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W tym Zeszycie Postępów Biologii Komórki

Nagrodę Nobla z fizjologii i medycyny w 1998 r. przyznano RF Furchgottowi, 
LJ Ignarro i F Muradowi za odkrycie roli tlenku azotu jako cząsteczki sygnało
wej. Krótkie omówienie tego osiągnięcia naukowego znajdzie Czytelnik na 
stronie 219.
Dwa artykuły o mechanizmach kwitnienia roślin są na stronach 231 i 249.

Białka szoku termicznego są obecne w komórkach Prokaryota i Eukaryota. 
Rozmieszczenie w komórce i rolę tych białek omówiono w artykule na stronie 
267.

Dalszy artykuł w „Postępach” o apoptozie (uprzednie artykuły: 22,247,1995; 
23,299,1996; 24,561,1997; 25,315,1998; 25,649,1998) znajdzie Czytelnik na 
stronie 285.
Omówienie podłoża molekularnego częstego schorzenia uwarunkowanego 
genetycznie, rdzeniowego zaniku mięśni znajdzie Czytelnik na stronie 311.

Część białkowa kryptochromów wykazuje dużą homologię do fotoliaz -  enzy
mów uczestniczących w procesie naprawy DNA. Budowę, właściwości i me
chanizm działania kryptochromów, eukariotycznych fotoreceptorów światła 
niebieskiego omówiono na stronie 343.

Na stronie 375 Czytelnik znajdzie artykuł na temat leptyny, hormonu dotąd 
znanego jako hormon hamujący apetyt. Czynnik ten jest produkowany przez 
komórki tłuszczowe, komórki pęcherzyków jajnikowych i komórki łożyska w 
rozwoju zarodka. Ostatnio (Science 281,1683,1998) opisano jeszcze inną 
własność leptyny. Jest ona czynnikiem angiogennym, pobudzającym wzrost 
naczyń krwionośnych. To tłumaczy jej znaczenie w przebiegu gojenia się ran 
oraz we wczesnym rozwoju zarodka.
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OD DYNAM ITU DO VIAGRY, CZYLI RZECZ  
O NAGRODZIE NOBLA Z M EDYCYNY  

I FIZJOLOGII W 1998 ROKU*

FROM DYNAMITE TO VIAGRA -  1998 NOBEL PRIZE 
IN MEDICINE AND PHYSIOLOGY

Cezary W Ó JCIK 1, Jakub GOŁĄB**2 
1 2Zakład Histologii i Embriologii oraz Zakład Immunologii, Instytutu Biostruktury 

Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie: Nagrodę Nobla z fizjologii i medycyny w 1998 roku przyznano Robertowi F. Furchgottowi 
(Stale University o f New York, Health Science Center), Louisowi J. Ignarro (University o f  California 
Los Angeles School o f  Medicine) oraz Feridowi Muradowi (University o f  Texas Medical School w 
Houston) za odkrycie roli tlenku azotu jako cząsteczki sygnałowej w organizmie. Niestety, wśród 
nagrodzonych zabrakło miejsca dla Salvadora Moncady, który pierwszy jednoznacznie zidentyfikował 
czynnik odpowiedzialny za rozszerzanie naczyń krwionośnych jako tlenek azotu. Obecnie wiadomo, iż 
tlenek azotu jest produkowany w organizmie człowieka przez trzy izoenzymy syntazy tlenku azotu (NOS, 
nitric oxide synthase) z aminokwasu argininy. Tlenek azotu jest reaktywnym wolnym rodnikiem i 
oddziałuje z szeregiem cząsteczek w komórce, w tym z grupą hemową rozpuszczalnej formy cyklazy 
guanylowej, co prowadzi do jej aktywacji. Cykliczne GM Pjest wtórnym przekaźnikiem odpowiedzial
nym za większość fizjologicznego działania tlenku azotu. Tlenek azotu uczestniczy m.in. w rozkurczu 
naczyń krwionośnych, utrzymywaniu prawidłowego ciśnienia tętniczego, prawidłowym działaniu ukła
du odpornościowego, a zwłaszcza w zwalczaniu infekcji, przekazywaniu sygnałów między neuronami, 
czynnościach mięśni poprzecznie prążkowanych szkieletowych i serca, erekcji prącia itd.

Słowa kluczowe: tlenek azotu, syntaza tlenku azotu, wolne rodniki, cyklaza guanylanowa, cytrynian 
sildenafilu, Nagroda Nobla, naczynia krwionośne, układ nerwowy, układ odpornościowy, mięśnie 
poprzecznie prążkowane

Summary: The 1998 Nobel Prize in Physiology and Medicine was granted to Robert F. Furchgott (State 
University of New York Health Science Center), Louis J. Ignarro (University of California Los Angeles

*Artykuł napisany w związku z N agrodą Nobla z fizjologii i medycyny w 1998 r.
**J. Gołąb jest stypendystą Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej
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220 C. WÓJCIK, J. GOŁĄB

School of Medicine) and Ferid Murad (University of Texas Medical School in Houston), for their 
achievements which lead to the discovery, that a simple gas, namely nitric oxide, is an important signal 
molecule in our bodies. However, Salvador Moncada, who first proved that the endothelium derived 
relaxing factor is indeed nitric oxide was omitted by the Nobel committee. Nitric oxide is produced in 
the organism by three isozymes of nitric oxide synthase (NOS). Nitric oxide is a free radical, which 
readily reacts with various chemical groups in the cell. Among them, is the heme group of the soluble 
guanylate cyclase. Nitric oxide binding to this enzyme causes its activation and therefore cGMP 
production. cGMP is indeed the main second messenger of the physiological action of nitric oxide. 
Among the many roles of nitric oxide is the relaxation of blood vessels, maintenance of the normal blood 
pressure, normal functioning of the immunological system, antimicrobial action, neuronal transmission, 
function of the striated skeletal and cardiac muscles, penile erection, etc.

Key words: nitric oxide, nitric oxide synthase, free radicals, guanylate cyclase, sildenafil citrate, Nobel 
Prize, blood vessels, nervous system, immunological system, striated muscles

HISTORIA ODKRYCIA ROLI TLENKU AZOTU

Alfred Nobel uzyskał sławę i majątek dzięki wynalezieniu sposobu związania 
niebezpiecznej nitrogliceryny z ziemią krzemionkową w stabilny dynamit. Na mocy 
jego testamentu, majątek ten umożliwił po śmierci wynalazcy ustanowienie Nagród 
Nobla. Zakrawa na ironię fakt, iż gdy pod koniec życia cierpiącemu na chorobę 
wieńcową Noblowi lekarz przepisywał nitroglicerynę ten odmawiał jej przyjm o
wania, nie dowierzając, by substancja o tak silnych właściwościach wybuchowych 
mogła mieć działanie lecznicze. Tymczasem w sto lat później Nagroda Nobla z 
dziedziny fizjologii i medycyny przypadła w udziale trzem amerykańskim farma
kologom za odkrycie biologicznej roli tlenku azotu (NO), który jest między innymi 
odpowiedzialny za rozszerzające działanie nitrogliceryny na naczynia wieńcowe. 
Uczeni uwieńczeni noblowskim laurern w 1998 roku to Robert F. Furchgott z 
State University of New York Health Science Center, Louis J. Ignarro z University 
of California Los Angeles School of M edicine i Ferid Murad z University of Texas 
Medical School w Houston (rys. 1).

R.F. Furchgott wraz z J.V. Zawadzkim opublikowali w 1980 roku pracę, w 
której udowodniono, iż acetylocholina rozkurcza naczynia krwionośne działając 
na komórki śródbłonka. Jeżeli natomiast naczynie pozbawiono śródbłonka, to ace
tylocholina wywoływała efekt przeciwny -  jego skurcz [16]. Tajemniczy czynnik 
uwalniany pod wpływem acetylocholiny przez komórki śródbłonka został nazwany 
EDRF, czyli czynnikiem rozkurczającym pochodzącym ze śródbłonka (enclothe- 
lium-derived relaxing factor).

Wiele grup badaczy rozpoczęło wówczas wyścig mający na celu identyfikację 
EDRF. L.J. Ignarro opublikował w 1987 roku wyniki wskazujące na to, iż czynnik 
rozkurczający uwalniany przez śródbłonek jest tożsamy z tlenkiem azotu [23]. W krót
ce potem ostateczne dowody potwierdzające tę hipotezę dostarczył S. M oncada

http://rcin.org.pl



NOBEL 1998 Z MEDYCYNY I FIZJOLOGII 221

RYSUNEK 1. Laureaci nagrody Nobla z fizjologii i medycyny w roku 1998, od lewej kolejno: Robert F. 
Furchgott, Louis J. Ignarro i Ferid Murad (wg The Nobel Prize Internet Archive)

z University College London [40]. Wielu wybitnych uczonych uważa, iż S. M oncada 
co najmniej w tym samym stopniu co trzej nobliści przyczynił się do odkrycia 
roli tlenku azotu i zasłużył na jednakowe wyróżnienie. Jego pominięcie wywołało 
duży niesmak, gdyż może świadczyć o uprzedzeniu komitetu noblowskiego wzglę
dem naukowców pracujących w Europie i będących w dodatku pochodzenia la
tynoskiego (M oncada jest narodowości honduraskiej) [50].

W czasie gdy Ignarro i M oncada dowiedli, iż tlenek azotu pełni w organizmie 
ważną fizjologicznie rolę, w iadom ojuż było, iż jest on uwalniany przez nitroglicerynę 
i inne azotany, odpowiadając za ich efekty farmakologiczne. W ykazał to F. Murad 
wraz ze współpracownikami [2]. Działanie rozkurczające w miocytach ściany naczyń 
krwionośnych okazało się zależeć od aktywacji cyklazy guanylanowej [25, 36].

Rozgłosu laureatom Nagrody Nobla w środkach masowego przekazu dodał fakt, 
iż ich odkrycia wiążą się z mechanizmem działania Viagry®, leku na impotencję 
budzącego duże zainteresowanie opinii publicznej. Wśród komórek mięśni gładkich 
ludzkiego organizmu, które rozkurczają się pod wpływem tlenku azotu, znajdują 
się także te, które tworzą beleczki w obrębie ciał jamistych prącia. Ich rozkurcz 
um ożliwia napływ krwi do światła ciał jamistych i erekcję prącia, a co za tym 
idzie, możliwość odbycia stosunku płciowego. Nadmiernej aktywacji cyklazy gu
anylanowej w komórkach mięśni gładkich ciał jamistych prącia przeciwdziała fos- 
fodiesteraza 5 (PDE5) rozkładająca cGM P do nieaktywnego GMP. Cytrynian 
sildenafilu, znany lepiej pod handlową nazwą Viagra®, jest wybiórczym inhibitorem 
PDE5, zapobiega więc rozkładowi cGMP i wzmaga w ten sposób działanie tlenku 
azotu [3, 6, 7, 35, 41].
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222 C. WÓJCIK, J. GOŁĄB

SYNTEZA TLENKU AZOTU

Tlenek azotu jest bardzo nietrwałym gazem o charakterze wolnego rodnika, re
agującym szybko z cząsteczkami zawierającymi niesparowane elektrony, takimi 
jak: cząsteczkowy tlen, anion nadtlenkowy, jony metali, zredukowany glutation, 
wywołując powstawanie nietrwałych związków wchodzących w reakcje ze skład
nikami komórki [15]. Głównym fizjologicznym mediatorem tlenku azotu są grupy 
hemowe rozpuszczalnej formy cyklazy guanyłanowej. Pod wpływem nanomolarnych 
stężeń tego gazu aktywność cyklazy guanylanowej zwiększa się kilkusetkrotnie. 
Tlenek azotu wiąże się także z grupą hemową hemoglobiny tworząc S-nitrozohe- 
moglobinę w płucach, z której tlenek azotu jest uwalniany w postaci S-nitrozoglu- 
tationu w tkankach [15, 33].

Tlenek azotu powstaje w organizmie pod wpływem jednego z trzech izoenzymów 
syntazy tlenku azotu, czyli NOS {nitric oxide synthase). Dwa spośród tych enzymów 
ulegają konstytutywnej ekspresji, odpowiednio w neuronach (NOS I, nNOS, 150 
kDa) i w komórkach śródbłonka (NOS III, eNOS, 21-22 kDa). Produkują one 
tlenek azotu pod wpływem czynników zwiększających wewnątrzkomórkowe stężenie 
jonów  Ca2+. Trzeci izoenzym (NOS II, iNOS, 37 kDa) ulega indukcji w makrofagach 
i innych komórkach pod wpływem licznych cytokin, zaś jego aktywność jest nie
zależna od wahań wewnątrzkomórkowego stężenia jonów Ca2+. Każda z izoform 
NOS może występować w różnych wariantach powstałych wskutek alternatywnego 
cięcia i składania pierwotnego transkryptu [12-14, 30, 33].

Syntezę tlenku azotu katalizują homodimeryczne kompleksy poszczególnych 
NOS. Substratem są L-arginina i dwie cząsteczki tlenu przy udziale tetrahydro- 
biopteryny, NADPH, FAD, FMN i kompleksu Ca2+/kalmoduliny. Pośrednim pro
duk tem  reakcji je s t NG-hydroksy-L-arginina, ostatecznie zaś uw alniana jest 
L-cytrulina, tlenek azotu i dwie cząsteczki wody [22, 33, 52].

ZNACZENIE TLENKU AZOTU W UKŁADZIE KRĄŻENIA

Tlenek azotu jest wydzielany w układzie krążenia przez śródbłonek naczyń oraz 
przez kardiomiocyty [4]. Syntetyzowany przez NOS III i wydzielany przez śródbłonek 
z pewną stałą częstotliwością, tlenek azotu przyczynia się do utrzymywania się 
prawidłowego ciśnienia tętniczego. W zrost wydzielania tlenku azotu, a co za tym 
idzie, rozkurcz naczyń następuje pod wpływem mediatorów, takich jak: acetylo
cholina, trombina, ADP i bradykinina oraz czynników fizykochemicznych, takich 
jak  rozciąganie naczyń [30]. W szystkie te czynniki prowadzą do wzrostu stężenia 
Ca2+ w komórkach śródbłonka, a co za tym idzie aktywacji NOS III.
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Enzym ten jest regulowany także przez fosforylację reszty tyrozynowej, która 
powoduje spadek jego aktywności o 50% [17] oraz przez odpowiednią lokalizację 
w komórkach. W śródbłonku NOS III jest zlokalizowany w okolicy aparatu Golgiego 
oraz kaweoli błony komórkowej, gdzie oddziałuje z białkiem okrywającym -  ka- 
weoliną 1 powodującym obniżenie jego aktywności [17, 18]. Zakotwiczenie w 
błonach komórki NOS III zawdzięcza myristylacji i/lub palmitylacji w pobliżu końca 
aminowego [11,45]. Sygnały, takie jak: acetylocholina, kompleks Ca2+/kalmodulina 
powodują uwolnienie NOS III z kaweoli [111. W kardiom iocytachN O S III lokalizuje 
się w obrębie kaweoli oraz wstawek, oddziałując z kaweoliną 3 [10]. Tlenek azotu 
w kardiomiocytach inaktywuje rianodynowe kanały Ca2+ w gładkiej siateczce śród- 
plazmatycznej, modulując w ten sposób kurczliwość mięśnia sercowego [54].

Działanie inhibitorów NOS [42] oraz badania myszy pozbawionych NOS III 
wykazały, że brak aktywności tego enzymu prowadzi do znaczącego wzrostu ciśnienia 
tętniczego u zwierząt doświadczalnych. Upośledzenie aktywności NOS III w ko
mórkach śródbłonka może być ważnym czynnikiem przyczyniającym się do rozwoju 
samoistnego nadciśnienia u ludzi [34]. U dzieci z nadciśnieniem tętniczym stwier
dzono zwiększone stężenie w surowicy naturalnych inhibitorów NOS, takich jak 
symetryczna i asymetryczna dimetylarginina [19].

ZNACZENIE TLENKU AZOTU 
W UKŁADZIE ODPORNOŚCIOWYM

Niekiedy trudno uwierzyć, że tlenek azotu o masie cząsteczkowej zaledwie 
30 Da może uczestniczyć zarówno w obronie naszego organizmu przed drobnou
strojami patogennymi, jak i w rozwoju śmiertelnych niekiedy reakcji związanych 
z infekcją. Jest to najmniejsza, najlepiej rozpuszczalna w wodzie i tłuszczu czą
steczka produkowana w żywym organizmie, „opiekująca” się niesparowanym ele
ktronem. M imo tych „najmniejszości”, a być może właśnie dzięki nim, NO z łatwością 
wnika do wnętrza wielu komórek, w tym komórek bakteryjnych i zakażonych wi
rusem, i modyfikuje aktywność wielu makromolekuł. Może na przykład regulować 
aktywność kanałów jonowych, kinaz tyrozynowych, fosfataz, GTPaz i czynników 
transkrypcyjnych [38].

W przebiegu infekcji, produkowany głównie przez makrofagi i neutrofile, pod 
wpływem mediatorów zapalnych, takich jak: IFN-y, TN F-a, IL-1 i LPS, tlenek 
azotu jest mediatorem odpowiedzi nieswoistej [27]. Reaktywne rodniki tlenowe 
produkowane jednocześnie z NO tworzą wraz z nim jeszcze silniej działające sub
stancje, takie jak: peroksyazotyny (ONOO"), S-nitrozotiole (RSNO), dwutlenek 
azotu (N 0 2*), N20 3, N20 4 i wiele innych [8]. Te niezwykle aktywne substancje 
m ogą bezpośrednio zabijać wiele drobnoustrojów. M ogą hamować replikację wi-
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224 C. WÓJCIK, J. GOŁĄB

rasów i indukować apoptozę komórek nowotworowych [44, 53]. Tlenek azotu od
grywa także ważną rolę w obronie naszego organizmu przed bakteriami, pierwot
niakami, grzybami i robakami [37]. W przebiegu infekcji niektórymi drobnoustrojami, 
takimi jak: prątki gruźlicy czy Leishmania major, tlenek azotu wydaje się odgrywać 
najistotniejszą rolę w odpowiedzi przeciwzakaźnej. W przebiegu innych infekcji, 
na przykład w toksoplazmozie, salmonellozie, w zakażeniach pikornawirasami oraz 
HSV-1 (herpes simplex virus), tlenek azotu odgrywa ważną, ale nie niezastąpioną 
rolę [37].

Tlenek azotu może być również produkowany przy udziale niektórych bakterii 
komensalnych, fizjologicznie zasiedlających błony śluzowe i skórę człowieka. Na 
przykład w jam ie ustnej bakterie te redukują azotany, znajdujące się w pokarmie, 
do azotynów, które po połknięciu przekształcane są w kwaśnym środowisku żołądka 
w tlenek azotu [5]. Bakterie znajdujące się w skórze redukują azotany wydzielane 
wraz z potem, a po wstające azotyny ulegają spontanicznej, nieenzymatycznej redukcji 
do tlenku azotu, ponownie dzięki kwaśnemu odczynowi na powierzchni skóry [49]. 
W komórkach nabłonkowych błony śluzowej nosa, NOS II jest aktywna konsty
tutywnie i nieustannie katalizuje produkcję tlenku azotu, który w zatokach obocznych 
nosa osiąga stężenie przekraczające wszelkie dopuszczalne normy skażenia śro
dowiska [31]. Dzięki temu tlenek azotu może uczestniczyć w reakcjach obronnych 
organizmu -  zabijaniu drobnoustrojów chorobotwórczych, zanim jeszcze drobnou
stroje te zdołają przedrzeć się przez nabłonkowe bariery skóry i błon śluzowych.

Układ odpornościowy musi się jednak posługiwać tak silnie działającą substancją 
z niezwykłą ostrożnością, bowiem nadmierna produkcja tlenku azotu prowadzi nie
kiedy do nadmiernego rozszerzenia naczyń, spadku ciśnienia tętniczego, załamania 
się krążenia i śmierci. Do sytuacji takich dochodzi na przykład w przebiegu wstrząsu 
endotoksycznego [28].

Tlenek azotu wydaje się odgrywać istotną rolę w przebiegu niektórych chorób 
autoimmunizacyjnych. Jest odpowiedzialny między innymi za niszczenie komórek 
ß trzustki w przebiegu cukrzycy oraz destrukcję chrząstki stawowej w reumatoi
dalnym zapaleniu stawów [26]. Ponadto, reaktywne pochodne azotowe mogą usz
kadzać DNA i indukować mutacje, co z kolei sprzyja transformacji nowotworowej 
[9].

Tlenek azotu nie jest jednak jedynie substancją efektorową układu odporno
ściowego. W ostatnim okresie zaobserwowano, że jest to również silnie działający 
immunomodulator [29]. Działając na limfocyty T, hamuje ich proliferację. W ynika 
to między innymi z hamowania produkcji IL-2, jednego z najsilniejszych endo
gennych mitogenów dla tych komórek. Dość intrygujące jest to, że tlenek azotu 
wydaje się silniej hamować namnażanie limfocytów T pomocniczych typu T h l, 
wspomagających odpowiedź typu komórkowego, a znacznie słabiej antyprolifera- 
cyjnie działa na limfocyty Th2, wspomagające odpowiedź typu humoralnego [47]. 
Mało tego, tlenek azotu może wręcz sprzyjać aktywacji limfocytów Th2. Pobudza
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między innymi produkcję IL-4 przez te komórki. Zgodnie z tymi obserwacjami 
tlenek azotu może interferować z odpowiedzią przeciwwimsową, sprzyjając re
plikacji wirusów grypy, która w prawidłowych warunkach jest skutecznie kon
trolowana przez odpowiedź typu komórkowego [1]. Z drugiej strony, tlenek azotu 
jest częściowo odpowiedzialny za powstawanie chorób alergicznych.

ZNACZENIE TLENKU AZOTU 
W UKŁADZIE NERWOWYM

Tlenek azotu jest syntetyzowany przez neurony w wielu częściach ośrodkowego 
układu nerwowego. Aktywacja NOS I zachodzi w częściach postsynaptycznych 
pod wpływem zależnej od glutaminianu aktywacji receptorów NM DA (N-methyl- 
D-aspartate) prowadzącej do wzrostu wewnątrzkomórkowego stężenia jonów Ca2+. 
Podejrzewa się, iż tlenek azotu uczestniczy w długoterminowym wzmocnieniu post- 
synaptycznym (LTP -  long term potentiation), gdyż inhibitory NOS zmniejszały 
zarówno wydzielanie glutaminianu, jak i samo LTP [32]. Okazało się jednak, że 
myszy pozbawione genu dla NOS I miały normalne LTP [39]. W neuronach jednak 
występuje także izoforma NOS III, a podwójnie znokautowane myszy pozbawione 
NOS I i NOS III mają upośledzone LTP [46, 51].

Trwają dyskusje na temat tego, czy tlenek azotu wpływa korzystnie czy też 
niekorzystnie w uszkodzeniach mózgu na tle niedokrwienia i reperfuzji. U myszy 
pozbawionych NOS I rzadziej występuje udar mózgu, natomiast u myszy pozba
wionych NOS III zwiększa się obszar objęty niedokrwieniem W ydaje się więc, 
że podczas gdy tlenek azotu produkowany przez śródbłonek działa ochronnie, to 
tlenek azotu produkowany przez neurony wpływa niekorzystnie na uszkodzenia 
w przebiegu epizodów niedokrwiennych [33].

TLENEK AZOTU W MIĘŚNIACH SZKIELETOWYCH

Zarówno NOS I, jak  i NOS III występuje także we włóknach mięśniowych 
poprzecznie prążkowanych. Podczas gdy NOS I występuje w powiązaniu z całą 
sarkołemmą, głównie włókien szybkich (typu I), NOS III występuje jedynie na 
drobnych plamkowatych obszarach sarkolemmy oraz w powiązaniu z mitochondriami 
[48]. NOS I często tworzy makrokompleksy razem z kaweoliną 3 w powiązaniu 
z kompleksem dystroglikanów [20]. W ystępuje także w szczególnie dużym stężeniu 
w obrębie połączeń nerwowo-mięśniowych w połączeniu z podjednostką R1 re
ceptora NM DA, zwłaszcza we włóknach wolnych (typu II) [21]. Pod wpływem
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szkodliwych bodźców, takich jak  endotoksyny, w mięśniach pojawia się także NOS 
II [24].

M ięśnie poprzecznie prążkowane wzmagają produkcję tlenku azotu w czasie 
skurczów. Tlenek azotu pełni w mięśniach poprzecznie prążkowanych szereg waż
nych funkcji. Prowadzi on do poszerzenia się naczyń włosowatych i zapobiega 
adhezji leukocytów, zmienia także bezpośrednio metabolizm włókien mięśniowych 
wpływając na insulinozależny transport glukozy, glikolizę, zużycie tlenu przez m i
tochondria i aktywność kinazy kreatyniny. Tlenek azotu osłabia siłę skurczu mięśnia 
oraz reguluje powiązanie między pobudzeniem włókna mięśniowego a jego skur
czem. Tlenek azotu oddziałuje zarówno bezpośrednio na białka wrażliwe na jego 
działanie utleniające, jak  i przez wolne rodniki oraz przez cGMP [43].

PODSUMOWANIE

Odkrycie, iż prosta cząsteczka nietrwałego, toksycznego gazu, jakim  jest tlenek 
azotu, nie tylko jest odpowiedzialna za działanie nitrogliceryny i innych azotanów, 
lecz jest wytwarzana w naszym organizmie w warunkach fizjologicznych odgrywając 
istotną rolę w jego homeostazie, stanowi niewątpliwie przełom w naszym poj
mowaniu mechanizmów działania hormonów i przekazywania sygnałów w komór
kach. W  związku z tym odkrywcy fizjologicznego działania tlenku azotu w pełni 
zasługują na uhonorowanie najwyższą nagrodą, jaką jest Nagroda Nobla. Kon
trowersje wokół przyznania tego wyróżnienia są znamienne dla odkryć naukowych 
w dzisiejszych czasach, które w o wiele mniejszym stopniu opierają się na prze
błyskach geniuszu poszczególnych jednostek niż na ciężkiej, zespołowej pracy wielu 
grup badawczych, często zażarcie ze sobą współzawodniczących. Po raz kolejny 
okazało się, iż związek chemiczny znany wpierw jako silna trucizna, może w rze
czywistości wywierać silne działanie lecznicze, korzystne dla organizmu, potwier
dzając znaną jeszcze od czasów Paracelsusa doktrynę, iż w odpowiedniej dawce 
każda trucizna jest lekarstwem.
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REGULATION OF FOWERING IN PLANTS. 
I. PH Y SIOLOGIC AL AND ENVIRONMENT AL IMPLICATIONS

Andrzej TRETYN1’2, Jan KOPCEWICZ1

1 Zakład Fizjologii i M orfogenezy Roślin, Instytut Biologii Ogólnej i Molekularnej, 
Uniwersytet M ikołaja Kopernika, Toruń, 2Zakład Biologii Komórki, Akademia 

Rolniczo-Techniczna im. M. Oczapowskiego, Kortowo-Olsztyn

Streszczenie. U wielu roślin kwitnienie jest uzależnione od termoindukcji (wernalizacji) bądź działania 
odpowiedniego fotoperiodu -  indukcji fotoperiodycznej. Badania fizjologiczne wykazały, że miejscem 
percepcji sygnałów fotoperiodycznych są liście lub/i liścienie. Obniżona temperatura działa bezpośrednio 
na merystemy wierzchołkowe pędów. Zarówno w przypadku termo-, jak i fotoindukcji wierzchołki 
wzrostu stają się kompetentne do tworzenia kwiatów. Efekt wernalizacyjny jest stabilny w trakcie 
kolejnych podziałów mitotycznych, nawet długo po zakończeniu termoindukcji. Wykazano, że zmiany 
we wzorcu metylacji DNA w dzielących się komórkach merystemów wierzchołkowych odgrywają 
kluczową rolę w procesie wernalizacji. Molekularne mechanizmy fotoperiodycznej indukcji kwitnienia 
są bardzo złożone. Ważnym składnikiem biorącym udział w odbiorze bodźców fotoperiodycznych jest 
fitochrom, który rejestruje włączenie i wyłączenie światła w cyklu dobowym, a także współdziała z 
endogennym zegarem biologicznym. Przypuszcza się, że zarówno labilna, jak i stabilna pula fitochromu 
odgrywają kluczową rolę w mechanizmie pomiaru czasu u roślin dnia długiego. Natomiast indukcja 
kwitnienia roślin krótkodniowych wydaje się być głównie pod kontrolą fitochromu stabilnego. Drogą 
szczepień wykazano, że w organach odpowiadających za odbiór bodźców fotoperiodycznych syntety
zowane są substancje, które transportowane do merystemów wierzchołkowych pędu stymulują bądź 
hamują powstawanie zawiązków kwiatowych. Jednakże jak dotąd nie ustalono chemicznej natury tych 
substancji.

* Praca ta pow stała w trakcie realizacji badań finansowanych przez Unię Europejską (INCO-Coper- 
nicus Program m e, G rant IC 15-CT96-0920) oraz Uniw ersytet M. K opernika (Grant JM  Rektora 
UMK).
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Słowa kluczowe: wernalizacja, fotoperiodyczna indukcja kwitnienia.

Summary. In many plant species flowering is promoted by exposure to low temperature (vernalization) 
or to exact photoperiod (photoperiodic induction). By using different physiological approaches it have 
been demonstrated that leaves are the sites of photoperiodic perception. Cold is perceived at the shoot 
apex. However, in both cases cold- or photoperiod treatment causes the shoot apex to become competent 
to formation of flower. Received low temperature information at the shoot apices stable through mitotic 
cell division even in the absence of cold. It has been shown that changes in the DNA methylation pattern 
of the dividing merystematic cells play a critical role in plant vernalization. The molecular mechanism 
of photoperiodic flower induction is very complex. Photoreceptors are essential components of the 
daylength-measuring mechanism, where they set the phase of, and interact with, the circadian rhythms 
acting as biological timekeepers. Both labile and stable phytochromes play an important role in the 
daylength-sensing mechanism in long-day-plants. On the other hand, daylength sensitivity in short-day- 
plants seems to be controlled by stable phytochrome. The results of grafting experiments provide 
evidences for the existence of transmissible flower-inducing and flower-inhibiting signals, which 
formation is under phytochrome control. The identities of the flowering signals have been the subjects 
of much research from which no clear-cut answers have emerged.

Key words: vernalization, photoperiodic flower induction.

1. OGÓLNA CHARAKTERYSTYKA KWITNIENIA

Po zakończeniu okresu młodocianego, w którym następuje różnicowanie we
getatywne, roślina osiąga stan gotowości do kwitnienia i wchodzi w okres róż
nicowania generatywnego. Gotowość do kwitnienia polega prawdopodobnie na 
uzyskaniu zdolności do tworzenia poza wierzchołkami wzrostu określonych syg
nałów, impulsów czy induktorów kwitnienia, które przemieszczając się w roślinie, 
indukują w wierzchołkach wzrostu pędu tworzenie zawiązków kwiatowych [27,36]. 
Zawiązki te powstają z przekształcenia pąka wierzchołkowego w pojedynczy kwiat 
terminalny lub tworzą się zamiast zawiązków liściowych i pąków pachwinowych 
[6,27].

U roślin okrytonasiennych wyróżnia się dwa odmienne wzorce rozwojowe zwią
zane z przejściem od fazy wegetatywnej do generatywnej. W pierwszym przypadku 
niezróżnicowany merystem wegetatywny bezpośrednio przekształca się w merystem 
generatywny. W przypadku drugim, merystem wegetatywny przekształca się w 
kwiatostanowy, z którego następnie powstają rozgałęzione pędy kwiatostanowe 
zakończone licznymi merystemami kwiatowymi [18,43]. Rośliny w zależności od 
przynależności systematycznej wytwarzają merystemy kwiatostanowe zdetermino
wane (o ustalonej, genetycznie uwarunkowanej architekturze) i niezdeterminowane 
(o kształcie zależnym od modulacyjnego wpływu czynników zewnętrznych na okre
ślone geny kwiatowe). Do pierwszego typu roślin zaliczyć można kukurydzę oraz 
słonecznik, które zawsze tworzą kwiatostany w kształcie kolby i główki. U innych 
roślin, jak  na przykład rzodkiewnika (.Arabidopsis thaliana), powstające kwiatostany 
nie mają zdeterminowanego kształtu i wielkości, które w dużej mierze zależą od 
warunków środowiskowych [42].
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U roślin jednorocznych czy wieloletnich kwitnących i owocujących tylko jeden 
raz w ich cyklu życiowym (monokarpicznych) tworzenie kwiatów inicjuje proces 
ich starzenia się i obumierania. Natomiast u roślin wieloletnich, kwitnących wie
lokrotnie (polikarpicznych), każdego roku (lub sezonu wegetacyjnego) tylko część 
merystemów wegetatywnych przekształca się w generatywne. Przejście rośliny z 
fazy wegetatywnej do generatywnej, czyli tzw. proces morfogenezy generatywnej, 
jest sterowany genetycznie [2,29,32]. Rośliny podzielić można na te, których kw it
nienie indukowane jest jedynie czynnikami wewnętrznymi (rośliny neutralne) oraz 
takie u których kwitnienie uzależnione jest przez warunki temperaturowo-świetlne 
[19,27,36]. Rośliny drugiego typu pozostają wegetatywne w niesprzyjających wa
runkach środowiskowych. Rośliny neutralne przechodzą więc w stan generatywny 
bez wyraźnego udziału bodźców termicznych czy fotoperiodycznych, zaś rośliny 
wrażliwe na czynniki środowiskowe wkraczają w fazę rozwoju generatywnego w 
wyniku indukcji kwitnienia, która może być spowodowana temperaturą (termo- 
indukcja, wemalizacja, jaryzacja) bądź światłem (indukcja fotoperiodyczna, foto- 
indukcja generatywna) [25,26,35]. Indukcja kwitnienia jest więc początkowym 
etapem przejścia roślin do fazy generatywnej, która rozpoczyna proces morfogenezy 
generatywnej, a jego dalszymi etapami są ewokacja i morfogeneza kwiatu (rys. 
1).

2. TERMICZNA INDUKCJA KWITNIENIA 
(WERNALIZACJA)

Kwitnienie niektórych roślin (tzw. jarych) jest niezależne od działania temperatury. 
U wielu roślin ozimych okresowe działanie obniżonej temperatury ma istotny wpływ 
na przejście z fazy wegetatywnej do generatywnej. Jednakże dla jednych czynnik 
ten jest całkowicie niezbędny (obligatoryjny), dla innych zaś stanowi jedynie element 
przyspieszający (fakultatywny) kwitnienie. Rośliny wymagające wernalizacji prze
chodzą okres chłodów późną jesienią lub/i zimą w formie spęczniałych nasion 
lub młodych siewek (jednoroczne oziminy) bądź w stadium dojrzałości wegetatywnej 
(rośliny dwu- i wieloletnie). Temperatury indukujące kwitnienie wahają się w gra
nicach od 0 do +10°C. Długość okresu wernalizacji, to jest niezbędna liczba dni 
trwania obniżonej temperatury, jest zróżnicowana w zależności od gatunku. N aj
częściej wynosi on od kilkunastu do kilkudziesięciu dni. Wernalizacji mogą ulegać 
różne organy roślin, jednakże efektywna indukcja kwitnienia zachodzi w dzielących 
się lub zdolnych do podziału komórkach [26,27,36]. W nasionach miejscem percepcji 
bodźca temperaturowego są zarodki, natomiast w przypadku siewek i dojrzałych 
wegetatywnie roślin są nim merystemy wierzchołkowe pędów. Po odbiorze efekt 
wernalizacji zostaje na pewien czas utrwalony. Przykładowo zwemalizowane rośliny
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środowisko Energia świetlna (fotoperiod)

Roślina T71
Fotoreceptor
(fitochrom)

I I I
TRANSDUKCJA SYGNAŁU

1 1 LEKSPRESJA GENÓW

I 4 4
Różnicowanie 

elementów kwiatu

INDUKCJA

EWOKACJA
(INICJACJA)

MORFOGENEZA
(DYFERENCJACJA)

RYSUNEK 1. Schemat ilustrujący przebieg kolejnych faz fotoperiodycznej indukcji kwitnienia; dodat
kowo zaznaczono miejsca, w których proces kwitnienia może być indukowany przez niską temperaturę 
(wernalizację); w tym przypadku synteza czynnika stymulującego kwitnienie może zajść na terenie 
wierzchołka wzrostu pędu lub też jest on transportowany do tego organu z innych części rośliny

Hyoscyamus niger mogą utrzymać efekt wernalizacyjny przez okres około 100 
dni, jeżeli rozwijają się w warunkach nieindukcyjnego fotoperiodu. Po pewnym 
czasie jednak efekt wemalizacji zanika i rośliny ulegają dewemałizacji, która za
chodzi również w wyniku ich traktowania podwyższoną temperaturą (ok. 40°C 
przez okres 1-2 dni).

Jak wykazano, efekt wernalizacji nie podlega przekazaniu następnym pokoleniom 
roślin. Zdobyte podczas wernalizacji zdolności do kwitnienia zanikają podczas pro
cesu mejozy, prowadzącego do powstawania komórek linii generatywnej. W ykazano 
także, że rośliny namnażane drogą mikropropagacji z materiału poddanego wcześniej 
wemalizacji są zdolne do kwitnienia [10].
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M echanizmy leżące u podstaw wemalizacji nie są do końca poznane. Nie ma 
jednak wątpliwości, iż wiążą się one z wpływem niskich temperatur na przepu
szczalność błon komórkowych oraz ekspresję tzw. genów wernalizacyjnych. Dużą 
rolę w tym procesie odgrywają również fitohormony, a zw łaszcza gibereliny 
[4,31,42,60]. Badania nad genetyczną kontrolą wemalizacji wskazują, że odpo
wiedzialne za wymagania wernalizacyjne, w zależności od gatunku, są pojedyncze 
bądź wielokrotne geny o charakterze dominującym bądź recesywnym. Na przykład 
u pszenicy wymagania wernalizacyjne są kontrolowane przez kilka genów z rodziny 
VRN. Zmienność pomiędzy tymi genami jest w głównej mierze przyczyną różnic 
w wymaganiach wernalizacyjnych odmian ozimych i jarych. Recesywne allele po
wodują „ozimość” i wrażliwość na działanie niskich temperatur. Zidentyfikowanie 
u roślin szeregu genów związanych z wymaganiami wernalizacyjnymi, stawia pytanie
0 charakter molekularnych zmian, które powstają w wyniku ich ekspresji. Jedną 
z pierwszych prac na ten tem at była publikacja [10], w której wykazano, że 
późnokwitnące mutanty dwóch roślin z rodziny krzyżowych -  Arabiclopsis thaliana
1 Thlaspi arvense zakwitają znacznie wcześniej po potraktowaniu ich chłodem. 
Z dmgiej strony rośliny poddane działaniu 5-azacytydyną (związkiem hamującym 
aktywność metylotransferazy DNA) zakwitały bez uprzedniej termoindukcji. Jed
nakże następne ich pokolenie do zakwitania wymagały ponownego traktowania 
chłodem [10]. Zablokowanie transkrypcji metylotransferazy przez wprowadzenie 
antysensownego mRNA doprowadziło do około 70% spadku poziomu metylacji 
DNA, podczas gdy u roślin kontrolnych, poddanych wemalizacji wartość ta sięga 
jedynie 15% [18]. Transgeniczne rośliny rzodkiewnika zakwitały znacznie szybciej 
od kontrolnych, nawet bez ich uprzedniego traktowania chłodem. W łaściwość tę 
utrzymywały w dwóch kolejnych pokoleniach. Również u mutanta ddml (od de- 
creased DNA méthylation), charakteryzującego się obniżonym poziomem metylacji 
DNA, indukowane chłodem zakwitanie obserwowano znacznie wcześniej niż u 
roślin kontrolnych. Jednakże, podobnie jak u form dzikich, potomstwo wspomnianego 
mutanta nie było zdolne do zakwitania bez uprzedniej termoindukcji [18].

Jakie konsekwencje biologiczne może mieć proces metylacji DNA? Szacuje się, 
że u roślin wyższych około 30% reszt cytozynowych wchodzących w skład DNA 
ulega metylacji [44]. Biorąc pod uwagę, że u zwierząt metylacja DNA prowadzi 
do hamowania ekspresji pewnych genów [23], można sądzić, że podobny proces 
ma również miejsce w komórkach roślinnych. Jest zatem prawdopodobne, że w 
wamnkach obniżonej temperatury w komórkach, które przechodzą fazę S, dochodzi 
do spadku poziomu metylacji nukleotydów cytozynowych. Prowadzi to do odblo
kowania genów związanych z indukcją kwitnienia, wśród nich kodującego hydro- 
ksylazę kwasu kaurenowego, kluczowego enzymu uczestniczącego w biosyntezie 
giberelin [10]. Inne geny potencjalnie biorące udział w procesie wemalizacji zostały 
nazwane odpowiednio F CA i VRNI2 i 3. [13,31,32]. M utacja w pierwszym z nich 
prowadzi do znacznego przyspieszenia procesu kwitnienia późno kwitnących eko
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typów rzodkiewnika po ich traktowaniu przez okres od 2 do 8 tygodni temperaturą 
4°C [31,32]. Z kolei mutacja w loci VRN1 powodowała, że termoindukowane 
rośliny zakwitały wcześniej, gdy wytwarzały o połowę mniej liści niż formy typu 
dzikiego [13]. Jak dotąd, nie poznano struktury białek kodowanych przez wszystkie 
wyżej wymienione geny. Ostatnio przebadano ekspresję genów podczas procesu 
wemalizacji Brassica cam pestńs [24]. W tym celu z merystemów oraz liści roślin 
kontrolnych i poddanych termoindukcji wyizolowano Poly(A)mRNA, a na jego 
bazie skonstruowano bibliotekę cDNA. Porównując obie uzyskane biblioteki stwier
dzono, że dwa z czternastu otrzymanych opisaną drogą klonów cDNA ulega wy
biorczej ekspresji w tkankach szczytowego pąka kwiatowego. Po zsekwencjonowaniu 
tych klonów okazało się, że nie wykazują one istotnego podobieństwa do żadnego 
z już poznanych genów [24].

Jak wiadomo, do zajścia procesu wernalizacji wymagana jest obecność w me- 
rystemie wierzchołkowym dzielących się komórek. Im dłuższy jest okres chłodu, 
tym większa ich liczba poddana jest jego działaniu, a tym samym odpowiedź wer- 
nalizacyjna jest większa. Indukowana chłodem demetylacja może efektywnie za
chodzić podczas fazy S cyklu komórkowego, kiedy zachodzi proces replikacji DNA. 
Powoduje to, iż po kolejnych rundach replikacji przybywa komórek z zdemety- 
lowanym DNA, co prowadzi do zmian struktury przestrzennej chromatyny i od
blokowania określonych genów. Po osiągnięciu ponadprogowego poziomu białek 
(prawdopodobnie specyficznych czynników transkrypcyjnych), będących produkta
mi tych genów, dochodzi do zainicjowania morfogenezy kwiatów, w których, jak 
można przypuszczać, utrzymuje się niski poziom metylacji DNA.

W ernalizacja może prowadzić do demetylacji jedynie pewnych specyficznych 
odcinków chromatyny. Może mieć ona charakter przejściowy, gdyż przeniesienie 
roślin rzodkiewnika do podwyższonej temperatury powoduje ponowną metylację 
DNA [18]. Aby po zakończeniu okresu chłodu uzyskane właściwości mogły po
zostawać trwałe w trakcie wzrostu roślin w wyższej temperaturze (od zakończenia 
wemalizacji do inicjacji zawiązków kwiatowych może upłynąć wiele miesięcy), 
istotne dla kwitnienia odcinki DNA muszą być blokowane przez specyficzne białka 
(czynniki tran skry pcyjne) lub podlegać konformacyjnym zmianom uniem ożliwia
jącym  ich ponowną metylację. Na podstawie dostępnej wiedzy można zaproponować 
następujący schemat ilustrujący mechanizm procesu wernalizacji u rzodkiewnika 
(rys. 2).

