME APPLICATIONS AND FUTURE DIRECTIONS

The technique is routinely used by us and by many groups whose members 
had the possibility to visit our laboratory. Clearly, all scientists who are interested
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in these studies and in JC-1 technique are invited to contact us, and are very 
welcome. In the last years, the use of JC-1 allowed us to demonstrate:

i) that mitochondria functionality is maintained in the early hours of a classical 
apoptotic process, such as that occurring in dexamethasone-treated rat thymocytes
[20]. This allowed us to hypotesize that cellular energy charge, as well as its 
ATP content, is crucial for apoptosis to occur [28];

ii) that N-acetyl-cysteine protects human cells from TNF-induced apoptosis thro
ugh an action that also involves mitochondria [22];

iii) the role of mitochondria in the cytotoxic damage induced by L-histidine, 
whose action is enhanced by inorganic or organic hydroperoxide [29];

iv) the different composition in mitochondria mass and different sensitivity to 
depolarizing agents of small and large coelomocytes from the earthworm Eisenia  
foetida  [21];

v) the toxicity at the mitochondrial level of the doses of chromium which are 
regularly used by most researchers in studies on NK cell functions [30];

vi) that mitochondria are a target for the protective effects of heat shock proteins 
after an oxidative stress [31];

vii) that mitochondrial membrane potential can be modified by the action of 
cytokines such as T N F-a  [32];

viii) that mitochondrial functional alterations and a dramatic tendency to undergo 
apoptosis are characteristics of lymphocytes obtained from patients experiencing 
and acute, primary HIV syndrome [24], where a variety of immunological alterations 
take place [33,34];

ix) that mitochondria functionality is well preserved in healthy centenarians [35], 
i.e. individuals able to reach the extreme limit of human life with an intact immune 
system [36-40].

Actually, we are involved in several other studies on mitochondria physiology 
and function, and our future goals will be to see whether JC-1 technique could 
be useful in ascertaining the status of organs such as liver and kidney before their 
transplantation; to see cellular damages induced by a variety of drugs used in 
the therapy of cancer, HIV or different infection, and other diseases, and the eventual 
protection from those damages with antioxidants or other molecules; to further 
study the functionality of mitochondria during the aging process.
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Figure 1. Effects of the incubation with the depolarizing agent valinomycin on A\j/. Note the relevant shift
towards the lower right part of the panel

Figure 2. Intracellular distribution of JC-1 before and after the depolarization of mitochondria with 
valinomycin (VAL). Note that 3 events occur: 1) cytoplasmic loading, which is dependent upon 
plasmamembrane potential; 2) mitochondrial loading, dependent upon ; 3) endoplasmic reticulum (E.R.) 
loading, that theoretically can take place after the fall in Avjy. In the case of JC -1, aggregates are no more 

present when the dye is released from mitochondria
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EFFECTS OF lpM VALINOMYCIN IN U937 CELLS

Figure 3. Effects of ouabain and of the incubation in 
a K+-rich medium on the fluorescence intensity of 
U937 cells stained with D iO C 6 (3 ) .  Note the extreme 

sensitivity of the probe to agents that depolarize 
plasma membrane but do not affect

Figure 4. Comparison between the fluorescence of 
JC-1 and DiOCö(3) after the treatment of U937 
cells with valinomycin, that collapses Ayj/. Note that 
in this case DiOCö(3) is not sensitive to the loss of 
mitochondrial membrane potential. In ordinate: % 
of cells whose fluorescence indicates the depolari

zation of mitochondria

LOADING

Figure 5. Intracellular distribution of DiOC6(3) before and after the depolarization of mitochondria with 
valinomycin (VAL.). Note that also in this case 3 events can occur: 1) cytoplasmic loading, which is 
dependent upon plasmamembrane potential; 2) mitochondrial loading, dependent upon A\j/; 3) endoplas
mic reticulum (E.R.) loading, that theoretically can take place either after the fall in A \\i or after the 
cytoplasmic loading. This model can explain the apparent lack of effects of valinomycin on U937 cells 
stained with this probe, as the fluorescence signal that is produced within the cell is poorly related to A\|/

values
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Spraw ozdanie z kursu i konferencji cytom etrii, czerw iec 1997

W dniach 10-13 czerwca odbył się kurs praktyczny obrazowania konfokalnego, 
cytometrii przepływowej i analizy obrazu. Kurs był zorganizowany przez dr Jerzego 
Dobruckiego w Instytucie Biologii Molekularnej UJ w Krakowie. Wykłady podczas 
kursu były ogólnie dostępne. Wygłosili je doskonali znawcy tematu:

F. Brakenhoff -  Confocal principle, imaging modes and optimalization of confocal
imaging,

-  Confocal contrast modes, photon budgets and real time imaging,
-  New confocal techniques, two photon microscopy.