3. FOTOPERIODYCZNA INDUKCJA KWITNIENIA

Fotoperiodyzm jest reakcją roślin na zmieniający się w cyklu dobowym czas 
trwania i periodyczne następstwo okresów światła i ciemności. Poza strefą rów
nikową, na całej kuli ziemskiej długość dnia i nocy zmienia się sezonowo. Dlatego 
fotoperiodyzm jest ewolucyjnym przystosowaniem się roślin do życia w strefach
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Metyłacja DNA-

f
Blokada przełamywana przez 5-aza-cytydynę

Wernalizacja VRN1, VRN2

Mutacje w genie DDM1 i antysensowny MET1
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RYSUNEK 2. Schemat ilustrujący przypuszczalny przebieg procesu wernalizacji u rzodkiewnika (Ara- 
bidopsis thaliana)', w wyniku traktowania nasion lub siewek chłodem dochodzi do aktywacji specyficz
nych genów (VRN1 i VRN2), których produkty przez zróżnicowany wpływ na aktywność innych genów 
(związanych z metabolizmem giberelin) inicjują proces kwitnienia; podobny efekt można uzyskać 
traktując rośliny gibereliną lub manipulując procesami odpowiedzialnymi za kontrolę metylacji DNA; w 
wyniku obniżenia poziomu metylacji reszt cytozynowych można doprowadzić do zakwitnięcia roślin; 
efekt ten można uzyskać traktując je  5-aza-cytydyną, indukując mutacje ddm l kodującym metylotrans- 
ferazę DNA lub wprowadzając do roślin sekwencje antysensowną w stosunku do MET] mRNA (dalsze 
szczegóły w tekście, na podstawie [18], zmienione)

o określonym następstwie pór roku, co wywiera zasadniczy wpływ na długość 
trwania okresu światła i ciemności. Po raz pierwszy zjawisko fotoperiodyzmu u 
roślin zostało opisane prawie 80 lat temu [19]. Od tego czasu opublikowano znaczną 
liczbę prac doświadczalnych i monografii dotyczących tego zagadnienia. Istotny 
postęp w poznaniu podstaw fotoperiodyzmu u organizmów żywych nastąpił dopiero 
po odkryciu mechanizmu działania zegarów biologicznych [20,38].

Biorąc pod uwagę wymagania fotoperiodyczne, wyróżnia się rośliny dnia krót
kiego (SDP, od ang. Short Day Plants) i długiego (LDP, od ang. Long Day Plants), 
rośliny krótko-długo-dniowe (SLDP), długo-krótko-dniowe (LSDP) oraz fotoperio- 
dycznie neutralne (DNP, od ang. Day Neutral Plants)[36]. Rośliny dnia krótkiego 
(np. Pharbitis nil, Chenopodium rubrum) indukowane są do kwitnienia, gdy okres 
ciemności (nocy indukcyjnej) przekroczy krytyczną wartość [27]. Tego typu rośliny 
kwitną zazwyczaj wczesną wiosną lub wczesną jesienią. Rośliny dnia długiego 
(np. Arabidopsis thaliana, Hyoscyamus niger) kwitną latem, gdyż do indukcji kwit
nienia wymagają odpowiednio długiej fazy jasnej (dnia) i krótkiego okresu ciemności 
(nocy)[l,27]. U roślin typu SLDP i LSDP inicjacja kwitnienia jest uzależniona 
od ekspozycji roślin na określone fotoperiody w odpowiedniej kolejności. Kwitnienie 
roślin fotoperiodycznie neutralnych (np. pomidora, kukurydzy) jest niezależne od 
fotoperiodu, a ich przejście z fazy rozwoju wegetatywnego do generatywnego jest 
indukowane czynnikami natury wewnętrznej (osiągnięciem określonego stadium 
dojrzałości i reagowaniem na induktory kwitnienia)[26,27,36].

Blokada przełamywana 
poprzez wernalizację

Gibereliną ?
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U roślin o ilościowej reakcji fotoperiodycznej (wrażliwości względnej) ekspozycja 
na indukcyjny fotoperiod tylko przyspiesza kwitnienie, podczas gdy u roślin o 
jakościowej reakcji fotoperiodycznej (wrażliwości bezwzględnej) ekspozycja na od
powiedni fotoperiod bezwzględnie warunkuje indukcje fotoperiodyczną [36]. Nie
którym roślinom o bezwzględnej wrażliwości wystarczy tylko jeden indukcyjny 
fotoperiod do zakwitnięcia (np. Pharbitis nil, Chenopodium rubrum), inne zaś wy
magają kilku odpowiednich fotoperiodów (np. Hyoscyamus niger). U tych ostatnich 
często obserwuje się efekt sumowania indukcyjnych fotoperiodów, nawet gdy prze
rywane są one nieindukcyjnymi warunkami świetlnymi [27,36].

Indukcja fotoperiodyczną polega na percepcji przez roślinę właściwego dla niej 
fotoperiodu, co w konsekwencji powoduje uruchomienie łańcucha reakcji m eta
bolicznych prowadzących do morfogenezy kwiatu. Roślina zaindukowana zakwitnie 
nawet po zmianie warunków fotoperiodycznych nanieindukcyjne. W wyniku indukcji 
fotoperiodycznej dochodzi do powstania w roślinie pewnych trwałych zmian, które 
początkowo nie są zauważalne zarówno na poziomie anatomicznym, jak  i m or
fologicznym. Ten przejściowy stan nazywany jest często okresem ewokacji [6].

Najefektywniejszymi organami percepcji bodźca fotoperiodycznego są młode 
liście bądź liścienie [6,7,27,36,41]. W wyniku indukcji fotoperiodycznej powstaje 
w liściach określony impuls, często nazywany „induktorem kwitnienia” , który na
stępnie transportowany jest do wierzchołków wzrostu pędu, gdzie zapoczątkowuje 
zmiany o naturze biochemicznej, cytologicznej, anatomicznej i morfologicznej, za
kończone wytworzeniem kwiatów [6,7].

3.1. Odbiór bodźców fotoperiodycznych

W indukcji fotoperiodycznej występuje pewna podstawowa sekwencja zdarzeń 
(rys. 1). Światło (jakość, fotoperiod) jest absorbowane przez specyficzny fotoreceptor 
-  fitochrom, którego właściwości ulegają zmianie. W wyniku zajścia tych zmian 
dochodzi do inicjacji określonych procesów metabolicznych (łańcuch transdukcji 
sygnału), prowadzących do zróżnicowanej ekspresji genów oraz powstania hipo
tetycznego induktora kwitnienia. M iejscem percepcji bodźców fotoperiodycznych 
są liście lub znacznie rzadziej liścienie [6,41]. W organach tych powstaje induktor 
(natury chemicznej bądź fizycznej) informujący roślinę o zaistnieniu indukcji ge
neratywnej. Sygnał ten wiązkami przewodzącymi (prawdopodobnie floemem) prze
mieszcza się z liści do wierzchołków wzrostu, gdzie uruchamia proces ewokacji 
i morfogenezy kwiatu [6,7,41].

3.1.1. Fitochrom i zegar biologiczny

Rośliny reagują na bodźce fotoperiodyczne dzięki wykształceniu systemu foto- 
receptorów zdolnych do recepcji natężenia, barwy i czasu trwania promieniowania. 
Podstawowym barwnikiem uczestniczącym w odbiorze informacji niesionych przez

http://rcin.org.pl



KWITNIENIE ROŚLIN. I. 239

światło jest fitochrom [25,34], który wspólnie z receptorem światła niebieskiego 
-  kryptochromem [46,49] reguluje procesy fotomorfogenezy roślin [11,15].

W iedza na temat budowy i mechanizmu działania fitochromu jest ogólnie do
stępna zarówno w piśmiennictwie zagranicznym [25], jak i polskojęzycznym [34,45— 
46,48,54], w związku z czym w niniejszym artykule omówimy tylko podstawowe 
właściwości tego fotoreceptora.

Fitochrom (Phy) jest chromoproteiną zbudowaną z części białkowej i chromo- 
forowej. M asa cząsteczkowa apoproteiny, w zależności od gatunku, waha się w 
granicach od 120 do 130 kDa. Grupa chromoforowa fitochromu zbudowana jest 
z otwartego pierścienia tetrapirolowego, o budowie zbliżonej do barwników foto- 
syntetyżujących (fikobilin) niektórych glonów. Grupa chromoforowa przyłączona 
jest do łańcucha polipeptydowego przez resztę cysteinową [46,48].

Fitochrom występuje w dwóch fotoodwracalnych formach molekularnych. Pier
wsza z nich, określana jako Pr absorbująca światło czerwone (maksimum ok. 660 
nm) przekształca się w formę Pfr. Ta zaś pochłaniając daleką czerwień przekształca 
się ponownie do Pr [55]. Zjawisko to, o kluczowym znaczeniu biologicznym, nazwane 
jest fotokonwersją fitochromu. W zależności od warunków świetlnych (to jest od 
tego, która barwa światła -  czerwona czy też daleka czerwień -  przeważa w śro
dowisku wzrostu rośliny), w tkankach roślinnych ilościowo dominuje jedna ze wspo
m nianych form  fitochrom u (w tych okolicznościach ustanaw ia się tzw. stan 
fotostacjonarny)[33,54]. Aby w pełni zrozumieć mechanizm percepcji światła przez 
Phy, należy pamiętać, że u roślin funkcjonują dwie fizjologiczno-genetycznie od
mienne pule fitochromu Pfr. W roślinach etiolowanych (wyrosłych w ciemności) 
lub poddanych długotrwałej ciemniowej adaptacji (reetiolacji) przeważa labilna pula 
fitochromu, określana jako PI lub PhyA [55]. Charakteryzuje się ona drugim okresem 
półtrwania w ciemności, natomiast po naświetleniu światłem białym lub czerwonym 
(fotokonwersji Pr do Pfr) fitochrom labilny ulega szybkiej degradacji (dotyczy to 
formy Pfr). Procesowi temu towarzyszy zahamowanie ekspresji genu kodującego 
białkowy składnik fotoreceptora [48]. Z drugiej strony fitochrom stabilny (Pil lub 
PhyB) jest trwały zarówno w ciemności, jak i na świetle. Obie pule fitochromu 
kodowane są przez różne grupy (rodziny) genów, których ekspresja podlega od
miennej (foto)regulacji [48].

Istnienie dwu form fitochromu Pfr u roślin wynika z ekofizjologicznych funkcji, 
jakie pełni ten barwnik. Fitochrom labilny wyspecjalizowany jest w percepcji bardzo 
niskich (reakcje bardzo niskoenergetyczne) i wysokich (reakcje wysokoenergetyczne) 
dawek światła (głównie dalekiej czerwieni). Natomiast fitochrom stabilny absorbuje 
światło czerwone o pośrednich zakresach natężenia promieniowania [46,55]. Fi
tochrom labilny zaangażowany jest w kontrolę kiełkowania nasion oraz zachodzące 
pod powierzchnią gleby pierwsze etapy wzrostu siewek, a także fotomorfogenezę 
roślin rozwijających się pod baldachimem (w zacienieniu) innych roślin. W obu 
tych warunkach środowiskowych dominuje światło dalekiej czerwieni. Z drugiej
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strony fitochrom stabilny kontroluje tzw. klasyczne (fotoodwracalne) reakcje foto- 
morfogenetyczne, takie jak kiełkowanie nasion na powierzchni gleby i wzrost roślin 
na wolnej przestrzeni [55]. Obie pule fitochromu mogą również współdziałać ze 
sobą, czego przykładem jest fotoperiodyczna kontrola kwitnienia roślin [57].

Poza systemem fotoreceptorów fotoperiodyczna indukcja kwitnienia bezpośred
nio związana jest z funkcjonowaniem zegara biologicznego. Ten zaś jest następstwem 
ruchu obrotowego Ziemi wokół własnej osi powodującego dobowe zmiany zarówno 
w długości dnia i nocy, jak i temperatury. Zegar biologiczny pełni podstawowe 
funkcje regulatorowe u wszystkich organizmów żywych, od jednokomórkowych 
po samego człowieka. Każda komórka wyposażona jest w swój indywidualny miernik 
czasu, a niektóre nawet w dwa lub większą ich liczbę [20]. Przykładem może 
być Gonyaulax, jednokomórkowy glon (obiekt wieloletnich zainteresowań chro- 
nobiologów), u którego stwierdzono funkcjonowanie co najmniej dwóch nieza
leżnych zegarów biologicznych. W ostatnim czasie poczyniono ogromny postęp 
w badaniach nad mechanizmem działania zegarów biologicznych u sinic, owadów 
(Drosophila melanogaster), grzybów (Neurospora crassa) oraz organizmów bez- 
i kręgowych, a ostatnio również u roślin wyższych [20,38].

W  skład zegara biologicznego wchodzą trzy elementy. Pierwszy z nich to oscylator, 
który generuje 24-godzinny rytm. Kolej na składowa tego systemu to czujnik sygnałów 
świetlnych (ang. the input signalling pathway), który uczestniczy w dostrajaniu 
(ang. reset) oscylatora. W wyniku współdziałania obu wymienionych elementów 
powstaje zintegrowany sygnał wyjściowy (ang. output pathway) oddziałujący na 
procesy regulowane przez zegar biologiczny [38]. U roślin wyższych, w tym u 
Arabidopsis thaliana, aktywność wielu genów regulowana jest przez zegar bio
logiczny. W śród nich jednym  z najlepiej poznanych jest gen CAB (wcześniej okre
ślany jako Ihcb), kodujący integralny składnik wewnętrznej błony chloroplastów 
-  białko wiążące chlorofil a/b (LHCB). Aktywność tego genu podlega dobowym 
oscylacjom, a maksimum jego ekspresji obserwuje się 4 do 6 godzin po wschodzie 
słońca. Sam gen CAB nie jest jednak składnikiem systemu odmierzającego czas, 
a jedynie podlega jego kontroli [38]. Ostatnio wykryto, że nadrzędną w stosunku 
do niego rolę pełnią dwa inne geny: CCA1 i LHY, kodujące czynniki transkrypcyjne 
z rodziny myb [38]. Ich ekspresja podlega dobowym oscylacjom, a ponadto białko 
CCA1 wiąże się z promotorowym odcinkiem genu CAB, a jego poziom regulowany 
jest przez system fitochromowy. Ze względu na swoje molekularne właściwości 
(czynników transkrypcyjnych) produkty obu wymienionych genów mogą regulować 
aktywność genów wykazujących dobowe oscylacje swojej aktywności. Z drugiej 
strony te same właściwości wskazują, że również one podlegają regulacji wyższego 
rzędu. Dlatego u roślin poszukuje się odpowiedników (ortologów) genów '.frequency 
(frq) u Neurospora  oraz timeless (tim ) i period (per) u Drosophila [20]. U Neurospora  
frq  jest transkrypcyjnie aktywny na początku dnia. Białkowy produkt tego genu 
transportowany jest do jądra około 3 -4  godziny po tym, jak frq  mRNA osiąga

http://rcin.org.pl



KWITNIENIE ROŚLIN. I. 241

maksymalny poziom. Powoduje to szybkie obniżenie jego ekspresji pod koniec 
każdego dnia. Jednakże pod koniec nocy rezydujące w jądrze białko FRQ podlega 
fosforylacji, a następnie degradacji, co przyczynia się do ponownego odblokowania 
genu frq  przed nastaniem kolejnego dnia [20]. U Drosophila odkryto inny od wyżej 
opisanego, molekularny mechanizm powstawania dobowych oscylacji. Na początku 
fazy jasnej obserwuje się niski poziom transkrypcji genów per  i tim, który następnie 
wzrasta osiągając swoje maksima krótko po rozpoczęciu się fazy ciemnej. Najwyższy 
poziom białek PER i TIM występuje 4—6 godzin później. Białka te oddziałują 
ze sobą na terenie cytoplazmy, a następnie, około północy, przedostając się do 
jąder powodują stopniowe blokowanie kodujących je  genów. Podobnie jak  FRQ 
również białka PER i TIM podlegają w jądrze stopniowej fosforylacji, która po
przedza ich degradację. Prowadzi to do ponownego odblokowania genów p er  i 
tim  [20].

Uważa się, że białkowe produkty opisanych genów u Neurospora i Drosophila 
funkcjonują jako czynniki tran skry pcyjne. Czy są one odpowiednikami odkrytych 
u rzodkiewnika białek CCA1 i LHY? Odpowiedź jest negatywna. Ekspresja obu 
tych czynników transkrypcyjnych regulowana jest przez jeszcze inne geny. Jednym 
z kandydatów do tej funkcji jest gen ELF3 (od early-flowering3)[59]. M utacja 
w tym genie prowadzi do zakwitania A. thaliana niezależnie od warunków 
świetlnych otoczenia (fotoperiodu). Choć nie jest to mutant fitochromowy, jego 
wzrost na świetle, jak  i oscylacyjne zmiany w ekspresji genu CAB ulegają za
burzeniom [38,58]. Na tej podstawie można przypuszczać, że gen ELF3 , w jakiś, 
dotąd nieznany sposób, zaangażowany jest w funkcjonowanie zegara biologicznego 
[58]. Jak można przypuszczać, hipoteza ta zostanie wkrótce zweryfikowana, gdyż 
trwają prace mające na celu sklonowanie tego genu. Rzuci to nowe światło na 
molekularne podstawy zjawiska fotoperiodyzmu u roślin. Niewątpliwie cechą, która 
ułatwi poszukiwanie roślinnych genów zaangażowanych w funkcjonowanie zegara 
biologicznego, jest obecność we wszystkich ich białkowych produktach domeny 
określanej jako PAS (od Per, Arnt i Singlemined). Sekwencje te wykryto również 
w prokariotycznych białkach fotoreceptorowych oraz w cząsteczkach fitochromu 
[20,38,46]. Przypuszcza się więc, że z ewolucyjnego punktu widzenia produkty 
genów regulowanych przez zegar biologiczny mogą być elementami łączącymi 
procesy fotorecepcji z mechanizmami umożliwiającymi odmierzanie komórkowego 
upływu czasu [20].

3.1.2. Łańcuch transdukcji sygnału fotoperiodycznego

M echanizm fotoperiodycznej kontroli indukcji kwitnienia jest związany z wła
ściwościami fizykochemicznymi fitochromu, który reguluje wiele reakcji o cha
rakterze metabolicznym. Po pochłonięciu światła przez ten fotoreceptor dochodzi 
do zapoczątkowania kaskady uporządkowanych w czasie i przestrzeni określonych
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reakcji (łańcucha transdukcji sygnału), które prowadzą do powstania stanu indukcji 
generatywnej.

Elementy wchodzące w skład indukowanego przez fitochrom łańcucha trans
dukcji sygnału są stosunkowo mało znane. Przypuszcza się, że jego istotnymi og
niwami są białka wiążące GTP (G-białka, Gp), fosfoinozytole, jony wapnia, a także 
kinazy i fosfatazy białkowe [39,55].

Badania prowadzone w pracowni N.-H. Chua [8,9,39,40] doprowadziły do bliż
szego poznania szlaków transdukcji sygnałów świetlnych. Stwierdzono, że fitochrom 
A kontroluje trzy szlaki transdukcji sygnałów świetlnych. Pierwszy z nich jest 
bezpośrednio zależny od jonów wapnia, a jego uruchomienie prowadzi do indukcji 
aktywowanej przez Ca2+ i kalmodulinę kinazy białkowej oraz aktywacji genów 
kodujących białka fotosystemu II i częściowego rozwoju chloroplastów [40]. Drugi 
szlak, zależny od cyklicznego GMP stymuluje aktywność odpowiedniej kinazy biał
kowej oraz kontroluje aktywność transkrypcyjną syntazy chalkonowej, kluczowego 
enzymu w biosyntezie antocyjanów [8,9]. Szlak trzeci zależny jest zarówno od 
Ca , jak i cGMP, zaś jego aktywacja jest niezbędna dla ekspresji genów kodujących 
składniki fotosystemu I i hamowania aktywności genu syntazy asparaginianowej 
[8,9,39]. Fakt istnienia kilku różnych, kontrolowanych przez fitochrom A szlaków 
transdukcji sygnału został również potwierdzony u mutanta Arabidopsis, którego 
defekt dotyczył genu FHY1 [5]. Do listy genów kontrolowanych przez fitochrom 
A dołączono kolejne: CHI (izomerazy chalkonowej), NR  (reduktazy azotanowej) 
oraz PORA (oksydoreduktazy NADPH: protochlorofilid) [5].

Jak dotąd, bardzo mało wiadomo o szlakach transdukcji sygnału świetlnego kon
trolowanych przez fitochrom B (stabilny). W yselekcjonowano jednak mutant A ra
bidopsis, u którego defekt dotyczył genu RED], uczestniczącego w zależnej od 
PhyB transdukcji sygnału [56]. Jak można się spodziewać, w najbliższym czasie 
większość uwagi fotobiologów zwrócona będzie na poznanie mechanizmów dzia
łania stabilnej puli fitochromu.

Łańcuch transdukcji sygnału fotoperiodycznego w indukcji kwitnienia nie jest 
w chwili obecnej dobrze poznany. Założyć jednak można, że istnieją różne kaskady 
dla PhyA i PhyB. Nie można jednak wykluczyć możliwości, że łańcuchy transdukcji 
u różnych roślin nie są przynajmniej w szczegółach identyczne. Dokładne badania 
przeprowadzono na modelowej roślinie dnia krótkiego Pharbitisnil. Stosując związki 
modulujące aktywność różnych składników szlaków transdukcyjnych wykazano, 
że poza fitochromem w transdukcji sygnałów świetlnych uczestniczy białko(a) G, 
wapń i cGMP [33,52,54]. Postuluje się także, że fotoperiodycznej indukcji kwitnienia 
u Pharbitis nil towarzyszy aktywacja dwóch różnych szlaków transdukcyjnych - 
zależnego od wapnia i kalmoduliny [50-53] oraz zależnego od cGMP [39,54]. 
Szlaki te wiodą przez odpowiednie kinazy do fosforylacji specyficznych białek 
docelowych odpowiedzialnych za powstanie odpowiedzi metabolicznej, której prze
jaw em  jest synteza specyficznego induktora kwitnienia [33,54].
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Tak więc łańcuch transdukcji sygnału fotoperiodycznego w liściu prowadzi za
równo do istotnych zmian fizykochemicznych błon komórkowych, jak  i do za
in icjow ania subtelnych zm ian w ekspresji genów . U m ożliw ia to pow stanie 
specyficznego stanu indukcji generatywnej oraz wytworzenie się w liściu indu- 
ktora(ów) kwitnienia.

4. INDUKTORY KWITNIENIA

Badania poświęcone mechanizmowi fotoperiodycznej indukcji kwitnienia świad
czą jednoznacznie o wytworzeniu się w liściach specyficznego sygnału/induktora(ów) 
kwitnienia, który po przemieszczeniu się do wierzchołka wzrostu inicjuje w nim 
procesy generatywne [7]. Charakter induktora kwitnienia pozostaje jednak całkowicie 
nieznany. Sześćdziesiąt trzy lata temu powstała koncepcja istnienia uniwersalnego 
hormonu kwitnienia -  florigenu [12]. Hormon taki nie został jednak nigdy wy
izolowany i zidentyfikowany. Trudności te spowodowały pojawienie się koncepcji, 
że induktor kwitnienia jest kompleksem zarówno stymulatorów, jak  i inhibitorów 
kwitnienia [27,35]. Uznaje się również rolę czynników pokarmowych [27]. W re
zultacie zaproponowano tzw. wieloczynnikowy model kontroli kwitnienia uważając, 
że o zaistnieniu indukcji generatywnej decydują różne czynniki natury zarówno 
chemicznej, jak  i fizycznej, wśród których ważną rolę odgrywają naturalnie wy
stępujące regulatory wzrostu oraz asymilaty [7,8]. Tak więc charakter powstającego 
w wyniku indukcji fotoperiodycznej sygnału (induktora kwitnienia), pomimo kil
kudziesięciu lat intensywnych badań, pozostaje nieznany. Nie można zanegować 
jego istnienia, ponieważ obecność zarówno stymulatora, jak i inhibitora kwitnienia 
została potwierdzona pośrednio u wielu gatunków roślin metodą szczepień. Do
świadczenia prowadzone ostatnio na mutantach grochu również świadczą o istnieniu 
stymulatora(ów) i inhibitora(ów) kwitnienia [57].

O ile stymulator wydaje się specyficznie promować zakwitanie, to inhibitor wpły
wa zarówno na wzrost wegetatywny, jak  i różnicowanie generatywne. Poziom in
hibitora jest regulowany przez szereg czynników, wśród których najważniejszym 
jest fotoperiod i układ fitochromowy. Fitochrom A hamuje, zaś fitochrom B -  
stymuluje powstanie inhibitora [57]. Doświadczenia nad szczepieniami świadczą 
natomiast, że u ziemniaka PhyB kontroluje powstanie zarówno stymulatora, jak 
i inhibitora kwitnienia [22].

Istotnym postępem w drodze poznania natury induktorów byłoby sklonowanie 
i zsekwencjonowanie genów odpowiedzialnych za syntezę modulatorów kwitnienia. 
Jak dotąd okazało się to jednak niemożliwe. Mutantów mobilnego induktora (pro
motora czy inhibitora) kwitnienia uzyskać się nie udało [16,30-32]. Poznane do
tychczas mutanty kwitnieniowe Arabidopsis thaliana są mutantami fotoreceptorów 
(fitochromu), interakcji z zegarem okołodobowym bądź procesów bezpośrednio 
związanych z morfogenezą kwiatu. Badania nad wpływem różnych związków che-
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micznych na kwitnienie roślin wykazały, że wiele substancji w zróżnicowany sposób 
oddziałuje na ten proces. Niektóre z nich wykazują także endogenną korelację z 
procesami kwitnienia [26]. Do substancji aktywnych zaliczyć trzeba fitohormony, 
poliaminy, brassinosteroidy, sterydy, fenole, oligosacharydy, witam iny. Niewątpliwie 
ważnymi składnikami kompleksu regulującego kwitnienie są naturalne substancje 
wzrostowe (fitohormony)[6,7]. Rola poszczególnych fitohormonów w indukcji, ewo- 
kacji i morfogenezie kwiatów była wielokrotnie badana i chociaż wyniki są bardzo 
różne i niejednoznaczne, to jednak zauważyć można, iż gibereliny i cytokininy 
często stymulują, zaś auksyny, etylen i kwas abscysynowy hamują tworzenie kwia
tów [7,33]. Szczególną rolę wydają się odgrywać gibereliny [59]. W przypadku 
pewnych roślin są one w stanie zastąpić wernalizację oraz długi indukcyjny fotoperiod 
[4,59]. Natomiast u roślin krótkiego dnia gibereliny stymulują kwitnienie w wa
runkach niepełnej (podprogowej) indukcji [33]. U wielu roślin stwierdza się jed 
nocześnie podwyższenie zawartości endogennych giberelin w czasie indukcji 
generatywnej [59]. W badaniach przeprowadzonych na mutantach Brassica, Sorgum , 
Arabidopsis stwierdzono również, iż obniżona zawartość PhyB (fitochromu sta
bilnego) w tkankach tych roślin jest związana z podwyższonym poziomem en
dogennych giberelin i zwiększoną wrażliwością na działanie giberelin [4,32,42].

Obecnie nie budzi więc wątpliwości pogląd, że gibereliny, przynajmniej u nie
których roślin, włączone są w kontrolny mechanizm zakwitania. Istnieje jednak 
potrzeba precyzyjnego określenia ich roli w różnych etapach kwitnienia, jak również 
u roślin o różnej wrażliwości fotoperiodycznej. Oczywiste jest, że w kontroli indukcji 
fotoperiodycznej, niezależnie od czynników natury chemicznej, udział biorą również 
czynniki fizyczne oraz znajdująca się u podstaw informacja genetyczna zawierająca 
ogólny schemat rozwojowy rośliny. Dopóki jednak nie zostanie definitywnie roz
strzygnięta natura induktorów kwitnienia, mechanizm indukcji fotoperiodycznej po
zostanie niejasny.

W świetle ostatnich badań poza teorią florigenu [3] nowego blasku nabiera 
również hipoteza sugerująca troficzne podłoże procesu indukcji kwitnienia [14]. 
Od dawna było wiadomo, że cukry, a zwłaszcza sacharoza mogą odgrywać istotną 
rolę w indukcji kwitnienia zarówno u roślin krótko- [21], jak i długodniowych 
[36]. Jednakże uważano, że zmiany w tempie transportu węglowodanów w trakcie 
indukcyjnego fotoperiodu odgrywają jedynie drugorzędową rolę. W ostatnim czasie 
wyselekcjonowano jednak kilka mutantów rzodkiewnika, które wykazują zaburzenia 
w metabolizmie cukrowców i procesach fotoperiodycznej indukcji kwitnienia [31].

Znane są dwa typy mutacji, które przez wpływ na ogólny metabolizm węglo
wodanów powodują późniejsze zakwitanie A. thaliana. Z jednej strony są to takie 
mutacje jak pgm  (od phosphoglucomutase) lub adgl (od ADP glucose pyrophos- 
phorylase 7), które prowadzą do zaburzeń w powstawaniu ziaren skrobi w komórkach 
liści. Z drugiej natomiast strony u mutantów sex 1 (od starch excess 1) i cam l 
(od carbohydrate accumulation mutant 7) obserwuje się jej nadmierną akumulację
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[31]. Dwa spośród wymienionych mutantów, pgm  i sexl zostały dokładnie prze
badane [14]. Rośliny poddawano jednemu indukcyjnemu długiemu fotoperiodowi 
(LD) lub krótkiemu dniowi o tak dobranych warunkach świetlnych (DSD, od di- 
splaced short day), które zapewniały uzyskanie podobnej wydajności procesu fo
tosyntezy. Okazało się, że oba typy mutantów indukowane były do kwitnienia, 
gdy okres światła był dłuższy od 16 godzin. W wyniku ekspozycji roślin na LD 
(prowadzącej do podwyższonego kwitnienia) obserwowano szybki i przejściowy 
wzrost transportu węglowodanów z liści. Natomiast po zastosowaniu pojedynczego 
DSD, który tylko w niewielkim stopniu stymulował kwitnienie, nie zauważono 
istotnych zmian w transporcie tych związków poza liście [14]. W ykazano również, 
że w przypadku stosowania LD przejściowy wzrost transportu węglowodanów nie 
wymaga ich mobilizacji z ziaren skrobi. Tego typu proces obserwowano jednak 
podczas traktowania roślin A. thaliana DSD. Na podstawie przytoczonych, jak i 
wcześniejszych wyników [21,37] ich autorzy sugerują, że transportowane przez 
floem węglowodany są jednym  z ważniejszych składników kompleksu substancji 
wpływających na indukcję kwitnienia roślin fotoperiodycznie wrażliwych.

Przedstawiony wyżej pogląd znajduje poparcie w wynikach badań dotyczących 
współzależności między fitochromem (głównym fotoreceptorem roślin) a węglo
wodanowymi szlakami transdukcji sygnałów. Od dawna wiadomo było, że cukry 
regulują aktywność niektórych enzymów uczestniczących w fotosyntezie oraz innych 
procesach metabolicznych [28]. Jednak dopiero ostatnio wykazano, że ich ufo- 
sforylowane formy mogą pełnić funkcje sygnałowe, prowadzące do zmian ekspresji 
wielu genów [27]. Na szczególne zainteresowanie zasługuje rola sacharozy w mo
dulowaniu efektów wywołanych przez światło, a kontrolowanych przez układ fi- 
tochromowy. Stwierdzono, że sacharoza blokuje ekspresję genów indukowanych 
przez światło [17]. W yselekcjonowano także mutanta, u którego nie występuje 
represja przez sacharozę genów indukowanych przez fitochrom A [17].

Mimo silnych argumentów przemawiających za bezpośrednim wpływem wę
glowodanów na proces indukcji kwitnienia, należy wyjaśnić, czy transport asy- 
milatów z liści do merystemów ma charakter przyczynowy, czy też jest jedynie 
procesem wspomagającym lub wzmagającym działanie induktorów kwitnienia.

PODSUMOWANIE

Ostatnie lata przyniosły znaczący postęp w badaniach nad mechanizmem indukcji 
kwitnienia [47]. Wykazano, że zmiany we wzorcu metylacji DNA w dzielących 
się komórkach merystemów wierzchołkowych pędów odgrywają kluczową rolę w 
procesie wemalizacji. Określono udział różnych pul fitochromu (labilnej i stabilnej) 
w kontroli fotoperiodycznej indukcji kwitnienia. Częściowo opisano elementy łań
cuchów transdukcji sygnałów fitochromowych. U pewnych roślin (zwłaszcza rzod- 
kiew nika) poznano niektóre geny odpow iedzialne za pow stanie odpow iedzi
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fotoperiodycznych [47]. Mimo nasilenia badań jak  dotąd nie odkryto chemicznej 
natury hipotetycznej substancji (florigenu), której synteza (lub uwalnianie) i transport 
do merystemów wierzchołkowych pędów prowadziłaby do indukcji kwitnienia. Istot
nym krokiem na tej drodze będzie prawdopodobnie sklonowanie i zsekwencjono- 
wanie genów , których białkow e produkty są bezpośrednio zaangażow ane w 
m etabolizm poszukiwanego od 63 lat florigenu. Rozstrzygnięciem tej zagadki zajmuje 
się obecnie wiele laboratoriów na całym świecie.
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REGULATION OF FOWERING IN PLANTS. II. GENETIC 
AND MOLECULAR CONTROL OF FLOWER INDUCTION
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Streszczenie: Najbardziej dramatyczną zmianą fazy rozwojowej u roślin kwiatowych jest przejście od 
wzrostu wegetatywnego do rozwoju generatywnego. Zjawisko to, kontrolowane przez czynniki zarówno 
wewnętrzne, jak i środowiskowe, nazywane jest indukcją kwitnienia. Ostatnie osiągnięcia genetyki i 
biologii molekularnej wskazują na bezpośrednią zależność między oddziaływaniem czynników rozwo
jowych i środowiskowych na roślinę a zróżnicowaną ekspresją specyficznych genów, bezpośrednio 
zaangażowanych w proces indukcji kwitnienia oraz samą morfogenezę kwiatów. Badania prowadzone 
na różnego typu mutantach rozwojowych doprowadziły do uzyskania roślin charakteryzujących się 
przyspieszonym (w stosunku do roślin typu dzikiego) lub opóźnionym kwitnieniem. Analiza tego typu 
mutantów, zwłaszcza u rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana) i grochu (Pisum sativum ) 
zwiększa szansę szybkiego poznania mechanizmów indukcji kwitnienia. W prezentowanej pracy szcze
gółowo omówiono genetyczne i molekularne mechanizmy indukcji kwitnienia roślin dnia krótkiego 
{Pharbitis nil) i długiego (A. thaliana i P. sativum) oraz fotoperiodycznie neutralnych {Zea mays).

Słowa kluczowe: fotoperiodyczną indukcja kwitnienia, Arabidopsis thaliana, Pharbitis nil, Pisum 
sativum, Zea mays.

Summary: The most dramatic phase change that flowering plants undergo is the transition from vegetative 
to reproductive development. A complex process termed floral induction, which is controlled by both

Praca ta pow stała w trakcie realizacji badań finansowanych przez Unię Europejską (INCO-Coper- 
nicus Program m e, Grant IC 15-CT96-0920) oraz Uniwersytet M. Kopernika (Grant JM Rektora 
UMK).
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endogenous and environmental signals, causes the transition between the two phases. Recent develop
ment in plant molecular genetics has revealed a direct relationship between gene structure and its function 
in plant response to environmental stimuli and metabolic pathways. Physiological approaches to study 
the molecular details of flower induction have recently been complemented by genetic studies, which 
have led to the recognition of a large group of flowering mutations that either reduce or lengthen the time 
to flowering. The rapid progress in this field depends mainly on intensive efforts at isolation of mutants 
using selected model plants hke Arabidopsis thaliana or Pisum sativum. The steadily increasing use of 
mutants of floral induction in morphological, physiological, biochemical and genetic studies will 
undoubtedly increase the chances for progress in understanding the complexity of the mechanism 
involved in control of flowering. In the presented paper the detailed genetic and molecular mechanisms 
of floral induction in short-day (Pharbitis nil), long-day (A. thaliana and P. sativum), as well as 
day-neutral (Zea mays) plants have been described.

Key words', photoperiodic flower induction, Arabidopsis thaliana, Pharbitis nil, Pisum sativum, Zea 
mays.

WSTĘP

W  naszym poprzednim artykule [33] opisaliśmy ogólne, fizjologiczne i śro
dowiskowe aspekty procesu indukcji kwitnienia. Niniejszy artykuł poświecony został 
genetycznej i molekularnej kontroli indukcji kwitnienia. W ostatnich latach po
czyniono znaczący postęp w tej dziedzinie badań. Stał się on możliwy dzięki za
stosowaniu prostych, modelowych układów roślinnych (np. Arabidopsis thaliana, 
Anthirrhinum majus), metod biologii molekularnej oraz naturalnych i sztucznie uzy
skiwanych mutantów [4,6,13,15,21,28].

1. KONTROLA INDUKCJI KWITNIENIA ROŚLIN 
KRÓTKODNIOWYCH

Jedną z modelowych i najczęściej badanych roślin krótkodniowych jest Pharbitis 
nil (ang. Morning Glory). Jej japońska odmiana Violet indukowana jest do kwit
nienia pojedynczym, 16-godzinnym okresem ciemności w stadium młodocianym, 
4 -6  dni od skiełkowania nasion. Pierwsze zawiązki kwiatowe są już widoczne 
12-14 dni od zakończenia indukcji, natomiast cały cykl rozwojowy (który można 
przeprowadzić w fitotronie) nie trwa dłużej niż 2-3  miesiące [17]. Naświetlanie 
daleką czerwienią przed zapadnięciem nocy (zgaszeniem światła) lub krótki puls 
światła czerwonego w połowie 16-godzinnego okresu ciemności całkowicie hamuje 
kwitnienie. Przez szczepienia i stosowanie technik mikrochirurgicznych ustalono, 
że miejscem percepcji bodźców fotoperiodycznych są liścienie, a syntetyzowany 
tam, domniemany induktor transportowany jest do wierzchołka wzrostu, gdzie ini
cjuje powstawanie zawiązków kwiatowych [24]. W ykazano również, że wewnątrz
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liścieni omawianej rośliny występują struktury zwane ciałami liścieniowymi [38,40], 
które wraz z otaczającymi je  komórkami miękiszowi mogą stanowić miejsce syntezy 
bądź uwalniania induktora kwitnienia [40]. Ustalono ponadto, że podczas in
dukcyjnej nocy w liścieniach P. nil dochodzi do istotnych zmian w akumulacji 
jonów  wapnia i endogennym poziomie poszczególnych fitohormonów [17,36-39].

Intensywnie prowadzone badania cytologiczne, fizjologiczne i biochemiczne nie 
dały jednak odpowiedzi na wiele istotnych pytań. Nie wiadomo było także, jaki 
jest pierwotny mechanizm indukcji fotoperiodycznej. Istotnym przełomem w tych 
badaniach są wyniki prac opublikowanych ostatnio przez badaczy japońskich. Już 
ponad 10 lat temu udało się wykazać istnienie zasadniczych ilościowych i jako
ściowych różnic mRNA izolowanego z roślin rosnących na ciągłym świetle i tra
ktowanych indukcyjną długą nocą [18]. Przerwanie indukcyjnej nocy pulsem światła 
czerwonego prowadzi do obniżenia się poziomu jednego z typów mRNA [18]. 
Następnie odkryto, że ekspresja niektórych genów modulowana jest przez indu
kcyjny fotoperiod i ich aktywność wykazuje dobowe oscylacje [25-27,45]. Dokładna 
analiza bibliotek cDNA uzyskanych z liścieni roślin rosnących na ciągłym świetle 
(kontrolnych) i poddanych indukcyjnemu okresowi ciemności pozwoliła na ziden
tyfikowanie kilku genów, które wydają się być bezpośrednio zaangażowane w m e
chanizm fotoperiodycznej indukcji kwitnienia P. nil.

Stosując techniki dwukierunkowej elektroforezy zauważono, że zawartość jednego 
z polipeptydów (o molekularnej masie 22 kDa) wzrasta w drugiej połowie indukcyjnej 
nocy [26]. Białko to zostało więc użyte do przeszukiwania bibliotek cDNA uzy
skanych z liścieni roślin rosnących na ciągłym świetle i poddanych indukcyjnemu 
fotoperiodowi. Zidentyfikowany klon cDNA został następnie zsekwencjonowany, 
a na podstawie odtworzonego składu nukleotydów określono budowę kodowanego 
białka, nazwanego PnGLP (od Pharbitisnil germin-likeprotein). Białko to wykazuje 
duży stopień homologii do GLP wykrytego w liściach Sinapis alba. Podobnie jak 
u gorczycy, również u P. nil zawartość mRNA dla GLP podlegała dobowym os
cylacjom, z tą różnicą, że u pierwszej z wymienionych roślin maksimum aktywności 
genu kodującego to białko przypadało na 14-tą godzinę okresu światła, a u drugiej 
miało to miejsce 10 godzin po rozpoczęciu indukcyjnej nocy [25]. Ponadto stwier
dzono, że u P. nil mRNA PnGLP  występuje na terenie liścieni i młodych liści, 
a jego zawartość znacząco wzrasta w czasie indukcyjnej nocy. Akumulacja PnGLP 
podczas okresu ciemności hamowana jest przez krotki puls światła czerwonego 
zastosowany w połowie indukcyjnego okresu ciemności [25]. Autorom omówionej 
pracy nie udało się określić fizjologicznej funkcji GLP. Tego samego typu białko 
występujące u pszenicy funkcjonuje jako oksydaza szczawianowa. W surowych 
ekstraktach uzyskanych z liścieni P. nil nie wykryto jednak aktywności tego enzymu 
[25].

Zastosowanie do analiz bibliotek cDNA uzyskiwanych z liścieni P. nil techniki 
differential display pozwoliło na identyfikację kolejnych genów zaangażowanych
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w fotoperiodyczną indukcję tej rośliny. Jednym z nich okazał się gen PnC40J, 
który ulegał preferencyjnej ekspresji podczas indukcyjnej nocy. Gen ten występuje 
w pojedynczej kopii, a jego aktywność nie jest zbyt wysoka nawet w warunkach 
pełnej indukcji fotoperiodycznej [30]. Koduje on białko zbudowane z 665 reszt 
aminokwasowych o łącznej masie 74 kDa, które wykazuje wysoki stopień homologii 
do fragmentu jednego z polipeptydów rzodkiewnika o nie poznanej dotąd funkcji. 
Pomiary poziomu mRNA PnC401 wykazały dobowe fluktuacje jego zawartości. 
Po przeniesieniu roślin z warunków nieindukcyjnych (ciągłe światło) do ciemności 
obserwowano stopniowy wzrost poziomu transkryptu, który osiągał maksimum w 
czasie 12-16 godzin, a następnie ulegał obniżeniu. Rośliny przetrzymywane przez 
dłuższy czas w ciemności wykazywały dobowe oscylacje ekspresji analizowanego 
genu. 10-minutowy puls światła czerwonego zastosowany w 8 godzinie indukcyjnej 
nocy obniżał poziom akumulacji m RN A PnC401. Jeszcze silniejszy wpływ na badany 
proces miało naświetlenie siewek P. nil przed przeniesieniem ich do ciemności, 
światłem dalekiej czerwieni [30]. W yniki te jednoznacznie wskazują, że aktywność 
genu PnC40J kontrolowana jest przez system fitochromowy, a jego ekspresja bez
pośrednio związana jest z fotoperiodyczną indukcją kwitnienia u P. nil. Tę hipotezę 
potwierdza również preferencyjna aktywacja transkryptu omawianego genu w tkan
kach liścieni. W spomniana grupa japońskich badaczy [31] zidentyfikowała u Phar- 
bitis nil je szcze  jed en  gen, oznaczony jako  PnTCTP, k tórego produkt je s t 
prawdopodobnie związany z mechanizmem fotoperiodycznej indukcji kwitnienia. 
Ekspresja tego genu powoduje powstanie polipeptydu zbudowanego ze 168 ami
nokwasów o łącznej masie wynoszącej 18,7 kDa. Białko to wykazuje bardzo wysoki 
stopień podobieństwa do tzw. transkrypcyjnie kontrolowanych białek tumorowych; 
TCTP (od ang. transcryptionally controlled tumor protein) zidentyfikowanych 
wcześniej u grochu, ryżu, lucerny i ziemniaka, a w mniejszym stopniu do podobnego 
typu polipeptydów występujących w komórkach drożdży, kur, myszy i ludzi [31]. 
Na ciągłym świetle lub w warunkach długiego dnia obserwowano niewielką aku
mulację mRNA PnTCTP. Natomiast u roślin traktowanych długą indukcyjną nocą 
lub trzymanych przez dłuższy czas w ciemności odnotowano stopniowy wzrost 
poziomu tego informacyjnego RNA. Proces ten rozpoczynał się w 4. godzinie i 
osiągał swoje maksimum w 12. godzinie, a następnie utrzymywał się na wysokim 
poziomie aż do 48. godziny ciemności [31]. Ekspresja analizowanego genu kon
trolowana jest przez fitochrom. Podczas gdy poziom mRNA PnTCTP  nie ulegał 
zmianie po naświetleniu siewek P. nil w połowie indukcyjnej nocy pulsem światła 
czerwonego lub dalekiej czerwieni, zastosowanie dalekiej czerwieni pod koniec 
fazy jasnej hamowało ekspresję. Na tej podstawie przypuszcza się, że ekspresja 
genu PnTCTP  bezpośrednio lub pośrednio regulowana jest przez stabilną pulę 
fitochromu. Jak dotąd nie ustalono, jaką funkcję może pełnić produkt opisanego 
genu w procesie fotoperiodycznej indukcji u P. nil. Biorąc pod uwagę zdolność 
ludzkiego TCTP do wiązania jonów wapnia wyniki opisanych badań mogą rzucić
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nowe światło na rolę wapnia w procesie kwitnienia. W ielkie znaczenie wapnia 
w kwitnieniu było wielokrotnie sugerowane już wcześniej przez Tretyna i wsp. 
[17,36-40]. Jak można się spodziewać, w najbliższym czasie nastąpi nasilenie badań 
nad molekularnymi mechanizmami fotoperiodycznej indukcji u Pharbitis nil. Za
powiedzią tego jest ukazanie się streszczenia referatu, jaki wygłoszony został na 
ostatnim zjeździe Amerykańskiego Towarzystwa Fizjologów Roślin (Madison, USA) 
wygłoszonego przez grupę badaczy kierowaną przez J.A.D. Zeevaarta. Ich osiąg
nięciem było uzyskanie bibliotek cDNA z liścieni siewek P. nil rosnących na ciągłym 
świetle i poddanych fotoperiodycznej indukcji [20]. Różnice między obiema bib
liotekami analizowano techniką differential display. Tą drogą zidentyfikowano aż 
150 genów, których aktywność spada lub ulega podwyższeniu w trakcie indukcyjnej 
nocy [20]. Wśród nich znalazły się geny kodujące różne enzymy związane z m e
tabolizmem węglowym (biorących udział w procesie fotosyntezy). Dużym zasko
czeniem było wykrycie u P. nil jednego klonu cDNA homologicznego do genu 
CONSTANS (CO), funkcjonującego u Arabidopsis thaliana (patrz poniżej). Z tym, 
że u rzodkiewnika jego aktywność stymulowana jest w trakcie długiego, a u P. 
nil krótkiego fotoperiodu. Jak zapowiadają autorzy przytoczonego doniesienia 
[20], połowa ze 150 uzyskanych genów może kodować nigdzie nie opisane dotąd 
białka.

2. KONTROLA INDUKCJI KWITNIENIA 
ROŚLIN DŁUGIEGO DNIA

Spośród wielu roślin długiego dnia molekularny mechanizm fotoperiodycznej 
indukcji poznano najlepiej w odniesieniu do dwóch gatunków: grochu (Pisum sa
tivum) i rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana). Druga z nich jest również modelową 
rośliną stosowaną w badaniach nad morfogenezą różnych organów roślinnych, a 
zwłaszcza kwiatów.

2.1. Regulacja kwitnienia u grochu
Pierwszą osobą, która podjęła systematyczne badania nad procesem kwitnienia 

grochu, był G. Mendel. To on jako pierwszy stwierdził wpływ czynników śro
dowiskowych na ten proces. Jednakże dopiero pod koniec lat sześćdziesiątych obe
cnego stulecia podjęte zostały systematyczne badania nad mechanizmami kwitnienia 
tego gatunku. Ich wyniki pozwoliły ustalić, że w liściach tej rośliny, w zależności 
od warunków środowiskowych, powstaje induktor bądź inhibitor kwitnienia. Obie 
te substancje, o niepoznanej budowie, mogą przemieszczać się z liści do wie
rzchołków wzrostu wpływając na indukcję procesu kwitnienia.
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W iększość odmian grochu to rośliny fakultatywnie długiego dnia. Niektóre z 
nich są również fotoperiodycznie neutralne lub do kwitnienia, oprócz odpowiedniego 
fotoperiodu, wymagają także wernalizacji. Zawiązki kwiatów powstają w pachwi
nach na kolejnych węzłach. Jednak jeszcze przed ich pojawieniem się roślina w 
stadium wegetatywnym musi wytworzyć określoną liczbę międzywęźłi, wahającą 
się od czterech (u wcześniej kwitnących odmian) do ponad 100 (u późno kwitnących 
odmian rosnących w nieindukcyjnych warunkach). Roślina raz zaindukowana do 
kwitnienia tworzy kolejne zawiązki kwiatowe, choć znane są również przypadki 
rewersji kwitnienia w warunkach utrzymującego się przez dłuższy czas niekorzy
stnego fotoperiodu [42].

Znaczący postęp w poznaniu molekularnych podstaw indukcji kwitnienia u 
grochu stał się możliwy po zastosowaniu do badań różnego typu mutantów. Pozwoliło 
to na ustalenie sekwencji zdarzeń, jaka prowadzi od procesu indukcji kwitnienia, 
przez ewokację do wytwarzania kwiatów. Załączona tabela przedstawia nazwy oraz 
funkcje genów zaangażowanych w proces indukcji kwitnienia grochu. Doświad
czenia, w których stosowano naświetlanie siewek grochu światłem czerwonym i 
daleką czerwienią, wykazały, że barwnikiem uczestniczącym w odbiorze bodźców 
fotoperiodycznych jest fitochrom [42].

W warunkach długiego dnia mutant fitochromu labilnego, fu n l (od far-recl un
responsive) kwitnie później niż rośliny typu dzikiego, co może sugerować, że ta 
pula fotoreceptora odpowiada za syntezę stymulatora kwitnienia. Podobnego typu 
odpowiedź fizjologiczną (późne kwitnienie) obserwuje się również u dwóch innych 
m utantów p cd l  i pcd2 (od phytochrome chromophore deficient), u których cząsteczki 
fitochromu pozbawione są funkcjonalnej grupy chromoforowej [42]. Obok fito
chromu labilnego w kontrolę kwitnienia grochu zaangażowana jest również stabilna 
pula tego fotoreceptora. Przypuszcza się, że aktywna forma PhyB działa hamująco 
na kwitnienie grochu, gdyż u mutanta fitochromu stabilnego, lv (od late flowering), 
obserwuje się wcześniejsze kwitnienie w porównaniu do WT. Jednakże ten hamujący 
wpływ PhyB ograniczony jest jedynie do warunków krótkiego dnia. Na tej podstawie 
przypuszcza się, że fitochrom stabilny nie uczestniczy bezpośrednio w procesie 
mierzenia czasu, a jedynie w wykrywaniu barw światła. Obok mutacji prowadzących 
u grochu do zaburzeń w procesie percepcji bodźców fotoperiodycznych uzyskano 
również takie, które mogą dotyczyć procesu syntezy stymulatora bądź inhibitora 
kwitnienia [42].

Usunięcie jednego z liścieni grochu prowadzi do opóźnienia procesu kwitnienia. 
Przypuszczać więc można, że w liścieniu produkowana jest substancja stymulująca 
ten proces. (Nie można jednak wykluczyć, że jest to reakcja stresowa prowadząca 
do hamowania kwitnienia.) W e wczesnych etapach wzrostu siewek grochu dominuje 
jednak synteza inhibitorów kwitnienia [42]. Ten pogląd potwierdzają wyniki badań 
przeprowadzonych na mutancie gigas (gi), u którego obserwuje się opóźnienie kw it
nienia (tab. 1) bez względu na warunki świetlne otoczenia. Jednakże kwitnienie
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TA B ELA  1. L ista genów uczestniczących w kontroli kwitnienia grochu oraz ich przypuszczalne 
funkcje (na podstawie [42], zmodyfikowane)

Gen Jego fizjologiczna funkcja
FUN1 Percepcja światła przez fitochrom labilny (PhyA)
LV Percepcja światła przez fitochrom stabilny (PhyB)
SN Synteza inhibitora kw itnienia w pędach i liścieniach
D N E Synteza inhibitora kw itnienia w pędach i liścieniach
PPD Synteza inhibitora kw itnienia w pędach i liścieniach
HR Synteza inhibitora kw itnienia w pędach
E Synteza inhibitora kw itnienia w liścieniach
GI Synteza stym ulatora kw itnienia w pędach, korzeniach i/lub liścieniach
LF Określenie wrażliwości w ierzchołka pędu na stymulator kw itnienia
VEG1 Niezbędny do inicjacji kwiatów w wierzchołku wzrostu pędu

można w znacznym stopniu przyspieszyć przez szczepienie mutanta gi na roślinach 
typu dzikiego poddanych działaniu długiego dnia. Sugeruje to, że gen GI może 
kontrolować syntezę induktora kwitnienia w obrębie liścieni i liści pędowych. N a
tomiast inny gen grochu VEGI (od vegetative) odpowiada prawdopodobnie za 
kontrolę morfogenezy kwiatów już po dotarciu do merystemu wierzchołkowego 
stymulatora kwitnienia. U mutantów vegl uprawianych przy długim fotoperiodzie 
nie obserwuje się powstawania zawiązków kwiatowych. Zamiast nich pąki pachwi
nowe rozwijają się w ulistnione odgałęzienia boczne pędu [42].

U grochu zidentyfikowano także kilka genów, które mogą brać udział w po
wstawaniu inhibitora kwitnienia (tab. 1, rys. 1). Mutacje powstające na ich terenie 
prowadzą do przyspieszonego kwitnienia. Pierwszy z tego typu mutantów, sn (od 
sterile nodes) zakwita wcześniej od form typu dzikiego bez względu na stosowany 
fotoperiod i termoindukcję. Prowadząc szczepienia wykazano, że gen SN  od
powiada za syntezę w liścieniach i liściach pędowych inhibitora kwitnienia. Poziom 
inhibitora może być modelowany w wyniku eksponowania roślin na oddziaływanie 
długiego fotoperiodu lub poddawania wemalizacji [42]. U kolejnego mutanta, na
zwanego If (od late flowering), podczas indukcyjnego fotoperiodu obserwuje się 
znaczne przyspieszenie powstawania kwiatów w porównaniu z formami dzikimi. 
U roślin homozygotycznych kwiaty pojawiają się wtedy, kiedy rośliny mają jedynie 
5 węzłów -  to jest najwcześniej, jak może rozpocząć się kwitnienie tego gatunku 
rośliny. Choć niewątpliwie gen LF  odpowiada za syntezę inhibitora kwitnienia, 
to jego aktywność ograniczona jest jedynie do pędu bądź jego wierzchołkowej 
części. Przez szczepienie pędów zmutowanych roślin na zaindukowanych uprzednio 
roślinach typu dzikiego nie udało się doprowadzić do powstawania kwiatów.

Ostatni z genów wymienionych w tabeli 1, którego produkt może brać udział 
w syntezie inhibitorów kwitnienia nazwano HR (od high response). Gen ten jest
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RYSUNEK 1. Przebieg zależnej od temperatury (wemalizacji) i warunków świetlnych (fotoperiodu) 
indukcji kwitnienia u grochu; funkcje wszystkich genów uczestniczących w tym procesie, a zaznaczo
nych na schemacie zostały opisane w tabeli 1, dalsze szczegóły w tekście (na podstawie [42], zmienione)
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aktywny jedynie w pędzie, a jego ekspresja podlega fotoregulacj i. U roślin rosnących 
w warunkach długiego dnia dochodzi do znacznego obniżenia hamującego wpływu 
produktu genu HR na kwitnienie grochu. Podobny wpływ wywiera wiek rośliny. 
Ustalono, że u mutanta hr synteza inhibitora kwitnienia gwałtownie spada, gdy 
osiągnie on wiek 4 tygodni [42].

Na podstawie przedstawionych wyników zaproponowano następujący mecha
nizm indukcji kwitnienia u grochu [42]. W jego młodych siewkach przeważa synteza 
inhibitora nad syntezą stymulatora kwitnienia. Proces inhibicji jest szczególnie silny 
przy niekorzystnym dla rośliny fotoperiodzie. Za recepcję bodźców fotoperiody- 
cznych odpowiadają obie pule fitochromu -  labilna i stabilna. Pierwsza z nich 
(PhyA) ma hamujący, a druga (PhyB) stymulujący wpływ na proces kwitnienia. 
W warunkach niesprzyjającego fotoperiodu rośliny produkują inhibitor kwitnienia, 
który wpływając na transport asymilatów pobudza rozwój wegetatywny rośliny. 
Prawdopodobnie substancja ta działa hamująco na produkcję lub/i transport induktora 
kwitnienia z liścieni i liści pędowych do wierzchołka wzrostu pędu. W  warunkach 
długiego fotoperiodu sytuacja ulega zmianie. Następuje obniżenie aktywności genów 
uczestniczących w syntezie inhibitora i aktywacja tych, które odpowiadają za pro
dukcję stymulatora kwitnienia. Po dotarciu do wierzchołka pędu induktor blokuje 
aktywność genu LF, co prowadzi do zapoczątkowania ewokacji i morfogenezy 
kwiatu. W emalizacja może wpływać na kwitnienie grochu przez obniżenie tempa 
syntezy inhibitora tego procesu. Natomiast bezpośrednie działanie niskiej temperatury 
na wierzchołek pędu może zwiększać jego wrażliwość na obecność induktora kwit
nienia. Na rysunku 1 strzałkami zaznaczono pozytywny, a tępo zakończonymi od
cinkami negatywny wpływ różnych czynników i produktów genów na proces 
kwitnienia.

3.2. Regulacja kwitnienia u rzodkiewnika
Rzodkiewnik jest rośliną fakultatywnie długiego dnia [5,12]. Oznacza to, że 

gdy rośnie w warunkach długiego dnia, zakwita znacznie wcześniej niż rozwijając 
się w warunkach krótkiego dnia. U większość linii genetycznych A. thaliana również 
wernalizacja przyspiesza zakwitanie. W warunkach naturalnych do inicjacji kwit
nienia dochodzi około 25 dni po skiełkowaniu nasion. Natomiast odmiany labo
ratoryjne, uprawiane w warunkach długiego dnia (16 godzin światła/8 godzin 
ciemności), zakwitają o kilka dni wcześniej [5,12]. Jeżeli rośliny tych samych odmian 
(linii genetycznych) traktowane są krótkim fotoperiodem (8-10 godzin światła na 
dobę), proces kwitnienia rozpoczyna się po 6 tygodniach wzrostu wegetatywnego, 
czemu towarzyszy wytworzenie się większej liczby liści w różyczce (rozecie) i 
na pędzie [10,13,28]. Już z tego pobieżnego opisu widać, że indukcja kwitnienia 
u rzodkiewnika jest procesem bardzo złożonym. Najbardziej sprzyjające warunki 
naturalne, prowadzące do wczesnego zakwitania, a co za tym idzie wydania nasion,
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TA BELA  2. M utanty rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) charakteryzujące się w czesnym  i 
późnym zakwitaniem  (na podstawie [3,28], uzupełnione i zmodyfikowane)

M utant______________ Fenotyp___________________________ Przypuszczalna funkcja genu
W czesne zakwitanie
e!f3 Długi hypokotyl, brak wrażliwości Hamowanie kw itnienia przy niein-

na fotoperiod dukcyjnym fotoperiodzie
e m f 2 Brak fazy wegetatywnej, kwiaty Regulacja przebiegu wczesnych faz

o zaburzonej budowie rozwoju w egetatywnego
t l f  Zdeterm inowany kwiatostan, rośliny Represor autonom icznego szlaku in-
_____________________ karłowate_________________________ dukcji kwitnienia__________________
Późne zakw itanie
co, gi, fh a  O bniżenia wrażliwości na działanie Prom uje kw itnienie w odpowiedzi na

fotoperiodu i chłodu indukcyjny fotoperiod
fd , fe , ft, fw a  N iska w rażliwość na fotoperiod, Prom uje kwitnienie w odpowiedzi

bardzo mała na działanie chłodu na indukcyjny fotoperiod 
fca , fpa , fve ,ld  W ykazują w rażliwość na fotoperiod Regulują przebieg autonomicznej

i działanie chłodu indukcji kw itnienia
g a l,g a i  Późne kw itnienie przy nieindukcyj- U dział w syntezie i wrażliwości na

nym fotoperiodzie działanie gibereliny, która indukuje
________________________________________________________ kw itnienie przy SD_______________

które mogą jeszcze rozwinąć się w kolejne pokolenie roślin, panuje wiosną. W y
produkowane poprzedniego roku nasiona, które przeszły proces wemalizacji, kieł
kują, a powstałe z nich rośliny kwitną i owocują nawet w warunkach niesprzyjającego 
fotoperiodu. Natomiast następne pokolenie roślin, rozwijające się z nasion po
wstałych tego samego roku, indukowane są do kwitnienia długim fotoperiodem 
i do jesieni mają wystarczającą ilość czasu, by zakończyć cały swój cykl rozwojowy 
[12].

Fotoperiodyczna indukcja kwitnienia Arabidopsis thaliana kontrolowana jest 
przez dwa układy fotoreceptorów: fitochrom [34] i kryptochrom [1,35]. Absorbowane 
przez kryptochrom światło niebieskie (od ok. 400 do 500 nm) stymuluje, podczas 
gdy operujące przez fitochrom światło czerwone (od ok. 600 do 700 nm) hamuje 
kwitnienie rzodkiewnika. Rośliny typu dzikiego rosnące na ciągłym świetle nie
bieskim zakwitają już w 15 dni, natomiast gdy rosną na ciągłym świetle czerwonym 
(o tym samym natężeniu co niebieskie) dopiero 30 dni po skiełkowaniu nasion 
[11]. W ostatnim czasie opublikowano dane świadczące o korelacyjnym udziale 
obu wymienionych fotoreceptorów w regulacji kwitnienia. Badania te prowadzono 
na mutancie rzodkiewnika, niezdolnym do akumulacji białkowego (CRY) składnika 
kryptochromu 2 [11]. Rośliny homozygotyczne pod względem zmutowanej cechy 
kwitły później, podczas gdy heterozygotyczne w tym samym czasie co rośliny 
typu dzikiego. Tym samym cry2 zachowuje się jak wiele spośród późnokwitnących 
mutantów, takich jak: gi, co, fha, fca, fd, fe, ft, fwa, fve  i Id (patrz tab. 2). Po
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analizie poziomu transkrypcji CRY2 u wszystkich wymienionych mutantów okazało 
się, że mutacja fha , prowadząca do obniżenia wrażliwości na fotoperiod, w rzeczy 
samej dotyczy genu kodującego kryptochrom 2. Z kolei u mutanta co rosnącego 
w warunkach długiego dnia zarejestrowano trzy razy niższy poziom mRNA CRY2 
w porównaniu do roślin typu dzikiego, podczas gdy u obu typów roślin rosnących 
na krótkim fotoperiodzie wartości te były podobne [11]. Z drugiej strony rośliny 
transgeniczne wykazujące nadekspresję CRY2 zawierały jedynie wyższy poziom 
CO mRNA od WT, gdy uprawiane były przy krótkim fotoperiodzie. Prowadziło 
to również do ich wcześniejszego zakwitania. Wyniki przedstawionych badań jed 
noznacznie wskazują, że Cry2 jest pozytywnym regulatorem aktywności genu CO 
(CONSTANS), którego ekspresja stymulowana jest przez indukcyjny fotoperiod [29]. 
Aktywność tego samego genu, ale w drodze negatywnej regulowana jest również 
przez fitochrom B (PhyB). Mutanty pozbawione tej puli fitochromu (hyl i hy2), 
ale zawierające funkcjonalny PhyA kwitną wcześniej od roślin typu dzikiego, czemu 
towarzyszy podwyższona ekspresja CO [9]. Biorąc pod uwagę dostępną wiedzę 
oraz wyniki wyżej przedstawionych badań zaproponowano następujący model dzia
łania Cry2 i PhyB w procesie fotoperiodycznej indukcji kwitnienia A. thaliana
[11]. Działanie obu fotoreceptorów polega na regulacji aktywności transkrypcyjnej 
CO. PhyB byłby więc tym spośród czterech pozostałych fitochromów funkcjo
nujących u rzodkiewnika [34], który blokując ekspresję CO opóźnia jego kwitnienie. 
Natomiast w obecności światła niebieskiego, absorbujący je Cry2 znosząc inhibicyjny 
wpływ PhyB indukuje akumulację CO mRNA prowadząc do wcześniejszego za
kwitania rośliny.

Istnieje wiele typów mutacji, które w warunkach określonego typu fotoperiodu 
(krótkiego lub długiego) charakteryzują się opóźnionym lub przedwczesnym kwit
nieniem w porównaniu z formami dzikimi. Mutanty te można podzielić na dwie 
grupy: wcześnie i późno kwitnące (tab. 2).

Obecnie znanych jest szereg mutacji (wszystkie o charakterze recesywnym) pro
wadzących do nienormalnego, przedwczesnego zakwitania A. thaliana. Najbardziej 
ekstremalnym przykładem tego typu roślin są mutanty em fl i emf2 (od embryogénie 
flow er 1-2), które są niewrażliwe na fotoperiod i wernalizację oraz kwitną w bardzo 
wczesnych stadiach rozwojowych, bez uprzedniego wytworzenia różyczki (roze- 
ty)[43,44]. Badania anatomiczne wykazały, że jeszcze w stadium rozwoju em brio
nalnego m utacja em f prowadzi do pow stania merystemu kwiatostanowego, z 
pominięciem stadium merystemu wegetatywnego (rys. 2). Omawiana mutacja ma 
charakter plejotropowy, gdyż poza przedwczesnym zakwitaniem em fl i emf2 mają 
nienormalnie zbudowane liście i kwiaty [43,44]. W ydaje się, że geny EMF1 i 2 
są niezbędne do normalnego rozwoju wegetatywnego rzodkiewnika [3,28,43,44]. 
W wyniku ich „wyłączenia” rośliny zachowują się tak jakby już przeszły to stadium 
rozwojowe. Jak dotąd nie znany jest produkt aktywności transkrypcyjnej EMF. 
Przyjmuje się jednak, że omawiane geny pełnią kluczową rolę w blokowaniu przed-
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(III) FHA
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RYSUNEK 2. Udział produktów różnych genów w regulacji kwitnienia rzodkiewnika. Do inicjacji 
zawiązków kwiatowych może dojść w wyniku aktywacji trzech odmiennych szlaków: autonomicznego
(I), zależnego od gibereliny (II) lub długiego fotoperiodu (III). Długi fotoperiod działając przez FHA i 
LHY/GI indukuje akumulację CO mRNA, którego białkowy produkt wpływa na ekspresję genu tożsa
mości merystemowej-LF Y . Jego aktywację indukują z kolei geny AP1 i AG  bezpośrednio odpowiedzialne 
za morfogenezę kwiatu. Prawdopodobnie bezpośrednio na LFY wpływa giberelina. Natomiast niezależnie 
od CO i LFY  długi fotoperiod przez produkty genów FT  i FWA mogą aktywować gen AP1. Najmniej 
znana jest rola produktów genów FCA, FVE i LD aktywowanych podczas realizacji szlaku autonomicz
nego. Wydaje się, że ich białkowe produkty (będące czynnikami transkrypcyjnymi lub białkami wiążą
cymi RNA) działają przez dotąd niezidentyfikowany gen. Funkcje poszczególnych genów zaznaczonych 
na schemacie zostały opisane w tabeli 1, dalsze szczegóły w tekście (na podstawie [28], zmienione)

wczesnego kwitnienia, a ich aktywność ulega stopniowemu obniżaniu podczas roz
woju, aż do podprogowego poziomu umożliwiającego przekształcenie merystemu 
wegetatywnego w kwiatostanowy. Jednym z genów, którego aktywność wydaje 
się być regulowana przezEMF1 i 2 J e s t  APETALA1 (AP1)[23], Jest on bezpośrednio 
zaangażowany w proces morfogenezy kwiatów [23,28].

Kolejne mutanty, u których obserwuje się przedwczesne kwitnienie, to elf3 (od 
early fIow  ering 3), esd4 (od early short day 4) i tfl (od terminal jIow  er). M utant 
typu tfl charakteryzuje się krótkimi pierwotnymi pędami kwiatostanowymi (na któ
rych powstaje od 1 do 5 kwiatów) zakończonymi organami przypominającymi kwiaty 
szczytowe [2,4]. W warunkach długiego dnia wymaga on krótszej fotoperiodycznej 
'indukcji w porównaniu do form dzikich rzodkiewnika. Gen TFL został ostatnio 
sklonowany, a jego produkt przypomina zwierzęce białko wiążące fosfatydyloeta- 
noloaminę [7]. Ponadto ustalono, że jego ekspresja zachodzi w grupie komórek 
leżących pod zasadniczą częścią merystemu wierzchołkowego. TLF  mRNA wy
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krywany jest począwszy od 2 -3  dnia po skiełkowaniu, a jego akumulacja w wyżej 
wspomnianych komórkach rośnie po siódmym dniu wzrostu [7]. Uważa się, że 
ulegający ekspresji podczas wzrostu wegetatywnego gen TLF  przez odbiór sygnałów 
środowiskowych reguluje czas wejścia rośliny w stadium rozwoju generatywnego
[28].

Również w przypadku trzech innych genów: COP (od constitutive photomor- 
pho-genetic), D ET  (od de-etiolated) i PHYB  (od phytochrome B), których mutacje 
prowadzą do przedwczesnego zakwitania rzodkiewnika, poznano białkowe produkty 
ich aktywności. Białka kodowane przez te geny pełnią ogólne funkcje w kontroli 
morfogenezy roślin [3,9,28].

Warto jeszcze wspomnieć o mutantach, które wykazują wrażliwość na działający 
na nie fotoperiod. Mutant early short day 4 kwitnie po wytworzeniu 2 lub 4 liści, 
odpowiednio w warunkach długiego i krótkiego fotoperiodu. Nieco później zakwitają 
podobne do niego mutanty early short day 3 i 4 [3,4,13,14].

W szystkie mutacje prowadzące do późnego zakwitania rzodkiewnika można po
dzielić na trzy grupy. W skład pierwszej wchodzą takie mutanty, jak: fca , fpa, 
ld ,fve  i f y  [15,16]. Bez względu na fotoperiod kwitną one później od form dzikich, 
natomiast wemalizacja przyspiesza ten proces. Z drugiej strony traktowanie chłodem 
nie wywiera istotnego wpływu na kwitnienie drugiej grupy mutantów, do której 
należą: co, fd , fe , fha , ft , fw a  i gi [28]. Ich kwitnienie jest odwleczone w czasie 
w warunkach długiego fotoperiodu. Natomiast opóźnienie kwitnienia przedstawicieli 
trzeciej ze wspomnianych grup mutantów wynika z zaburzeń w syntezie i wrażliwości 
komórek na działanie giberelin. Uważa się, że przedstawiona klasyfikacja jest od
zwierciedleniem istniejących u rzodkiewnika trzech różnych szlaków wiodących 
do kwitnienia: autonomicznego, zależnego od długiego fotoperiodu i zachodzącego 
przy pośrednictwie giberelin [15,16,28].

Pierwsza odkryta i dobrze udokumentowana mutacja, jaka wpływa na kwitnienie 
rzodkiewnika, została nazwana gal (od gibberellic acid  7)[15]. W ykazano, że za
burzenia w funkcjonowaniu genu GAI prowadzą do 2-3-tygodniowego opóźnienia 
kwitnienia. Również mutacja w genie GAI (od gibberellic acid insensitive), po
wodująca obniżenie wrażliwości roślin na działanie giberelin, indukuje u nich syn
drom późnego kwitnienia [15].

Ostatnio udało się sklonować dwa geny zaangażowane w funkcjonowanie auto
nomicznego szlaku wiodącego do kwitnienia. Pierwszy z nich, LUMINODEPEN- 
DENS  (LD ) koduje białko zbudowane z 953 reszt aminokwasowych, zawierające 
dwie domeny pozwalające mu na oddziaływanie z kwasami nukleinowymi [19]. 
Z kolei FCA (FLOWERING CA) koduje białko, które zawiera dwa m iejsca wiążące 
RNA oraz tzw. domenę WW  odpowiedzialną za oddziaływania z innymi poli- 
peptydami [22]. Gen FCA charakteryzuje się niecodzienną budową. W  jego skład 
wchodzi aż z 21 egzonów (o łącznej długości 8,1 kb), kodujących średniej wielkości 
białko zbudowane z 747 reszt aminokwasowych [22]. Ponadto powstający na bazie
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FCA transkrypt podlega procesowi składania (ang. splicing), prowadzącego do po
wstawania czterech odmiennych produktów, charakteryzujących się różną długością. 
Tylko najdłuższy z nich, zawierający sekwencje kodującą domenę W W  wykazuje 
aktywność biologiczną, polegającą na stymulacji wczesnego zakwitania [22].

Jednym z najciekawszych i najlepiej poznanych genów kontrolujących kwitnienie 
rzodkiewnika jest CONSTANS (CO). Koduje on białko (składające się z 373 ami
nokwasów) zawierające dwa tzw. palce cynkowe, które swą budową przypomina 
czynniki transkrypcyjne z rodziny GATA-1 [29]. CO mRNA ulega stopniowej 
akumulacji w merystemie wierzchołkowym roślin traktowanych długim fotoperio- 
dem. Mutanty co uprawiane przy długim dniu kwitną później, natomiast rośliny 
transgeniczne zawierające więcej kopii tego genu kwitną wcześniej niż formy typu 
dzikiego [29]. Kończąc przegląd mutacji wpływających na opóźnienie kwitnienia 
A. thaliana warto wspomnieć jeszcze o dwu innych: fha  (o którym była mowa 
powyżej) oraz Ihy (od late elongated hypocotyl). Jak się okazało, gen FHA koduje 
białkowy składnik kryptochromu [11]. Z kolei na bazie LHY  powstaje czynnik 
tran skry pcyjny z rodziny myb. Mutacja powstająca w tym genie prowadzi do zaburzeń 
w funkcjonowaniu zegara biologicznego [28].

Jak dotąd, nie uzyskano mutanta całkowicie pozbawionego zdolności do kwit
nienia. M oże to świadczyć o złożoności tego procesu i sugerować, że wyłączenie 
któregoś z genów zaangażowanych w proces indukcji kwitnienia prowadzi do kom 
pensacji jego aktywności przez inne geny [28].

Podsumowaniem rozważań na temat roli różnych genów w procesie kontroli 
kwitnienia może być schemat zaproponowany przez ostatnio przez Pińerio i Cou- 
planda [28], z którego usunięto te elementy, które nie były dyskutowane w niniejszej 
pracy.

Kwitnienie rzodkiewnika kontrolowane jest przez trzy odmienne, aczkolwiek 
częściowo kompensujące się szlaki. Pierwszy z nich, zależny od metabolizmu gi- 
bereliny, prowadzi do aktywacji genu LEAFY (LFY) bezpośrednio odpowiedzialnego 
za przekształcanie merystemu wegetatywnego w kwiatostanowy [32,41]. Drugi ze 
szlaków, tzw. autonomiczny, indukowany jest w wyniku wemalizacji, a jego przebieg 
kontrolowany jest przez takie geny, jak: FCA, FVE  i LD  [16,22]. Trzeci szlak 
uruchamiany jest w warunkach długiego fotoperiodu. Na jego przebieg antagoni- 
styczny wpływ wywierają kryptochrom i fitochrom typu B, które w zróżnicowany 
sposób oddziałują na ekspresję genu CO [11]. Akumulacja CO mRNA prowadzi 
do stymulacji aktywności genu LFY  oraz przypuszczalnie wpływa na ekspresję 
genu AGAM OUS (AG), bezpośrednio zaangażowanego w morfogenezę kwiatów 
[21,41]. Na rysunku 2 strzałkami zaznaczono stymulacyjny, natomiast tępo za
kończonymi odcinkami hamujący wpływ jednych genów na aktywność innych.
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4. KONTROLA INDUKCJI KWITNIENIA ROŚLIN 
FOTOPERIODYCZNIE NEUTRALNYCH

Do tej pory mało było wiadomo na temat mechanizmów kontrolujących kwitnienie 
roślin fotoperiodycznie neutralnych. Przypuszczano, że wraz ze wzrostem stopnia 
dojrzałości rośliny w jej merystemie wegetatywnym zachodzą stopniowo odpo
wiednie procesy metaboliczne lub strukturalne umożliwiające zmianę wzorca roz
wojowego, co prowadzi do pobudzenia morfogenezy kwiatów. Osiągnięcie takiej 
dojrzałości miałoby wynikać między innymi z odpowiedniego „dokarmiania” m e
ry stemów wierzchołkowych pędów substancjami produkowanymi w fotosyntetyzu- 
jących liściach. Stąd też liczba liści miałaby zasadniczy wpływ na przebieg samej 
indukcji kwitnienia. Nowe światło na mechanizm kwitnienia roślin fotoperiodycznie 
neutralnych rzuciły badania przeprowadzone na kukurydzy [8].

W ywodząca się z tropików kukurydza kwitnie po wytworzeniu określonej liczby 
liści. Odmiennie od tego wzorca rozwojowego zachowuje się mutant idl (inde- 
terminate). W początkowym okresie rozwoju tworzy on znacznie więcej liści w 
porównaniu z roślinami typu dzikiego. Mimo to nie jest on zdolny do osiągnięcia 
etapu pełnej dojrzałości poprzedzającego inicjację kwiatów. W miejsce kwiatostanów 
rozwijających się w pachwinach liści powstają rozgałęzione pędy wegetatywne. 
Po sklonowaniu genu okazało się, że koduje on białko mające tzw. palce cynkowe. 
Na tej podstawie można sądzić, że produkt genu ID1 działa jako regulator trans
krypcji i może być bezpośrednio zaangażowany w proces indukcji kwitnienia. Hi
potezę tę potwierdziły wyniki badań nad wzorcem ekspresji tego genu [8]. Okazało 
się, że ulega on aktywacji w najmłodszych, niedojrzałych liściach trzydniowych 
siewek kukurydzy i ekspresja jego rośnie aż do momentu osiągnięcia przez roślinę 
wieku dojrzałości generatywnej. Ponadto jest ona ograniczona do pewnych regionów 
liści, a mianowicie najmłodszych ich zawiązków (primordiów), przy zupełnym jej 
braku w komórkach merystemu wierzchołkowego. Opisywany gen nie podlega rów
nież ekspresji w innych tkankach i organach, takich jak: dojrzałe liście i korzenie 
oraz elementy kwiatostanu i kwiatów [8]. Można więc sądzić, że w niedojrzałych 
liściach kukurydzy syntetyzowana jest cząsteczka sygnałowa, która po dotarciu 
do merystemu wierzchołkowego inicjuje proces przekształcania go z wegetatywnego 
w generatywny. Substancja ta syntetyzowana jest w wyspecjalizowanych częściach 
liści (revertant somatic sectors), w miejscach aktywności genu ID1. Nie wyklucza 
się możliwości, że bezpośredni produkt tego genu ma zdolność przemieszczania 
się z liści do wierzchołka wzrostu. Do indukcji kwitnienia dochodzi po osiągnięciu 
przez produkt genu ID1 pewnej wartości w komórkach wchodzących w skład m e
rystemu kwiatostanowego. ID1 jest pierwszym zidentyfikowanym i sklonowanym 
genem roślin jednoliściennych, którego produkt może bezpośrednio uczestniczyć 
w procesie indukcji kwitnienia [8]. Jego ekspresja na terenie niedojrzałych liści 
przeczy tzw. troficznej teorii kwitnienia. Popiera natomiast hipotezę funkcjonowania
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u roślin naturalnego induktora, to jest zdolnej do swobodnego przem ieszczania 
się cząsteczki sygnałowej, której synteza zachodzi w liściach (lub liścieniach), a 
jej m iejscem docelowego działania jest wegetatywny wierzchołek wzrostu pędu 
[8].

PODSUMOWANIE

M etody biologii molekularnej oraz zastosowanie odpowiednich mutantów po
zwoliły poznać podstawowe mechanizmy kontrolujące przebieg indukcji kwitnienia. 
Zarówno u roślin fotoperiodycznie wrażliwych (krótko- i długodniowych), jak  i 
niewrażliwych (fotoperiodycznie neutralnych) zidentyfikowano szereg genów zaan
gażowanych w kontrolę fotoperiodycznej indukcji kwitnienia. Aktywność niektó
rych z tych genów jest kontrolowana przez system filochromowy lub kryptochrom. 
Znaczący postęp w poznaniu molekularnych mechanizmów indukcji kwitnienia 
został uczyniony dzięki użyciu do badań różnego typu mutantów. U rzodkiewnika 
wyselekcjonowano szereg mutantów charakteryzujących się wczesnym lub późnym 
zakwitaniem, jak i określono produkty genów, w których doszło do tych mutacji. 
Niektóre białka kodowane przez te geny pełnią ogólne funkcje kontroli mor- 
fogenezy roślin. Jak dotąd nie uzyskano mutanta całkowicie pozbawionego zdolności 
do kwitnienia. Świadczyć to może, że wyłączenie któregoś z genów zaangażowanych 
w kontrolę kwitnienia prowadzi do kompensacji jego funkcji przez inne geny.

M olekularne mechanizmy indukcji kwitnienia są związane z pojawianiem się 
stymulatorów i inhibitorów kwitnienia. Natura tych substancji sygnałowych, prze
mieszczających się w końcowej fazie indukcji kwitnienia z liści do wierzchołków 
wzrostu, pozostaje ciągle nieznana.
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ROZM IESZCZENIE I ROLA BIAŁEK SZOKU  
TERM ICZNEGO W KOM ÓRCE ZW IERZĘCEJ

LOCALIZATION AND FUNCTION OF HEAT SHOCK PROTEINS 
IN THE ANIMAL CELL

Joanna JAKUBOW ICZ-GIL, Antoni GAW RON 

Zakład Anatomii Porównawczej i Antropologii, Instytut Biologii, UMCS, Lublin

Streszczenie: Białka szoku termicznego odnajdywane są w komórkach organizmów Procaryota i 
Eucaryota zarówno w warunkach fizjologicznych, jak i w warunkach stresowych. Obecne są na terenie 
cytoplazmy, wiążą się z cytoszkieletem oraz występują w wielu organellach komórkowych. Podstawową 
funkcją białek szoku jest kontrola prawidłowego zwijania polipeptydów oraz ich ochrona przed denatu- 
racją, agregacją i precypitacją. Są także odpowiedzialne za utrzymanie rozwiniętej struktury białek 
transportowanych przez błony. Regulują aktywność kinaz oraz receptorów sterydowych. Mogą być 
induktorami lub też inhibitorami apoptozy. Białka szoku termicznego są również zaangażowane w 
nabywanie termotolerancji.

Stówa kluczowe: białka szoku termicznego, białka opiekuńcze, termotolerancja, apoptoza.

Summary: Heat shock proteins are found in Procaryota and Eucaryota cells in normal enviroment and 
in response to stress conditions. They are present in cytoplasm and in many intracellular organells. They 
are connected with cytoskeleton. Heat shock proteins control polypeptides folding and protect them 
from dénaturation, agrégation and precipitation. They are responsed for keeping unfolded structure of 
transported proteins. They regulate kinases and steroid receptors activity. They can induce or inhibit 
apoptosis. Heat shock proteins are also involved in acquiring thermotolerance.

Key words: heat shock proteins, molecular chaperones, thermotolerance, apoptosis.

I. WSTĘP

Gwałtowne podwyższenie temperatury indukuje w organizmach Procaryota i 
Eucaryota  wzrost syntezy określonej grupy białek, nazwanej białkami szoku ter
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micznego Hsp (ang. H eat shock proteins). Hsp pojawiają się także w komórkach 
poddanych działaniu analogów aminokwasów, metali ciężkich, alkoholi, wolnych 
rodników i wielu trucizn metabolicznych. Białka szoku termicznego znaleziono 
również w tkankach gorączkujących osobników, uszkodzonych narządach oraz u 
pacjentów z chorobą nowotworową, u których zastosowano chemioterapię. Po
nieważ Hsp indukowane są przez tak różnorodne czynniki nazwano je białkami 
stresowymi, a proces, w którego wyniku są syntetyzowane -  reakcją stresową [75].

Rodzina białek Hsp charakteryzuje się niezwykłą stabilnością w procesie ewolucji. 
Analiza genów kodujących białka stresowe u bakterii, drożdży, Drosophila me- 
lanogaster i człowieka pozwoliła wykazać, że są one w wysokim stopniu homo
logiczne [75].

W ielość oraz różnorodność białek stresu pojawiających się w komórkach po 
szoku termicznym zrodziła potrzebę ich sklasyfikowania. Za kryterium podziału 
uznano masę cząsteczkową i wyróżniono kilka rodzin [36,61,75]:
H sp 100 (m. cz. 100-110  kD a)
H sp90 (8 0 -1 0 0  kD a)
H sp70  (6 8 -7 8  kD a)
H sp20  (1 8 -3 2  kD a)

Istnieje także szereg białek stresu nie dających się zakwalifikować do żadnej 
z wymienionych grup, np.:
H sp 10 i H sp60  (hom ologi bak teryjnych G roES i G roE L) obecne w m itochondriach

i chlorop lastach
H sp40  (hom olog  baktery jnego  D naJ) zlokalizow ane w cy top lazm ie

i we w szystk ich  organellach  
kom órkow ych

Problem szoku, towarzysząca mu synteza Hsp oraz struktura genów kodujących 
te białka od lat znajdują się w centrum uwagi naukowców. Również w polskich 
czasopismach pojawiły się na ten temat artykuły przeglądowe [30,31,36,37]. Celem 
niniejszej pracy było zebranie najważniejszych informacji dotyczących rozmiesz
czenia oraz funkcji poszczególnych rodzin białek szoku w komórce zwierzęcej.

II. OGÓLNA CHARAKTERYSTYKA POSZCZEGÓLNYCH
RODZIN Hsp

1. Rodzina białek HsplOO/Clp

Hsp 100 stanowią niedawno wyodrębnioną rodzinę białek szoku, wykrytą w ko
mórkach ssaków, drożdży oraz bakterii (bakteryjna rodzina białek Cip -  ang. Ca- 
seinolytic protease). Białka tej rodziny charakteryzują się niezwykłą odpornością
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na działanie czynników fizycznych i chemicznych. Nie tracą swojej aktywności 
nawet w temperaturze 50°C i w obecności 20% etanolu [61].

Ze względu na mnogość i różnorodność białek HsplOO, rodzina ta została po
dzielona na dwie główne klasy: 1 i 2, w których dodatkowo wyróżniono 8 podrodzin: 
A, B, C i D oraz M, N, X i Y. Białka należące do klasy 1 mają dwie domeny 
wiązania nukleotydów NBD (ang. Nucleotide-Binding Domain), w przeciwieństwie 
do białek klasy 2, które mają krótszy łańcuch polipeptydowy i tylko 1 domenę 
NBD [52,61].

Struktura białek z rodziny HsplOO wykazuje duże zróżnicowanie. Przy braku 
ADP czy ATP, białka Hspl 00: ClpA oraz H spl04, odnajdywane są w formie mono-, 
di- i trim erycznej. W obecności nukleotydów oba białka tworzą pierścieniowy układ 
heksameryczny [53].

2. Rodzina białek Hsp90

Białka z rodziny Hsp90 są syntetyzowane zarówno w wamnkach normalnych, 
jak i pod wpływem szoku. Są to białka, których sekwencja aminokwasowa w dużym 
stopniu pozostała nie zmieniona w czasie ewolucji. Na podstawie analizy DNA 
stwierdzono, że homologia sekwencji aminokwasowych w białkach Hsp90 różnych 
organizmów eukariotycznych wynosi ok. 50% oraz że sekwencje te są homologiczne 
z Hsp90 z E. coli w co najmniej 40% [36].

U drożdży S. cerevisiae stwierdzono dwa geny typu hsp90: hsp83 i hsc83, przy 
czym ekspresja hsc83 jest słabiej indukowana przez wzrost temperatury. Ostatnie 
doniesienia sugerują, że mutacje w genach hsp83 są odpowiedzialne za podwyższenie 
śmiertelności komórek [32].

U kręgowców znajduje się kilka genów kodujących białka z rodziny Hsp90. 
W komórkach ssaków białko Hsp90 występuje w dwóch izoformach -  Hsp90 alfa 
i Hsp90 beta, które tworzą oligomeryczne kompleksy [49].