A. Cossarizza -  Cytometric analysis of mitochondria
Z. Darzynkiewicz -  Cytometric methods of detection of apoptosis and accidental 

cell death (necrosis).
-  Cytometry of cyclins and CDKs inhibitors in cell cycle analysis.

J. Dobrucki -  Deconvolution of wide field and confocal images
G. Durack -  Instrumental aspects of flow cytometry
H. Malak -  Novel multiphoton and timeresolved fluoroscence techniques

in microscopy 
N. Opitz -  Ratio imaging
J. Pryjma -  Detection of tumor cells in peripheral blood by flow cytometry
B. Rajwa -  Image analysis
J. P, Robinson -  Flow cytometry and confocal microscopy: similar measurment

systems but different solutions
-  Internet and cytometry
-  Analysis of flow cytometry data.

F. Sansonetti -  Platelet activation studies by flow cytometry
J. Watson -  Drug resistance assays in flow cytometry
N. White -  Multidimensional confocal microscopy of intct, living tissues.
G. Valet -  Cell function in flow cytometry.

Udział w kursie wzięły 42 osoby, które niewątpliwie zyskały szeroką wiedzę 
z zakresu analizy obrazu i analizy wyników cytometrii przepływowej.
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Zaraz po kursie, w dniach 14-15 czerwca 1997 r. odbyła się w Warszawie 
3 Konferencja Cytometrii. Celem Konferencji była szeroka wymiana doświadczeń 
między różnymi krajowymi pracowniami posługującymi się cytometrią przepły
wową. Wykłady dotyczyły:
P. Błachut -  Zastosowanie trójkolorowej fluorescencji w oznaczaniu

frakcji limfocytów
A. Cossarizza -  Mitochondrial functionality and the apoptotic process,

-  The immune system in human againg and longevity 
J. Kawiak -  Cytometric assay for IL-3.
K. Madaliński, -  Zastosowanie cytometrii w diagnostyce niedoborów
J. Michałkiewicz, odporności u dzieci.
E. Kostecka
J. M. Witkowski -  P-glycoprotein and aging of the T lymphocytes
B. Żupańska -  Application of flow cytometry to transfusion medicine

and immunohaematology
-  Short report on the activity of the European Working Group 

on clinical cell analysis EWGCCS
G. Żydowicz -  Nowe odczyniki i możliwości cytometrii przepływowej

Przedstawiono ponad 30 posterów, które były dyskutowane. Treść dziesięciu 
wybranych posterów przedstawili podczas specjalnej sesji:
G. Hoser, E. Jaruga, P. Kopiński, G. Korczak-Kowalska, T. Motyl, T. Ołdak, 
K. Piwocka, A. Winnicka.

Obecnych na konferencji było ok. 50 osób. Wykłady cieszyły się dużym po
wodzeniem i były dyskutowane do ostatniej chwili. Zgłoszono zamiar zorgani
zowania następnej konferencji cytometrii w Gdańsku jesienią w 1998 r.

Omawiana konferencja była zorganizowana przez
Zarząd Polskiego Towarzystwa Cytometrii wspólnie z Siecią UNESCO/PAN, 

Komitetem Cytobiologii PAN i Komisją Hodowli Komórek i Tkanek PAN.
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KOMUNIKATY

Komunikat Fundacji Biologii Komórki i Biologii Molekularnej

Zarząd Fundacji Biologii Komórki i Biologii Molekularnej przyznaje doroczną 
nagrodę naukową, w tym również w roku 1996 i 1997, za wyróżniającą się oryginalną 
pracę z zakresu biologii komórki, indywidualną lub zespołową, wykonaną wyłącznie 
w krajowej placówce naukowej, opublikowaną w ostatnich dwóch latach w cza
sopiśmie figurującym w Current Content bądź Medline.

Zgłoszenia wraz z dwoma odbitkami należy kierować do dnia 15 listopada 
każdego roku pod adresem Fundacji. Regulamin nagrody poniżej.