Oprócz Hsp90, stanowiącego 1-2% całkowitej zawartości białek cytoplazmaty- 
cznych, wewnątrz retikulum endoplazmatycznego znajduje się nieco większe białko 
-  endoplazmina Grp94 (ang. Glucose regulatedprotein) [30,36]. Białko to reguluje 
najprawdopodobniej sekrecję białek. Zaobserwowano bowiem gwałtowny wzrost 
stężenia Grp94 w komórkach potraktowanych związkami zaburzającymi transport 
polipeptydów [75].

3. Rodzina białek Hsp70

Białka szoku termicznego o masie ok. 70 kDa należą do najlepiej poznanych. 
U E. coli występują dwa białka należące do tej rodziny: Hsp70, będące produktem 
genu dnaK  oraz Hsc66, produkt genu hscA [31,70]. Natomiast u S. cerevisiae, 
Drosophila melanogaster i ssaków występuje szereg odmian Hsp70, złożonych
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z wielu białek o podobnych sekwencjach aminokwasów [31,37]. W warunkach 
in vitro białka Hsp70 wykazują aktywność ATP-azową i reagują z wieloma sub- 
stratami białkowymi w sposób ATP-zależny [9,58]. Aktywność Hsp70 regulowana 
jest przez białko Hsp40, które zarówno aktywuje hydrolizę ATP związanego z 
Hsp70, jak i umożliwia tworzenie stabilnego kompleksu Hsp70-substrat [3,23,42]. 
Za usuwanie produktu hydrolizy ATP odpowiedzialne jest białko GrpE (M gelp) 
występujące u bakterii i w mitochondriach [14].

Białkiem syntetyzowanym w komórkach, nie tylko w szoku, jest Hsc70 (ang. 
H eat shock cognate), czyli Hsp73. W ystępuje ono w jądrze i cytoplazmie na stałym 
poziomie, niezależnie od fazy cyklu komórkowego [25]. Hsp73 towarzyszą 3 białka 
regulujące jego aktywność:

Hip / p48 (ang. Hsc70 interacting protein) -  zapobiegające dysocjacji ADP-Hsc70 
[56],

Hop/ p60 (ang. Hsc70/Hsp90 organizing protein) -  białko wymiany ADP/ATP
[29],

Hup/ p 16 (ang. Hsc70 unbinding protein), kinaza NDP (ang. Nm23/nucleoside  
diphosphate kinase) — odpowiedzialne za odłączanie polipeptydowych substratów 
od Hsc70 i oddysocjowywanie multimerów Hsc70 [33].

Ostatnie badania wykazały obecność kolejnego białka regulującego aktywność 
Hsc70 - B A G I. Białko to wiążąc się z ATP-azową domeną Hsc70 hamuje aktywność 
białka szoku jako białka opiekuńczego (ang. molecular chaperone) [27,67].

Innymi, stale syntetyzowanymi białkami szoku z rodziny Hsp70 są białka Grp78 
(ang. Glucose regulated protein), czyli Bip (ang. Binding protein) [30,46] oraz 
Grp75 [41].

W przeciwieństwie do wymienionych białek z rodziny Hsp70, stale rezydujących 
w komórce, obecność Hsp72 jest ściśle związana z szokiem. Dlatego też białka 
te często nazywane są diagnostycznymi markerami stresu [43]. Ich poziom zależy 
od fazy cyklu komórkowego i najwyższe stężenie osiąga w fazie S [25]. Ekspresja 
genów hsp72 jest regulowana przez czynniki transkrypcyjne HSF1-4 (ang. H eat 
Shock Factors), które wiążąc się ze specyficznym fragmentem DNA tzw. HSE 
(ang. H eat Shock Element) dają sygnał do rozpoczęcia transkrypcji genów i bio
syntezy białek Hsp72 [25,48].

W ażnym induktorem ekspresji genów hsp72/73 może okazać się białko p-53. 
Zaobserwowano, że w komórkach nowotworowych jelita grubego mutacja w genie 
p-53 powoduje konformacyjne zmiany w strukturze białka p-53 oraz jego akumulację, 
czemu towarzyszy silna ekspresja genu hsp72 [71].

4. Rodzina białek Hsp20

Rodzina oligomerycznych białek Hsp20 (sHsp -  ang. smali Hsp) jest, jak  do 
tej pory, najmniej poznana. Składa się z różnorodnej grupy białek o masach od
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18 do 32 kDa. Geny shsp występują u niższych i wyższych Eucaryota. U ssaków 
wykryto tylko jeden typ genu kodujący białka o masach 25-27 kDa. M ałe Hsp 
odnajdywane są w homo- i heteropolimerycznych kompleksach o masie od 500 
do 800 kDa. W skład tych kompleksów mogą wchodzić m.in. Hsp27, Hsp25, oc- 
B-krystalina, ubikwityna. Hsp25 i a-B-krystalina są najprawdopodobniej pro
duktam i proteo litycznego rozpadu Hsp27. Są bowiem  rozpoznaw ane przez 
przeciwciała anty-Hsp27, co świadczy o ich immunologicznym podobieństwie [44].

Wiadomo, że białka Hsp20 są stale syntetyzowane w organizmach, a ich stężenie 
gwałtownie rośnie po szoku. Białka te mogą występować w 3 izoformach, w różnym 
stopniu ufosforylowania. Za fosforylacyjną modyfikację Hsp20 odpowiedzialna jest 
specyficzna dla tej grupy białek kinaza i fosfataza. Izoformy Hsp20 zawierają 2 
potencjalne miejsca fosforylacji w resztach serynowych [11,44,75]. Nieufosfory- 
lowana izoforma występuje w dużej ilości w komórkach nie poddanych działaniu 
szoku. Po ekspozycji tkanek na wysoką temperaturę już w ciągu pierwszych minut 
rośnie poziom form ufosforylowanych, a obniża się zawartość postaci nieufosfory- 
lowanej. Ufosforylowane Hsp20 chronią komórki przed szkodliwym działaniem 
szoku termicznego i innych toksycznych związków. Komórki zawierające Hsp20, 
które nie mogą ulegać fosforylacji, mają zmniejszoną odporność na działanie czyn
ników uszkadzających [44].

Do rodziny Hsp20 należy też białko Hsp32 występujące u kręgowców. Syn
tetyzowane jest w warunkach podwyższonej temperatury w obecności metali ciężkich, 
związków sulfhydrylowych i promieniowania UV. Białko to zostało zidentyfikowane 
jako oksygenaza-1 hemu [4,45].

Pomimo niskiej masy cząsteczkowej (8 kDa) do małych Hsp zaliczana jest też 
ubikwityna. Jest to białko o mało zmienionej sekwencji aminokwasowej, odnalezione 
u Eucaryota. Ubikwityna wiąże się z uszkodzonymi białkami i uczestniczy w ich 
degradacji [5,51].

III. ROZMIESZCZENIE BIAŁEK SZOKU W KOMÓRCE

Lokalizacja białek szoku termicznego w komórkach jest zdeterminowana ich 
powinowactwem do określonego organellum komórkowego lub obszaru cytoplazmy, 
w którym znajduje się substrat.

W warunkach fizjologicznych białka z rodziny Hsp70 wykrywane są głównie 
w cytoplazmie (Hsp73), w regionach, w których odbywa się proces biosyntezy 
polipeptydów. Odnajdywane są też w mitochondriach (Grp75) oraz w retikulum 
endoplazmatycznym (Grp78), gdzie uczestniczą w transporcie polipeptydów przez 
błony. Hsp70 lokalizują się też na powierzchni komórek niektórych nowotworów,
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stając się antygenami rozpoznawanymi przez komórki NK (ang. N atural Killers) 
[8,47].

Białka z rodziny Hsp20 odnajdywane są głównie w cytoplazmie komórek mięśni 
gładkich, włókien mięśni szkieletowych i mięśniu sercowym, gdzie zasocjowane 
są z miofilamentami aktynowymi. Występują, ponadto, w mniejszej ilości w jądrze 
komórkowym [26,69].

Z cytoszkieletem związane są też białka szoku o masie 90 kDa. Zaobserwowano, 
że wyizolowane Hsp90 łączy się z F-aktyną w sposób zależny od stężenia jonów 
Ca2+. Są również zasocjowane z mikrotubulami na wszystkich etapach cyklu ko
mórkowego. Tworzą też kompleksy z cytokeratynowymi filamentami pośrednimi. 
Białka Hsp90 łączą się z wieloma enzymami komórkowymi, jak np. z pp60src, 
kinazą zależną od hemu (HRI) czy kinazą zależną od dsDNA oraz receptorami 
sterydowymi. Odnajdywane są też w jądrze komórkowym [17].

Pod wpływem szoku obserwuje się wzrost poziomu białek stresu na terenie 
cytoplazmy oraz wzmożoną translokację Hsp z cytoplazmy do jądra i jąderka. W 
jądrze podczas stresu następuje bowiem akumulacja i agregacja ziarnistości peri- 
chromatyny, składającej się głównie z niedojrzałego mRNA. W jąderku natomiast 
agregacji ulegają prerybosomy i inne nukleoproteinowe kompleksy, co prowadzi 
do zahamowania biogenezy rybosomów. Zadaniem przemieszczonych z cytoplazmy

RYSUNEK 1. Rozmieszczenie białek szoku w komórce
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do jądra białek szoku jest zatem ochrona struktur jądra i jąderka oraz przywracanie 
utraconych funkcji [6,75,77].

Szok termiczny powoduje też niekorzystne zmiany w strukturze cytoszkieletu, 
a przede wszystkim w organizacji filamentów pośrednich (IFs). Zjawisku temu 
towarzyszy zwiększona asocjacja pozostających w cytoplazmie oraz nowo syn
tetyzowanych Hsp25, 72 i 90 z cytoszkieletem [6,35,59,62].

IV. ROLA BIAŁEK SZOKU TERMICZNEGO W KOMÓRCE

1. Białka szoku jako białka opiekuńcze

Podstawą prawidłowego funkcjonowania białek jest ich odpowiednia, trójwy
miarowa konformacja. Asocjacja powstających podczas translacji łańcuchów poli- 
peptydowych z białkami opiekuńczymi zapobiega przypadkowej agregacji i wpływa 
na prawidłowe ich kształtowanie po opuszczeniu rybosomów. Do grapy białek 
opiekuńczych należą niektóre białka szoku termicznego z rodzin Flsp20, 70, 90 
i 100 [16,63].

Białka z rodziny Flsp70 wykazują duże powinowactwo do całkowicie rozwiniętych 
fragmentów białka, pojawiających się podczas translacji jako nowo powstający łań
cuch polipeptydowy lub podczas translokacji łańcucha przez błony mitochondrialne 
i retikulum endoplazmatycznego (ER). Translokacja ta może zachodzić równo
cześnie z procesem translacji lub też potranslacyjnie. M echanizm działania cyto- 
plazmatycznego, mitochondrialnego czy też obecnego na terenie ER Hsp70 polega 
najprawdopodobniej na ATP-zależnym rozwijaniu i utrzymywaniu rozwiniętej stru
ktury transportowanych białek. Natomiast translokacja zwiniętych białek do wnętrza 
organellum wymaga interakcji między mitochondrialnym (ewentualnie obecnym 
na terenie ER) Hsp70 i białkiem błonowym Tim 44 (Sec 63 w ER) [7,72,80]. 
W ponownym zwijaniu i tworzeniu przestrzennej struktury przetransportowywanych 
białek uczestniczą, oprócz Hsp70, również białka Hsp60 i Hsp 10 [38]. Cząsteczka 
Hsp60 składa się z dwóch siedmioczłonowych pierścieni ułożonych jeden na drugim. 
Stanowi to powierzchnię roboczą, do której wiążą się rozwinięte białka i na której 
uzyskują swą ostateczną trójwymiarową strukturę. Proces ten jest bardzo dynamiczny 
i składa się z szeregu reakcji wiązania i uwalniania. Każda reakcja wymaga energii 
pochodzącej z hydrolizy ATP oraz udziału HsplO [18,24,50,57].

Białka z rodziny Hsp70 odgrywają ważną rolę w eliminacji uszkodzeń, takich 
jak  nieprawidłowe zwinięcie białka czy denaturacja. Istnieją przypuszczalnie dwa 
sposoby usuwania tych uszkodzeń na poziomie molekularnym:

Hsp mogą wiązać się z nieprawidłowo uformowanym białkiem, umożliwiając 
mu odzyskanie prawidłowej struktury.
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TA BELA  1. Rola białek szoku w komórce

Rodzina Hsp Rola w komórce
Hsp 100/ Cip:
K lasal: A ,B,C,D 
Klasa2: M ,N,X,Y

rozpuszczanie agregatów białkowych
przekształcanie formy PrPc białka prionowego w formę zakaźną PrPSL

Hsp 90:
Hsp 90 
Grp 94

ham owanie agregacji białek
regulacja aktywności i transportu kinaz w ewnątrzkom órkowych
regulacja aktywności receptorów sterydowych
indukcja apoptozy komórkowej
redukcja cytochromu C
regulacja sekrecji białek

Hsp70:
Hsp72
Hsp73
Grp78

kontrola prawidłowego zw ijania białek 
zapobieganie denaturacji i agregacji polipeptydów 
utrzym yw anie rozwiniętej struktury białek transportowanych przez błony 
ham ow anie apoptozy
uczestniczenie w rozpoznawaniu komórek nowotworowych 
przez komórki NK

Hsp20:
Hsp25/27
Hsp32
U bikw ityna
a-B -krystalina

regulacja polimeryzacji aktyny 
ochrona białek przed agregacją i precypitacją 
ochrona komórek przed stresem oksydacyjnym 
ham ow anie apoptozy

Hsp 10 i Hsp 60 regulacja prawidłowego zwijania białek

Hsp mogą też angażować się w ratowanie źle zwiniętych białek przez rozpad 
powstających agregatów białkowych.

Jak wynika z prowadzonych obserwacji, oba mechanizmy są wykorzystywane 
w komórkach [63].

Szczegółową hipotezę działania białek opiekuńczych przedstawił Pelham na 
przykładzie Hsp72 [55]. W czasie szoku termicznego białka ulegają częściowej 
denaturacji, eksponując rejony hydrofobowe, które oddziałują ze sobą i tworzą 
nierozerwalne agregaty białkowe. Hsp72 wiążąc się z hydrofobowymi rejonami 
może ograniczać te interakcje. Następnie, wykorzystując energię hydrolizy ATP, 
białka szoku przypuszczalnie zmieniają swoją konformację i dysocjują z kompleksu. 
Zm iana konformacji Hsp może z kolei indukować zmianę struktury związanego 
z nim białka i powrót do konformacji sprzed szoku termicznego. Pelham zaob
serwował również, że jeśli białka te nie osiągają prawidłowego zwinięcia pozostają 
związane z białkiem szoku i ulegają degradacji.

W warunkach, w których następuje nadmierna akumulacja nieprawidłowo zwi
niętych białek, komórka reaguje wzmożoną syntezą białek szoku. Jeżeli jednak
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ilość nie zwiniętych polipeptydów przewyższa możliwości Hsp72 do zapobiegania 
akumulacji agregatów białkowych w komórce, funkcję ochronną przejmują wówczas 
HsplOO. W ykazują one bowiem bardzo wysokie powinowactwo do powstających 
pod wpływem szoku agregatów białkowych, indukując tym samym ich rozpuszczanie 
w sposób ATP-zależny [54]. Mechanizm tego procesu opiera się najprawdopo
dobniej na przerywaniu niekowalencyjnych połączeń między poszczególnymi poli- 
peptydami [22]. Losy powstających w tej reakcji produktów uzależnione są m.in. 
od obecności dodatkowych białek cytoplazmatycznych, takich jak: Hsp70, Hsp40 
czy enzymu-proteazy. HsplOO współpracując z Hsp70 i Hsp40 um ożliwiają re
aktywację polipeptydów. Natomiast obecność proteaz w kompleksie z HsplOO po
woduje ich proteolizę [22,61,73].

Aktywność niezależną lub tylko częściowo zależną od ATP wykazują białka 
z rodziny Hsp90 [60]. Białka te hamują agregację i ułatwiają renaturację źle zwi
niętych białek [63]. Cytoplazmatyczne Hsp90 tworzą kompleksy z szeregiem białek 
o aktywności kinaz tyrozynowych, np.: pp60src, białkiem wirusa RSV odpowie
dzialnym za transformację nowotworową. Pp60src po zsyntetyzowaniu w cyto- 
plazmie natychmiast łączy się z Hsp90. Dysocjacja Hsp90 z kompleksu zbiega 
się w czasie z fosforylacją onkoproteiny, podwyższeniem jej aktywności kinazowej 
oraz wbudowaniem do błony cytoplazmatycznej. Hsp90 bierze więc udział w we
wnątrzkomórkowym transporcie kinaz oraz reguluje aktywność tych enzymów [36].

W innych badaniach odkryto powiązania Hsp90 z receptorami sterydowymi m.in. 
progesteronu, estrogenów, glukokortykoidów, androgenów i mineralokortykoidów. 
W iązanie odpowiedniego hormonu do receptora i jego oddziaływanie z DNA inicjuje 
aktywację lub represję określonych genów. Za utrzymanie receptora w stanie go
towości do związania hormonu odpowiedzialne jest Hsp90, które wiążąc się do
datkowo z białkami cytoplazmatycznymi: Hsp73, p23, p48 (Hip), p60 (Hop) oraz 
immunofilinami (FKBP51, FKBP52 i Cyp-40) tworzy wieloskładnikowy kompleks 
receptor-Hsp90-białka towarzyszące. Jeżeli proces tworzenia kompleksu zostanie 
zahamowany, to receptor pozostaje w stanie nieaktywnym. Związanie hormonu 
powoduje dysocjację kompleksu, co z kolei odsłania domenę receptora wiążącą 
DNA. Hsp90 zapobiega więc interakcjom między receptorem a DNA przy braku 
sygnału-hormonu [15,64,79].

Do białek opiekuńczych należą też białka z rodziny Hsp20. a-B-krystalina wiąże 
się z nie zwiniętymi lub tylko częściowo zwiniętymi polipeptydami. Stabilizuje 
w ten sposób białka i chroni je  przed wywołaną szokiem agregacją i precypitacją
[12]. M echanizm tej aktywności nie jest jeszcze dokładnie poznany.

Hsp27 odgrywa ważną rolę w regulacji polimeryzacji aktyny. W komórkach 
nie poddanych szokowi, nieufosforylowane Hsp27 przyłącza się do haczykowatego 
końca prawidłowo zsyntetyzowanego filamentu aktynowego, ograniczając jego dal
szą polimeryzację. Szok termiczny oraz fosforylacja Hsp27 powoduje odłączanie 
białek szoku od tych końców, umożliwiając w ten sposób wiązanie kolejnych mo
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nomerów aktyny z odblokowanymi filamentami. Przyspiesza to powrót uszko
dzonych mikrofilamentów do prawidłowego stanu fizjologicznego sprzed szoku 
[44].

2. Białka szoku a termotolerancja

Istnieje szereg doniesień sugerujących, że białka szoku termicznego odgrywają 
kluczową rolę w nabywaniu termotolerancji. Stan ten, wywołany subletalnym Szo
kiem termicznym lub chemicznym, określa odporność komórki na działanie wysokiej, 
normalnie letalnej temperatury [34]. In vitro, termotolerancja może być indukowana 
przez krótką ekspozycję komórek na temperaturę ponad 43°C, poprzedzającą na
stępną inkubację w temperaturze 37°C (tzw. termotolerancja ostra). Termotolerancja 
może być też indukowana ciągłym ogrzewaniem w temperaturze powyżej 43°C 
(tzw. termotolerancja chroniczna) [78]. Na osiągnięcie przez komórki ssaków ter
motolerancji, oprócz podwyższonej temperatury, ma wpływ wiele dodatkowych 
czynników, takich jak: długość działania wysokiej temperatury, warunki powrotu 
do stanu fizjologicznego sprzed szoku, stan proliferacji oraz stan odżywczy komórek. 
Ogromną rolę odgrywa pH zewnątrzkomórkowe. Jego obniżenie może częściowo 
zahamować indukcję oraz ekspresję termotolerancji [34]. Nabywania odporności 
na wysokie temperatury zależy też od fazy cyklu, w jakiej komórka się znajduje. 
Komórki w S-fazie są szczególnie wrażliwe na podwyższoną temperaturę i nie 
rozwijają żadnego typu termotolerancji Aby uzyskały chroniczną termotolerancję, 
komórki muszą być zablokowane w fazie G1 [78].

M echanizm termotolerancji nie jest do końca poznany. Jednak wiele badań su
geruje, że Hsp są zaangażowane w ten proces. Zaobserwowano bowiem, że:

szok termiczny wzmacnia syntezę Hsp, co ma związek z chwilowym rozwojem 
termotolerancji;
trwałość termotolerancji jest związana ze stabilnością Hsp;
czynniki indukujące syntezę Hsp indukują też termotolerancję i odwrotnie;

-  komórki trwale odporne na szok termiczny wykazują stałą, wysoką ekspresję 
Hsp [34,78].

Z odpornością termiczną ściśle związane są białka szoku termicznego o masie 
70 kDa. Świadczy o tym fakt wyprowadzenia całkowicie odpornej na wysoką tem
peraturę chomiczej linii komórkowej HR-1, charakteryzującej się nadekspresją hsc70  
w normalnych, jak  i w stresowych warunkach. Nadekspresję uzyskano przez am- 
plifikację genu hsc70 [10]. Bezpośrednim dowodem na udział białek szoku o masie 
70 kDa w nabywaniu termotolerancji są też doświadczenia wykorzystujące anty- 
sensowne oligonukleotydy hsc70. W ykazano, że transfekcja komórek takim anty- 
sensem pow odowała ograniczoną ekspresję genów hsp70 i hsc70, zw iększała 
wrażliwość komórek na szok termiczny oraz ograniczała zdolność rozwijania ter-
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motolerancji [34]. Ostatnie badania wskazują, że termotolerancja komórkowa jest 
bezpośrednio związana z lokalizacją Hsp72 i Hsp73 w jądrze komórkowym [68].

Białka szoku termicznego są też zaangażowane w ochronę maszynerii składania 
genów (ang. splicing) przed działaniem czynnika termicznego. Wysokie temperatury 
powodują akumulację prekursorów mRNA, co wiąże się z zahamowaniem procesu 
składania genów. W komórkach z nabytą termotolerancją proces ten nie jest za
burzony i powstaje dojrzały mRNA [34].

Problem termotolerancji był też rozpatrywany na poziomie embrionalnym. Ter
motolerancja wywołana nieletalnym szokiem termicznym obniżała śmiertelność ko
mórkową, zwiększała przeżywalność embrionów, wpływała na ich lepszy wzrost 
i rozwój. W nabywanie termotolerancji embrionalnej zaangażowane jest przede 
wszystkim Hsp27 [44].

3. Białka szoku a apoptoza

Apoptoza -  zaprogramowana śmierć komórki -  odgrywa ogromną rolę w em- 
briogenezie i metamorfozie oraz w rozwoju nowotworów u organizmów wielo
komórkowych [74].

Doskonałym modelem do badania apoptozy in vitro jest linia monoblastyczna 
U937. W  linii tej można zarówno wywołać apoptozę, jak i uzyskać syntezę Hsp, 
stosując szeroką gamę czynników, takich jak: szok termiczny, T N F a czy cyklo- 
heksimid [20]. Ponieważ apoptoza i ekspresja białek szoku są indukowane przez 
te same czynniki, zaczęto doszukiwać się korelacji miedzy tymi dwoma procesami. 
Zaobserwowano, że warunki stresowe powodują aktywację kinaz białkowych JNK 
i p38, które wchodzą w skład wewnątrzkomórkowej drogi przekazywania sygnałów, 
prowadzącej do zaprogramowanej śmierci komórki. Nadekspresja białek Hsp72 
wywołana szokiem lub dodatek oczyszczonego Hsp72, hamują aktywację JNK i 
p38, zapobiegając tym samym apoptozie [19,40].

Potwierdzeniem hamującego wpływu Hsp70 na apoptozę są badania wykorzy
stujące kwercetynę jako czynnik wywołujący zaprogramowaną śmierć w komórkach 
nowotworowych. Ciągłe traktowanie komórek nowotworowych kwercetyną powo
duje czasowo zależne obniżenie poziomu Hsp70, jak również hamuje późniejszą 
odpowiedź Hsp70 na szok termiczny. Umożliwia to kwercetynie indukcję apoptozy. 
Jeżeli natomiast komórki nowotworowe były najpierw poddane szokowi i dochodziło 
w nich do syntezy Hsp70, późniejsze traktowanie kwercetyną nie wywoływało 
śmierci komórki [74].

Odmienny wpływ na indukcję apoptozy w linii U937 mają białka szoku o 
masie 90 kDa. Obecność Hsp90 zwiększa wrażliwość linii U937 na apoptozę wy
wołaną przez T N F a i cykloheximid, natomiast obniżenie poziomu Hsp90 chroni 
komórki U937 przed apoptozą. Przypuszczalnie Hsp90 wiąże się z inhibitorem 
apoptozy, przez co hamuje jego działanie [20].
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Do wewnątrzkomórkowych inhibitorów apoptozy należy białko szoku o masie 
27 kDa. W ykazano, że w komórkach poddanych działaniu czynników wywołujących 
zaprogramowaną śmierć Hsp27 blokuje błonowy receptor Fas/APO-1. Obecność 
Hsp27 i a-B-krystaliny chroni ludzkie komórki przed apoptotycznym wpływem 
staurosporyny -  inhibitora kinazy C oraz stresem oksydacyjnym [1,28,39].

V. PODSUMOWANIE

Czynniki fizyczne, chemiczne i biologiczne oraz towarzyszący im wzrost poziomu 
białek stresowych od ponad 30 lat jest obiektem badań w wielu ośrodkach całego 
świata. Wyniki prowadzonych doświadczeń umożliwiły wyjaśnienie mechanizmów 
licznych procesów wewnątrzkomórkowych, takich jak np. dojrzewanie białek czy 
działanie białek opiekuńczych. Wykazano, że białka stresu wybiórczo łączą się 
z niekompletnymi lub nieprawidłowo zwiniętymi białkami, zapobiegając ich agre
gacji. Uczestniczą też w kształtowaniu prawidłowej struktury białek i przywracają 
naty wną formę białkom zdenaturowanym. Kontrolują wejście polipeptydów na szlak 
wydzielania, zatrzymując białka nieprawidłowo zwinięte. Regulują proliferację i 
różnicowanie komórek. Są odpowiedzialne za stabilizację cytoszkieletu.

Istnieje szereg możliwości praktycznego wykorzystania białek szoku w m edy
cynie. Liczne próby kliniczne wykazały, że podwyższony poziom białek stresu 
w komórkach chroni organizmy przed uszkodzeniami wynikającymi z niedokrwienia 
tkanek podczas zabiegów chirurgicznych np. przed paraliżem [66,76]. W zrost stę
żenia białek szoku wywołany np. środkami farmakologicznymi mógłby stanowić 
dodatkową ochronę narządów zranionych oraz organów używanych do transplan
tacji [2].

Odkryto również powiązania między białkami stresowymi a chorobami autoim- 
munologicznymi. Reumatoidalne zapalenie stawów czy układowy liszaj rum ienio
waty charakteryzują się podwyższonym  poziomem przeciw ciał skierowanych 
przeciwko własnym białkom stresowym chorego. Obserwacja ta może mieć kluczowe 
znaczenie w diagnostyce i leczeniu zaburzeń immunologicznych [21,75]. Odpowiedź 
stresowa może też okazać się pomocna w walce z rakiem. Niektóre guzy nowo
tworowe są bowiem bardziej wrażliwe na działanie wysokiej temperatury niż tkanki 
normalne. Mechanizm tej reakcji opiera się najprawdopodobniej na zdolności nie
których białek szoku termicznego do wywoływania apoptozy w stransformowanych 
komórkach [78]. Bardzo obiecujące wydają się być też badania, z których wynika, 
że zdrowe myszy immunizowane białkami szoku, wyizolowanymi z komórek no
wotworowych, uzyskują częściową oporność na transformację nowotworową [65]. 
Czasem jednak białka stresu mogą stanowić przeszkodę w walce z rakiem, gdyż 
chronią tkanki nowotworowe przed stosowanymi onkostatykami [74].
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Białka szoku mogą też w przyszłości odegrać ważną rolę w walce z chorobami 
wywołanymi przez priony. Zaobserwowano bowiem, że białka Hsp 104 uczestniczą 
w indukcji konformacyjnych zmian białek ssaków PrPc w ich formę zakaźną PrPsc 
[13].

Tak więc synteza białek szoku jest przykładem interesującego modelu odpowiedzi 
komórkowej na różnorodny stres zewnętrzny. Wykorzystując wysoką immunogen- 
ność białek szoku wiele firm biotechnologicznych pracuje nad zastosowaniem 
ich do produkcji szczepionek, które w przyszłości mogą odegrać ważną rolę w 
transp lan to logii, w zapobieganiu i leczeniu chorób autoim m unologicznych, 
zakaźnych i nowotworów.
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Streszczenie: Ostanie dwie dekady, a zwłaszcza lata dziewięćdziesiąte są świadkiem ogromnego postępu 
w badaniach nad mechanizmami i biologiczną rolą zaprogramowanej śmierci (apoptozy) komórek 
wywołanej działaniem promieniowania jonizującego. Niniejsze opracowanie dokonuje przeglądu naj
nowszych danych dotyczących szlaków sygnalizacyjnych oraz czynników regulacyjnych i efektorowych 
programu apoptotycznego uruchamianego w napromienianych komórkach prawidłowych i nowotworo
wych, ze szczególnym uwzględnieniem mechanizmów zależnych i niezależnych od ekspresji białka p53. 
Poznanie czynników modyfikujących podatność i nasilenie procesu apoptozy w komórkach stwarza 
nadzieję na ich wykorzystanie w terapii nowotworów. W ostatniej części niniejszego przeglądu opisano 
próby doświadczalne i kliniczne indukcji i/lub zwiększenia stopnia apoptozy w komórkach nowotworo
wych jako nową strategię leczniczą wspierającą tradycyjne formy radioterapii.

Słowa kluczowe: Promieniowanie jonizujące, apoptoza, p53, radioterapia.

Summary: Programmed (apoptotic) cell death has been on the forefront of biomedical studies for the 
last two decades. Indeed, during the nineties we have witnessed the unparalleled accumulation of new 
data describing the mechanisms and biological relevance of the programmed cell death (apoptosis) 
induced by ionizing radiation. The present paper reviews most of the recent results from studies of the 
signaling pathways, molecular regulators, and effectors of the apoptotic program triggered by radiation 
in normal and tumor cells with special emphasis on the p53-dependent and p53-independent mechanisms. 
The establishment that apoptotic propensity is under genetic regulation opens new avenues in the 
treatment of cancer. In the final section of the review potential therapeutic strategies aimed at stimulation 
of the programmed cell death in tumor cells in vivo are discussed.

Key words: Ionizing radiation, apoptosis, p53, radiotherapy.
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WPROWADZENIE

Od roku 1972, kiedy to J.F.R. Kerr, A.H. Willie i A.R. Currie nadali tzw. za
programowanej śmierci komórkowej (ang. programmed celi death, PCD ) nazwę 
apoptoza (od greckiego słowa oznaczającego opadanie liści drzew lub płatków 
kwiatów) [70], intensywne badania prowadzone na roślinach, robakach, owadach 
i ssakach wykazały znaczenie i rolę tego zjawiska zarówno w rozwoju embrionalnym 
i utrzymaniu dojrzałego organizmu w homeostazie, jak i w patogenezie całego 
szeregu chorób i zaburzeń ustrojowych (tab. 1) [9,29,44,51,59,112,139,156]. Obecnie

TA B ELA  1. Choroby związane z zaham owaniem lub nasileniem apoptozy

Zaham ow anie apoptozy Nasilenie apoptozy
Nowotwory: Zaburzenia układu odpornościowego:
Chloniaki AIDS
Białaczki Cukrzyca typu I
Nowotwory ze zm utowanym  p53 Zaburzenia neurologiczne:
Nowotwory horm onozależne: Choroba Alzheim era

rak sutka Choroba Parkinsona
rak prostaty Stwardnienie zanikowe boczne
rak jajn ika Stwardnienie rozsiane

Barwnikowe zwyrodnienie siatkówki
Zwyrodnienie móżdżku
Choroby prionowe
Ataxia teleangiectasia

Choroby z auto- i alloagresji: Zespoły m ielodysplastyczne:
Liszaj rum ieniowaty układowy Niedokrwistość aplastyczna
Im m unogenne zapalenie kłębków nerkowych Niedokrwienie tkanek:
Reum atoidalne zapalenie stawów Zawał mięśnia sercowego
Choroba Gravesa Udarv
Zespół C anale’ a-Sm itha (autoagresy wny zaspół U szkodzenia po reperfuzii
lim toprohteracyjny)
Ostra choroba przeszczep - przeciw gospoda

Nowotwory:
Czerniakrzowi (GvH) W ątrobiak
Rak okrężnicy
Nabłoniak nerwowy (retinoblastoma)

Infekcje wirusow e wywołane: Zaburzenia jelitowe:
wirusami typu Herpes W rzodziejące zapalenie jelit
adenowirusami Czerwonka
wirusami typu Pox Biegunki indukowane prom ieniowaniem

jonizującym lub wirusem HIV
Torbielowatość nerek
Toksyczne uszkodzenie wątroby
Choroba W ilsona
Przewlekła neutropenia
Choroba Hashimoto
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przeważa pogląd, że apoptozajestnajważniejszym , jeżeli niejedynym, mechanizmem 
eliminacji pojedynczych grup komórek zarówno prawidłowych, wyprodukowanych 
w nadmiarze lub nadmiernie pobudzonych w swej aktywności, jak  i tych, których 
materiał genetyczny został zmieniony lub uszkodzony pod wpływem działania czyn
ników zewnętrznych. Nic więc dziwnego, że ten rodzaj śmierci komórkowej odgrywa 
istotną rolę w zapobieganiu powielania się zaburzeń w materiale genetycznym wy
wołanych działaniem promieniowania jonizującego i innych czynników klastogen- 
nych (uszkadzających  D NA ). Isto tn ie, wiele danych dotyczących charak 
terystycznych cech i mechanizmów molekularnych apoptozy pochodzi z badań radio
biologicznych, w których całe zwierzęta lub wyizolowane komórki poddawane były 
działaniu promieniowania jonizującego. Co więcej, na długo przed powstaniem 
terminu apoptoza, bo już w roku 1952, C. A. Trowell opisał występowanie pyk- 
notycznych jąder limfocytów węzłów chłonnych myszy, które napromieniano in 
vitro promieniami X w zakresie dawek od 0,5 do 8,0 Gy [140] (tab. 2). Tego 
typu morfologiczne zmiany w jądrze, polegające na kondensacji i zmianie barw-

TA B ELA  2. H istoria badań dotyczących apoptozy indukowanej przez prom ieniowanie jonizujące

1952 opis pyknotycznych  limfocytów węzłów chłonnych po naprom ienieniu in vitro 
dawkami 0 ,5 -8 ,0  Gy [Trowell C.A., J. Pathol. Bacteriol. 64: 687, 1952]

1955 zmiany w jądrach limfocytów poddanych in vitro działaniu prom ieni X opisywane 
jako półksiężycowate, pyknotyczne i pofragm entowane [Schrek R., Radiology 
65: 912, 1955]

1972 K err i wsp. definiują zjawisko apoptozy [Kerr J.F.R., Willie A.H., Currie A.R., 
Br. J  Cancer 26:239, 1972]
opis ciał apoptotycznych w komórkach przytarczyc szczura poddanych działaniu 
prom ieni X [Pratt N., Sodico ff M., Arch. Oral Biol. 17: 1177, 1972]

1975 opis apoptozy w kom órkach now otw orow ych indukow anej przez czynniki 
chem iczne i prom ieniowanie jonizujące [Searle J., et al. J. Pathol. 116: 129, 
1975]

1977 opis zmian typu apoptotycznego w komórkach krypt jelitow ych poddanych 
działaniu promieni X i gamm a [Potten C., Nature 269: 518, 1977]

1980 opis apoptozy w naprom ienionych limfocytach (napromienione fibroblasty nie 
u legają apoptozie) [W illie A.H., K err J.F.R., Currie A.R., Int. Rev. Cytol. 
68:251,1980]

1982 opis apoptozy w naprom ienionych komórkach krypty je lita  [H endry J. H. & Potten 
C.S., Int. J. Radiat. Biol. 42; 621, 1982]

1986-1989 opisy apoptozy, jako głównego rodzaju śmierci, w naprom ienionych pomito- 
tycznych komórkach ślinianek

Od 1990 apoptoza poprom ienna opisywana w różnych liniach komórkowych in vitro i 
kom órkach now otw orowych in vivo;
pierwsze próby klinicznego wykorzystania czynników modyfikujących nasilenie 
apoptozy w kom órkach nowotworowych
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liwości chromatyny, są charakterystycznym zjawiskiem towarzyszącym śmierci apo- 
ptotycznej komórek.

W ostatnich latach intensywnie prowadzone badania dostarczają ciągle wielu 
nowych szczegółów na temat roli biologicznej i molekularnego podłoża apoptozy, 
co jest na bieżąco podsumowywane w licznych opracowaniach autorów polskich 
i zagranicznych [29, 85,106,121,139,156]. W obecnej pracy skupiliśmy się więc 
na prezentacji aktualnych danych dotyczących wyłącznie funkcji i mechanizmów 
zaprogramowanej śmierci komórkowej indukowanej i/lub nasilanej przez promie
niowanie jonizujące i wynikających stąd nowych możliwości terapeutycznych.

APOPTOZA POPROMIENNA

Krytyczną strukturą komórkową uszkadzaną przez promieniowanie jonizujące 
jest materiał genetyczny. W komórkach aktywnie rozmnażających się, czyli znaj
dujących się w cyklu komórkowym, materiał ten jest nieustannie powielany i prze
kazywany komórkom potomnym. Zaburzeniami wywołanymi przez promieniowanie 
jonizujące, które mają największe znaczenie biologiczne, są tzw. jedno-, a zwłaszcza 
dwuniciowe pęknięcia łańcucha DNA (ang. single- oraz double-strand breaks) [10, 
68, 149]. Jeżeli takie uszkodzenia nie zostaną naprawione lub w inny sposób „unie
szkodliwione”, ich powielenie w fazie S cyklu i rozdział w mitozie prawdopodobnie 
doprowadzi do ich utrwalenia i pojawienia się aberracji chromosomalnych w ko
mórkach potomnych [10]. Nic więc dziwnego, że -  zgodnie z prawem Bergonie 
i Tribondeau -  najbardziej radiowrażliwe są komórki aktywnie dzielące się i najmniej 
zróżnicowane. Istotnie, promieniowanie jonizujące na ogół nie indukuje zaprogra
mowanej śmierci komórkowej w większości dojrzałych, nieprolifemjących komórek; 
wyjątkiem od tej reguły są postmitotyczne komórki ślinianek [ 132] oraz spoczynkowe 
lub aktywowane limfocyty obwodowe [27].

W radiobiologii, promieniowrażliwość komórek proliferujących mierzona jest 
ich zdolnością do kontynuacji podziałów po napromienieniu i tworzenia kolonii 
złożonych z co najmniej 50 komórek potomnych [50]. Blokada tworzenia takich 
kolonii wynikać może z przejściowego albo trwałego popromiennego zahamowania 
cyklu komórkowego w tzw. punktach kontrolnych (ang. check points) fazy G I, 
S lub G2 cyklu komórkowego (rys. 1). Rola punktów kontrolnych polega na rejestracj i 
sygnałów płynących zarówno z wnętrza, jak i z otoczenia komórki oraz „podej
mowaniu decyzji” o możliwości kontynuowania cyklu [57, 89]. Do najważniejszych 
sygnałów endogennych, które regulują cykl komórkowy, należy informacja o stanie 
integralności genomu. Na przykład informacja (sygnał) o powstaniu uszkodzenia 
w łańcuchu DNA w fazie GI doprowadzi do zablokowania przejścia komórki do 
fazy S (blokada w punkcie kontrolnym G l)  po to, aby nie doszło do powielenia 
i utrwalenia uszkodzenia w trakcie replikacji materiału genetycznego. Jeżeli sygnał 
taki odebrany zostanie w fazie S lub G2, cykl komórkowy zatrzyma się w jednej
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RYSUNEK L Cykl komórkowy, punkty kontrolne i czynniki regulacyjne, cdk = kinaza zależna od 
cykliny (ang. cyclin-dependent kinase)

z tych faz (odpowiednio w punktach kontrolnych S i G2), co zapobiegać ma po
działowi uszkodzonego DNA w mitozie i związanej z tym indukcji aberracji chro- 
mosomalnych.

Każde uszkodzenie nici DNA uruchamia w komórce mechanizmy naprawcze. 
Dzięki dużej wydajności i sprawności tych mechanizmów większość endogennych 
oraz znaczna część egzogennych uszkodzeń materiału genetycznego (w tym również 
pęknięć dwuniciowych) jest szybko i precyzyjnie usuwana [68]. W ykrycie usz
kodzenia i związane z tym zatrzymanie podziału komórki w określonym punkcie 
kontrolnym daje komórce czas potrzebny na naprawę swej nici DNA [57]. Jeżeli 
jednak uszkodzenie jest zbyt duże i/lub naprawa jest nieskuteczna, to jedynym  
sposobem „unieszkodliwienia” tego uszkodzenia, a więc i potencjalnych skutków 
powstania aberracji chromosomalnych (w tym transformacji nowotworowej), jest 
eliminacja komórki mającej takie nieusuwalne zaburzenie materiału genetycznego. 
Uruchamiany jest wtedy mechanizm zaprogramowanej śmierci komórkowej [19]. 
Ponieważ komórka ginie, zanim jeszcze wejdzie w fazę podziałową, mówimy o 
tzw. interfazalnej śmierci popromiennej. Obecnie uważa się, że typowym rodzajem 
śmierci napromienianych komórek w interfazie jest apoptoza [40,159].

Jednakże apoptoza uruchamiana jest również wtedy, gdy -  mimo istnienia usz
kodzeń popromiennych w DNA -  nie dochodzi do zablokowania cyklu kom ór
kowego i kom órka przechodzi przez kolejne fazy podziałowe. Prowadzi to do
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nagromadzenia się różnych aberracji chromosomalnych, których ilość i jakość jest 
letalna dla komórki. Odpowiada to od dawna znanemu w radiobiologii terminowi 
śmierci mitotycznej [138]. Ponieważ napromienione i dalej dzielące się komórki 
giną ostatecznie zarówno śmiercią apoptotyczną, jak i nekrotyczną [27, 138], nie 
jest do końca wyjaśnione, czy aberracje chromosomalne są bezpośrednim induktorem 
procesu apoptotycznego i czy martwica komórek nie ma charakteru wtórnego w 
stosunku do apoptozy.

Nie do końca ustalony jest również udział (rola) apoptozy w określaniu stopnia 
radiowrażliwości komórek ocenianej za pomocą ich potencjału klonogennego po 
napromienieniu. W iele danych sugeruje, że istnieje proporcjonalna, odwrotna za
leżność między nasileniem apoptozy popromiennej a zdolnością tworzenia kolonii 
[6, 48], czego wyrazem ma być redukcja tzw. ramienia na krzywej przeżywalności 
populacji komórek klonogennych [86]. Istotnie, jeżeli obserwacje prowadzone są 
wystarczająco długo, śmiercią apoptotyczną ginie niemal cała populacja napromie
nianych komórek [100]. Inni autorzy twierdzą jednak, że zaprogramowana, po
promienna śmierć komórek nie jest związana lub tylko częściowo jest odpowiedzialna 
za utratę potencjału klonogennego (a więc radiowrażliwość) populacji komórkowych 
poddanych działaniu promieniowania [6, 27, 63], co może być związane z naturalną 
podatnością tych komórek na indukcję popromiennej apoptozy [119].

Nasilenie apoptozy wywołanej działaniem promieniowania jonizującego w po
datnych na jej indukcję komórkach zmienia się w zależności od fazy cyklu ko
mórkowego. W odróżnieniu jednak od klasycznej radioczułości mierzonej zdolnością 
tworzenia kolonii in vitro, w której najbardziej oporne na promieniowanie są komórki 
w trakcie syntezy DNA [50, 51], apoptoza jest najsilniej wyrażona po ekspozycji 
komórek znajdujących się w fazie S i G2 cyklu, najsłabiej natomiast w komórkach 
w fazie G | [48, 87, 111]. Co więcej, odwrotnie niż w klasycznych testach prze
żywalności, w których podział dawki całkowitej na frakcje prowadzi do wzrostu 
radiooporności komórek wskutek działania mechanizmów naprawczych (tzw. efekt 
Elkinda-Suttona) [30], apoptoza ulega nasileniu w przypadku stosowania dawek 
frakcjonowanych w porównaniu z jednorazową dawką promieniowania (tzw. od
wrócony efekt dawki podzielonej; ang. inverse split-close effect) [84, 86, 101]. Efekt 
ten wynika prawdopodobnie z oddziaływania promieniowania na subpopulacje ko
mórek podatnych na apoptozę, które pojawiają się kolejno po każdej frakcji dawki 
ogólnej [101]. Należy zaznaczyć, że wyniki te odnosić się mogą tylko do niektórych 
typów komórek nowotworowych i/lub transfekowanych onkogenami. I tak, w przy
padku komórek potwom iaka (linia F9), dla których apoptoza jest podstawowym 
rodzajem śmierci popromiennej, nie obserwowano różnic w stopniu apoptozy za
leżnych od fazy cyklu komórkowego czy frakcjonowania dawki całkowitej [80]. 
Co ciekawe, w badaniach tych i innych autorów nie stwierdzono zmian nasilenia 
apoptozy wynikających ze stosowania różnych mocy dawek promieniowania, co
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również odróżnia ten rodzaj śmierci komórkowej od „śmierci” klonogennej [80, 
86].

Indukcja apoptozy przez promieniowanie nie zależy również od stopnia utle- 
nowania komórek, których potencjał klonogenny po napromienieniu jest większy 
w warunkach hipoksji niż przy normalnym stężeniu tlenu. Rzeczywiście, w niektórych 
badaniach nie stwierdzono żadnej korelacji między stężeniem tlenu komórkowego 
a stopniem apoptozy popromiennej [109], w innych natomiast zarówno hiper-, jak 
i hipoksja indukowały proces zaprogramowanej śmierci komórek [5, 43, 109]; w 
niektórych z tych badań prowadzonych na komórkach mózgowych apoptoza wy
wołana niedotlenieniem związana była z pobudzeniem ekspresji genów tzw. reakcji 
wczesnej (ang. immediate early response genes), należących do rodzin ju n  i fo s
[5]. Istnieją jednak również dane wskazujące, że w komórkach nerwowych hipoksja 
prowadzi do ekspresji takich genów, jak: c-jun, bFGF  i NGF, czemu towarzyszy 
zahamowanie lub opóźnienie procesu apoptotycznego [161]. Z kolei, zdolność in
dukcji apoptozy przez promieniowanie jonizujące o różnym współczynniku liniowego 
przenoszenia energii (ang. linear energy transfer, LET) koreluje ze względną efe
ktywnością biologiczną (ang. relative biological effectiveness, RBE) tego prom ie
niowania. I tak, Palayoor i wsp. wykazali, że 4 razy więcej komórek chłoniaka 
mysiego podlegało blokadzie w fazie G2 cyklu i ginęło śmiercią apoptotyczną 
po napromienieniu tych komórek cząstkami alfa w porównaniu z ekspozycją na 
promienie gamma [113], natomiast Hendry i wsp. stwierdzili, że neutrony o energiach 
od 14 do 600 M eV są 3 -4  razy bardziej skuteczne w indukcji apoptozy w komórkach 
krypt jelitowych myszy niż promienie gamma [58]. Te ostatnie wyniki nie znalazły 
jednak potwierdzenia w badaniach W areniusa i Downa, którzy nie wykryli różnic 
w stopniu apoptozy indukowanej w mysich tymocytach przez szybkie neutrony 
o energi 62,5 MeV oraz fotony o energii 4 MeV [150].

Apoptoza zależna od funkcji białka p53

Jednym z najważniejszych czynników wewnątrzkomórkowych związanych z re
gulacją odpowiedzi komórki na promieniowanie jonizujące jest białko o masie czą
steczkowej 53 kDa, będące produktem genu p53  [13]. Gen ten należy do grupy 
tzw. supresorów nowotworzenia, czego świadectwem jest m.in. obecność jego zm u
towanej, nieczynnej formy w ok. 60% wszystkich nowotworów człowieka [62]. 
Białko p53 jest z kolei aktywnym czynnikiem jądrowym, który stymuluje (trans- 
aktywuje) lub hamuje (transrepresjonuje) transkrypcję wielu różnych genów [148] 
(tab. 3). W warunkach prawidłowych, białko p53 jest mało stabilne i nie pełni 
swej funkcji regulatora transkrypcji. Aktywacja genu p53  prowadzi do nasilenia 
translacji mRNA, stabilizacji i translokacji produktu do jądra komórkowego, co 
indukuje aktywność transkrypcyjną białka p53. Ostatnio wykazano, że dwufazowe
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przemieszczanie się tego białka z cyto- 
plazmy do jądra stymulowane jest przez 
wolne rodniki generowane w komórce 
przez promieniowanie jonizujące [96].

Głównym czynnikiem, który sam w 
sobie wystarcza dla aktywacji funkcji ge
nu p53 , jest uszkodzenie nici DNA; p53 
może rozpoznawać to uszkodzenie bez
pośrednio lub za pośrednictwem innych 
detektorów , np. produktu genu ATM  
(,ataxiateleangiectcisiainutated) [8,358]. 
Dochodzi wtedy do wzrostu poziomu 
białka p53 w komórce, co prowadzi do 
pobudzenia transkrypcji m.in., takich ge
nów jak GADD45 i p 2 j WAF']/CIP' \  któ

rych produkty biorą, odpowiednio, udział w naprawie DNA i indukują blokadę 
cyklu komórkowego w punkcie kontrolnym G1 [2, 20]. Zahamowanie cyklu ko
mórkowego w fazie G2 może również zależeć od aktywacji genu p53 [2, 47, 126]. 
Nic więc dziwnego, że białko p53 nazwano „strażnikiem genomu” [79].

Alternatywnie, wzrost poziomu białka p53 w komórce prowadzić może do indukcji 
zaprogramowanej śmierci komórkowej. Apoptoza zależna od p53, indukowana przez 
promieniowanie jonizujące o niskim LET w zakresie dawek od 1 do 10 Gy, zachodzi 
przede wszystkim w limfoblastach [91, 111, 157], komórkach macierzystych krypt 
jelitowych [99] oraz w różnych komórkach nowotworowych in vitro i in vivo [15, 
77, 97, 113], natomiast napromieniane tymi samymi dawkami fibroblasty nie giną 
śmiercią apoptotyczną, ale ich wzrost ulega zahamowaniu [91, 139].

Obecnie uważa się, że -  przynajmniej w niektórych typach nowotworów -  funkcja 
supresyjna nowotworzenia genu p53  wiąże się z jego działaniem proapoptotycznym, 
a nie z indukcją blokady cyklu komórkowego [ 11,56,136]. Co więcej, unieczynnienie 
funkcji tego genu w drodze mutacji prowadzi do spadku prowieniowrażliwości 
komórek [81, 97], a także do wybiórczego wzrostu w guzie nowotworowym liczby 
komórek niepodatnych na indukcję apoptozy pod wpływem niedotlenienia [43]. 
Co ciekawe, w niektórych badaniach wykazano, że pochłonięcie tzw. małych, „śro
dowiskowych” dawek promieniowania jonizującego (0,025-0,5 Gy) nie tylko nie 
nasila, ale prowadzi do obniżenia spontanicznego poziomu apoptozy w tymocytach 
pobranych od napromienianych myszy oraz w hodowli komórek chłoniaka EL4 
poddanych działaniu promieniowania jonizującego in vitro [88, 128]. Ponadto, w 
komórkach napromienionych promieniami gamma najpierw w dawce 0,01 Gy, a 
następnie w dawkach od 4 do 12 Gy, nasilenie charakterystycznej dla apoptozy 
fragmentacji DNA było znamiennie mniejsze niż w komórkach nie poddanych dzia
łaniu pierwszej dawki (0,01 Gy) promieniowania [72].

TABELA  3. Geny, których funkcja jest pobu
dzana i ham ow ana przez aktywność transkry- 
pcyjną białka p53

Geny aktywowane Geny hamowane
p2 jw afl/cipt Bcl-2
GADD45 PCNA
M D M -2 IL-6
Bax Rb
Fas c-fos
M ck MDR1
TGF-ol p53
cyklina G1 NOS-2
IG F-BP3 trombospondyna 1
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Mimo iż zahamowanie cyklu komórkowego w którymś z punktów kontrolnych, 
które ma umożliwiać eliminację wykrytych uszkodzeń DNA, powinno -  w przypadku 
niemożności usunięcia tego uszkodzenia -  prowadzić do uruchomienia mechanizmu 
zaprogramowanej śmierci komórkowej, wiele danych wskazuje, że blokada cyklu 
i apoptoza są zjawiskami niezależnymi od siebie [87, 144]. Jak dotąd, nie znaleziono 
przekonującej odpowiedzi na pytanie, dlaczego w jednych warunkach stabilizacja 
p53 indukuje blokadę cyklu komórkowego, w innych natomiast prowadzi do uru
chomienia sygnałów proapoptotycznych. Istnieją dane wskazujące na to, że istotną 
rolę -  poza rodzajem komórek -  może odgrywać stopień uszkodzenia DNA: przy 
niewielkim uszkodzeniu dochodzić ma do przejściowej, krótkotrwałej stabilizacji 
p53 i związanej z tym blokady w fazie GI (lub G2) cyklu, natomiast większe 
uszkodzenie indukować ma bardziej trwałą kumulację dużej liczby cząsteczek tego 
białka, prowadząc do zapoczątkowania procesu apoptotycznego [31]. Istotnie, w 
niektórych rodzajach komórek nowotworowych podwyższony poziom białka p53 
prowadzi do indukcji apoptozy [129]. Wydaje się również prawodopodobne, że 
równoczesna ekspresja p53 (co prowadzi do blokady cyklu komórkowego) oraz 
niektórych produktów onkogenów wirusowych w stransformowanych komórkach 
(np. pochodzącego z adenowirusa peptydu E l A, który stymuluje proliferację) pro
wadzić może do „konfliktu interesów”, czego końcowym wyrazem jest wejście 
komórki na drogę zaprogramowanej śmierci [37].

Nie wiadomo również dokładnie, jaki jest molekularny mechanizm indukcji apo
ptozy zależnej od p53. Być może, p53 pobudza transkrypcję genów, których produkty 
działają proapoptotycznie. Istotnie, uszkodzenie genomu komórki indukuje zależną 
od p53 ekspresję genu bax, którego produkt jest stymulatorem apoptozy [152]. 
O tym, że bax może być jednym  z mediatorów popromiennej apoptozy in vivo 
świadczą wyniki badań, w których wykazano, że w komórkach narządów limfa- 
tycznych i nabłonku jelita cienkiego myszy poddanych działaniu 8 Gy prom ie
niowania gamma dochodzi do gwałtownego wzrostu poziomu tego białka, czemu 
towarzyszy masywna apoptoza obserwowana w tych narządach [74].

Stabilizacja p53 prowadzi również do pobudzenia i/lub nasilenia w komórce 
ekspresji receptora Fas (Apo-1; CD95), który -  po połączeniu ze swoim ligandem 
na powierzchni komórki (FasL; CD95L) -  jest jednym  z najsilniejszych generatorów 
sygnałów prowadzących do apoptozy [110]. Ostatnio wykazano, że podwyższona 
ekspresja receptora Fas występuje po napromienieniu tylko w tych w komórkach 
nowotworowych, które mają czynny (tzw. dziki) gen p53\ co ciekawe, w napro
mienianych komórkach prawidłowych nie obserwowano wzrostu poziomu białka 
Fas [130]. Białko p53 aktywuje wreszcie gen IGF-BP3, którego produkt wiąże 
się z czynnikiem IGF (insulin-like growth factor) i blokuje jego funkcję; pozbawienie 
komórek wpływu tego czynnika może być wystarczającym bodźcem proapoptoty- 
cznym [14]. Ponieważ jednak wykazano, że do uruchomienia programu własnej 
śmierci nie jest konieczna ekspresja nowych genów (mRNA) ani synteza nowych
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białek w komórce, w grę może wchodzić również blokada transkrypcji genów 
odpowiedzialnych za utrzymanie komórki w cyklu życiowym i/lub działających 
antyapoptotycznie. Rzeczywiście, p53 hamuje ekspresję takich genów, jak: bcl-2 
[105], IL-6 [125], PCNA [98], Rb [131] oraz c-fos [75] (tab. 3).

Obecnie uważa się, że niezależnie od funkcji transkrypcyjnej i/lub represyjnej 
czynnika p53 w mechanizmie jego działania proapoptotycznego istotną rolę odgrywa 
bezpośrednia interakcja tego białka z już istniejącymi wewnątrzkomórkowymi czyn
nikami regulatorowymi. Ostatnio, w badaniach prowadzonych na ludzkich fibro- 
blastach in vitro wykazano, że helikazy DNA -  XPB i XPD, które wchodzą w 
skład kompleksu transkrypcyjno-naprawczego TFIIH, swoiście wiążą się z p53, 
co prowadzi do blokady aktywności tych enzymów [146] oraz uruchomienia we
wnątrzkomórkowego szlaku proapoptotycznego [145, 147].

Ponieważ apoptozę zależną od funkcji białka p53 wywołują -  poza uszkodzeniem 
DNA -  niedobór niektórych czynników wzrostowych [14, 69] oraz ekspresja on- 
kogenów wirusowych lub ich komórkowych odpowiedników (protoonkogenów) 
[16, 64, 144, 160], wydaje się, że zaprogramowana śmierć komórki wywołana 
działaniem popromieniowania jonizującego dominować będzie w komórkach po
zbawionych wystarczającej ilości składników odżywczych i/lub zakażonych on- 
kowirusem, którego geny stymulują nadmierną proliferację [37, 82].

Apoptoza niezależna od funkcji białka p53

Gdy w roku 1995 Fian i wsp. wykazali, że komórki ludzkiej białaczki pro- 
mielocytarnej (linia HL-60), które nie wykazują ekspresji białka p53, ale mają 
czynny produkt genu bcl-2, giną zaprogramowaną śmiercią pod wpływem pro
mieniowania X, okazało się, że p53 nie jest niezbędnym mediatorem indukcji po
promiennej apoptozy [54]. W  tym samym roku inna grupa badaczy stwierdziła, 
że aktywowane mitogenem mysie limfocyty T zabijane są promieniami gamma, 
które indukują proces apoptotyczny niezależnie od ekspresji białka p53 w tych 
komórkach [ 137]. Podobnie, w enterocytach jelita cienkiego myszy homozygotycznie 
ujemnych pod względem ekspresji genu p53 (p53~/~), apoptoza występowała po 
poddaniu tych zwierząt działaniu promieni gamma w dawkach równych lub wyższych 
od 8 Gy [100]. Dane te wskazują, że popromienne uruchomienie procesu apo- 
ptotycznego nie musi być związane z indukcją funkcji białka p53 pod wpływem 
uszkadzającego działania promieniowania na DNA. Istotnie, w badaniach Tamury 
i wsp. [137] wykazano, że popromienne uszkodzenie DNA w pobudzonych lim 
focytach T prowadziło do niezależnej od p53 aktywacji czynnika transkrypcyjnego 
IRF-1 (ang. interferon regulatory factor-1), którego funkcja korelowała z indukcją 
apoptozy w tych komórkach.

Popromienne uruchomienie procesu apoptotycznego może jednakże przebiegać 
niezależnie od pierwotnych zmian wywołanych przez promieniowanie w jądrze
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komórkowym. Istotnie, jedną z najwcześniej obserwowanych zmian w komórkach 
poddanych działaniu tzw. stresorów, w tym promieniowania jonizującego, jest po
budzenie szlaków sygnalizacyjnych rozpoczynających się w błonie komórkowej 
i prowadzących do uruchomienia ekspresji genów reakcji wczesnej, takich jak  pro- 
toonkogeny c-fos, c-jun oraz Egr-1 [151]. Geny te kodują białka transkrypcyjne, 
które są ważnymi regulatorami odpowiedzi komórki na działanie czynników zew
nętrznych. Produkt protoonkogenu c-fos łączy się z przedstawicielami rodziny Jun, 
tworząc funkcjonalny kompleks transkrypcyjny AP-1. W iele danych wskazuje na 
związek funkcji genów c-fos i/lub c-jun z zaprogramowaną śmiercią komórkową 
indukowaną różnymi stresorami, w tym promieniami X i gamma [32, 36, 94, 135]. 
Na przykład, w ludzkich komórkach białaczkowych oraz w mysich limfocytach 
T poddanych działaniu promieniowania jonizującego fragmentacji DNA i apoptozie 
towarzyszyła nasilona ekspresja genów c-jun oraz/lub c-fos [117, 135]. W ybiórczy 
wzrost poziomu białka Jun wraz z nasiloną apoptozą obserwowano także w ko
mórkach mózgowych szczurzych noworodków, które napromieniano promieniowa- 
niami gamma (2 Gy) [36]. Jednakże, wyniki tych i innych badań sugerują, że 
w napromienianych komórkach nowotworowych ekspresja protoonkogenów c-fos 
oraz c-jun i/lub funkcja ich produktów, chociaż towarzyszy procesowi apoptotycz- 
nemu, nie jest przyczynowo związana z indukcją tego procesu [41, 135]. Pro
mieniowanie jonizujące prowadzi również do ekspresji genu EGR-1 (ang. early 
growth response-1), którego produkt należy do rodziny czynników transkrypcyjnych 
Egr. W ykazano, że blokada tego genu w ludzkich komórkach czerniaka związana 
jest z indukcją radioopomości, mimo prawidłowej ekspresji białka p53 w tych 
komórkach [3]. Ostatnio, ta sama grupa badaczy stwierdziła, że apoptoza indukowana 
przez promienie X w komórkach raka prostaty, które nie mają czynnego (dzikiego) 
genu p53, związana jest z ekspresją czynnika transkrypcyjnego EGR-1 [4]. W tych 
badaniach, aktywacja EGR-1 prowadziła do uruchomienia funkcji genu kodującego 
czynnik martwicy nowotworów (TN F-a), który jest znanym induktorem zarówno 
auto-, jak  i parakrynnej śmierci komórek [4, 52].

Od roku 1994 wiadomo, że promieniowanie jonizujące może indukować również 
inny szlak metaboliczny (sygnalizacyjny) rozpoczynający się w błonie cytopla- 
zmatycznej, tzw. drogę sfingomielinowo-ceramidową [49]. Pod wpływem takich 
„stresorów”, jak: T N Fa, 11-1(3, FasL, czy promieniowanie UV i gamma dochodzi 
do pobudzenia kwaśnej i/lub obojętnej sfingomielinazy, które trawią cząsteczkę 
sfingomieliny, jednego z głównych lipidów błon komórkowych u ssaków, prowadząc 
do powstania ceramidu, który funkcjonuje jako tzw. wtórny przekaźnik [49, 55, 
76, 95, 142, 155]. Ceramid z kolei -  prawdopodobnie za pośrednictwem zależnej 
od siebie kinazy CAPK (ang. ceramide-activatedprotein kinase) lub fosfatazy CAPP 
(ang. ceramide-activated protein phosphatase) -  aktywuje kaskadę kinaz S APK/JNK 
(ang. stress-activated protein kinase/c-Jun N-terminal kinase), co prowadzi do uru
chomienia funkcji caspaz odpowiedzialnych za indukcję apoptozy [17, 114, 142].
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Ceramid bezpośrednio stymuluje również izoformę £ (dzeta) kinazy białkowej 
C (PKCQ [108], prowadząc do aktywacji czynnika tran skry pcyjnego NF-kB [92], 
którego funkcja może wiązać się z indukcją apoptozy popromiennej w niektórych 
rodzajach komórek [141]. Również, produkt metabolizmu ceramidu, sfingozyna, 
działa proapoptotycznie w różnych komórkach nowotworowych [134], ale efekt 
ten nie zależy w tym przypadku od aktywacji kompleksu SAPK/JNK; w grę może 
wchodzić natomiast indukowana przez sfingozynę blokada białek bcl-2 i/lub bcl-xL 
[66]. Z kolei, powstający ze sfingozyny 1-fosforan sfingozyny (ang. sphingosi- 
ne-1-phosphate), zapobiega degradacji DNA i rozwojowi zmian morfologicznych 
typowych dla apoptozy, które uruchamiane są przez zwiększone stężenie ceramidu 
w komórce [25] (rys. 2).

W badaniach grupy Kolesnicka wykazano, że generacja ceramidu jest koniecznym 
warunkiem indukcji apoptozy w bydlęcych komórkach endotelialnych oraz ludzkich 
komórkach białaczkowych (linia U937) poddanych działaniu promieniowania gamma 
w dawkach od 0,5 do 10 Gy [49, 142]. Generacja ceramidu występowała w czasie 
od kilkunastu sekund do kilku minut od napromienienia, co wyraźnie poprzedzało 
apoptozę, którą obserwowano w tych komórkach po 6-12 godzinach. Co ważne, 
wzrost poziomu ceramidu wykrywano również w preparatach komórkowych po
zbawionych jądra komórkowego, co świadczy o tym, że efekt ten był niezależny 
od wpływu promieniowania na materiał genetyczny komórki. W tych badaniach, 
hydroliza sfingomieliny do ceramidu zależała prawdopodobnie od pobudzenia funkcji 
sfingomielinazy aktywnej przy pH obojętnym, podczas gdy w innych badaniach 
tej samej grupy, a także w badaniach innych autorów, napromienienie ludzkich 
komórek limfoidalnych prowadziło do aktywacji sfingomielinazy kwaśnej [21,124]. 
Nie wiadomo dokładnie, jakie czynniki regulacyjne i efektorowe uruchamiane są 
w tym mechanizmie apoptozy popromiennej, ale istnieją dane wskazujące, że w 
grę wchodzić może pobudzenie funkcji kaskady kinaz typu JNK [17, 18]. Niedawno, 
Herr i wsp. stwierdzili, że generacja ceramidu pod wpływem promieniowania gamma 
w komórkach ludzkich białaczek wywodzących się z limfocytów T (T-limfatycznych) 
wiąże się z indukcją liganda dla receptora Fas (FasL, CD95L), aktywacją kompleksu 
SAPK/JNK oraz pobudzeniem funkcji caspaz [60]. Ostatnio wykazano, że ekspresja 
FasL oraz uruchomienie apoptozy w ludzkich komórkach białaczkowych (linia Jur- 
kat) związane są z aktywacją kaskady kinaz typu JNK [34]. W ten sposób, dwie 
dotychczas uważane za niezależne drogi stymulacji procesu apoptotycznego, czyli 
szlak sfingomielinowo-ceramidowy oraz sygnalizacja zależna od interakcji CD95- 
CD95L, zostały ze sobą powiązane w mechanizmie komórkobójczego działania 
promieniowania jonizującego (rys. 2).

W śród dróg indukcji apoptozy popromiennej niezależnej od ekspresji białka p53 
wymienić należy też opisywaną w ostatnim okresie rolę płytkopochodnego czynnika 
wzrostowego PDGF (ang. platelet-derived growth factor). Okazało się bowiem, 
że czynnik ten pobudza zaprogramowaną śmierć mysich fibroblastów poddanych
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RYSUNEK 2. Szlak sfingomielionowo-ceramidowy i sygnalizacja wewnątrzkomórkowa prowadząca do 
proliferacji lub apoptozy; CAPK -  kinaza zależna od ceramidu (ang. ceramide-activatedprotein kinase), 
CAPP -  fosfataza zależna od ceramidu (ang. ceramide-activated protein phosphatase), RAF1 -  kinaza 
serynowo-treoninowa aktywowana przez produkt onkogenu Ras (ang . Ras-acivated fa c to r  1), 
MAPK/ERK -  kinaza aktywowana przez mitogeny/kinaza zależna od sygnałów zewnątrzkomórkowych 
(ang. mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-re gulated kinase), MEKKI -  kinaza kinazy 
MAP (ang. MAP kinase kinase kinase 1), SAPK/JNK -  kinaza aktywowana przez stresory/N-terminalna 
kinaza c-Jun (ang. stress-activated protein kinase/c-Jun NH2-terminal protein kinase)', PKCC -  izoforma 
£ (dzeta) kinazy białkowej C (ang. protein kinase C), FasL -  ligand dla receptora proapoptotycznego Fas 
(CD95); -i -  stymulacja lub indukcja aktywności, ±  -  hamowanie aktywności

działaniu promieniowania jonizującego niezależnie od ekspresji dzikiego genu p53 
w tych komórkach [71]. Podobnie, w ludzkich komórkach raka prostaty, które 
są radiooporne ze względu na mutację genu p53, indukcja apoptozy popromiennej 
była możliwa po wywołaniu ektopowej ekspresji receptorów alfa i beta dla PDGF 
(PD GFRa, PDGFRP) na powierzchni tych komórek [72]. M echanizm działania 
proapoptotycznego PDGF nie został jak dotąd wyjaśniony, ale nie jest wykluczone, 
że wykorzystywane są tu te same szlaki sygnalizacyjne i metaboliczne, które uru
chamiane są w komórkach poddanych działaniu czynników uszkadzających DNA 
i/lub innych stresorów prowadzących do apoptozy [154].
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IMPLIKACJE TERAPEUTYCZNE

Coraz lepsza znajomość mechanizmów molekularnych leżących u podstaw pro
cesu zaprogramowanej śmierci komórek, a zwłaszcza poznanie czynników o działaniu 
regulacyjnym na szlaki sygnalizacyjne i efektory tego procesu, stwarza potencjalne 
możliwości wykorzystania tych czynników w terapii chorób zależnych od zaburzeń 
apoptozy, w tym przede wszystkim nowotworów złośliwych. Obecnie duże nadzieje 
wiąże się z doświadczalnymi próbami pobudzenia procesu apoptotycznego i/lub 
uczulenia komórek nowotworowych na indukcję zaprogramowanej śmierci przez 
promieniowanie jonizujące i/lub cytostatyki chemiczne.

W iele danych wskazuje, że podatność różnych komórek nowotworowych na 
apoptozę wywołaną działaniem promieniowania jonizującego jest wprost propo
rcjonalna do wyjściowego, spontanicznego poziomu apoptozy w tych komórkach 
[83, 152, 163]. Ocena tego wyjściowego poziomu może więc mieć istotne znaczenie 
przy określaniu wrażliwości danego typu nowotworu naradioterapię. Istnieją sugestie, 
że oporność na indukcję apoptozy przez promienie X i gamma oraz/lub cytostatyki 
leży u podstaw niskiej skuteczności radio- i chemioterapii w wielu typach no
wotworów [37,53, 61].

W nowotworach, w których niski spontaniczny poziom apoptozy oraz/lub radio- 
i chemiooporność są wynikiem zaburzonego działania białka p53, korzystne efekty 
przynieść powinna reaktywacja prawidłowej funkcji tego czynnika (patrz przegląd 
aktualnych danych na ten temat w [35]). Indukcja aktywności dzikiego genu p53  
w komórkach nowotworowych może z jednej strony pobudzać apoptozę sponta
niczną, a z drugiej, uczulać te komórki na cytobójcze działanie promieniowania 
jonizującego i cytostatyków [11]. Obiecującą metodą indukcji tej aktywności jest 
wprowadzanie genu p53  do komórek przy użyciu rekombinowanego adenowirusa 
jako wektora [38]. Taka restytucja prawidłowej czynności białka p53 w warunkach 
eksperymentalnych prowadziła do apoptozy i hamowała in vitro i/lub in vivo wzrost 
komórek szeregu nowotworów złośliwych człowieka, takich jak: czerniak, glejak, 
raki sutka, jajnika, płuc i prostaty oraz łuskowatokomórkowy rak głowy i szyi 
[7, 23, 39, 42, 107, 115]. W ektorem wprowadzającym syntetyczne fragmenty białka 
p53 do komórek nowotworowych mogą być też liposomy lub peptydy penetrujące 
błony cytoplazmatyczne [65,120,127]. Co ważne z terapeutycznego punktu widzenia, 
przeniesienie dzikiego genu p53  do komórek prawidłowych (tj. niestransformo- 
wanych nowotworowo) nie prowadziło do indukcji apoptozy w tych komórkach 
zarówno in vitro, jak i in vivo [115, 164]. Ostatnio wykazano również, że sztucznie 
zmutowana postać adenowirusa wybiórczo zakaża i zabija komórki nowotworowe 
pozbawione funkcjonalnego białka p53 [12].

Rekonstytucja funkcji białka p53 może być również osiągnięta w drodze in
terwencji farmakologicznej. Istotnie, dokładne poznanie budowy cząsteczki tego 
białka um ożliwia sporządzenie leków o działaniu naśladującym i/lub przywracającym
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funkcję p53 [153]. I tak, Abarzua i wsp. wykazali, że chemicznie zmodyfikowany 
koniec karboksylowy monomeru cząsteczki p53 przywraca prawidłową czynność 
transkrypcyjną zmutowanej formy tego białka w ludzkich komórkach nowotwo
rowych in vitro [1]. Co więcej, okazało się że kotransfekcja dzikiego genu p53 
z syntetycznym peptydem odpowiadającym końcowi karboksylowemu białka p53 
pobudza wiązanie się zarówno dzikiej, jak i zmutowanej formy tego białka z od
powiednim obszarem DNA i prowadzi do indukcji apoptozy (127). Inną możliwością 
jest stosowanie czynników, które zmieniają in vivo konformację zmutowanej czą
steczki p53 i w ten sposób przywracają prawidłową funkcję tego białka [103].

Ponieważ ekspozycja komórek na promieniowanie jonizujące prowadzi do za
hamowania cyklu komórkowego w którymś z punktów kontrolnych, korzystne efekty 
przynieść może stosowanie leków o działaniu swoistym dla poszczególnych faz 
cyklu [93]. Na przykład, metyloksantyny, takie jak: kofeina i pentoksyfilina, a 
także popularny ostatnio cytostatyk -  paklitaksel (Taxol), prowadząc do redukcji 
bloku w punkcie G2/M, nasilają popromienną apoptozę w komórkach nie wyka
zujących ekspresji białka p53 [33, 90, 116, 118, 122]. Co więcej, czynniki te mogą 
działać z dużą wybiórczością na guz nowotworowy, jako że komórki prawidłowych 
tkanek otaczających wykazują normalną ekspresję p53 i ulegają pod wpływem 
napromienienia blokadzie w punkcie G1 cyklu [93]. Kofeina jest, niestety, zbyt 
toksyczna, aby mogła być stosowana z powodzeniem w klinice, ale wyniki z Taxolem 
są na tyle obiecujące, że w ostatnim okresie rozpoczęto udane próby skojarzonego 
stosowania tego leku i radioterapii w zaawansowanych nowotworach u ludzi [123]. 
Proapoptotycznie działać może także radioterapia skojarzona z cytostatykami dzia
łającymi w fazie S cyklu; napromieniane komórki ze zmutowaną formą p53 nie 
ulegają bowiem zahamowaniu w punkcie G l/S  cyklu, przechodzą do fazy S i stają 
się podatne na cytobójcze działanie takich leków, jak: metotreksat, hydroksymocznik 
czy adriamycyna [13].

W komórkach z zaburzoną funkcją białka p53 potencjalne zastosowanie tera
peutyczne znaleźć mogą też mediatory apoptozy popromiennej niezależnej od eks
presji genu p53. Takimi mediatorami, których wykorzystanie w klinice prowadzić 
powinno do uczulenia lub zwiększenia podatności komórek nowotworowych na 
radioterapię, mogą okazać się sfingomielina, ceramid i/lub sfingomielinazy [55, 
124; 142], PDGF [72], wewnątrzkomórkowe helikazy XPB i XPD [146] albo/i 
przeciwciała anty-Fas (anty-CD95) [67]. Ostatnio, dużo uwagi poświęca się wy
korzystaniu czynnika martwicy nowotworów alfa (TN Fa), który -  podobnie jak 
ligand dla receptora Fas (FasL) -  jest jednym  ze znanych induktorów procesu 
apoptotycznego w komórkach [26, 145]. Istotnie, w modelach doświadczalnych 
u zwierząt wykazano, że skojarzone stosowanie T N F a i promieniowania jonizującego 
jest dużo skuteczniejsze w leczeniu takich nowotworów ludzkich, jak  gruczolakorak 
płuc i glejak, niż każdy z tych czynników osobno [45, 46].
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Alternatywną strategią terapeutyczną może okazać się blokowanie funkcji in
hibitorów apoptozy w komórkach nowotworowych, które wykazują często wyraźną 
ekspresję białek bcl-2 i bcl-xL [28, 78]. Wykazano, że blokada lub opóźnienie 
indukcji popromiennej apoptozy w różnych stransformowanych komórkach zwią
zane jest m.in. z ekspresją genu bcl-2 [78, 133], którego produkt działa hamująco 
na mechanizmy proapoptotyczne uruchamiane przez białko p53. W celu zniesienia 
funkcji genu bcl-2 stosowane być mogą oligonukleotydy typu anty-sens, które blo
kując translację hamują ekspresję genu, „przeciw” któremu są skierowane. I tak, 
przy użyciu oligonukleotydu m ty-bcl-2, udało się w warunkach eksperymentalnych 
zniwelować oporność komórek chłoniaka na cytostatyki [73]. Z kolei, taki związek 
farmakologiczny jak  maślan sodu jest w stanie blokować indukowaną przez pro
mieniowanie jonizujące ekspresję genu bcl-xL i -  stosowany w skojarzeniu z ra
dioterapią -  urucham iać apoptozę w komórkach opornych na indukcję zapro
gramowanej śmierci komórek [22]. Alternatywnie, przeniesienie do komórek bia- 
łaczkowych wariantu genu bcl-x o działaniu proapoptotycznym -  bcl-xs  -  przy 
użyciu adenowirusa prowadziło wybiórczo do indukcji zaprogramowanej śmierci 
tych komórek, czego nie obserwowano w przypadku prawidłowych komórek hema- 
topoetycznych [24].

Kończąc te rozważania należy wymienić niektóre z zagrożeń, jakie niesie ze 
sobą terapia przeciwnowotworowa oparta o indukcję zjawiska popromiennej apo
ptozy. Ponieważ w większości typów nowotworów (wyjątkiem są białaczki i chło- 
niaki) apoptoza występuje po 72-120 godzinach od jednorazowej ekspozycji na 
promienie X lub gamma [ 143], istnieje niebezpieczeństwo kompensacyjnego wzrostu 
liczby klonogenów wywodzących się z komórek, w których nie doszło do uszkodzenia 
DNA i indukcji procesu zaprogramowanej śmierci [143]. Efekt ten odpowiadać 
ma za wskazaną przez Deweya i wsp. niezgodność pomiędzy różnicą w podatności 
szeregu komórek nowotworowych na popromienną apoptozę, a różnicą w radio- 
wrażliwości tych komórek mierzoną liczbą tworzonych kolonii in vitro [27, 102]. 
Częściowym rozwiązaniem tego problemu może być stosowanie radioterapii fra
kcjonowanej, k tó ra - ja k  już wcześniej w spom niano-um ożliw ia „odnowę” populacji 
komórek wrażliwych na apoptozę po każdej kolejnej dawce promieniowania [102], 
co powinno eliminować efekt nadmiernej proliferacji nieuszkodzonych przez to 
promieniowanie komórek klonogennych. Ponadto, wykazano, że utrata dużej liczby 
komórek guza w drodze zaprogramowanej śmierci indukowanej promieniowaniem 
jonizującym  może być istotną przyczyną poprawy utlenowania (reoksygenacji) i 
związanego z tym wzrostu radiowrażliwości tych komórek [104].
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PODSUMOWANIE

Przedstawiony wyżej -  z konieczności niepełny i uproszczony -  zarys mecha
nizmów i funkcji apoptozy poradiacyjnej wyraźnie wskazuje na ten rodzaj śmierci 
komórkowej jako istotną metodę obrony ustroju przed utrwalaniem mutacji i trans
formacją nowotworową, najgroźniejszymi skutkami ekspozycji na promieniowanie 
jonizujące. Niezależnie od tego, badania nad apoptozą popromienną mają inne ważne 
aspekty poznawcze i aplikacyjne. Po pierwsze, są one źródłem nowych danych 
na temat interakcji promieniowania jonizującego z materiałem biologicznym na 
poziomie komórkowym i subkomórkowym, a także poszerzają naszą znajomość 
podstawowych szlaków sygnalizacyjnych i metabolicznych związanych z prawid
łowym lub patologicznym zachowaniem się komórek w organizmie. Po drugie, 
uświadomienie sobie faktu, że proces zaprogramowanej śmierci komórkowej może 
być modyfikowany przez czynniki zewnętrzne, coraz lepsza znajomość mecha
nizmów regulacyjnych i efektorowych apoptozy, a także dowody, że podatność 
na indukcję apoptozy w znacznym stopniu determinuje radiowrażliwość różnych 
populacji komórek nowotworowych, uzasadniają podejmowanie prób doświadczal
nych i klinicznych modyfikacji tego procesu w celu zwiększenia skuteczności i/lub 
obniżenia toksyczności klasycznych metod radio- i/lub chemioterapeutycznych. Jak
kolwiek jesteśm y dopiero na początku drogi wiodącej do w pełni racjonalnego i 
ukiem nkowanego stosowania czynników modyfikujących przebieg i nasilenie aktyw
nej, zaprogramowanej śmierci komórek in vivo, niezwykłe tempo badań w tym 
zakresie pozwala żywić uzasadnione nadzieje na rychłe wykorzystanie tych czyn
ników w praktyce klinicznej.
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RDZENIOW Y ZANIK M IĘŚNI -  
PODŁOŻE M OLEKULARNE CHOROBY

S P IN A L  M U S C U L A R  A T R O P H Y  -  M O L E C U L A R  B A C K G R O U N D  
O F T H E  D IS E A S E

Janusz G. ZIMOW SKI 

Zakład Genetyki, Instytut Psychiatrii i Neurologii, Warszawa,

Streszczenie: Rdzeniowy zanik mięśni jest jedną z najczęstszych chorób uwarunkowanych genetycznie 
dziedziczących się w sposób autosomalny recesywny. Choroba polega na postępującym zwyrodnieniu 
i obumieraniu obwodowych neuronów ruchowych rdzenia kręgowego. Posługując się kryterium nasile
nia objawów przyjęto podział choroby na trzy grupy: typ I (choroba Werdniga-Hoffmanna), typ II (postać 
pośrednia) i typ III (choroba Kugelberga-Welander). Stosując analizę sprzężeń powiązano chorobę z 
rejonem ql 1.2-13.3 chromosomu 5. W obszarze tym wykryto i scharakteryzowano zduplikowane trzy 
geny: gen przeżycia neuronów ruchowych (survival o f motor neuron gene), gen białkowego inhibitora 
apoptozy neuronów (neuronal apoptosis inhibitory protein gene) i gen podjednostki p44 podstawowego 
czynnika transkrypcyjnego TFIIH. Wykrycie mutacji punktowych i wysoka korelacja zachorowań z 
wystąpieniem delecji (>95%) mogą wskazywać, że molekularnym podłożem rdzeniowego zaniku mięśni 
są uszkodzenia genu przeżycia neuronów ruchowych. Różny obraz kliniczny w typie I, II i III choroby 
może być wywołany, powstałymi w wyniku rearanżacji, zmodyfikowanymi allelami. Białkowy produkt 
genu wykrywany zarówno w cytoplazmie, jak i jądrze komórkowym współtworzy nowe struktury 
jądrowe gems.

Słowa kluczowe: rdzeniowy zanik mięśni, SMA, SMN, NAIP.

Summary’: Spinal muscular atrophy is the one of the most common genetically-based disease inherited 
as an autosomal recessive. The disease involves progressive degeneration and mortification of the 
peripheral motor neurons of the spinal cord. There is an accepted division of this disease into three groups 
using a criteria based on the severity of symptoms: type I (Werdnig-Hoffmann disease), type II (the 
intermediate form) and type III (Kugelberg-Welander disease). By means of linkage analysis the disease 
has been mapped to chromosome 5q 11.2-13.3. In this region three genes with their respective and highly 
homologous copies were discovered and characterized: the survival of motor neuron gene, the neuronal 
apoptosis inhibitory protein and p44, a subunit of the basal transcription factor TFIIH gene. The discovery

*Praca finansow ana z grantu KBN 4P05E 00112.

http://rcin.org.pl



312 J. G. ZIMOWSKI

of point mutations and a high correlation of disease with the presence of deletions (>95%) in the damages 
of survival of motor neuron gene suggests that defects within this gene are the molecular basis of spinal 
muscular atrophy. The modified alleles of spinal muscular atrophy may be due to rearrangements that 
result in the various clinical severity represented in type I, II and III. The expressed protein of this gene 
is present in the cytoplasm and in the nucleus where it is found in new nuclear structures called „gems”.

Key words: spinal muscular atrophy, SMA, SMN, NAIP.

1. OBRAZ KLINICZNY CHOROBY

Rdzeniowy zanik mięśni (ang. spinał muscular atrophy -  SMA) jest chorobą 
uwarunkowaną genetycznie dziedziczącą się w sposób recesywny autosomalny. 
Polega na zwyrodnieniu i obumieraniu neuronów ruchowych rogów przednich 
rdzenia kręgowego, co prowadzi do postępującego niedowładu i zaniku mięśni. 
SMA występuje z częstością 1 na 6000-10000 urodzeń [31]. Ocenia się więc, 
że co 40-50  człowiek jest nosicielem recesywnej mutacji wywołującej chorobę. 
Obraz kliniczny choroby jest bardzo zróżnicowany. W  najostrzejszych przypadkach 
choroby objawy rozpoczynają się jeszcze przed urodzeniem -  kobiety ciężarne 
zwracają uwagę na słabnięcie ruchów płodu pod koniec ciąży. W przypadkach 
najłagodniejszych niedowład występuje dopiero w wieku dorosłym. W celach pra
ktycznych proponuje się obecnie następującą uproszczoną klasyfikację [29]:

Typ I -  Choroba W erdniga-Hoffmanna (postać ciężka); wiek zachorowania od 
0 do 6 miesiąca życia, dziecko nigdy nie osiąga zdolności do samodzielnego siadania 
(bez podparcia); zgon następuje przed ukończeniem 2 roku życia.

Typ II -  Postać pośrednia; wiek zachorowania przed 18 miesiącem życia, dziecko 
zaczyna samodzielnie siadać, lecz nigdy nie osiąga zdolności do stania i chodzenia 
bez pomocy; zgon następuje po 2 roku życia.

Typ III -  Choroba Kugelberga-Welander, postać młodzieńcza; wiek zacho
rowania po 18 miesiącu życia; dziecko osiąga zdolność samodzielnego stania i 
chodzenia; zgon w wieku dorosłym.

2. POSZUKIWANIA GENU ODPOWIEDZIALNEGO 
ZA CHOROBĘ -  REGION SMA

W  1990 roku stosując analizę sprzężeń powiązano wszystkie trzy typy rdze
niowego zaniku mięśni z obszarem 11.2-13.3 długiego ramienia chromosomu 5 
sugerując ich alleliczność [4,27]. W 1993 roku skonstruowano częściową fizyczną 
mapę regionu 5q l3  obejmującą locus choroby i w roku następnym wykazano obe
cność w nim delecji (dziedziczonych lub powstałych de novo) swoistych dla pa-
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p44 NAIP SMNł SMN1
Cen-

:Cen

NAIP1 p44T

Tel
:Tel

CenRYSUNEK 1. Schemat rejonu SM A (5ql 1.2-13.3), wyszczególniono fragmenty: centromerowy -  E 
i telomerowy -  ETel, geny p44, NAIP i SMN (na schemacie nie zachowano proporcji przedstawionych 
elementów)

cjentów dotkniętych SMA [15,28]. W 1995 roku w badanym locus wykryto obecność 
dwóch powtórzonych i położonych w stosunku do siebie przeciwnie -  „głowa-głowa” 
fragmentów wielkości 500 kpz, obszarów ETel -  telomerowego i ECen -  centro- 
merowego. W  każdym z nich zidentyfikowano i scharakteryzowano po trzy gen^/ 
[21,33,7]. Są to w obszarze telomerowym gen przeżycia neuronów ruchowych SMN 
(.survival o f  motor neuron gene), gen białkowego inhibitora apoptozy neuronów 
NAIPT (neuronal apoptosis inhibitory protein gene) oraz gen p44 (gen podjednostki 
p44 podstawowego czynnika transkrypcyjnegoTFIIH), a w obszarze centromerowym 
ich kopie SMN , NAIPC i p44C (rys. 1). Obszar 5ql 1.2-13.3 zawiera ponadto 
liczne sekwencje powtórzone i elementy retrotranspozonowe odpowiedzialne za 
jego znaczną niestabilność [16].