Fundacja Biologii Komórki i Biologii Molekularnej 
ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa 
tel. 34-03-44, fax 3404470

Regulamin
dorocznej nagrody Fundacji Biologii K om órki i Biologii M olekularnej

* 1. Raz w roku przyznawana będzie jedna nagroda za wyróżniającą się,
oryginalną pracę z zakresu biologii komórki, indywidualną lub zespołową, 
wykonaną wyłącznie w krajowej placówce naukowe.

* 2. Praca musi być wydrukowana w czasopiśmie naukowym referowanym
w Current Content.

* 3. Praca powinna być opublikowana nie wcześniej niż w ostatnich dwóch
latach poprzedzających nadanie nagrody.

* 4. Preferowane będą prace młodych autorow.
* 5. Wysokość nagrody w danym roku kalendarzowym ustala Zarząd Fun

dacji.
* 6. Zgłaszać pracę do nagrody może każdy.
* 7. Pracę należy zgłaszać do Zarządu Fundacji ul. Marymoncka 99,

01-813 Warszawa, pokój 314 do 15 października każdego roku.
* 8. Ocenę kwalifikującą prace do nagrody przeprowadza Komisja Nagród

powołana przez Zarząd Fundacji zasięgając w razie potrzeby opinii specja
listów.

* 9. Decyzja Komisji ogłaszana będzie w "Postępach Biologii Komórki".
* 10. Nagroda wręczana będzie w czasie jednej z konferencji naukowych z

zakresu biologii komórki.
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MOLECULAR AND CELLULAR BASIS OF ANGIOGENESIS 
THE ROLE OF GROWTH FACTORS

(A workshop of the Annual Meeting of European Society for Clinical Investigation
Cracow, April 16-19, 1998)

* Organizers: Professor Heinrich M. Schulte,
dr Amal K. Mukhopadhyay

* Topics to be discussed: VEGF and related factors: regulation of gene
expression, vascularization during foetal growth 
and metastasis, new therapeutic applications, signal 
transductions, relevance for reproductive 
and endocrine tissues etc.

* Information: Dr Amal K. Mukhopadhyay
Institute for Hormone and Fertility Research 
Grandweg 64, 22429 Hamburg 
Tel.: +49 40 5619080, Fax: +49 40 56190864 
e. mail: mukhopad@uke.uni.hamburg.de

ST Y P E N D IU M  D O K T O R A N C K IE  W  U SA

Jednoroczne lub dwuletnie stypendia w Centrum Naukowym Kimmela na Uni
wersytecie Thomasa Jeffersona w Filadelfii w dziedzinie biologii molekularnej no
wotworów. Centrum Rakowe Kimmela (dyr. dr Carlo Croce) skupia naukowców 
badających molekularne mechanizmy onkogenezy oraz lekarzy wdrażających nowe 
metody leczenia chorób nowotworowych. Jest to obecnie jeden z przodujących 
ośrodków w USA w dziedzinie onkologii eksperymentalnej i klinicznej.

Po zakończeniu stypendium możliwe jest kontynuowanie pracy w Zakładzie 
Cytologii Klinicznej CMKP w Warszawie we współpracy z Uniwersytetem Thomasa 
Jeffersona.

Kandydaci powinni mieć tytuł doktora oraz własny dorobek naukowy. Życiorys 
wraz z nazwiskami (+telefony) 3 osób mogących udzielić informacji o kandydacie 
należy przesyłać do

dr Tomasza Skórskiego
Thomas Jefferson University, Kimmel Cancer Center 

BLSB 630, 233 South 10th Street, Philadelphia, PA 19107, USA 
tel. (215) 503-4524, fax (215) 923-0249, E-mail: skorskil @jeflin.tju.edu
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X X V II K onferencja szkolen iow a z zakresu biologii kom órki

Uprzejmie zawiadamiamy, że Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Anatomi
cznego i Polskiego Towarzystwa Histo- i Cytochemików oraz Redakcja Postępów 
Biologii Komórki organizują doroczną konferencję szkoleniową na temat: 

Ultrastruktura i funkcja jądra komórkowego -  wybrane zagadnienia, 
która odbędzie się w dniu 13 grudnia (sobota) 1997 r. w Warszawie, w sali 

wykładowej im. L. Paszkiewicza w Anatomicum Akademii Medycznej przy ul. 
Chałubińskiego 5. Początek obrad o godz. 10.00.

Opłata za uczestnictwo 5 zł, płatna na miejscu obrad. W ramach opłaty uczestnicy 
otrzymują suplement 6 PBK zawierający materiały Konferencji.