3. TRZY GENY -  SMN, NAIP, p44 
I ICH BIAŁKOWE PRODUKTY

Gen SMN -  gen przeżycia neuronów ruchowych (kopia telomerowa)
Gen SMN , którego wielkość określono na 28 kpz, zbudowany jest z 9 eksonów; 

łączna ich długość wynosi 1575 pz. mRNA o długości 1,7 kpz, w tym otwarta 
ramka odczytu długości 882 nukleotydów, koduje białko zbudowane z 294 ami
nokwasów o przewidywanej masie cząsteczkowej 32 kDa. Na poziomie sekwencji 
aminokwasowej białko SMN nie wykazuje homologii z dotychczas poznanymi biał
kami [21,6,11]. Jego wysoką ekspresję stwierdzono w mózgu, wątrobie i nerkach, 
umiarkowany poziom w mięśniu sercowym i mięśniach szkieletowych, a niski w 
fibroblastach i limfocytach.

Gen SMN -  gen przeżycia neuronów ruchowych (kopia centromerowa)
C T • ^Gen SMN zawiera niemal identyczną sekwencję jak gen SMN i różni się

od niego pięcioma jednonukleotydowymi substytucjami, po jednej w 7 i 8 eksonie
(ostatnia w regionie niekodującym) oraz jedną w 6 i dwoma w 7 intronie; nie
zmieniają one sekwencji aminokwasowej. Gen ten ulega ekspresji, jednak większa
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część powstającego mRNA w wyniku alternatywnego składania nie zawiera se
kwencji eksonu 7 [21]. Białkowy produkt jest znajdowany w tych samych tkankach 
co białko SM NT.

TGen NAIP -  gen białkowego inhibitora apoptozy neuronów 
(kopia telomerowa)

W ielkość genu NAIP określono na 56 kpz. Zbudowany jest z 17 eksonów, 
których łączna długość wynosi 6124 pz. Otwarta ramka odczytu długości 4212 
nukleotydów zawiera informacje o sekwencji 1403 aminokwasów, a przewidywana 
masa cząsteczkowa białka wynosi 156 kDa [11]. Wysoki poziom ekspresji genu, 
mierzony ilością odpowiadającego mu mRNA, stwierdzono w wątrobie i łożysku, 
znacznie niższy w rdzeniu kręgowym, fibroblastach i limfoblastach [33].

Na podstawie analizy sekwencji aminokwasowej wyróżniono w domniemanym 
białku 3 motywy BIR (od ang. baculoviral inhibitor o f  apoptosis protein repeat) 
charakterystyczne dla wykrytych w bakulowirusach białkowych inhibitorów apo
ptozy i miejsce wiązania ATP/GTP [33,11]. W hodowlach komórkowych stwier
dzono, że ekspresja wprowadzonego egzogennie genu NAIP zmniejsza poziom 
indukowanej apoptozy [23]. Pozostaje to w zgodzie z oczekiwanym działaniem 
genu, którego mutacje mogłyby wywoływać SMA, gdyż zanik mięśni wywołuje 
apoptotyczny zanik obwodowych neuronów ruchowych.

Gen NAIP -  gen białkowego inhibitora apoptozy neuronów 
(kopia centromerowa)

Centromerowo położony gen NAIP (niekiedy oznaczany T'-NAIP) nie zawiera 
sekwencji odpowiadających eksonom 4 i 5 genu NAIPT [33,11]. Ulega on pra
wdopodobnie transkrypcji (odnajdywane są krótsze mRNA) i być może ulega trans
lacji [33]. Nie był on przedmiotem intensywnych badań, dlatego wiedza o nim 
jest znikoma.

TGen p44 -  gen podjednostki p44 TFIIH (kopia telomerowa)
Gen p44 (inaczej określany T-BTF2p44) zlokalizowany jest dystalnie w stosunku 

do pozostałych genów obszaru SMA. Jego wielkość szacuje się na 20-30  kpz. 
Tworzy go 16 eksonów o łącznej długości 1237 pz [10] kodujących białko złożone 
z 395 aminokwasów o łącznej masie cząsteczkowej 44 kDa [20]. Białko to pełni 
rolę podjednostki p44 podstawowego czynnika transkrypcyjnego TFIIH, który jest 
częścią wielofunkcyjnego kompleksu polimerazy II RNA biorącego udział w trans
krypcji, naprawie DNA i prawdopodobnie kontroli cyklu komórkowego [19]. Usz
kodzenia tego kompleksu spowodowane mutacjami w innych podjednostkach (p89 
i p80) odpowiedzialne są za choroby dziedziczące się w sposób autosomalny re- 
cesywny: Xeroderma pigmentosum, zespół Cockayne’a i trichotiodystrofia [17].
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n
p44 -  gen podjednostki p44 TFIIH (kopia centromerowa)

Kopia centromerowa p44 umiejscowiona jest na końcu proksymalnym regionu 
SMA. W sekwencji nukleotydowej tej kopii w porównaniu z kopią telomerową 
występują cztery substytucje: w pozycjach 397 i 453 (ekson 7) oraz w pozycji 
706 (ekson 10) zmieniające sekwencję aminokwasową oraz jedna w 3 ’ UTR [7,10]. 
Ekspresję p44 obserwuje się, podobnie jak kopii telomerowej, w szeregu płodowych 
i dojrzałych narządach: trzustce, nerkach, mięśniach szkieletowych, wątrobie, płu
cach, łożysku, mózgu i sercu [7]. Nie wiadomo dotychczas, jakie jest znaczenie 
różnic między dwom a postaciami produktów białkowych genu telomerowego i cen
tro mero wego.

4. PODŁOŻE MOLEKULARNE A OBRAZ KLINICZNY SMA

4.1. Mutacje w genach obszaru SMA

U 98% osób dotkniętych SM A wykrywa się homozygotyczne delecje w obrębie 
genu SMNT -  stwierdza się brak eksonów 7 i 8 lub brak eksonu 7 [21]. U pozostałych 
chorych na ogół odnajduje się mutacje punktowe. Jak dotychczas opisano: mi- 
krodelecje w eksonie 3 [8,3] i duplikację 11 pz w eksonie 6 [30] powodujące 
przesunięcie ramki odczytu, mutację miejsca składania (splice site m utation) po
wodującą usunięcie eksonu 7 [21] oraz mutacje zmiany sensu grupujące się w 
eksonie 7 [34]. Te ostatnie uszkadzają motyw YxxGYxxGYxxG charakterystyczny 
dla białek wiążących RNA. W śród rodziców pacjentów opisano bardzo rzadkie 
przypadki (1%) zdrowych nosicieli homozygotycznych delecji eksonów 7 i 8 [36]. 
Delecje genu SM NC nie wywołują objawów chorobowych -  spotyka się je  u 5% 
osób zdrowych [21].

U osób dotkniętych SMA nie wykrywa się białka SMNT, a liczba jądrowych 
struktur, w których ono występuje, jest silnie zredukowana [12] (patrz rozdz. 5). 
Ilość białka SM NC jest różna, u osób dotkniętych SMA typu I jest zmniejszona, 
u osób dotkniętych SMA typu III pozostaje na niezmienionym poziomie [22].

U 45% chorych dotkniętych ostrą postacią SMA i 18% chorych dotkniętych 
postaciami II i III wykrywa się homozygotyczne delecje w obrębie genu NAIPT 
-  stwierdza się brak eksonów 4 i 5. Delecje takie wykryto również u osób zdrowych.

M utacjom w genie p44T nie przypisuje się obecnie wywoływania jakichkolwiek 
zmian chorobowych. Delecje obejmujące oba allele genu p44T wykrywa się natomiast 
u 15% osób dotkniętych SMA (głównie w ostrej postaci choroby), ale także u 
osób zdrowych. Uszkodzenia telomerowej kopii genu nie wydają się więc być 
związane z klinicznymi objawami SMA -  nie obserwuje się także cech uszkodzenia 
systemu naprawy DNA [7,10].
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4.2. Hipotezy tłumaczące obraz kliniczny SMA

Poznanie budowy i sekwencji, a także białkowych produktów trzech genów SMN , 
NAIPT i p44T wywołało dyskusję nad ich rolą w patogenezie rdzeniowego zaniku 
mięśni. Brak objawów uszkodzenia systemu naprawy DNA u chorych dotkniętych 
SMA prawdopodobnie wyklucza udział obu kopii genów p44 w powstawaniu tej 
choroby [7,10]. Obserwowane u chorych zaprogramowane obumieranie komórek 
nerwowych rogów przednich rdzenia kręgowego oraz doświadczenia wykazujące 
inhibicyjne działanie białka NAIP na apoptozę sugerują istotny udział mutacji te- 
lomerowej kopii tego genu w powstawaniu SMA, przynajmniej u części pacjentów 
[23]. Przeczy temu jednak obecność homozygotycznych delecji genu NAIP u 5% 
zdrowych osób z grupy kontrolnej [33]. W ykrycie mutacji punktowych w genie 
SMN i wysoka korelacja zachorowań z wystąpieniem delecji (ponad 95%) prze
mawia za trafnością hipotezy mówiącej, że^molekularnym_podłożem rdzeniowego 
zaniku mięśni są uszkodzenia genu SMN , a gen NAIP ma jedynie działanie 
modyfikujące. Nasilenie intensywności objawów SMA wiązano z wielkością delecji 
sugerując, że duże delecje obejmujące dwa, a nawet trzy geny obszaru telomerowego 
E , mogą wywoływać ostrą postać choroby (typ I SMA), zaś delecje obejmujące 
jedynie gen SMN postacie: pośrednią (typ II SMA) i łagodną (typ III SMA)
[13]. Późniejsze badania nie potwierdziły tej hipotezy.

W  związku z powyższym zaproponowano hipotezę tłumaczącą nasilenie objawów 
choroby dawką genu SM NC [37,35]. Ponieważ produkty białkowe obu kopii genu 
są bardzo podobne i różnią się sekwencją C-końca, przyjęto, że białko SM NC 
(nie zawiera 17 aminokwasów kodowanych przez ekson 7) może częściowo kom 
pensować brak białka SMNT. Przyjęto również, że odnajdywane u osób zdrowych 
homozygotyczne delecje centromerowej kopii genu SMN [21] świadczą, iż białko 
SM NC może być w pełni zastąpione białkiem SMNT. Zaproponowano, że co 
najmniej podwojenie liczby kopii genu SMNC (łącznie 4 kopie, dwie w miejsce 
kopii SMN ) mogłoby całkowicie zapobiec rozwinięciu się choroby i byłoby wy
tłumaczeniem istnienia homozygotycznych delecji genu SMNT u niektórych zdro
wych osób. W edług tej hipotezy postać pośrednia i łagodna SMA powstawałyby 
wówczas, gdy delecjom obu alleli SMN towarzyszyłyby dwie bądź trzy kopie 
genu SM N . Obecność tylko jednej kopii genu SMN powodowałaby ostrą postać 
choroby. Ponieważ jak dotychczas nie napotkano przypadku, w którym homozygo- 
tycznej delecji genu SMN towarzyszyłby całkowity brak genu SM NC, uznano, 
że m utacja taka jest letalna już w okresie płodowym [9].

Niestabilność obszaru q l 1.2-13.3 chromosomu 5 sugeruje możliwość istnienia 
zmiennej liczby występujących tam genów, mogą więc zdarzać się przypadki za
stępowania telomerowej kopii genu SMN kopią centromerową. Hipotezę tę wydają 
się potwierdzać wyniki analizy polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych (po
wtórzenia CA) ściśle sprzężonych z genami SMN. U osób dotkniętych typem II
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i III SMA, u których stwierdzono delecję obu kopii genu SMN , analizując liczbę 
powtórzeń CA, wykrywa się więcej niż dwie kopie genu SMNC [37]. U 5-12%  
pacjentów dotkniętych SMA wykrywa się delecję eksonu 7, której nie towarzyszy 
delecja eksonu 8 [21,8,35]. Fakt ten tłumaczy się powstawaniem w czasie rearanżacji 
obszaru SMA hybrydowych genów, których część 5 ’ pochodząca z kopii centro- 
merowej sięga eksonu 7 i jest połączona z końcem 3’ części telomerowej. Brane 
są pod uwagę trzy możliwe mechanizmy powstawania hybrydowych genów SMN: 
nierówna rekombinacja, wewnątrzchromosomowa delecja i konwersja ^genu (rys. 
2) [ 18]. B iałkowy produkt hybrydowego genu jest w istocie białkiem SMN , dlatego 
nieco częściej opisywane są przypadki występowania takich genów u osób do
tkniętych typem II i III SMA [9].

Powyższa hipoteza nie tłumaczy wystarczająco dobrze przypadków odnajdywania 
dwóch kopii genu SM NC u chorych dotkniętych typami: I, II i III SMA. W y
tłumaczeniem takiego zjawiska jest rozszerzenie hipotezy dawki genu SM NC za
proponowane w ubiegłym roku przez Artura Burghesa [5]. Punktem wyjścia jest 
postulat Beckera z 1964 roku mówiący o możliwej modyfikacji genu [2], jak 
również sugestia DiDonato z 1994 roku [13] istnienia dwóch typów alleli wy
wołujących rdzeniowy zanik mięśni -  „ostrego” i „łagodnego” . Typ I SMA wywołany 
byłby allelami „ostry/ostry”, typ II SMA allelami „ostry/łagodny”, zaś typ III SMA 
allelami „łagodny/łagodny” . Burghes zaproponował powstawanie alleli „ostrych” 
i „łagodnych” w wyniku opisanej powyżej rearanżacji. Allelami „ostrymi” byłyby 
niezmienione kopie SMN lub hybrydowe geny SMNC/T, których jedynie mały 
fragment końca 3 ’ (być może ekson 8) pochodziłby z g^enu^SMNT. Allelami „ła
godnymi” byłyby hybrydowe geny SMNT/C lub SMN /C/T, które powstałyby z 
kopii telomerowej na skutek wymiany w nich części końca 3 ’ (rys. 3).

Ostatnie badania wykazały, że cząsteczki białka SMNT oddziałują z sobą. Stwier
dzono, że fragmentem odpowiedzialnym za tworzenie kompleksu jest sekwencja 
30 aminokwasów kodowana przez eksony 6 i 7. Wykryto, że mutacje punktowe 
w genie SMNT mogą częściowo lub całkowicie znosić takie oddziaływania upo
dobniając zmutowane białko do białka SM NC (tworzy ono jedynie nietrwałe kom 
pleksy). O znacza to, że m utacje takie prowadzą, co praw da inną drogą, do 
powstawania alleli „ostrych” i „łagodnych” analogicznych do postulowanych przez 
Burghesa. W ydaje się więc, że mutacje w genie SMNT zmieniają właściwości 
kodowanego białka ograniczając w różnym stopniu jego zdolność do agregacji, 
co powoduje różny obraz kliniczny SMA (im mniej trwały kompleks białek SMN, 
tym ostrzejsze objawy choroby) [26].
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A

B

C

RYSUNEK 2. Hipotetyczny mechanizm odpowiedzialny za powstanie hybrydowych genów SMN (wg 
E. Hahnen [18]): A -  nierówna rekombinacja, B -  wewnątrzchromosomowa delecja, C -  konwersja 
genu
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RYSUNEK 3. Hipotetyczny schemat alleli „normalnych” oraz „łagodnych” i „ostrych” wariantów mutacji 
genu SMN wywołujących różne postacie kliniczne SMA (wg AHM Burghesa [5]): Typ I SMA wywołany 
byłby kombinacją alleli -  „ostry/ostry”, typ II SMA kombinacją -  „ostry/łagodny”, zaś typ III SMA 
kombinacją -„łagodny/łagodny”; allelami „łagodnymi” byłyby hybrydowe geny SMNT/C lub SMNT/C/T, 
które powstawałyby z kopii telomerowej na skutek wymiany części końca 3’; allelami „ostrymi” byłyby 
niezmienione kopie SMNC lub hybrydowe geny SMNOT mające jedynie mały fragment końca 3’ (ekson 
8) pochodzący z genu SMNT

5. WEWNĄTRZKOMÓRKOWA LOKALIZACJA 
BIAŁKA SMN

Badania nad wewnątrzkomórkową lokalizacją białka SMN -  z użyciem mo- 
noklonalnych przeciwciał -  doprowadziły do jego wykrycia zarówno w cytoplazmie, 
jak  i jądrze komórkowym; za pomocą metody Western biot określono masę czą
steczkową natywnego białka na -3 8  kDa. Stwierdzono, że białko SMN gromadzi 
się w nowo odkrytych strukturach jądra komórkowego, które odkrywcy z powodu 
znacznego podobieństwa i bliskiego usytuowania w stosunku do znanych od 1903 
roku coiled bodies [32] nazwali gems (od ang. gemini o fco iled  bodies) [24]. Liczbę 
struktur gems występujących w zdrowych komórkach określono na 2 do 6 na jądro, 
a wielkość na 0,1 do 1,0 pm. Zaobserwowano, że zależnie od zmian środowiskowych 
i warunków metabolizmu komórki coiled bodies i gems podlegają tym samym 
zmianom (agregacja i zanik). Ich liczba i wielkość zależą od temperatury. Ponieważ 
coiled bodies wydają się być odpowiedzialne za metabolizm snRNA (małe jądrowe 
RNA), wysunięto hipotezę, że gems mogą odgrywać podobną rolę.

Znaczna ilość białka SMN w gems jest charakterystyczna dla komórek intensywnie 
dzielących się (odkryto je w hodowlach komórek HeLa). W komórkach zróżni
cowanych, jakimi są neurony, większość tego białka znajduje się w cytoplazmie 
[ 1].

Ubiegłoroczne badania przyniosły odkrycie nowego białka, zbudowanego z 279 
aminokwasów, o masie cząsteczkowej 32 kDa, nazwanego SIP1 (od ang. SM N  
interacting protein  7). Ustalono, że białko to tworzy trwałe kompleksy z białkiem
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SMN występujące zarówno w strukturach gems, jak i w cytoplazmie. Oba białka 
wchodzą w skład dużego kompleksu białkowego wielkości -300  kDa zawierającego 
również białka snRNP, budujące spliceosom oraz szereg innych jeszcze niezbadanych 
białek. Ustalono, że N-koniec białka SMN odpowiedzialny jest za wiązanie białka 
SIP1, zaś C-koniec przyłącza białka z grupy Sm tworzące rdzeń snRNP [25]. Udo
wodniono, również, że kompleks białek SMN-SIP1 jest bezpośrednio zaangażowany 
w cytoplazmatyczną biogenezę spliceosomalnych snRNP. Immunologiczne zablo
kowanie kompleksu SMN-SIP1 nie dopuszcza do łączenia się białek Sm z od
powiednimi snRNA i hamuje ich transport do jądra [14]. Być może mutacje w 
eksonach 6 i 7 oraz brak aminokwasów kodowanych przez ekson 7 w białku SM NC 
powodują, iż jedynie białko SMNT może budować funkcjonalnie czynny kompleks 
z białkiem SIP1. Zauważono również, że neurony ruchowe rdzenia kręgowego 
zawierają zdecydowanie większą niż inne tkanki ilość białek SMN i SIP1 i że 
występują w nich wyraźniejsze struktury gems i coiled bodies [25]. W neuronach 
ruchowych osób z typem I SMA nie wykrywa się w ogóle gems, podczas gdy 
coiled bodies wydają się być nie zmienione. Można przypuszczać, że neurony te 
wykazując wrażliwość na brak lub zmniejszenie ilości białka SMN i liczby gems 
ulegają degeneracji. Możliwe, że białko SMN pełni jakąś swoistą dla nich funkcję.

Opisane powyżej wyniki prowadzonych badań wydają się zbliżać nas do poznania 
molekularnych mechanizmów leżących u podstaw rdzeniowego zaniku mięśni. N ie
stety nie wiemy jeszcze, dlaczego brak powszechnie występującego białka SMN 
wywołuje tak dramatyczną reakcję tylko w komórkach rogów przednich rdzenia 
kręgowego. Nie wiemy również, jaką rolę pełni białkowy produkt centromerowej 
kopii genu SMN. Być może poznanie odpowiedzi na te i inne pytania umożliwi 
w przyszłości zaproponowanie skutecznej terapii. Do chwili obecnej dysponujemy 
jedynie diagnostyką prenatalną opartą na możliwości wykrywania homozygoty- 
cznych delecji eksonu 7 i 8 w genie SMNT.
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METODY WYKRYWANIA OŁOWIU 
W KOMÓRKACH ROŚLINNYCH
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Streszczenie: Jednym z kluczowych zagadnień dotyczących badań nad reakcjami roślin na ołów jest 
jego lokalizacja w komórce. Ten toksyczny metal można wykrywać za pomocą metody rodizonianowej, 
transmisyjnej mikroskopii elektronowej (ТЕМ) oraz metody mikroanalizy rentgenowskiej w ТЕМ. 
Zalety i wady powyższych metod zaprezentowano na przykładzie lokalizacji Pb w wybranych regionach 
korzenia Lenina minor L. Ponadto przedstawiono najważniejsze cechy innych nowoczesnych metod 
wykrywania pierwiastków.

Słowa kluczowe: ołów, wykrywanie, tolerancja, mikroanaliza rentgenowska.

Summary: One of the key issues in the study of the reactions to lead in plants is the localization of this 
element in the cell. The toxic metal can be located by means of the rhodizonate method, transmission 
electron microscope (ТЕМ) observations or the X-ray microanalysis method using ТЕМ. The advantages 
and disadvantages of the above-mentioned methods and some other modern methods of element detection 
were demonstrated using as example the localization of lead in a selected region of the Lemna minor L. 
root.

Key word: lead, detection, tolerance, X-ray microanalysis.

WSTĘP

Ołów jest najbardziej rozpowszechnionym w środowisku przyrodniczym toksy
cznym metalem śladowym. Jest więc potencjalnym źródłem szkodliwych zmian

^Przedstaw ione wyniki stanowią fragm ent projektu badawczego KBN nr 6 P 0 4 C  090 14.

http://rcin.org.pl



326 S. SAMARDAKIEW1CZ, A. WOŹNY

fizycznych lub chemicznych u wielu organizmów. Jego oddziaływanie na organizmy 
może również powodować uruchomienie i/lub uaktywnienie określonej strategii 
obronnej. Jedna z nich sprowadza się do unikania zagrażającego czynnika, druga 
do jego tolerancji [39]. Unikanie czynnika stresowego u roślin polega m.in. na 
ograniczaniu  jego  pobierania przez unierucham ianie w ścianie kom órkow ej 
[15,32,42,43,49,60,76,83, 86,87]. W niknięcie czynnika stresowego do protoplastu 
intensyfikuje natomiast procesy tolerancji, m.in. kompartmentację w określonych 
strukturach komórkowych, np. w wakuoli [32,60,78,79,83,86,87].

W  celu określenia rodzaju wykorzystywanych przez rośliny strategii obronnych 
wobec ołowiu wskazane jest m.in. zlokalizowanie tego pierwiastka na terenie ko
mórki oraz poznanie drogi lub dróg jego rozprzestrzeniania się w organizmie i 
ustalenie ewentualnej bariery (lub barier) ograniczającej transport. Uzyskujemy w 
ten sposób również informacje, czy obserwowane zmiany w roślinie są spowodowane 
bezpośrednim lub pośrednim oddziaływaniem metalu na komórki. Ołów w roślinach 
można wykrywać różnymi sposobami:

-  w mikroskopie świetlnym, np. cytochemicznie za pomocą metody rodizonia- 
nowej;
w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (TEM), bez dodatkowego wy
posażenia, wykorzystując zdolność rozpraszania elektronów przez ten pierwia
stek;
w transmisyjnym lub skaningowym mikroskopie elektronowym z przystawką 
do mikroanalizy rentgenowskiej.

OBSERWACJE W MIKROSKOPIE ŚWIETLNYM

Pierwsze próby wykrywania ołowiu polegające na obserwacji w mikroskopie 
świetlnym zaczernionych regionów u roślin traktowanych tym metalem podejm o
wano na początku naszego wieku [24]. Dopiero jednak wprowadzenie metod histo- 
chemicznych pozwoliło na bardziej precyzyjne wykrywanie metali w komórkach 
roślinnych. Jedną z nich jest metoda Tim m y’ego [11,30,90] -  zwana inaczej siar- 
czkowo-srebrową (SSM, ang. sulphide silver method). Polega ona na uwidacznianiu 
poszukiwanych metali w tkankach za pomocą srebra metalicznego. M etoda ta jest 
jednak mało specyficzna, ponieważ umożliwia wykrycie wielu metali, takich jak 
np.: Cu, Fe, Zn, Co, Ni, Hg, Cd, Pb, As, Tl, Au, Ag [11]. Znalazła ona zastosowanie 
głównie do badań materiału zwierzęcego, natomiast w przypadku wykrywania jonów 
ołowiu w materiale roślinnym lepszą wydaje się metoda rodizonianowa [20]. Ro- 
dizonian sodu (Na2C60 6) tworzy z jonam i ołowiu strąty rodizonianu ołowiu o 
barwie fioletowej w środowisku obojętnym lub o barwie czerwonej w środowisku 
lekko kwaśnym. Reakcja ta jest reakcją przyżyciową, stosunkowo czułą (w materiale
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roślinnym wykrywano ołów przy jego stężeniu 16 jig x g_1 suchej masy [29], 
a w analizie wyrobów ceramicznych czułość tej metody sięga nawet do 
0,05 pg x F  [12]) i szybką, choć nie zawsze bardzo specyficzną. Trzeba bowiem 
pamiętać, że jony Ag2+, Hg2+i Cd2+ mogą tworzyć osad o podobnym kolorze 
[64,75]. M etoda rodizonianowa jest przydatna przede wszystkim do wstępnej lo
kalizacji jonów ołowiu w obrębie tkanek roślinnych [32,75,76,88]. Nie dostarcza 
jednak zbyt dokładnych informacji o rozmieszczeniu metalu wewnątrz komórki. 
Przykładem wykorzystania metody rodizonianowej może być wykrywanie jonów 
ołowiu w korzeniu Lemna minor [66]. Za pomocą tej metody przyżyciowo (możliwość 
przyżyciowej obserwacji jest niewątpliwie zaletą tej metody) stwierdzono, że istnieją 
rejony szczególnie aktywnie pobierające Pb, np.: nasada korzenia oraz jego część 
wierzchołkowa. Przeprowadzone równolegle wykrywanie kalozy w mikroskopie 
fluorescencyjnym wykazało jej obecność w ścianach protodermy. W ystępowanie 
wykrywalnych jonów  ołowiu w korzeniu tylko na zewnątrz od strefy deponowania 
kalozy może świadczyć, że kaloza stanowi przeszkodę dla przenikania Pb w głąb 
korzenia [66].

OBSERWACJE W TRANSMISYJNYM MIKROSKOPIE 
ELEKTRONOWYM

Obrazy w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (ТЕМ) uzyskuje się dzięki 
rozproszeniu elektronów przez struktury preparatu. Jony większości metali są wi
doczne w ТЕМ  po ich wytrąceniu (np. przez związki występujące w strukturach 
komórkowych) lub po przeprowadzeniu odpowiedniej reakcji histochemicznej (np. 
metoda Tim m y’ego [11]). Przykładem może być ołów widoczny w strukturach 
komórkowych, w ТЕМ jako czarne strąty [32,53,75,76,83,86].

M etoda ТЕМ  pozwala obserwować pierwiastki dokładniej -  na poziomie ultra- 
strukturowym. Są one jednak widoczne jedynie wtedy, gdy występują w postaci 
wytrąconej. Ponadto metoda ТЕМ nie daje pewności, czy strąty są obrazem szukanych 
pierwiastków. Istnieje bowiem i taka możliwość, że poszukiwany pierwiastek nie 
jest widoczny ze względu na dużą gęstość elektronową innych związków.

M etodą obserwacji w ТЕМ można także uzyskać pewne informacje o strategiach 
obronnych komórek. U Lemna minor stwierdzono m.in. inaktywowanie jonów Pb 
przez ich deponowanie w wakuolach i ścianie komórkowej [32, tab. I fot. 1].

Wyniki z mikroskopu świetlnego i ТЕМ można zweryfikować i uzupełnić metodą 
mikroanalizy rentgenowskiej.
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TABLICA 1: Fot. 1. Obserwacje w TEM: obraz ultrastrukturowy przekroju poprzecznego komórek strefy 
merystematycznej korzenia Lenina minor traktowanego roztworem Pb(NC>3)2 o stężeniu Pb 3 pg x I 
(24 godz.), widoczne czarne strąty Pb w ścianach komórkowych (strzałka);
Fot. 2. MAR -  system WDS: mapa analogowa rozmieszczenia ołowiu (Pb widoczny w postaci jasnych 
punktów) na przekroju poprzecznym korzenia Lenina minor L. w strefie komórek zróżnicowanych; 
największe zagęszczenie punktów jest widoczne w ścianach komórkowych; rośliny były traktowane 
przez 24 godz. wodnym roztworem Pb(N0.3)2 o stężeniu Pb 60 pg x F 1; obserwacje wykonano w 
mikroskopie skaningowym JSM-50A z mikroanalizatorem rentgenowskim JXA-50A firmy JEOL; 
Fot. 3. MAR -  system EDS: mapa cyfrowa rozmieszczenia ołowiu (białe krzyżyki) skorelowana z 
obrazem ultrastrukturowym komórek korzenia Lenina minor w przekroju poprzecznym na wysokości 
strely komórek zróżnicowanych (położenie analogiczne do fot. 2); lokalizacja ołowiu widoczna w 
ścianach komórkowych jedynie na zewnątrz od endodermy i walca osiowego może sugerować barierową 
funkcję endodermy w przenikaniu ołowiu do walca osiowego; rośliny były traktowane przez 12 h 
roztworem Pb(NC>3)2 o stężeniu Pb 3 pg x 1 *; obiekty obserwowano w transmisyjnym mikroskopie 
elektronowym JEM 1200EX wyposażonym w energodyspersyjny system (EDS) Link AN 10000 firmy 
LINK
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METODA MIKROANALIZY RENTGENOWSKIEJ

Promieniowanie rentgenowskie (rtg) jest promieniowaniem elektromagnetycz
nym, które w mikroskopie elektronowym jest generowane w trakcie oddziaływania 
pierwotnej wiązki elektronowej z atomami badanej próbki. Część z tych elektronów 
w wyniku zderzeń z elektronami wewnętrznych powłok atomu próbki (np. powłoki 
K), powoduje ich wybicie na wyższą powłokę (atom został wprowadzony w stan 
wzbudzenia). Aby równowaga atomu została przywrócona, konieczne jest obsa
dzenie zwolnionego miejsca przez jeden elektron z wyższego energetycznie poziomu, 
np.: L, M lub N. Taki przeskok elektronu z powłoki zewnętrznej do powłoki bliższej 
jądru, przyczynia się do wypromieniowania nadmiaru energii w postaci charaktery
stycznego promieniowania rentgenowskiego. Przejście z powłoki L do K określa 
się iako linie charakterystyczne Koc, przejście z M do K -  KB, a przejście z M 
do L -  L a  [2,3,6,7,26].

Atomy różnych pierwiastków charakteryzują się odmiennymi, charakterystycz
nymi dla siebie wartościami energii poszczególnych powłok. Pierwiastki emitują 
więc promieniowanie rtg o różnej energii i odpowiadającej jej odmiennej długości 
fali. Stanowi to podstawę mikroanalizy rentgenowskiej (MAR; w literaturze można 
spotkać również oznaczenia: XMA -  ang. X-ray microanalysis lub EPMA -  ang. 
electron probe microanalyser, poi. mikrosonda elektronowa) poszczególnych pier
wiastków w badanej próbce. M ożna ją  przeprowadzać zarówno w transmisyjnym, 
jak i skaningowym mikroskopie elektronowym, przy użyciu odpowiedniego de
tek tora um ożliw iającego  w ychw ytyw anie em itow anego prom ieniow ania rtg 
[2,3,6,7,9,26,77].

W yróżnia się dwa podstawowe systemy MAR: spektrometrię falowo-dyspersyjną 
(WDS) oraz spektrometrię energo-dyspersyjną (EDS). System WDS działa na za
sadzie analizy długości fali promieniowania charakterystycznego, co pozwala na 
analizowanie w danej chwili obecności tylko jednego, wybranego pierwiastka w 
badanej próbce. Jest to możliwe dzięki zastosowaniu odpowiednich kryształów ana
lizujących, znajdujących się pomiędzy próbką a detektorem [2,3,6,7,49,77]. Przy
kładem ilustrującym możliwości tego systemu jest lokalizacja obecności Pb w 
korzeniu Lenina minor L. (tab. I fot. 2). Druga z metod polega na pomiarze energii 
promieniowania charakterystycznego [2,3,7]. Zaletą tego systemu jest możliwość 
jednoczesnego analizowania większej liczby różnych pierwiastków.

Istnieją trzy sposoby zbierania sygnałów rentgenowskich z badanego obszaru 
dla EDS i W DS. Jeden z nich to analiza punktowa: średnica analizowanego obszaru 
może przykładowo wynosić zaledwie 10 nm dla mikroskopu JEM 1200 EX (dla 
porównania średnica rybosomów wynosi od 15 do 30 nm), co um ożliwia dużą 
precyzję odczytu w przypadku bardzo drobnych struktur. Jest to możliwe dzięki 
silnemu zogniskowaniu wiązki elektronów. W przypadku analizy punktowej wiązka
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ta jest nieruchoma, natomiast w dwóch pozostałych metodach, a mianowicie: analizie 
wzdłuż wybranej linii oraz analizie z pola o regulowanej wielkości powierzchni, 
obserwacje przeprowadza się ruchomą wiązką skanującą.

Wyniki zliczeń można przedstawić, w zależności od sposobu zbierania sygnału, 
w postaci:

widm pierwiastków (tab. II)
map analogowych lub cyfrowych (tab. I fot. 1 i 2).

M ożliwości mikroanalizy rentgenowskiej nie kończą się jednak tylko na samym 
ilustrowaniu składu elementarnego badanej próbki. Rozmieszczenie poszczególnych 
pierwiastków można bowiem skorelować z obrazem ultrastrukturowym (tab. II).

Niezwykle cenną właściwością MAR jest możliwość jej wykorzystania do pół- 
ilościowego, a nawet ilościowego oznaczania pierwiastków. Podstawą tych pomiarów 
jest proporcjonalna zależność między stężeniem pierwiastków a natężeniem linii 
widmowych ich promieniowania. W  praktyce polega to często na porównaniu po
wierzchni odpowiednich wierzchołków (krzywych linii charakterystycznych, np. 
K a), które są miarą intensywności promieniowania, a tym samym również stężenia 
pierwiastków. W analizie zarówno półilościowej, jak i ilościowej porównuje się 
znaną zawartość pierwiastka w standardzie z jego zawartością w próbce uwzględ
niając przy tym tło (dla próbki i standardu), a niekiedy także odpowiednie współ
czynniki korygujące [2,3,6,7,26,50,77].

W  mikroanalizie rtg, zwłaszcza w analizie ilościowej, niezwykle ważny jest 
sposób przygotowania próbki i standardu. Należy bowiem tak dobrać preparatykę 
materiału, by zachować wiernie nie tylko jego strukturę, ale również skład chemiczny, 
pamiętając o tym, aby ograniczyć do maksimum wprowadzanie dodatkowych, eg
zogennych pierwiastków. W przypadku sprzężenia mikroanalizy rentgenowskiej z 
TEM często bywa stosowana rutynowa preparatyka materiału, wtedy jednak ko
nieczne jest wyeliminowanie czterotlenku osmu (do utrwalenia materiału) i kon
trastowania (np. związkami metali ciężkich). W prawdzie ma to ujemny wpływ 
na jakość obrazu, jednak związki te mogą utrudniać interpretację wyników; przy
kładowo linia L ołowiu znajduje się zbyt blisko linii L osmu. M etoda ta jest przydatna 
jedynie do analizy pierwiastków wolno dyfundujących (np. niektórych metali cięż
kich), występujących w trudno rozpuszczalnych związkach [2,3,6,7,26,77].

Metody chemiczne utrwalania nie nadają się jednak do analizy pierwiastków 
występujących w postaci jonów lub związków łatwo rozpuszczalnych. Prowadzą 
one bowiem często do zmian lokalizacji pierwiastka, a nawet jego wypływu z 
tkanek (np. K+, Ca2+, M g2+). W takiej sytuacji rozwiązaniem może być wprowadzenie 
do preparatyki dodatkowych związków unieruchamiających dany pierwiastek w 
postaci strątu. Przykładem może być wytrącanie wapnia za pomocą szczawianu 
amonowego [59].
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Najskuteczniejszym przeciwdziałaniem dyfuzji są jednak metody fizyczne zwią
zane ze stosowaniem niskich temperatur, np. mrożenie z podstawianiem (freeze 
substitution), mrożenie i odwadnianie materiału przez sublimację wody w próżni 
(freeze-drying) lub mrożenie bez odwadniania próbek (freeze-hydratation) [3,6,7,- 
18,25,26,77].

W  przygotowaniu i interpretacji analizy próbek roślinnych należy uwzględnić 
specyfikę tego materiału. Okazuje się, że jest on znacznie trudniejszy pod tym 
względem niż materiał zwierzęcy, ponieważ spotykamy w nim:

barierę w postaci kutykuli pokrywającej powierzchnię niektórych ścian kom ór
kowych;

-  duże przestwory międzykomórkowe wypełnione powietrzem;
duże, silnie uwodnione wakuole (większe ryzyko zniszczenia komórek przez 
kryształy lodu podczas stosowania metod zamrażania) zawierające wysoce 
mobilne jony;
wreszcie duże różnice w zwartości struktur (ściana komórkowa, cytoplazma, 
wakuola) czy -  w niektórych dojrzałych komórkach -  cienki obszar przyścien
nej cytoplazmy itp. [77].

Podsumowując można stwierdzić, że MAR ma szereg zalet, m.in.:
• Nie wymaga zniszczenia struktury badanego materiału (np. spalania próbki, jak 

to ma miejsce w spektrofotometrii atomowej).
• Charakteryzuje się bardzo wysoką czułością, rzędu 10-15- lC f  18g [7,26].
• Pozwala z dużą precyzją lokalizować pierwiastek na niewielkim obszarze rzędu 

nawet 10 nm (analiza punktowa).
• M oże służyć do analizy ilościowej i półilościowej.
• Um ożliwia analizę lokalizacji równocześnie wielu pierwiastków (EDS).
• Pozwala weryfikować wyniki z TEM: np. potwierdzać i uściślać lokalizację 

badanych pierwiastków, a także lokalizować pierwiastki, których nie można 
wykryć w TEM.
Mimo wielu zalet należy pamiętać także o pewnych minusach tej metody, a 

mianowicie o:
konieczności maksymalnego ograniczania wprowadzania pierwiastków wraz 
z odczynnikami podczas preparatyki (co może prowadzić do zmniejszenia 
kontrastowości obrazów);
wymogu stosowania odczynników o analitycznej czystości;

-  możliwości zaistnienia (w czasie preparatyki) zmiany w lokalizacji substancji 
łatwo rozpuszczalnych; stąd zalecenie, aby w miarę możliwości stosować 
metody fizyczne przygotowania materiału;
prawdopodobieństwie pokrycia się wierzchołków krzywych zawartości dwóch 
pierwiastków, co utrudnia interpretację wyników.
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M etoda mikroanalizy rtg znalazła szerokie zastosowanie m.in. w takich dzie
dzinach wiedzy, jak: archeologia, biologia, chemia, farmakologia, geologia, me
dycyna, metalurgia, paleontologia, a nawet kryminalistyka [2,3,7,17,33,46,56,58,77]. 
MAR w badaniach biologicznych jest najczęściej wykorzystywana do analiz pier
wiastków zarówno endogennych, jak  i egzogennych oraz w śledzeniu procesów 
fizjologicznych [3,7,34,77]. Dynamiczny rozwój tej metody dotyczy również analizy 
materiału roślinnego, np.: w anatomii i histologii roślin [51], embriologii roślin 
[8,22,81,82], fizjologii roślin [3,19,31] itd.

W przypadku naszych doświadczeń stwierdzono również przydatność metody 
M AR do innych celów. Przykładem mogą być doświadczenia dotyczące lokalizacji 
Pb w komórkach Lemna minor traktowanych azotanem ołowiawym o stężeniu 
3 mg x F 1 Pb przez 1 godz. i 12 godz. Po inkubacji z ołowiem rośliny przygotowano 
wg rutynowej procedury do TEM, jednak nie zastosowano czterotlenku osmu (jak 
już wspomniano, linia L ołowiu pokrywa się z linią L osmu). Do obserwacji wybrano 
rejon korzenia w strefie merystematycznej znajdujący się na wysokości części wie
rzchołkowej czapeczki. Korzenie zatopione w żywicy o niskiej lepkości [72] były 
krojone na skrawki o grubości 100 nm, a następnie umieszczane na siatkach m ie
dzianych i napylane węglem (w celu podniesienia przewodnictwa preparatu). 
Obiekty obserwowano w transmisyjnym mikroskopie elektronowym JEM 1200EX 
wyposażonym w przystawkę skaningową i energodyspersyjny system (EDS) Link 
AN 10000 firmy LINK do analizy rentgenowskiej pierwiastków. Analizy punktowe 
o średnicy 40 nm przeprowadzono przy napięciu przyspieszającym 80 keV. Czas 
rejestrowania sygnałów składających się na widmo wynosił każdorazowo 200 s. 
Zawartość Pb analizowano na podstawie wierzchołków dla linii L a l  (10,540 keV), 
L ß l (12,611 keV), Lß2 (12,610 keV).

Po 1 godz. traktowania ołowiem, pierwiastek ten w dużych ilościach występował 
w rejonie merystemu jedynie w wakuolach; ściany zawierały niewiele ołowiu. N a
tomiast 12 godz. proporcje zmieniły się na korzyść ścian komórkowych (tab. II 
fot. 1-4]. Wyniki te sugerują, że po krótkim czasie od podania ołowiu, główny 
mechanizm detoksyfikacyjny polega na umieszczeniu (kompartmentacja) w wa
kuolach. Rola ściany komórkowej w strategii tolerancji stresu zwiększa się natomiast 
po dłuższym czasie kontaktu z czynnikiem stresowym. Podobną rolę ściany ko
mórkowej i/lub wakuoli w reakcjach odpornościowych stwierdzono za pom ocą m i
kroanalizy rtg u wielu roślin [21,42,43,44,49,66,75,76,78,83,85]. Powyższy przykład 
może świadczyć o tym, że M AR nie tylko pozwala zlokalizować dany pierwiastek, 
jak  ma to miejsce w TEM, ale pozwala również uchwycić zmiany ilościowe w 
jego zawartości.

W śród reakcji obronnych komórek roślinnych wobec Pb, przy użyciu MAR, 
wykryto ponadto m.in.:

barierowe funkcje endodermy w transporcie tego metalu do walca osiowego
[65, tab. I fot. 3];
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unieruchamianie związków organometalicznych w neutralnych lipidach [84];
-  udział szczawianów wapnia w wiązaniu Pb w obrębie kryształów [45] itd.
Strątom ołowiu często towarzyszą inne pierwiastki. Ich identyfikacja metodą 

M AR pozwala wnioskować o związkach chemicznych mogących brać udział w 
unieczynnianiu toksycznych metali [77,78]. Wśród takich związków wymieniane 
są m.in. cukry proste, aminokwasy, kwasy organiczne, związki fenolowe, polisa
charydy, śluzy i metalotioneiny klasy III [87 i cyt. tam lit.]. W ścianach komórkowych 
Lemna minor zauważono, że w strątach Pb zlokalizowanych na ich terenie znajdują 
się duże ilości Ca i P (tab. II fot. 1 i 3). Prawdopodobnie ołów jest tu wiązany 
m.in. przez pochodne poligalakturonianu, które wykazują duże powinowactwo do 
metali, zwłaszcza do ołowiu [15]. W  tych doświadczeniach stwierdzono także, że 
w przypadku strątów ołowiu w wakuolach i drobnych pęcherzykach cytoplazmaty- 
cznych wzrastała w nich zawartość P, Ca, Mg i K (zwłaszcza po 1 godz., 
fot. 2). Podobny skład pierwiastków został już wcześniej odnotowany w globularnych 
depozytach wiążących jony cynku w wakuolach Lemna minor [78]. Na podstawie 
wzorców autorzy zidentyfikowali metodą MAR substancję odpowiedzialną za wią
zanie Zn we wspomnianych depozytach -  był nią kwas fitynowy. Jest to substancja, 
która pełni ważną rolę w magazynowaniu składników mineralnych w strukturach 
generatywnych (rzadziej w tkankach somatycznych). Lemna minor jest jedną z 
roślin wodnych, u której substancja ta jest syntetyzowana również w komórkach 
somatycznych [37 i cyt. tam lit.].

Przy zbyt wysokich dawkach ołowiu mechanizmy obronne roślin okazywały 
się niewystarczające, by zapobiec wnikaniu Pb do tak ważnych dla komórki roślinnej 
organelli, jak  jądro komórkowe czy chloroplasty [53].

Omówione wyniki dotyczą reakcji roślin na toksyczne działanie pierwiastków 
śladowych, ale MAR jest przydatna również w badaniu innych czynników stre
sowych, zarówno biotycznych [10] jak  i abiotycznych (ozon [19], zasolenie [23], 
związki chemiczne powodujące wysuszenie [55] itd.).

Na zakończenie należy wspomnieć o innych, niż porównywane powyżej, metodach 
analizy ołowiu w materiale roślinnym. Są nimi m.in.: absorpcyjna spektrofotometria 
atomowa (ASA), autoradiografia, mikroanaliza laserowa (LAMMA), mikroskopia 
protonowa (PIXE), fluorescencja rentgenowska (XRF) oraz metody transmisyjnej 
mikroskopii elektronowej, w których wykorzystuje się filtry energii (EELS, ESI).

Dzięki metodzie ASA (ang. atomie absorption spectroscopy) możemy uzyskać 
dane dotyczące globalnej zawartości Pb we wcześniej zmineralizowanych tkankach 
[62,69], nie otrzymamy jednak informacji, w jakich strukturach ołów jest loka
lizowany. M etodą autoradiografii ołów można wykrywać jakościowo i ilościowo 
[5,83]. M etoda ta wymaga jednak używania izotopów promieniotwórczych i jest 
bardzo czasochłonna. Stosunkowo wysoką czułością charakteryzuje się mikroanaliza 
laserowa (LAMMA, ang. laser microprobe mass analysis’, w praktyce wynosi ona 
l(T 8g do 10-14g [36], a według innego źródła 1-3 ppm dla większości metalicznych
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TABLICA 2, fot. 1-4. MAR -  system EDS: przykłady punktowej mikroanalizy rlg w komórkach 
przekrojów poprzecznych strefy merystematycznej korzeni Lenina minor traktowanych roztworem 
Pb(NC>3)2 (stężenie Pb 3 mg x F  ); obiekty obserwowano w transmisyjnym mikroskopie elektronowym 
JEM 1200EX wyposażonym w energodyspersyjny system (EDS) Link AN 10000 firmy LINK; szcze
gółowy opis warunków doświadczalnych w tekście, widmo pochodzące z analizy punktowej: fot. 1 -  w 
ścianie komórkowej rośliny traktowanej Pb przez 1 godz., fot. 2 -  w drobnej wakuoli rośliny traktowanej 
Pb przez 1 godz., fot. 3 -  w ścianie komórkowej rośliny traktowanej Pb przez 12 godz., fot. 4 -  w drobnej 
wakuoli rośliny traktowanej Pb przez 12 godz.
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pierwiastków [27]). M etoda ta polega na działaniu wiązką promieni laserowych 
na odpowiednio wybrane miejsce w próbce biologicznej, czemu towarzyszy wy
parowanie badanej tkanki w postaci zjonizowanych atomów. Podczas tego procesu 
emitowane jest promieniowanie świetlne, które z kolei analizowane jest przez spe- 
ktograf, a uzyskane tą drogą widmo spektrograficzne dostarcza informacji o składzie 
pierwiastkowym badanej próbki. W porównaniu z wiązką elektronów obszar ana
lizowany przez wiązkę laserową jest większy niż w MAR i wynosi 10-30 |am 
[36]. M etoda ta nie jest więc tak precyzyjna jak MAR.

Na podobnej zasadzie co EDX, działa metoda PIXE (ang. proton-induced X-ray  
emission lub particle-induced X-ray emission). Różnica polega na tym, że atomy 
wchodzą w stan wzbudzenia pod wpływem protonów (nie elektronów, jak  to ma 
miejsce w EDX) [26]. Jest to metoda czuła (10_ g), m ajednak mniejszą rozdzielczość 
przestrzenną niż EDX. Szerokie zastosowanie znalazła metoda PIXE w medycynie, 
w tym m.in. w badaniu procesów apoptozy [16,28,52,54,70,73,74]. M ożna ją  wy
korzystywać nie tylko w analizie poszczególnych pierwiastków, ale również w 
szczegółowym określaniu stężeń metaloprotein w elektroforezie cienkowarstwowej 
(analiza elektroforogramów) [73]. Badania, z wykorzystaniem PIXE, działania to
ksycznych pierwiastków śladowych na rośliny są w znacznie mniejszym stopniu 
zaawansowane. W ykazano dotychczas, że np.: jony aluminium były gromadzone 
na powierzchni korzeni Allium cepa traktowanych tym metalem. Równoczesne ba
dania zawartości Ca nie potwierdziły hipotezy, że Al istotnie wypiera Ca, przez 
co poważnie redukuje ilości związanego w komórkach Ca [67].

Promieniowanie X może być również wzbudzane przez oddziaływanie na próbkę 
promieniowaniem y lub X. Towarzyszy temu zjawisko fluorescencji rentgenowskiej, 
które można wykorzystywać do badania zawartości pierwiastków w organizmach 
żywych [3]. M etoda fluorescencji rentgenowskiej (XRF, ang. X-ray fluorescence) 
znalazła szerokie zastosowanie w medycynie, ponieważ pozwala ona w sposób 
nieinwazyjny, in vivo wykrywać toksyczne pierwiastki śladowe (w tym również 
Pb) np. w kościach [ 1,4,71 ]. Dzięki tym badaniom uzyskano wiele cennych informacji 
o możliwych sposobach odtruwania organizmów narażonych na duże stężenia to
ksycznych pierwiastków śladowych, w tym Pb [63]. XRF można wykorzystywać 
również do badań materiału roślinnego, np. materiału zielarskiego [57] lub w bio- 
monitoringu środowiska skażonego metalami ciężkimi (z wykorzystaniem m.in. 
roślin) [14,61,80].

Pewną alternatywą dla M AR może być metoda spektrometrycznej analizy chara
kterystycznych strat energii elektronów wiązki pierwotnej (EELS, ang. electron 
energy loss spectroscopy), które są rozpraszane nieelastycznie w wyniku zderzenia 
z atomami próbki [6,29,89]. Rozróżnianie odmiennych poziomów energii elektronów 
zachodzi przy użyciu spektometru elektromagnetycznego. Bieg elektronów wcho
dzących w pole elektromagnetyczne spektrometru ulega odchyleniu (elektrony o 
niższej energii są odchylane na większą odległość niż elektrony o wyższej energii);
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w ten sposób ogniskowe różnych grup (wiązek) elektronów są od siebie fizycznie 
oddzielane. Ruchoma płytka z wąską szczeliną przepuszcza do detektora tylko ele
ktrony o specyficznej wartości energii. Metoda ta szybko rozwija się w ostatnich 
latach, ma ona bowiem m.in. większą czułość niż MAR (rzędu nawet do 10-2 1 g)
[29,38,77], zwłaszcza dla pierwiastków o niskiej liczbie atomowej [77]. W ostatnich 
latach przewaga ta traci jednak na znaczeniu, ponieważ po wprowadzeniu nowych 
systemów detekcji, również MAR pozwala na efektywną analizę pierwiastków lek
kich, takich jak np.: B i Be [77]. EELS charakteryzuje się także wysokim stopniem 
rozdzielczości przestrzennej [13] (np. sygnały EELS dla Al linii K można uzyskiwać 
przy rozdzielczości 3,3 nm w 30 nm skrawkach z 2,78 x 10~21g Al [89]). Użycie 
metody EELS ogranicza konieczność stosowania ultracienkich skrawków 
(30-90 nm) [6,68,77]; stąd większe możliwości uszkodzenia próbki podczas analizy. 
Z kolei użycie grubszych skrawków zwiększa ilość nieelastycznie rozproszonego 
promieniowania i poziom tła, co poważnie ogranicza czułość tej metody [68]. N a
kładające się w grubszych skrawkach struktury dodatkowo wpływają niekorzystnie 
nie tylko na interpretację wyników mikroanalizy, ale również na jakość obrazu 
[6]. Wyniki otrzymywane tą metodą są ponadto bardziej złożone niż otrzymane 
w MAR i wymagają większej wprawy w interpretacji [77].

M etoda EELS znalazła zastosowanie m.in. w badaniach nad reakcjami obronnymi 
komórek na toksyczne działanie pierwiastków śladowych na komórki roślinne 
[40,41,48,49]. Stwierdzono m.in., że metale, takie jak: Cd i Cu, były transportowane 
w komórkach Skeletonema costatum  do wakuoli. Dzięki możliwości określania sto
pnia utlenienia w EELS wykazano, że pierwiastki te kumulowały się jako dwu- 
wartościowe kationy (Cd+2 i Cu+2) [47]. Wykazano również udział S w wiązaniu 
Cd, stąd sugestia, że toksyczne jony kadmu były prawdopodobnie przyłączane przez 
związki organiczne wiązaniami S-Cd.

EELS jest jedną z metod w obrębie transmisyjnej mikroskopii elektronowej 
wykorzystującą filtry energii (EFTEM, ang. energy-filtering transmission electron 
microscopy) [35]. Innym przykładem EFTEM jest ESI (ang. electron spectroscopic 
imaging), która jest wykorzystywana do mapowej analizy rozmieszczenia pierw ia
stków [35,41,48,49,89]. Charakteryzuje się ona wysoką rozdziełczoścą i czułością, 
jednak pewnych trudności przysparzaniewystarczającaspecyficzność rozpoznawania 
niektórych pierwiastków i udział tła.

Interesujących wniosków dostarczają doświadczenia oparte na połączeniu da
nych z MAR, EELS, ESI i kwantowej analizy chemicznej [41,48,49,]. Zastosowanie 
tych metod umożliwiło m.in. stwierdzenie, że jony Zn były wiązane w ścianach 
komórkowych Minuartia verna (rośliny tolerancyjnej w stosunku do Zn) przez 
krzemiany; z kolei jony Cu były chelatowane przez grupy hydroksylowe związków 
fenolowych w wakuolach rośliny Armeria maritima ssp. Halleri (tolerancyjnej wobec 
metali ciężkich). Dzięki tej złożonej metodzie stwierdzono również, że w skład
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strątów na terenie wakuoli komórek pomidora traktowanych Cd wchodziły kompleksy 
CdS/fitochelatyny [41,48,49].

PODSUMOWANIE

Spośród omówionych metod, które z reguły są używane do wykrywania ołowiu 
w komórkach roślinnych, najpełniejsze informacje można uzyskać stosując mikro- 
analizę rentgenowską. Dzięki precyzyjnej lokalizacji tego metalu pozwala ona po
średnio określić także typy reakcji obronnych komórek traktowanych ołowiem. Tę 
wysoką precyzję zapewnia nie tylko duża czułość metody, ale również możliwość 
badania niewielkiego obszaru próbki. MAR pozwala ponadto weryfikować wyniki 
uzyskane za pomocą TEM. Dostarcza bowiem jednoznacznych informacji o tym, 
czy dane strąty są rzeczywiście strątami badanego metalu oraz pozwala wykrywać 
formy metali niewidoczne w TEM. Posługując się analizą ilościową lub półilościową 
możemy pośrednio dowiedzieć się, która z reakcji obronnych odgrywa większą 
rolę po określonym czasie inkubacji w roztworze soli tego pierwiastka. U Lemna 
minor na. przykład stwierdzono, że po krótszym czasie inkubacji w roztworze azotanu 
ołowiawego większą rolę w kompartmentacji Pb odgrywa wakuola, zaś po dłuższych 
czasach -  ściana komórkowa.

Zasadniczą jednak zaletą metody MAR jest możliwość wykrywania za jej pomocą 
pierwiastków towarzyszących metalom ciężkim. To z kolei pozwala określić sub
stancje biorące udział w reakcjach obronnych komórki, a dokładniej substancje 
mogące unieczynniać metal na terenie komórki lub poza nią. Przykładem jest udział 
kwasu fitynowego w unieczynnianiu Zn, a prawdopodobnie także Pb.

Spośród innych wspomnianych metod jedynie EELS wydaje się konkurencyjną 
wobec MAR. M imo szeregu zalet metody EELS metoda MAR jest jednak nadal 
częściej stosowana w badaniach ze względu na większą dostępność. W  przypadku 
analizy jonów ołowiu metoda mikroanalizy rentgenowskiej jest wystarczająco do
kładna i jednocześnie łatwiejsza do interpretacji uzyskiwanych wyników niż EELS. 
Co więcej, w praktyce okazuje się, że przy użyciu metody EELS widma atomów 
ołowiu pokrywają się z widmami uranu (Turnau -  informacja ustna), co często 
uniemożliwia analizę zawartości jonów ołowiu. Stosowanie EELS może być na
tomiast doskonałym uzupełnieniem badań nad reakcjami obronnymi komórek ro
ślinnych wobec ołowiu, zwłaszcza w zakresie analizy pierwiastków lekkich.
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STRUCTURE, PROPERTIES AND MECHANISM 
OF ACTION OF THE CRYPTOCHROMES -  

THE BLUE-LIGHT PHOTORECEPTORS OF EUKARYOTA
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Streszczenie-. Kryptochromy (1 i 2) to grupa barwników pochłaniających światło niebieskie i bliski 
ultrafiolet. Ich 60-70 kDa część białkowa wykazuje dużą homologię do fotoliaz -  enzymów uczestni
czących w procesie naprawy DNA. Podobnie jak fotoliazy również kryptochrony mają dwie grupy 
chromoformowe: FAD i pterynę. Jak wykazano, kryptochrom 1 kontroluje wiele zależnych od światła 
niebieskiego i ultrafioletowego procesów, między innymi wpływa hamująco na wydłużanie hypokotyli 
i ogonków liściowych, natomiast indukuje syntezę antocyjanów, proces kwitnienia i ekspresję pewnych 
genów. Z drugiej strony kryptochrom 2 kontroluje proces fotoperiodycznej indukcji kwitnienia oraz 
oddziałuje na endogenny zegar biologiczny. Obydwa typy kryptochromów regulują fototropizm rzod
kiewnika. Ostatnio geny kodujące kryptochrom ł i 2 oraz ich białkowe produkty zostały wykryte w 
tkankach zwierzęcych. U myszy najwyższy poziom ekspresji tych genów obserwowano w wewnętrznej 
warstwie siatkówki. Ponadto wykazano, że ekspresja kryptochromu 1 ulega okołodobowym oscylacjom 
w tej części podwzgórza, które odpowiada za funkcjonowanie zegara biologicznego. Na tej podstawie 
sugeruje się, że zarówno u roślin, jak i u zwierząt kryptochromy zaangażowane są w zjawisko fotope- 
riodyzmu i działanie zegarów biologicznych.

Słowa kluczowe: ekspresja genów, fitochrom, kryptochrom, zegar biologiczny.

Summary. Cryptochromes (1 and 2), the blue-ultraviolet A light receptors are 60-70 kDa proteins with 
high degree of both DNA and aminoacid homologies to DNA photolyases -  the light-activated repair

*Praca ta pow stała w trakcie realizacji badań finansowanych przez Unię Europejską (INCO-Co- 
pernicus Program m e, Grant IC 15-CT96-0920) oraz Uniwersytet im. M. K opernika (Grant JM  
Rektora UMK).
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enzymes. Like photolyases, cryptochromes contain FAD and a pterine as chromophore groups. However, 
they do not possess DNA repair activity. Cryptochrome 1 has been shown to mediate different blue light 
responses, including inhibition of hypocotyl and petiole elongation, stimulation of anthocyanin accumu
lation and flowering process, as well as expression of blue light regulated genes. On the other hand 
cryptochrome 2 seems to be involved in regulation of flowering time, as well as in entraining circadian 
rhythms in Arabidopsis. Both types of the pigment are involved in phototropism. Cryptochrome 1 and 
2 have been recently discovered in animal tissues too, especially, in the inner layer of mouse retina. It 
was shown that the expression of cryptochrome 1 gene in the suprachiasmatic nucleus oscillated in a 
circadian manner. It is proposed that cryptochromes may be involved in setting of the circadian clock in 
both, plants and animals.

Key words: cryptochrome, phytochrome, gene expression, circadian clock.

WSTĘP

Indukowane przez światło procesy wzrostu i rozwoju roślin (tzw. fotomorfoge- 
neza) regulowane są przez fotoreceptory pochłaniające bliski ultrafiolet (UV-A), 
światło niebieskie oraz światło czerwone i daleką czerwień. Zarówno budowa, jak 
i mechanizm działania fitochromu (barwnika pochłaniającego dwie ostatnie z wy
mienionych długości fal świetlnych) zostały wcześniej przez nas opisane [40, 41, 
42]. Do tej pory mało było wiadomo o kryptochromie, fotoreceptorze absorbującym 
niebieski zakres widma słonecznego [40]. Historię badań nad tym fotomorfogenety- 
cznym barwnikiem można podzielić na dwa okresy: przed i po 1993 roku. W iedza, 
jaka była dostępna na temat kryptochromu przed 1993 rokiem, została omówiona 
w artykułach Gallanda [18], Kaufmana [24] oraz Short i Briggsa [38]. Z szeregu 
prac przeglądowych, które ukazały się po tym okresie, można polecić publikację 
Ninnemanna [33], W hitelama [46], Ahmad i Cashm ore’a [2] oraz Cashm ore’a [13].

ODKRYCIE KRYPTOCHROMU

Od kilkudziesięciu lat opisywano wpływ światła niebieskiego na ekspresję genów, 
aktywność enzymów, wzrost i rozwój roślin [11, 18, 19, 24, 38]. Już w zeszłym 
stuleciu K. Darwin stwierdził, że światło niebieskie indukuje reakcje fototropiczne 
u roślin. Później okazało się, że odpowiada ono za indukcję syntezy antocyjanin, 
otwieranie się aparatów szparkowych, hamowanie wzrostu wydłużeniowego roślin. 
Przyjmowano, że wszystkie te procesy regulowane są przez specyficzny fotoreceptor 
absorbujący niebieski zakres widma słonecznego. Ze względu na powszechne wy
stępowanie reakcji indukowanych przez tę barwę światła u roślin krytogamicznych 
(skrytopłciowych) oraz tajemniczy (ang. cryptic) charakter tego fotoreceptora na
zwano go kryptochromem [19].

Przed rokiem 1993, na podstawie szerokiej wiedzy dotyczącej molekularnej bu
dowy fitochromu spekulowano, że również kryptochrom zbudowany jest z części 
białkowej i grupy chromoforowej. Przez wiele lat nikomu nie udało się jednak
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wyizolować i oczyścić cząsteczek tego barwnika, a zatem nic nie można było po
wiedzieć na temat budowy jego apoproteiny. Natomiast o naturze grupy chromo- 
forowej wnioskowano na podstawie analizy widm czynnościowych (rozkładu barw 
światła indukujących określony proces biologiczny). Przypuszczano, że ma ona 
strukturę zbliżoną do flawin lub karotenoidów [11, 21, 38].

Przełomowym odkryciem w badaniach nad kryptochromem było dokonanie mo
lekularnej charakterystyki mutanta rzodkiewnika (Arabiclapsis thaliana) upośledzo
nego w reakcjach na światło niebieskie. Jednym z najłatwiej dostrzegalnych efektów 
oddziaływania tej barwy światła na rośliny wyższe jest szybkie zahamowanie ich 
wzrostu. Tego efektu nie obserwowano u mutanta hy4 (od ang. hypocotyl) [24]. 
W ykazywał on normalne reakcje na ciągłe światło czerwone i dalekiej czerwieni 
(absorbowane przez fitochrom), podczas gdy hypokotyle kilkudniowych siewek 
roślin typu dzikiego (WT) były znacznie krótsze od siewek badanego mutanta, 
rosnących na ciągłym świetle niebieskim [1]. Podobny efekt uzyskano u części 
mutantów otrzymanych w wyniku traktowania nasion A. thaliana za pomocą T-DNA 
wyizolowanego z bakterii Agrobacterium twnefaciens. Pozwoliło to na odszukanie 
genu, do którego zostało włączone T-DNA, a następnie jego sklonowanie.

MOLEKULARNA BUDOWA KRYPTOCHROMU

Zbudowany z trzech intronów i czterech eksonów gen HY4 koduje białko C R Y 1 
składające się z 681 reszt aminokwasowych o łącznej masie cząsteczkowej wy
noszącej 75,8 kDa [1]. Białko to ma bardzo nietypowe właściwości. Jego N-końcowa 
domena wykazuje wysoki stopień homołogii do bakteryjnych fotoliaz (patrz poniżej). 
Z drugiej strony fragment C-końcowy swą budową zbliżony jest do zwierzęcej 
tropomiozyny (białka kurczliwego). Między obiema domenami występuje odcinek 
łącznikowy, nie wykazujący podobieństwa do dotąd znanych polipeptydów (rys.
1). Analiza pierwszorzędowej struktury CRY1 wykazała brak w nim potencjalnych 
odcinków transbłonowych [1].

Posługując się techniką Northern biot stwierdzono, że HY4 mRNA ulega rów
nomiernej akumulacji w pędach, liściach, elementach kwiatów i korzeniach dzikich 
form rzodkiewnika, Poziom tego transkryptu był podobny w liściach roślin zarówno 
etiolowanych, rosnących na ciągłym świetle białym, jak i poddanych tzw. ciemniowej 
adaptacji [1].

Ustalono, że kryptochrom 1 (Cryl) jest białkiem rozpuszczalnym, mającym dwie 
grupy chromoformowe [26]. Zgodnie z wcześniejszymi przypuszczeniami pierwsza 
z nich to flawina, która może występować w formie utlenionej (FAD) oraz częściowo 
(FADH") lub w pełni zredukowanej (FADH2) [28]. Badania wykazały, że związana 
z białkiem CRY1 flawina może również funkcjonować w stosunkowo stabilnej 
formie semichinonowej (FAD ), która ma zdolność pochłaniania światła zielonego 
[13, 28].
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Fotoliaza Tropomiozyna

1 1 
Deazoflawina FADH2

RYSUNEK 1. Domenowa budowa białkowego składnika (CRY1) kryptochromu i rzodkiewnika, dalszy 
opis w tekście (na podstawie [1 ] zmodyfikowane)

Druga grupa chromoformowa kryptochromu działa jak antena zbierająca ele
ktrony. Jej widmo adsorpcyjne rzutuje na widmo czynnościowe barwnika. W  przy
padku Crył rzodkiew nika je s t to poch łan ia jąca  św iatło  głów nie n iebieskie 
deazoflawina [1, 13, 28]. Budowę chemiczna obu grap chromoformowych kryp
tochromu przedstawiono na rysunku 2.

Tego samego roku co Ahmad i Cashmore [1] również Batschauer [9] sklonował 
gen kodujący u gorczycy (Sinapis alba) białko wykazujące właściwości fotoreceptora 
światła niebieskiego. Na bazie tego genu (oznaczony jako SA-PHR1) powstaje po- 
lipeptyd (w którego skład wchodzi 501 reszt aminokwasowych o łącznej masie 
57 kDa), o właściwościach zbliżonych do fotoliaz bakterii i grzybów. Porównując 
pierwszorzędową strukturę wszystkich 8 w tym czasie znanych fotoliaz organizmów 
niższych oraz pierwszej zidentyfikowanej u gorczycy okazało się, że ich N-końcowe 
fragmenty wykazują wysoki, bo prawie 78% stopień homologii [9].

Analizując wyniki uzyskane przez Ahmad i Cashm ore’a [1] oraz Batschauera 
[9] można zauważyć, że choć zidentyfikowane przez nich geny kodują białka o 
podobnej budowie molekularnej podlegają one odmiennej regulacji. Gen HY4 ulega 
równomiernej ekspresji, na którą nie mają wpływu warunki świetlne otoczenia [1]. 
Natomiast gen SA-phrl gorczycy ulega wybiórczej ekspresji w liściach (brak jej 
w tkankach korzeni), a ponadto poziom jego aktywności regulowany jest przez 
światło [9]. Poza genem HY4 (CRYL1), kodującym białkowy składnik kryptochromu 
typu CRY1, ostatnio Lin i inni [28] sklonowali gen, którego produkt wchodzi w 
skład drugiego typu tego fotoreceptora. Do jego wykrycia doszło w wyniku prze
szukiwania sondą zawierającą fragment genu CRY1 (HY4) biblioteki cDNA uzyskanej 
z siewek A. thaliana. Po izolacji i zsekwencjonowaniu nowego genu kryptochro- 
mowego (CRY2) stwierdzono, że jego białkowy produkt wykazuje 52% stopień 
identyczności składu aminokwasów w stosunku do CRY1 [29]. Duża homologia 
między tymi fotoreceptorami jest zauważalna w N-końcowych fragmentach ich 
polipeptydów. Natomiast w przypadku końca C stopień ich podobieństwa wynosi 
jedynie 14% [29]. Stosując przeciwciała poliklonalne skierowane przeciw CRY1 
stwierdzono, że CRY2 jest białkiem rozpuszczalnym, występującym we wszystkich 
organach i tkankach rzodkiewnika [31].

Zasadnicza różnica pomiędzy Cry 1 i Cry2 dotyczy mechanizmu regulacji ekspresji 
kodujących je  genów. Jak już pisano powyżej, na ekspresję genu CRY1 nie mają
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RYSUNEK 2. Budowa chemiczna podstawowych grup chromoforowych fotoliaz bakterii: fotoliazy 
pierwszego typu zawierają FADH- oraz 5,10-MTHF (5,10-metynyl-tetrahydropteroylpoliglutaminian), 
natomiast fotoliazy drugiego typu zawierają FADH- i 8-HDF (8-hydroksy-7,8-didemetyl-5-deazoryboUa- 
wina) (na podstawie [34], zmodyfikowane)

wpływu warunki świetlne otoczenia. W przeciwieństwie do niego, poziom CRY2 
spadał dramatycznie, gdy etiolowane siewki rzodkiewnika poddawano działaniu 
światła niebieskiego. Podobny wpływ na ekspresję CRY2 wywierały bliski ultrafiolet 
i światło zielone [31]. Degradacja Cry2 jest bardzo szybka, gdyż w ciągu godziny 
od zakończenia naświetlenia etiolowanych siewek rzodkiewnika światłem nie
bieskim rejestruje się znikomy poziom białkowego składnika tego fotoreceptora. 
Jednakże spadek poziomu CRY2 nie jest spowodowany obniżeniem ilości CRY2 
mRNA ani przyspieszeniem tempa jego degradacji [31]. Poza dwoma wymienionymi 
genami kryptochromowymi u rzodkiewnika może funkcjonować jeszcze jeden, na
zwany PHH1 (od PHR  homolog) [22]. Odkryto go przeszukując bibliotekę cDNA 
tej rośliny za pomocą sondy sporządzonej na podstawie sekwencji występujących 
w genie kryptochromowym gorczycy (SA-PHR1). Okazało się, że produkt tego
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genu w 99,3%  jest identyczny z białkiem kodowanym przez CRY2 [29]. Różnica 
między oboma genami może polegać na odmiennej budowie niepodlegających trans
lacji ich odcinków 5 ’ i 3 ’ [22]. Nie wykluczone jednak, że CRY2 i PHH1 kodują 
ten sam typ kryptochromu 2 [29].

Poza rzodkiewnikiem i gorczycą gen kodujący białkowy składnik kryptochromu 
wykryto i sklonowano również u jednokomórkowego glonu Chlamydomonas 
reinhardtii [37]. Na bazie funkcjonującego u tej zielenicy genu CPH1 powstaje 
polipeptyd zbudowany z 867 reszt aminokwasowych. Pierwszych pięćset am ino
kwasów końca N omawianego białka wykazuje wysoki stopień podobieństwa do 
CRYł i fotoliaz bakteryjnych [36]. Natomiast C-końcowa domena, zbudowana z 
367 reszt aminokwasowych jest znacznie dłuższa (o 167 reszt) od występującej 
w CRY1 i wykazuje w stosunku do niej bardzo niski stopień podobieństwa [37].

U paproci Adiantum capillus-veneris odkryto aż pięć genów, które mogą kodować 
białko o właściwościach zbliżonych do fotoliaz i kryptochromu [13]. Poszczególne 
typy tych białek mogą wyróżniać się odmienną lokalizacją komórkową. Zlokali
zowane wewnątrz jądra kryptochromy mogą brać udział w kontroli podziałów ko
mórkowych. Natomiast barwniki związane z błoną komórkową mogą regulować 
zależne od światła niebieskiego ruchy chloroplastów [13]. Poza roślinami wyższymi 
ultrafiolet i światło niebieskie wywierają bardzo silny wpływ na wzrost i rozwój 
grzybów. Mimo zakrojonych na dużą skalę poszukiwań, jak  dotąd nie udało się 
zidentyfikować genów kodujących fotoreceptor światła niebieskiego dla tej grupy 
organizmów [21].

MECHANIZM DZIAŁANIA KRYPTOCHROMU

Choć badania nad mechanizmem działania fotoreceptorów pochłaniających świa
tło niebieskie i ultrafioletowe trwają od kilkudziesięciu lat, dopiero poznanie budowy 
molekularnej kryptochromu otworzyło nowe perspektywy dla ich kontynuacji. Sze
rokie stosowanie mutantów pozbawionych funkcjonalnych cząsteczek tego barwnika 
oraz uzyskiwanie transgenicznych roślin, charakteryzujących się nadekspresją genów 
kodujących jego białkowe składniki umożliwiły określanie molekularnych podstaw 
działania kryptochromu [5, 7, 10]. Nim przejdziemy do omawiania wiadomości 
na temat mechanizmu działania kryptochromu u roślin wyższych, warto zastanowić 
się nad możliwością działania tego barwnika jako typowej fotoliazy.

CZY KRYPTOCHROM JEST FOTOLIAZĄ?

Zważywszy, że wszystkie dotąd opisane kryptochromy swą budową molekularną 
i obecnością grup chromoforowych przypominają bakteryjne fotoliazy, należało 
rozstrzygnąć, czy pełnią one podobne funkcje w procesach naprawczych DNA.
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Powszechnie wiadomo, że krótkofalowe światło ultrafioletowe (UV-C, <320 nm) 
wywiera szkodliwy wpływ na wszystkie organizmy żywe. Spowodowane jest to 
wybiórczą absorpcją tej części widma słonecznego przez cząsteczki DNA, czemu 
towarzyszy pojawianie się zamiast nukleotydów pirymidynowych ich dimerów [35]. 
Akumulacja tych dimerów w DNA prowadzi do śmierci komórek. Ten szkodliwy 
wpływ dalekiego ultrafioletu ograniczany jest w wyniku równoległego działania 
bliskiego ultrafioletu (320-400 nm) oraz światła niebieskiego (400-500 nm). Te 
barwy światła, wykorzystywane w procesie zwanym fotoreaktywacją, absorbowane 
są przez fotoliazy -  grupę enzymów biorących udział w procesach naprawczych 
DNA. Pełnią one zarówno funkcję biokatalizatorów, jak  i receptorów promieniowania 
krótkofalowego, których energia wykorzystywana jest do podtrzymywania aktyw
ności biologicznej enzymów [36].

Poza częścią białkową (apoproteinową) fotoliazy mają dwie grupy chromoforowe, 
które w sposób niekowalencyjny przyłączone są do łańcucha polipeptydowego. 
Ze względu na widmo absorpcyjne omawiane enzymy podzielić można na trzy 
typy [36]. Fotoliazy pierwszego i drugiego typu pochłaniają światło odpowiednio 
w zakresie 350-370 i 450 nm. Obok nich w komórkach mikroorganizmów fun
kcjonują fotoliazy o cechach pośrednich, wykazujące maksimum absorpcji przy 
410 nm. Odmienne właściwości spektralne wymienionych typów fotoliaz są wy
nikiem obecności różnych grup chromoforowych związanych z N-końcowymi frag
m entam i ich polipeptydów  [30, 36]. Fotoliazy pierw szego (krótkofalow e) i 
pośredniego typu mają jako grupę chromoforową zredukowaną pterynę, natomiast 
drugiego typu (długofalowe) -  deazoryboflawinę lub jej pochodne (rys. 2). W szy
stkie poznane dotąd fotoliazy jako drugą grupę chromoforową zawierają zredukowaną 
ryboflawinę (FADH2), która niekowalencyjnie przyłączona jest do C-końcowej do
meny łańcuchów polipeptydowych [30, 36]. Domena ta odpowiada również za 
wiązanie się enzymu z uszkodzonym DNA i przeprowadzanie reakcji naprawczej
[30].

M echanizm działania fotoliaz polega na pochłanianiu przez pierwszą grupę chro
moforową światła o charakterystycznej dla niej barwie, a następnie przekazywania 
energii fotonów na zredukowaną flawinę. Energia ta wykorzystywana jest przez 
enzym do rozrywania wiązań powstających między dimerami pirymidynowymi [30, 
36].

Po sklonowaniu genów HY4 [1] u rzodkiewnika oraz SA-PHR1 u gorczycy [9] 
porównano je z genami phr  kodującymi fotoliazy mikroorganizmów [30]. Ekspresja 
obu genów w komórkach E. coli pozbawionych aktywności fotoliazowej nie spo- 
wodowałajej przywrócenia. Aktywności fotoliazowej nie wykazywały również oczy
szczone białka HY4 (CRY1) i SA-PHR1 w testach prowadzonych in vitro [8]. 
Prawdopodobnie jest to spowodowane brakiem w obu białkach sekwencji ami
nokwasowych odpowiedzialnych za wiązanie się kryptochromów z cząsteczkami 
DNA. Jak ustalono, białka HY4 i SA-PHR1 mogą wiązać podobne grupy chro-
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moforowe -  flawinową i deazoflawinową. Na podstawie przeprowadzonych badań 
można wyciągnąć szereg wniosków [30]. I tak gen SA-PHR1 u gorczycy nie koduje 
fotoliazy, a cząsteczki fotoreceptora światła niebieskiego (kryptochromu). Czą
steczki kryptochromu funkcjonujące u obu roślin (rzodkiewnika i gorczycy), choć 
wykazują wysoki stopień homologii do bakteryjnych fotoliaz, pozbawione są ich 
aktywności biologicznej. W związku z tym nie mają one możliwości wiązania 
się DNA i przeprowadzania reakcji naprawczych. I choć fotoliazy mikroorganizmów 
i receptory światła niebieskiego roślin wyższych mogą wywodzić się od wspólnego 
pragenu, zmodyfikowane w drodze długotrwałej ewolucji funkcje biologiczne i 
mechanizm działania ich białkowych produktów wydają się być odmienne [30].

ODBIÓR I PRZEMIESZCZANIE SYGNAŁÓW 
ŚWIETLNYCH

Absorpcja światła niebieskiego przez kryptochrom przypuszczalnie zapocząt
kowuje serię zdarzeń (łańcuch przemieszczania sygnału) prowadzącą do powstania 
odpowiedzi komórkowych. Jednym z najszybszych procesów indukowanych przez 
tę barwę światła jest depolaryzacja błon komórkowych w hypokotylach ogórka 
[39] i rzodkiewnika [15]. Mechanizm działania światła niebieskiego na te organy 
może polegać na hamowaniu aktywności plazmolemowej H+-ATPazy (w trakcie 
depolaryzacji) oraz stymulacji kanałów jonowych (podczas repolaryzacji). M iędzy 
depolaryzacją błony komórkowej a zahamowaniem wzrostu wydłużeniowego hy- 
pokotyli ogórka rejestrowano jedynie 15 sekund. Wpływ światła niebieskiego na 
właściwości elektryczne błon komórkowych potwierdzono w doświadczeniach prze
prowadzonych na siewkach rzodkiewnika [14, 15]. Naświetlaniu hypokotyli etio- 
lowanych siewek rzodkiewnika światłem niebieskim towarzyszyła przejściowa 
depolaryzacja błon komórkowych, poprzedzająca szybkie (w ciągu sekund) za
hamowanie wzrostu tych organów. Stosując protoplasty izolowane z etiolowanych 
hypokotyli A. thaliana oraz technikę patch clamp wykazano, że mechanizm działania 
światła niebieskiego na rośliny polega na przejściowej aktywacji kanałów chlor
kowych [14, 15]. Na obecnym poziomie wiedzy można przypuszczać, że pierwotny 
mechanizm działania światła niebieskiego na rośliny polega na hamowaniu aktyw
ności pompy protonowej [39] oraz aktywacji kanałów jonowych zarówno anionowych 
[14, 15], jak  i kationowych [39]. Zmiany w składzie jonowym cytoplazmy mogą 
natomiast prowadzić do indukcji procesów komórkowych, które ujawniają się w 
dłuższym okresie.

Podobnie jak w przypadku fitochromu [31, 43] przypuszcza się, że absorpcji 
światła niebieskiego przez kryptochrom towarzyszy aktywacja białek wiążących 
GTP i wzrost stężenia cytoplazmatycznego Ca2+ [24, 38]. W ykazano, że naświetlaniu 
światłem niebieskim frakcji błon komórkowych uzyskanej z wierzchołków etio-
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lowanych pędów grochu towarzyszy szybki (w ciągu 30-60 sekund) wzrost aktyw
ności GTPazy [45]. Po około 3 minutach od zakończenia pulsu światła niebieskiego 
badana aktywność enzymu wracała do poziomu wyjściowego. Stosując przeciwciała 
skierowane na dużą podjednostkę a  zwierzęcego białka G zidentyfikowano 
40 kDa polipeptyd, który w obecności toksyny cholery podlegał zależnej od światła 
niebieskiego ADP-rybozylacji [45]. Na podstawie tych, jak i innych, nie opisanych 
tu wyników badań wnioskowano, że wykryte białko stanowi większą podjednostkę 
białka G, które wchodzi w skład kontrolowanego przez światło niebieskie łańcucha 
przekazywania sygnału.

Istnieją uzasadnione podstawy, aby sądzić, że aktywacji kryptochromu towarzyszy 
fosforylacja białek [38]. Stwierdzono, że naświetlaniu pędów etiolowanych siewek 
grochu światłem niebieskim towarzyszy fosforylacja 120 kDa białka [17]. Polipeptyd 
ten został zlokalizowany na terenie plazmolemy. Jak wykazano, indukowana przez 
światło niebieskie fosforylacja białek błonowych może być procesem ogólnym, 
gdyż dotyczy wszystkich dotąd przebadanych roślin [34]. Zarówno u grochu, jak 
i u rzodkiewnika katalizowana przez specyficzne kinazy fosforylacja białek wy
stępujących w obrębie błony komórkowej może być jednym  ze wstępnych elementów 
indukowanego przez światło niebieskie łańcucha przemieszczania sygnału zwią
zanego z procesem fototropizmu [34, 35, 38, 44].

MOLEKULARNE PODSTAWY DZIAŁANIA 
KRYPTOCHROMU

W celu lepszego poznania funkcji C ryl do komórek rzodkiewnika i tytoniu 
wprowadzono gen HY4 (CRY1), a następnie badano efekty jego nadekspresji [27, 
29]. Uzyskane transgeniczne rośliny tytoniu fenotypowo nie odbiegały od roślin 
kontrolnych, gdy kiełkowanie nasion i wzrost siewek odbywały się w ciemności. 
Również rośliny transformowane i typu dzikiego naświetlane światłem czerwonym 
lub daleką czerwienią nie różniły się między sobą wyglądem. Jednakże transgeniczne 
siewki tytoniu były znacznie niższe od kontrolnych, gdy naświetlano je  światłem 
niebieskim, UV-A i zielonym [27]. Zauważono, że poziom odpowiedzi na działanie 
tych barw światła zależy od zawartości C ryl w komórkach. Jego podwyższenie 
powoduje wzrost wrażliwości nie tylko na światło niebieskie, ale również na bliski 
ultrafiolet i światło zielone [27]. Do podobnych efektów fenotypowych i wzrostu 
wrażliwości na działanie tych trzech barw światła prowadziło również wprowazdenie 
do roślin rzodkiewnika dodatkowej kopii genu CRY2 [29]. Transgeniczne rośliny 
A. thaliana, charakteryzujące się nadekspresją genu CRY2, akumulowały znaczne 
ilości białka CRY2, podczas gdy poziom ekspresji genu CRY1 był podobny jak 
u roślin kontrolnych [29]. Transgeniczne rośliny rosnące na świetle niebieskim 
miały krótsze hypokotyle i większe liścienie w porównaniu z WT. Udział Cry2
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w regulacji wzrostu hypokotyli został potwierdzony w doświadczeniach przepro
wadzonych na mutantach pozbawionych tego białka. Mutanty te (cry2-l i cry2-2) 
miały znacznie dłuższe hypokotyle, a ich liścienie otwierały się później niż u roślin 
kontrolnych, gdy naświetlono je światłem niebieskim o niskim natężeniu. Różnice 
te nie były jednak dostrzegalne, gdy rośliny kontrolne i mutanty poddawane były 
wysokim dawkom światła niebieskiego [29].

Doświadczenie przeprowadzone na mutantach cry2 i roślinach transgenicznych 
charakteryzujących się nadekspresją CRY2 wskazują, że produkt tego genu ucze
stniczy w regulacji procesu deetiolacji [29]. Hipotezę tę potwierdza również fakt, 
że poziom CRY2 ulega szybkiemu obniżeniu po kontakcie etiolowanej siewki z 
światłem niebieskim, ultrafioletowym i zielonym. W warunkach niskiego natężenia 
tych barw światła deetiolacja wydaje się być kontrolowana przez oba typy kryp- 
tochromów rzodkiewnika. Natomiast w środowisku o dużym natężeniu światła, 
indukującego szybką degradację CRY2, główną funkcję w regulacji tego procesu 
zaczyna pełnić Cryl [27, 29].

Jak wykazano ostatnio, dotąd poznane typy kryptochromu biorą udział w regulacji 
fototropowego wygięcia hypokotyli rzodkiewnika. Fototropowa reakcja obserwo
wana jest u mutanta cryl (,hy4). Nie stwierdzono jej jednak u podwójnego mutanta 
cryl/cry2  [4].