Program konferencji:
O tw arcie  konferencji
W ybran e m etody badania  struktury i funkcji jąd ra  kom órk ow ego -  S tan isław  O rkisz  

(W ojskow a A kadem ia M edyczna, Łódź)
F u nkjonaln a  organ izacja  otoczk i jąd row ej -  Jacek  G odula  (Insty tu t Z oologii, UJ) 
M od elow an ie D N A  w jąd rach  lim focytów  -  B arbara P łytycz  (Insty tu t Z oologii UJ) 
P ozach rom osom ow a am p lifikacja  rD N A  -  Janusz Kubrcikiewicz (Insty tu t Z oolog iczny , 

U n iw ersy te t W rocław ski)
S ek w en cje m ik rosatelitarne w  genom ach  roślin -  Tom asz Sakow icz  (K atedra C ytologii 

i C ytochem ii R oślin)
C iałka jąd row e - organ izacja  i aktualne poglądy na funkcję -  Szczepan Biliński, M aja  

A dam ska  (Insty tu t Z oologii UJ)
P od su m ow anie
Uczestnikom Konferencji zostaną również udostępnione po niższej cenie zeszyty 

PBK.
Warszawa, wrzesień 1997 r.

Organizatorzy

W skazów ki przygotow ania rysunków  do publikacji w PB K

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny być napisane w Wordzie, wersja 
6,0 lub wcześniejsza. Jeśli w tekst zostały wstawione rysunki, powinny one zostać 
umieszczone osobno na dyskietce. Powinny to być albo mapy bitowe (.TIF, ,PCX), 
albo pliki z Corela, wersja 5,0 lub wcześniejsza. Każda wersja Worda lub Corela 
pozwala na zachowanie pracy w formacie wersji wcześniejszej.

Cennik odbitek prac dla Autorów w 1997 r.

Liczba odbitek 50 100 200 400
Cena zł 40,00 60,00 80,00 100,00

Zamówienie na odbitki musi być złożone wraz z przesłaną korektą pracy.
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E R R A T A

Sprostowanie do artykułu B. Bilińskiej: Regulacja procesu steroidogenezy w 
komórkach Leydiga ssaków. Rola białka StAR. Postępy Biologii Komórki 1997; 
24, 2: 181-202.

Na str. 185 rysunek 1 powinien mieć następującą postać:

Podobnie rysunek 3 na str. 87 powinien być umieszczony w następującej postaci:

Za zaistniałe pomyłki Redakcja serdecznie przeprasza Autora i Czytelników.
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POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 24 ,, 1997 (1-592)

N R  1

W  tym  Z eszycie 1
C Z A R N E C K A  M ., H AU S O.: N ajczęstsze aberracje strukturalne chrom osom ów
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IN F O R M A C JE  D L A  A U T O R Ó W

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI drukują artykuły przeglądowe z zakresu najnowszych osiągnięć biologii 
komórki, nie publikowane dotąd w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadają za ścisłość podawanych informacji. 
Obowiązuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym , histologicznym , anatomicznym i 
em briologicznym . Artykuły drukowane w POSTĘPACH BIOLOGII KOMÓRKI nie m ogą być bez zgody redakcji 
publikowane w innych periodykach. Prosimy Autorów o nadsyłanie prac bezpośrednio do Redaktorów odpowiedniej 
specjalności (adiesy na 2 str. okładki), a do Redakcji w Warszawie tylko te artykuły, które nie odpowiadają żadnej 
z wym ienionych specjalności.

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI zamieszczają:
1) artykuły pizeglądowe nie przekraczające 20 stron maszynopisu i do 100 pozycji bibliograficznych w zasadzie z ostatnich 5 lat 

(do 10% pozycji bibliograficznych starszych);
2) doniesienia z ostatniej chwili na 3-5 stronach maszynopisu z kilkoma pozycjami bibliograficznymi ostatniego roku (licząc od 

daty wysłania do redakcji);
3) listy do redakcji ( do 1 strony maszynopisu).
Tekst piacy i załączniki należy przesyłać w dwóch egzemplarzach. M aszynopis powinien być pisany jednostron

nie na papierze formatu A 4 z podwójną interlinią i marginesem 4 cm po lewej stronie. Strony powinny być kolejno 
numerowane. Nadesłanie tekstu pracy, poprawionego po recenzjach i rysunków na dyskietce (wskazówki na s. 591) 
przyspieszy publikację.Pieiwsza strona nie numerowana przeznaczona dla redakcji powinna zawierać: imiona i 
nazwiska autorów oraz ich tytuły naukowe, adresy w pracy i dom owy wraz z telefonem , tytuł pracy w języku polskim  
i angielskim  oraz liczbę stron maszynopisu, liczbę tabel i rysunków. Na pierwszej (numerowanej) stronie należy podać 
kolejno tytuł pracy w języku polskim i angielskim , imiona (w pełnym brzmieniu) i nazwiska autorów, nazwę zakładu 
naukowego, nazwisko i adres autora prowadzącego korespondencję, informację o dofinansowaniu pracy oraz skrót 
tytułu (do 40 znaków). Następna strona powinna zawierać w języku polskim i angielskim  streszczenie (do 150 słów ) 
oraz słow a kluczow e -  3 do 10 słów  zgodnych z terminami w Medical Subject Headings (Index M edicus), o ile są 
tam zawarte. W tytule i streszczeniu można stosować jedynie powszechnie przyjęte skróty, np. DNA. Tekst artykułu 
należy rozpocząć od nowej strony. W tekście nie zam ieszczać tabel, schem atów lub rysunków, a jedynie zaznaczyć  
ołów kiem  na marginesie ich lokalizację (np. tab. 1, rys. 1 itp.). Dla przejrzystości tekst można podzielić na tytułowane 
i numerowane lozdziały o iaz podrozdziały. Od nowej strony należy podać spis literatury. Skróty nazw czasopism  
podawać należy według Index Medicus (listy czasopism publikowane są corocznie w numerze styczniowym ). 
Powołanie w tekście następuje przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym  
( nP- [5]). Spis literatury należy zestawić alfabetycznie według następującego wzoru:

[1] HNIL1CA LS, M cLURE ME, SPELTZBERG TC. Histone biosynthesis and the cell cycle, [w] Philips MP, 
Schwartz E [red. [Histone and Nucleohistones. London, New York: Philips, Plenum Press 1977: 6 0 -64 .

[2] SACHSENM AJER W, REMY V, PLATTNER R. Initiation o f synchronous mitosis in Physarium poly- 
cephahtm. Exptl Celt Res 1980; 2: 41 -48 .

Tabele, opisy schem atów i rysunków powinny być załączone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki muszą 
być wykonane w postaci nadającej się do reprodukcji. Fotografie powinny być kontrastowe i wykonane na 
błyszczącym  papierze. Wymiary poszczególnych rysunków, schem atów i fotografii nie mogą przekraczać 125 x 180 
mm lub ich połowy. Jeżeli załączniki są zapożyczone z innych źródeł, należy podać, skąd zostały zaczerpnięte i 
dołączyć zgodę autora i wydawnictwa na reprodukcję, jeżeli materiały te zam ieszcza się w niezmienionej formie. 
W szystkie załączniki muszą być opatrzone na odwrocie nazwiskiem pierwszego autora i oznaczeniem  góry i dołu 
ilustracji. Stosowane jednostki miar muszą być zgodne z układem SI.

Redakcja zastizega sobie piawo dokonywania skrótów uzgodnionych z autorem. Autor zobowiązany jest do 
wykonania koiekty autoiskiej i zwrócenia jej w ciągu doby. Koszty, spowodowane w iększym i zmianami tekstu 
wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami błędów drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymują bezpłatnie 1 
egz. zeszytu PBK z opublikowaną pracą oraz mogą zam ówić odbitki odpłatnie odsyłając korektę, cennik na s. 4 okł.

Redakcja prosi o propozycję do 5 osób (nazwisko, imię, adres, fax), które byłyby odpowiednimi recenzentami 
m aszynopisu, nie powinny jednak być pracownikami instytucji, w której pracuje autor, ani jego współpracownikami. 
Redakcja prosi także głów nego Autora o dołączenie do maszynopisu podpisanej odpowiedzi na następujące pytania: 
Dołączono 2 kopie maszynopisu, Treść pracy nie była uprzednio publikowana i nie została
tabel i rycin. tak nie wysłana do innej redakcji. tak nie
Wszyscy Autorzy znają i akceptują pracę, tak nie Dołączono kopię pracy na dyskietce z podaniem nazwy
Jest zgoda osób, których informacje niepubli- pliku i użytego programu edycyjnego z komputera IBM tak nie
kowane są zamieszczone w tekście artykułu tak nie Odpowiadam za całość pracy opisanej w zał. maszyn, tak nie
Wyrażam zgodę na to, że artykuł po przyjęciu do druku w "Postępach Biologii Komórki" przechodzi na własność reda
kcji i jego reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpis
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