W przypadku obu dotąd sklonowanych genów kryptochromowych rzodkiewnika 
ich białkowe produkty wykazują dużą homologię w odniesieniu do ich N-końców, 
w których znajdują się domeny wiążące grupy chromoformowe. Natomiast istnieją 
zasadnicze różnice w budowie końców C obu tych białek. W związku z tym po
stanowiono zbadać, jaką aktywność biologiczną będą miały białka hybrydowe, skła
dające się z różnych fragmentów obu kryptochromów [4]. W tym celu do mutantów 
hy4 wprowadzono konstrukty kodujące białka CRY1 i CRY2 lub składające się 
z fragmentów kodujących odpowiednio N-koniec kryptochromu 1 oraz domenę 
C-końcową kryptochromu 2 i vice versa. Uzyskane rośliny transgeniczne uprawiano 
na ciągłym świetle niebieskim. W tych warunkach najkrótsze hypokotyle miały 
rośliny charakteryzujące się nadekspresją CRY1 oraz zawierające konstrukt, w któ
rego skład wchodzi odcinek DNA kodujący N-koniec CRY2 i C-końcową domenę 
CRY1. Podobną sytuację obserwowano, gdy analizowano zawartość antocyjanów 
[4]. Pozostałe linie roślin transgenicznych charakteryzowały się mniejszą wrażli
wością na działanie światła niebieskiego. Efekt ten można tłumaczyć zróżnicowaną 
stabilnością białek powstających na bazie różnych konstruktów. Okazało się, że 
za dużą labilność Cry2 odpowiada jego domena C-końcowa. Podobne jak  Cry2 
właściwości (szybka degradacja apoproteiny na świetle) ma odpowiednik C ryl u 
tytoniu i pomidora. W związku z tym można przypuszczać, że stabilność poszcze
gólnych typów kryptochromu u różnych roślin nie jest cechą ewolucyjnie zacho
wawczą [4].
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WSPÓŁDZIAŁANIE KRYPTOCHROMU Z FITOCHROMEM

Istnienie w tych samych komórkach różnych fotoreceptorów sugeruje, że między 
nimi występować mogą trzy typy oddziaływań:

(1) Ich mechanizm działania może być niezależny od siebie.
(2) Mogą one współdziałać w regulacji określonego procesu (efekt synergistyczny)

lub
(3) wpływać na niego w sposób, przeciwstawny (efekt antagonistyczny).
Jak się wydaje, większość reakcji fotomorfogenetycznych kontrolowana jest przez 

konkretny typ fotoreceptora. Ale poznano również procesy, które regulowane są 
w sposób synergistyczny lub antagonistyczny przez fitochrom i kryptochrom. Przy
kładem takiego typu oddziaływań między oboma fotoreceptorami jest kontrola 
kwitnienia rzodkiewnika [8,20]. Światło niebieskie (400-500 nm) stymuluje, podczas 
gdy czerwone (600-700 nm) hamuje kwitnienie tej rośliny. Tego typu efektu nie 
obserwowano jednak u mutanta hy4 (cry l), który charakteryzuje się późniejszym 
zakwitaniem (o 50-60 dni) w porównaniu z roślinami typu dzikiego [8]. Był on 
jednak szczególnie wyraźny, gdy oba typy roślin uprawiano w świetle wzbogaconym 
w niebieską i zubożonym w czerwoną część widma. Natomiast jeżeli źródło światła 
poza niebieską barwą emitowało daleką czerwień, zarówno mutanty, jak i rośliny 
typu dzikiego zakwitały w podobnym czasie [8]. Na tej podstawie można wnio
skować, że kryptochrom oraz fitochrom mogą regulować w odmienny sposób kwit
nienia rzodkiewnika, lecz w pewnych warunkach świetlnych mechanizm ich działania 
może mieć synergistyczny charakter [8]. Należy jednak dodać, że opisany mechanizm 
współdziałania obu fotoreceptorów może dotyczyć jedynie C ryl i fitochromu sta
bilnego.

Bardzo gruntowne badania nad mechanizmem współdziałania omawianych foto
receptorów przeprowadzili ostatnio Guo i in. [20]. Badacze ci uzyskali dwa mutanty 
kryptochromu 2 (Cry2), które charakteryzowały się późniejszym zakwitaniem w 
porównaniu z roślinami kontrolnymi, gdy uprawiano je  w warunkach indukcyjnego, 
długiego fotoperiodu (LD). Natomiast w warunkach krótkiego fotoperiodu (SD) 
obserwowano sytuację odwrotną. Mutanty cry2 zakwitały nieco wcześniej w po
równaniu z typem dzikim. Z drugiej strony rośliny transgeniczne charakteryzujące 
się nadekspresją CRY2 kwitły nieco wcześniej w warunkach SD, lecz w tym 
samym czasie jak  rośliny kontrolne -  w warunkach LD [20]. Jednakże gdy mutanty 
cry2 uprawiano na świetle wzbogaconym zarówno w niebieską, jak  i czerwoną 
jego barwę, zakwitały one znacznie później w porównaniu z roślinami typu dzikiego. 
Na tej podstawie wnioskowano, że fitochrom reguluje zależne od światła czer
wonego hamowanie kwitnienia rzodkiewnika, podczas gdy Cry2 przez hamujący 
wpływ na działanie fitochromu indukuje ten proces. U mutantów fitochromowych 
(hyl i hy2) pozbawionych funkcjonalnych cząsteczek obu typów tego barwnika 
obserwuje się wcześniejsze zakwitanie. Analizując mutacje prowadzące do eliminacji
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tylko jednej z pul fotoreceptora przedwczesne zakwitanie stwierdzono jedynie u 
mutanta (phyB ) fitochromu stabilnego. Natomiast mutant fitochromu labilnego, 
phyA , kwitnie w podobnych czasie jak rośliny typu dzikiego [20]. Chociaż w przed
stawionych badaniach wykazano bezpośrednie oddziaływanie kryptochromu 2 i fi
tochromu stabilnego (PhyB) w regulacji kwitnienia u rzodkiewnika, należy pamiętać, 
że proces ten wydaje się być również kontrolowany przez kryptochrom 1 i fitochrom 
labilny. Lecz w tym przypadku obydwa fotoreceptory mogą współdziałać ze sobą. 
Przykładem takiego synergistycznego współdziałania może być regulacja ekspresji 
genu kodującego u rzodkiewnika cząsteczki katalazy [47]. Z drugiej strony kon
trolowane przez Cry 1 hamowanie wydłużania hypokotyli wzmagane jest przez aktyw
ną formę fitochromu B. Natomiast w procesie tym nie obserwuje się współdziałania 
Cryl i PhyA [12]. Z kolei stymulacja syntezy antocyjanów zachodzi w wyniku 
aktywacji jednej z form fitochromu oraz Cryl [4].

Poza omówionymi wyżej przykładami wykazano, że fitochromy i kryptochromy 
mogą współdziałać w regulacji wielu innych procesów. Dotyczy to między innymi 
kontroli ruchów chloroplastów u zielenicy Mougeotia [16], fototropizmu [5], syn
tezy antocyjanów i wzrostu powierzchniowego liścieni rzodkiewnika [10].

Nowe światło na mechanizm współdziałania fitochromu labilnego (PhyA) i kryp- 
tochromów (Cryl i Cry 2) rzodkiewnika rzucają wyniki badań opublikowanych ostat
nio przez Cashm ore’a i wsp. [6]. Przeprowadzono je w warunkach in vitro, na 
izolowanych cząsteczkach obu typów fotoreceptorów. Stwierdzono, że krypto
chromy mogą stanowić substrat dla związanej z PhyA kinazy białkowej. Przy
puszczalnym miejscem fosforylacji są C-końcowe domeny CRY. Nie wyklucza 
się również możliwości bezpośredniego, fizycznego oddziaływania cząsteczek fi
tochromu ze wspomnianą domeną kryptochromów. Jednocześnie uzyskano dowody, 
że podobnego typu oddziaływania między fotoreceptorami mogą zachodzić wewnątrz 
żywych komórek [6]. Na zależne od temperatury oddziaływania między fitochromem 
a kryptochromem w warunkach in vitro, u zielenicy Mougeotia wskazywała wcześniej 
Gabryś z współpracownikami [16].

KRYPTOCHROMY SSAKÓW

Za niecodzienne odkrycie można uznać stwierdzenie obecności kryptochromu 
u ssaków, a zwłaszcza u człowieka. W 1996 roku odkryto, że w genomie ludzkim 
funkcjonują dwa geny, które wykazują dużą homologię do fotoliaz i kryptochromów 
roślinnych [23]. Podobnie jak  kryptochromy rzodkiewnika również produkty genów 
ludzkich (które nazwano hCRYl i hCRY2) są flawoproteinami i mają dwie grapy 
chromoforowe, ryboflawinę i pterynę. Kryptochromy zwierzęce, podobnie jak  ro
ślinne, nie wykazują aktywności fotoliazowych [23]. Dwa geny kodujące białka 
o właściwościach kryptochromowych wykryto również u myszy [32]. Ostatnio opi
sano wzorzec ekspresji tych genów w różnych tkankach i organach tego zwierzęcia
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[32]. Za pomocą techniki Northern biot wykazano, że ekspresja CRY1 i CRY2 
zachodzi w większości przebadanych tkanek. Przez analogię do roślin zbadano 
możliwość udziału obu kryptochromów w regulacji fotoperiodyzmu u m yszy. Dlatego 
szczególną uwagę zwrócono na ekspresję badanych genów w siatkówce oka oraz 
w podwzgórzu (w jego części zwanej jądrem  nadskrzyżowanym -  SCN od ang. 
suprachiasmatic nucleus), to jest w tkankach, które odpowiadają za odbiór sygnałów 
świetlnych i regulację rytmów okołodobowych. Okazało się, że w siatkówce ekspresja 
CRY1 i CRY2 zachodzi jedynie w wewnętrznej warstwie ziarnistej i warstwie zw o
jowej, w której nie obserwuje się ekspresji genu kodującego opsynę [32]. W e wspo
mnianych warstwach siatkówki, jak i w całym mózgu obserwowano wyższy poziom 
ekspresji genu CRY2 w porównaniu z CRY1. W yjątkiem jest SCN, gdzie zare
jestrowano sytuację odwrotną do opisanej [32]. Co więcej, zawartość CRY1 mRNA 
w SCN podlega okołodobowym fluktuacjom. Jej szczyt przypadał na okres działania 
światła, natomiast w ciągu pierwszych 8 godzin ciemności obserwowano stopniowy 
spadek CRY1 mRNA do prawie niewykrywalnego poziomu [32]. Ponieważ SCN 
pełni podstawową rolę w regulacji rytmów okołodobowych, sugeruje się, że oba 
typy zwierzęcych kryptochromów (w tym też i ludzkich) są poszukiwanymi od 
dawna fotoreceptorami, które mogą być składnikami systemów odmierzających czas 
-  zegarów biologicznych. Jednakże to zagadnienie będzie obszernie przedys
kutowane w odrębnym artykule (Tretyn i in., w przygotowaniu).

PODSUMOWANIE

Izolacja genu HY4 (CRY1) okazała się kamieniem milowym w badaniach nad 
wpływem światła niebieskiego na morfogenezę roślin, otwierając drogę do po
szukiwań nowych typów fotoreceptorów absorbujących tę barwę światła. Ponadto 
doprowadziła do odkrycia nieznanego dotąd mechanizmu transdukcji sygnałów 
świetlnych u roślin. Podobieństwo w funkcjonowaniu Cryl i fotoliaz sugeruje, że 
inicjowany przez kryptochrom szlak sygnalizacyjny może polegać na reakcjach 
przenoszenia elektronów z fotoreceptora na białka docelowe.

Pierwotnie terminem kryptochrom określano barwnik, który pochłania bliski ultra
fiolet (UV-A) i światło niebieskie [19]. Okazało się jednak, że te dwie barwy 
światła mogą być absorbowane przez odmienne typy fotoreceptorów. Tylko jeden 
spośród nich, pochłaniający światło niebieskie został scharakteryzowany od strony 
molekularnej. Podobnie jak w przypadku fitochromu [40], białkowy składnik tego 
fotoreceptora kodowany jest przez rodzinę genów. U Arabidopsis thaliana fun
kcjonują co najmniej dwa odrębne geny kryptochromowe (CRY1 i CRY2), których 
białkowe produkty (CRY1 i CRY2) charakteryzują się odmienną trwałością przy 
różnym natężeniu światła niebieskiego [2, 13]. Również u innych roślin odkryto 
geny kodujące cząsteczki kryptochromu. W związku z tym, podobnie jak  to miało 
miejsce w przypadku fitochromów [41, 42], zaistniała konieczność wprowadzenia
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przejrzystej klasyfikacji tej rodziny fotoreceptorów. Tego typu klasyfikacja zapro
ponowana została przez Ahmad i Cashm ore’a [2]. Jej podstawę stanowi budowa 
domeny C-końcowej białkowych składników kryptochromów oraz budowa che
miczna obu grup chromoforowych. Jak już pisano wyżej, C ryl i Cry2 rzodkiewnika 
zawierają podobne grupy chromoforowe (jak fotoliazy). Natomiast różnią się między 
sobą budową C-końcowej domeny białkowej [2]. W związku z tym oba te kryp- 
tochromy wchodziłyby w skład różnych klas (Cryl-1 i Cryl-2) należących do tego 
samego typu barwnika. Natomiast zasadniczo różniący się od nich budową domeny 
C-końcowej kryptochrom występujący u Clamydomonas tworzyłby odmienny typ 
kryptochromu -  Cry2. W miarę poszerzania wiedzy na temat molekularnych wła
ściwości kryptochromów występujących u innych roślin niższych i wyższych za
proponow ana klasyfikacja ulegać będzie poszerzeniu, a przez porów nyw anie 
homologii poszczególnych typów tego barwnika oraz budowy jego grup chromo- 
formowych przypisywane będą do nowych typów i klas [2].

Badania wpływu światła niebieskiego na fotomorfogenezę roślin i roli kryp
tochromu w regulacji tego procesu przeżywają swoją drugą młodość. W zrastająca 
liczba publikacji na ten temat i ranga czasopism, w których są one publikowane 
świadczą o istotnym, naukowym znaczeniu tych badań.

Odkrycie u zwierząt i u człowieka odpowiedników Cryl i Cry2 [23, 32] rzuca 
nowe światło na mechanizm odbioru bodźców świetlnych i funkcjonowania zegara 
biologicznego u zwierząt i roślin.
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STRUKTURA I FUNKCJE RECEPTORA G ABAa

STRUCTURE AND FUNCTIONS OF GABAa-  RECEPTOR

Lilia LACHOW ICZ, Tomasz PODKUL, Ludmiła ŻYLIŃSKA 

Zakład Biochemii IFiB, Akademii Medycznej w Łodzi

Streszczenie: Kwas y-aminomasłowy (GABA) jest głównym i najlepiej poznanym neuroprzekaźnikiem 
o właściwościach inhibitorowych w ośrodkowym układzie nerwowym. Receptor GABAa jest związany 
funkcjonalnie z błonowym kanałem chlorkowym. GABA uwalniany podczas impulsu fizjologicznego 
oddziałuje na swoiste struktury receptorowe neuronów, powoduje ich hiperpolaryzację oraz spadek 
aktywności bioelektrycznej. Receptor GABAa ma pięć różnych podjednostek nazwanych kolejno: a,(3, 
y, 8 i p. Dodatkowo obecność siedemnastu podtypów daje teoretyczną możliwość istnienia wielu 
rozmaitych form receptora GABAa. Podjednostki receptora GABAa budują ścianę kanału jonowego 
CL i tworzą molekularną strukturę o masie cząsteczkowej od 220-355 kDa. Na receptor GABAa 
wyraźny wpływ mają agoniści i antagoniści tego receptora, a funkcje poszczególnych struktur nerwo
wych są w bezpośredni sposób związane z występowaniem poszczególnych typów podjednostek 
receptora w OUN. Celem niniejszego opracowania jest syntetyczne przybliżenie najnowszych danych 
dotyczących budowy i funkcji GABAa, jednego z najważniejszych receptorów występujących w 
ośrodkowym i obwodowym układzie nerwowym.

Summary: The y-aminobutyric acid (GABA) is the major and the best known neurotransmitter with 
inhibitory properties in the central nervous system (CNS). GABAa receptor is functionally connected 
with the CF-channel complex. GABA which is released during physiological impulse, influences 
neuronal receptors, leds to the hiperpolarisation of neurons and also decreases their bioelectric activity. 
GABAa receptor consists of five subunits: a ,p , y, 8 and p. In addition, the existence of 17 types of 
subunits makes it theoretically posible for other various forms of GABAa receptor to occur. Subunits of 
GABAa receptor create the C~-channel complex with a molecular weight from 220 to 355 kDa. GABAa 
receptor is influenced by agonists and antagonists of this receptor, and the functions of particular nervous 
structures are directly connected with the existence of individual types of the receptor subunits in CNS. 
The aim of this paper is to present the latest data related to the structure and functions of GABAa receptor, 
which is one of the most important receptors in CNS.

Wykaz stosowanych skrótów. GABA -  kwas y-aminomasłowy; GABA-T -  transaminaza GABA; GAD 
-  dekarboksylaza glutaminianowa; SSADH -  dehydrogenaza semialdehydu bursztynianowego; PKA -

*Praca finansow ana w ram ach tem atu AM  N r 502-11-334 (98).
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kinaza zależna od cAMP; PKG -  kinaza zależna od cGMP; PKC -  kinaza zależna od Ca2+ i fosfolipidów; 
PTK -  kinaza tyrozynowa; CaM-kinaza II -  kinaza zależna od Ca2+ i kalmoduliny typ II; NO -  tlenek 
azotu

I. WSTĘP

Kwas y-aminomasłowy (GABA) jest głównym i najlepiej poznanym hamującym 
neuroprzekaźnikiem w ośrodkowym układzie nerwowym (OUN). Jest on syntety
zowany i magazynowany w neuronach, uwalniany zaś podczas impulsu fizjologi
cznego działa na swoiste receptory -  GABAa i GABAB. Receptor GABAa jest 
bezpośrednio związany z błonowym kanałem chlorkowym, a jego pobudzenie wy
wołuje zwiększenie przepuszczalności dla jonów CF. Receptory GABAB są po
wiązane z wapniowym lub potasowym kanałem jonowym  przez białka G. Pobudzenie 
receptora GABAB powoduje:

1) spadek aktywności cyklazy adenyłanowej,
2) otwarcie kanału dla jonów K+ oraz
3) zamknięcie kanału dla jonów Ca2+ [55].
Ostatnio, obok dwóch wymienionych wyżej typów receptorów, w siatkówce 

kręgowców wykazano obecność trzeciej klasy -  receptora GABAC [3,4,19]. Jest 
on niewrażliwy na czynniki, które modulują GABAa i GABAB, natomiast jest 
selektywnie aktywowany przez kwas cA-4-aminokrotonowy [24]. W skład receptora 
GABAC wchodzą podjednostki pj i p2, (występujące także w GABAa ), jednakże 
w GABAC podjednostki te tworzą receptor homomeryczny. Receptor GABAC jest 
integralną częścią kanałów błonowych, stabilizujących potencjał spoczynkowy ko
mórki przez wzrost przepuszczalności błony dla CF. Uważa się, że inhibicja, w 
której pośredniczy receptor GABAC, występuje przy niższych stężeniach GABA 
i trwa dłużej niż ta, która zachodzi poprzez receptor GABAa [40]. W ykazano 
też, że receptor GABAC hamuje uwalnianie transmiterów w zakończeniach bi
polarnych komórki.

Celem niniejszego opracowaniajest syntetyczne przybliżenie najnowszych danych 
dotyczących budowy i funkcji GABAa , jednego z najważniejszych receptorów wy
stępujących w ośrodkowym i obwodowym układzie nerwowym.

II. Zarys metabolizmu GABA

Kwas y-aminomasłowy występuje w dużych ilościach w ośrodkowym układzie 
nerwowym (OUN). Stężenie GABA waha się w szerokich granicach od 10 pM  
w strukturach mózgowia, do 500 pM -1 mM w szczelinie synaptycznej, podczas
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przewodzenia impulsu neuronalnego [54]. Największe stężenie GABA stwierdzono 
w układzie pozapiramidowym (gałka blada, istota czarna) oraz w podwzgórzu. 
Duże stężenie GABA w tych strukturach skorelowane jest jednocześnie z odpo
wiednio wysoką aktywnością dekarboksylazy kwasu glutaminowego (GAD, E.C. 
4.1.1.15), enzymu syntetyzującego y-aminomaślan. W mózgu szczura i człowieka 
występują dwie formy dekarboksylazy kwasu glutaminowego o masie cząsteczkowej 
65 kDa (GAD65) i 67 kDa (GAD67), będące produktem dwóch różnych genów 
[20,21]. Forma GAD67 jest równomiernie rozmieszczona w neuronie, natomiast 
GAD65 występuje głównie w aksonach i generalnie, w porównaniu z GAD67, jest 
jej w komórce więcej [13]. Obecność dwóch form GAD potwierdzona została także 
u innych kręgowców [1,29]. GABA może powstawać również w wyniku przemiany 
putrescyny i homokamozyny, jednak jest to droga o bardzo małym znaczeniu.

Za katabolizm GABA odpowiedzialne są dwa enzymy -  transaminaza GABA 
(G A BA -T, E.C. 2 .6 .1 .19) i dehydrogenaza sem ialdehydu bursztynianow ego 
(SSADH, E.C. 1.2.1.24). GABA-T wyizolowana z mózgu składa się z dwóch iden
tycznych podjednostek o masie cząsteczkowej 55 kDa i zlokalizowana jest w we
wnętrznej błonie mitochondrialnej. W ludzkim mózgu SSADH występuje jako 
tetramer, składający się z czterech jednakowych podjednostek o masie cząsteczkowej 
58 kDa. Jest to również enzym mitochondrialny [58]. Powstający bursztynian może 
włączać się do cyklu Krebsa, zaś GABA -  oprócz pełnienia funkcji neuroprzekaźnika 
-  stanowić może także potencjalne, alternatywne źródło energii w komórce.

GABA spełnia wszystkie warunki stawiane przez neurofizjologów substancjom, 
które mogą być uznane za przekaźnik hamujący w OUN [37]. GABA uwalniany 
z zakończenia nerwowego działa na swoiste struktury receptorowe neuronów, po
wodując hiperpolaryzację błony komórkowej oraz spadek aktywności bioelektry
cznej. Jest to tzw. hamowanie postsynaptyczne. GABA może działać również na 
uwalnianie neuroprzekaźników z części presynaptycznej, łączy się wtedy ze swoistym 
receptorem znajdującym się w błonie zakończenia nerwowego. Działanie to określane 
jest jako tzw. hamowanie presynaptyczne [37].

III. Struktura receptora GABAa

Największy postęp w badaniach nad molekularną budową receptora GABA a 
nastąpił po odkryciu, że związek należący do benzodiazepin -  flunitrazepam, silnie 
wiąże się z receptorem GABAa [46]. Dodanie znakowanego [3H]flunitrazepamu 
do homogenatu uzyskanego z mózgowia powodowało jego specyficzne wiązanie 
z białkiem o masie cząsteczkowej ok. 51 kDa. Jak się następnie okazało, białko 
to stanowiło jedną ze składowych części receptora GABAa . Receptor GABA a 
to heterooligomeryczny kompleks zbudowany z pięciu polipeptydowych podjed-
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TA B ELA  1. Charakterystyka znanych podjednostek receptora G ABA a (na podstawie 
[2,4,11,27,30,31,42,43]

Podjednostka a (3 y 5 P
L iczba znanych podtypów 6 4 4 1 3
M asa cząsteczkow a podtypów
[kDa] a j 51 Pi ? 7, ? 5 54 Pi ?

a 2 53 f32 5 6 y2 45 p2 ?
oc, 58 (3, 58 A  ? P3 ?
a  2 u 4 . P 4 ? 74 ?
oo, 55
a 6 57

Kinazy odpow iedzialne PKA PKA PTK PKC
za fosforylację poszczegól PKC PKC PKC
nych podtypów PKG

CaM -kinaza II

nostek, tworzących ściany kanału chlorkowego. W yodrębniony i oczyszczony re
ceptor jest zbudowany z dwóch głównych polipeptydów: a - o  masie cząsteczkowej 
51 kDa i (3 -  o masie 56 kDa, wchodzących w skład kompleksu o całkowitej 
masie cząsteczkowej 220-355 kDa [9,10,54]. Kolejne prace pozwoliły na ostateczne 
wyodrębnienie pozostałych podjednostek receptora GABAa nazwanych kolejno: 
y, 5 i p (tab. 1). Homologia I-rzędowej struktury podjednostek szacowana jest 
na 30-40%  [16,45,48,62]. W iele z podjednostek ma jeden lub więcej typów, a 
wśród nich homologia sekwencji aminokwasów jest bliska 80% (rys. 1).

W  każdej podjednostce receptora GABA a występują:
N-końcowa zewnątrzkomórkowa część z dwoma miejscami glikozylacji w 
pozycji 10 i 110, z mostkiem cysteinowym łączącym pozycje 138 i 152 oraz 
cztery transbłonowe, hydrofobowe domeny o strukturze a-helisy (rys. 2).

Pomiędzy trzecią a czwartą a-helisą znajduje się wewnątrzkomórkowy, hydro- 
filowy łańcuch charakteryzujący się dużą zmiennością sekwencji aminokwasowej. 
Fragment ten ma miejsca ulegające fosforylacji, co ma duże znaczenie w regulacji 
funkcji receptora.

Badania z kilku ostatnich lat pozwoliły na odkrycie kolejnych izoform pod
jednostek receptora GABAa . Stwierdzono także, że ekspresja poszczególnych izo
form podlega zmianom podczas rozwoju organizmu [5,27,35,36]. Pritchett i wsp.[53] 
wykazali, że w tkankach myszy i wołu istnieją dwa rodzaje podjednostki y2. Jedna 
z nich, y2S (ang. short), jest prawie identyczna z poprzednio wyizolowaną formą 
y2, natomiast drugi rodzaj -  y2L (ang. long), zawiera w sekwencji nukleotydowej 
o 24 pary zasad (8 reszt aminokwasowych) więcej niż y2. Ten fragment łańcucha 
wbudowany jest w część wewnątrzkomórkową receptora i co ważniejsze, występuje
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RYSUNEK 2. Schemat budowy podjednostki receptora GABAa : N-końcowa (zewnątrzkomórkowa) 
część polipeptydu ma dwa miejsca glikozylacji zaznaczone na schemacie w pozycji 10 i 110 oraz mostek 
cysteinowy łączący pozycje 138 i 152; każda z podjednostek budujących receptor GABAa ma cztery 
transbłonowe domeny o strukturze a-helisy (przedstawione na schemacie w postaci cylindrów); C-koń- 
cowa część polipeptydu znajduje się w czwartej domenie i zwrócona jest do przestrzeni zewnątrzkomór- 
kowej; C-końcowa część nie ma wpływu na aktywność podjednostki kompleksu receptorowego; trzecia 
i czwarta domena połączone są długim, wewnątrzkomórkowym łańcuchem decydującym o podstawo
wych funkcjach receptora; masa cząsteczkowa podjednostki receptora GABAa wynosi ok. 50 kDa (na 
podstawie [48], zmodyfikowane)

w nim miejsce dla działania PKC. Przeprowadzone później badania potwierdziły 
obecność Y2 S i Y2 L również w mózgowiu człowieka i szczura. W mózgowiu kur 
zidentyfikowano dodatkowy rodzaj podjednostki (34. Forma ta określona jako (3’4 
m a o 12 par zasad więcej (4 reszty aminokwasowe) niż (34 [27]. Najnowszym 
odkryciem jest wykazanie obecności 17 dodatkowych aminokwasów w rodzaju 
j32L w  porównaniu z [32S oraz brak 10 reszt aminokwasowych w rodzaju a 6S 
w porównaniu z a 6 [27,36]. Ciekawym jest również fakt, że a 6S, która przypu
szczalnie powstała w wyniku nieprawidłowego przebiegu procesów posttransla- 
cyjnych, utraciła swoje znaczenie funkcjonalne. Związane jest to prawdopodobnie 
z brakiem w rodzaju a 6S pewnych aminokwasów w N-końcowej, zewnątrzko- 
mórkowej części receptora. Podobna modyfikacja występująca w większości pod
jednostek dotyczy wewnątrzkomórkowego odcinka między domeną 3 i 4 [36].
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IV. Kompleks receptorowy GABAa

Kompleks receptora GABAa składa się z kombinacji pięciu podjednostek (a , 
(3, y, 6, p), a każda z nich ma cztery transbłonowe domeny oznaczone 1-4 (rys.
3). Na ścianę kanału jonowego C F  składają się jedna lub więcej domen z każdej 
z podjednostek [48]. Skonstruowanie prawdopodobnego modelu kompleksu recep
torowego GABAa  w  znacznej mierze oparte było na podobieństwie budowy do 
receptora cholinergicznego-nikotynowego.

M ożliwość występowania dużej liczby kombinacji w układzie domen i pod
jednostek w obrębie kompleksu receptorowego nasuwa szereg pytań:

(1) Jak wiele różnych odmian kompleksu receptorowego GABA a istnieje w 
komórkach organizmów żywych?

(2) Z jakich podjednostek i domen składają się kolejne odmiany kompleksu 
receptorowego, mające określone fizjologiczne i farmakologiczne znaczenie?

(3) W jakim  zakresie zmiany struktury warunkują działanie poszczególnych form?
Na pytania te nie można dziś jeszcze udzielić wyczerpującej odpowiedzi, chociaż

zgromadzono już wiele interesujących informacji. Podjednostka p występuje na 
przykład jedynie w siatkówce, podczas gdy podjednostki a , (3 i y oraz jedną z 
podjednostek Ó znaleziono w wielu różnych regionach ośrodkowego i obwodowego 
układu nerwowego [12,27]. W idsen i wsp. [66] udowodnili, że takie podtypy, jak: 
a l> $2’ 72* a 2’ P3* CC3, 7], 5, 0C5 (3| i oc6, które wchodzą w skład kompleksu receptora 
GABAa , występują najczęściej w błonach komórek nerwowych. Zastosowanie metod 
immunoprecypitacyjnych z wykorzystaniem przeciwciał dla poszczególnych pod- 
typów pozwoliło na wykazanie, że podtypy: a j  i/lub (32 i/lub y2 w 60-70%  
stanowią podstawę budowy każdego z kompleksów receptorowych [22]. Badania 
przeprowadzone przez Persohna i wsp. [51] przy zastosowaniu technik histoche- 
micznych bardziej precyzyjnie scharakteryzowały obszary występowania mRNA, 
odpowiedzialnego za syntezę poszczególnych podjednostek receptora GABAa (tab. 
2).

1. Wpływ procesów fosforylacji na aktywność kompleksu 
receptorowego GABAa

Obecnie uważa się, że działanie kompleksu receptorowego GABA a w dużym 
stopniu zależy od poziomu ufosforylowania białek, wchodzących w jego skład 
[38,61 ]. W iększość podjednostek receptora GABAa ma miejsca rozpoznawane przez 
trzy kinazy: zależną od cAMP (PKA), zależną od Ca2+ i fosfolipidów (PKC)
oraz kinazę tyrozynową (PKT), choć opisano również wpływ kinazy zależnej od 
cGMP (PKG) i kinazy zależnej od kompleksu Ca2+/CaM (patrz też tabela 1). Kinazy
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RYSUNEK 3. Schemat budowy kompleksu receptorowego GABAa : kompleks receptorowy GABAa 
składa się z pięciu podjednostek; każda z nich ma cztery transbłonowe domeny (cylindry) ponumerowane 
od 1 do 4; rysunek górny przedstawia kompleks receptorowy w formie, gdy kanał jest nieprzepuszczalny 
dla jonów CE, rysunek dolny przedstawia jedną z możliwych konfiguracji kompleksu receptorowego w 
połączeniu z błoną komórkową, dla przejrzystego przedstawienia receptora jedna z podjednostek została 
wysunięta (kierunek pokazuje strzałka), masa cząsteczkowa przedstawionego kompleksu wynosi ok. 
220-355 kDa (na podstawie [18, 48,54])

PKA i PKC rozpoznają charakterystyczne sekwencje aminokwasowe znajdujące 
się w części cytoplazmatycznej receptora, w łańcuchu łączącym trzecią i czwartą 
domenę [48]. Browning i wsp. [7,8] zaobserwowali in vitro fosforylację białka 
receptorowego GABAa  przy udziale PKA i PKC. Najlepszym substratem zarówno 
dla PKA, jak i PKC jest podjednostka (3. W doświadczeniach in vitro reakcje
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TA BELA  2. W ystępow anie mRNA podjednostek receptora GABAa w  poszczególnych obsza
rach ośrodkowego układu nerwowego u szczura (na podstawie [12, 22, 47, 51, 66])

Obszar OUN Podjednostka receptora GABA^
a , a 9 °b a 5 a 6 Pi Po Pj Yi Yo 5

Kora mózgu + + + + + + +
M óżdżek + + + + +
H ipokam p + + + + + + +
W zgórze + + + + + +
Istota szara + + + 4- +
Gałka blada + + 4- +
Rdzeń kręgowy + + + + + +

fosforylacji katalizowane przez te kinazy hamowane były w wyniku preinkubacji 
z przeciwciałami, skierowanymi przeciwko sekwencjom aminokwasów rozpozna
wanych przez poszczególne kinazy w podjednostce [3. Podwyższenie stężenia cAMP 
w synaptosomach oraz w hodowlach komórek nerwowych powodowało spadek 
aktywności receptora GABAa  W badaniach in vivo prowadzonych na myszach, 
dordzeniowe podanie katalitycznej podjednostki PKA zmniejszało częstość otwie
rania kanału jonowego CF. Podobne efekty w warunkach in vitro obserwowano 
w obecności estrów forbolu aktywujących PKC [41]. Chociaż znaczenie fizjologiczne 
procesów fosforylacji receptora GABAa  nie zostało do końca zbadane, sugeruje 
się, że odgrywają one kluczową rolę w krótko- i długotrwałej regulacji działania 
kompleksu receptorowego GABAa . W świetle ostatnich doniesień, dodatkowym 
specyficznym regulatorem procesu fosforylacji receptora GABAa  wydaje się być 
tlenek azotu, który w odmienny sposób wpływa na aktywność kinaz PKG i PKA, 
a jednocześnie wykazano, że NO działa bezpośrednio na podjednostkę y2S receptora 
[23,64]

2. Agoniści i antagoniści kompleksu receptorowego GABAa

Pierwsze doświadczenia mające na celu zbadanie funkcji receptora GABAa wy
kazały, że jest on, wraz z integralnym kanałem jonowym CF, częścią składową 
błony komórkowej i zdolny jest do przyłączania GABA oraz, w większości przy
padków, związków należących do benzodiazepin [49]. Badając wpływ muscimolu 
na receptor GABAa udowodniono, że benzodiazepiny działają na błonę komórkową 
dokładnie w tym miejscu, w którym znajduje się receptor GAB Aa . W mianownictwie 
farmakologicznym receptor GABAa wraz z innymi białkami oraz kanałem chlor
kowym, tworzy kompleks receptorowy GABAa . Z istnieniem tego kompleksu 
wiąże się działanie wielu innych związków, takich jak: pikrotoksyna, barbiturany, 
benzodiazepiny i steroidy (tab. 3). Wyraźny wpływ agonistów i antagonistów kom 
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pleksu receptorowego GAB Aa  na funkcje poszczególnych struktur nerwowych jest 
w bezpośredni sposób związany z występowaniem określonych typów podjednostek 
receptora w OUN. Związki działające na receptor GABAa  mają wybiórcze po
winowactwo wobec określonych podjednostek receptora, np.: benzodiazepiny, łączą 
się jedynie z podjednostkami a, podczas gdy GABA jedynie z podjednostkami 
P [22]. Ponadto obecność określonych typów podjednostek receptora GABAa  zm ie
nia farmakologiczną funkcję danego kompleksu receptorowego [15]. W pływ do
wolnego związku z grupy benzodiazepin na receptor składający się z podjednostek 
0C|, P7, y2 objawia się działaniem przeciwlękowym, a z podjednostek a 2, (33, y2 
wykazuje działanie uspokajające i przeciwdrgawkowe. Efektem przyłączenia ben
zodiazepiny do podjednostki a  receptora GABAa  jest zmiana struktury kompleksu 
receptorowego i wzmocnienie siły wiązania GABA z podjednostką p. Jest to tzw. 
bezpośrednie działanie układu agoniści-benzodiazepina powodujące zwiększenie 
przepuszczalności jonów CE przez błony komórkowe, hiperpolaryzację błony ko
mórkowej, zmniejszenie pobudliwości neuronalnej, a w rezultacie prowadzące do 
działania uspokajającego i przeciwdrgawkowego. Przy zastosowaniu metody em i
syjnej tomografii pozytronowej różnice w działaniu kompleksu receptorowego GA- 
BAa  (pod w pływ em  w ybranych agonistów i antagonistów) zostały rów nież 
udowodnione in vivo u zwierząt i ludzi [25]. Ostatnie doniesienia znacznie poszerzają 
listę pośrednich i bezpośrednich modulatorów receptora GABAa . Trijodotyronina 
w obecności GABA działała jako niekompetycyjny antagonista, natomiast bezpo
średnio aktywuje kanał chlorkowy w nieobecności kwasu y-aminomasłowego [14]. 
Ciekawą obserwacją było stwierdzenie, że agonistyczny lub antagonistyczny efekt 
działania sulfopochodnych steroidów zależy od konfiguracji a  lub P grupy siar
czanowej [17]. W ykazanie bezpośredniej interakcji między somatostatyną a kom 
pleksem receptorowym otwiera kolejną drogę regulacji receptora GABAa  [63]. 
Zaobserwowano również, że niektóre anestetyki, jak na przykład halotan oraz 
etomidat, regulują funkcjonowanie receptora GABAa  w sposób stereospecyficzny

TA BELA  3. W ybrane związki działające na receptor GABA a (na podstawie [ 28, 32, 33, 39, 41, 
44, 45, 50, 52, 56, 80])

Agoniści selektywni Muscimol, GABA
Agoniści (benzodiazepiny) Diazepam, klonazepam
A goniści (barbituriany) Pentobarbital, fenobarbital, heksobarbital
A goniści (steroidy o działaniu znieczulającym ) Alfaksalon, alprazolam
A ntagoniści kompetytywni Bikukulina
A ntagoniści (benzodiazepiny) Flumazenil
Antagoniści (steroidy) Siarczan dehydroepiandrosteronu
Blokery kanału chlorkowego Penicylina, pikrotoksyna
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AMagoniici

Odwrotni
agoniici

Agowśca GABA

+ /+  Muscimoł
*  * y + Etanol

Miejsce wiązania 
bemodiazepm

ałloprcgnandion

3a5a Prrgncnolon

DHEAS

Siarczan pregncnotoou

Miejsce wiązania 
GABA

reurosteroidów \  jonowy O

f

barbituranów

Miejsce wiązania związków 
i drgawki

allopregnenołon

DHEAS
RYSUNEK 4. Związki lub grupy związków wykazujące powinowactwo do kompleksu receptorowego 
GABAa : połączenie agonistów receptora GABAa z odpowiednim miejscem wiążącym w receptorze 
powoduje nasilenie przepływu jonów CU przez kanał jonowy, a w następstwie hiperpolaryzację i 
zmniejszenie przewodnictwa neuronalnego; połączenie antagonistów i odwrotnych agonistów z recep
torem przez hamowanie działania GABA, zmniejsza przewodzenie jonów C F i w następstwie zwiększa 
aktywność neuronalną, znakiem „+” oznaczono efekt pobudzenia przepływu jonów CF, oznakowanie 

zakłada możliwość wystąpienia zarówno zwiększenia, jak i zmniejszenia przepływu j<jnów C F 
(na podstawie [6, 34,43, 52, 57, 65])

[26,59]. Schemat działania poznanych grup związków oddziałujących z kompleksem 
receptorowym przedstawiono na rysunku 4.

V. UWAGI KOŃCOWE

Ogromne zainteresowanie budową i funkcjonowaniem receptora GABAa 
wynika z faktu jego dominacji w ośrodkowym układzie nerwowym kręgowców. 
W ystępowanie szeregu rodzajów podjednostek daje możliwość zróżnicowanych efek
tów działania kompleksu receptorowego w poszczególnych obszarach układu ner
wowego. Mimo wielu lat badań nad receptorem GABAa zapewne nie wykryto
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jeszcze wszystkich jego form naty wnych oraz form powstałych w wyniku modyfikacji 
posttranslacyjnych. Dotychczas poznano 17 różnych typów podjednostek receptora 
GABAa , a odkrycie dodatkowych form, takich jak: (32L, (32S, {3’4, y2L, y2S i a 6S, 
sugeruje możliwość tworzenia wielu różnych kombinacji w obrębie kompleksu re
ceptorowego GABAa . Istotna wydaje się także zbieżność częstości występowania 
określonych typów podjednostek receptora GABAa oraz pewnych funkcji fizjo
logicznych. Ponadto zaobserwowano wpływ długotrwałego podawania leków z grupy 
benzodiazepin na zawartość określonych izoform podjednostek w OUN człowieka 
[52]. Z terapeutycznego punktu widzenia ważna jest wrażliwość receptora GABAa 
i integralnie połączonego z nim kanału jonowego na działanie odmiennych farm a
kologicznie grup związków. W iele z nich okazało się niezastąpionymi lekami, ale 
ze względu na złożoność i obszemość zagadnień dotyczących interakcji pomiędzy 
lekami i receptorem GABAa , opisowi ich należałoby poświęcić odrębne opra
cowanie.
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LEPTYNA I JEJ ROLA W REGULACJI MASY CIAŁA

LEPTIN AND ITS ROLE IN THE REGULATION 
OF BODY WEIGHT

Leszek SZABLEWSKI

Zakład Biologii Ogólnej i Parazytologii, Instytut Biostruktury,
Akademia Medyczna, Warszawa

Streszczenie: Leptyna, peptyd kodowany przez gen ob, jest wydzielana przez adipocyty i bierze udział 
w regulacji pobierania pokarmu, wydatków energetycznych i ilości zmagazynowanego tłuszczu. Odgry
wa istotna rolę w kontroli masy ciała. Przypuszczalnie przez działanie na podwzgórze hamuje apetyt. 
Brak funkcjonalnej leptyny u zwierząt powoduje obniżenie aktywności fizycznej, hypotermię, otyłość i 
inne defekty metaboliczne. Poziom leptyny w organizmie zależy przede wszystkim od ilości zmagazy
nowanego tłuszczu, jakkolwiek inne czynniki także wpływają na jej syntezę i wydzielanie. Korelacja 
między stężeniem leptyny w surowicy a masą ciała sugeruje, że adipocyty informują mózg i inne tkanki 
o wielkości tkanki tłuszczowej. Receptor leptyny i jego izoformy, bedące efektem alternatywnego 
składania, należy do rodziny klasy I receptora cytokiny.

Słowa kluczowe: leptyna, receptor leptyny, adipocyty, regulacja masy ciała

Summary. Leptin, the peptide encoded by the ob gene, is secreted by adipose cells and plays a role in 
regulating food intake, energy expenditure and adiposity. Leptin plays a vital role in controlling body 
weight, presumably by acting in the hypothalamus to supress appetite. In addition, animals lacking leptin 
also exhibit decreased physiological activity, hypothermia, and other metabolic defects. Body fat is the 
most important determinant of circulating leptin levels, but other factors also acutely regulate the 
production and secretion of leptin. Serum leptin concentrations correlate with body mass and percent 
body fat, suggesting that adipocytes are signaling the brain and other tissues about the size of the adipose 
tissue-depot. The leptin receptor and various splice variants were cloned and found to have sequence 
similarity to the class I cytokine receptor family.

Key words: leptin, leptin receptor, adiposity, body weight control.

Wykaz stosowanych skrótów: A CTH  -  hormon adrenokortykotropowy, CRH -  hormon uwalniający 
kortykotropinę, CART -  transkrypt regulowany kokainą i amfetaminą, G CSF -  czynnik stymulujący 
wzrost kolonii granulocytów, G -M CSF -  czynnik stymulujący wzrost kolonii granulocytów i makrofa- 
gów, g p !3 0 -  przekaźnik sygnałów związany z receptorem np. interleukiny 6, IL-1, IL -2 ... -  interleukina
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1, 2 IRS-1 -  substrat receptora insuliny-1, L IF  -  czynnik hamujący białaczkę, LH  -  hormon 
luteinizujący, M A PK  -  kinaza białkowa aktywowana przez mitogen, M CSF -  czynnik stymulujący 
wzrost kolonii makrofagów, PI-3K  -  3 kinaza fosfatydyloinozytolu, STAT -  cytoplazmatyczny czynnik 
transkrypcyjny, TG F-p -  transformujący czynnik wzrostu (3, TNF -  czynnik martwicy nowotworu.

WSTĘP

W  1953 roku Kennedy [37] przedstawił teorię dotyczącą regulacji ilości po
bieranego przez organizm pokarmu. Tak zwany model lipostatyczny zakładał, że 
proporcjonalnie do ilości zmagazynowanego tłuszczu, generowane są sygnały hu- 
moralne. One z kolei, działając na specyficzne rejony mózgu, powodowały obniżenie 
ilości pobieranego pokarmu (ujemne sprzężenie zwrotne). Model lipostatyczny został 
uzupełniony w roku 1973 przez Colemana [10]. Autor wykonał badania na dwóch 
modelach genetycznie warunkowanej otyłości, powodowanej przez autosomalną, 
recesywną mutację, myszach ob/ob i db/db. W obu przypadkach u zwierząt występuje 
hyperfagia i ciężka forma otyłości. Coleman zasugerował, że mutacja genu ob 
(iobesity) powoduje brak sygnału hamującego pobieranie pokarmu. Natomiast skut
kiem mutacji db (diabetes) jest niezdolność organizmu do odpowiedzi na krążące 
sygnały.

Badania przeprowadzone w ostatnich latach potwierdziły teorie Kennedy’ego 
i Colemana. W  roku 1994 zidentyfikowano gen ob u myszy [72]. Jego produkt 
nazwano leptyną. Czasami używa się określenia białko OB. Podanie leptyny myszom 
ob/ob hamuje hyperfagię oraz przywraca właściwą masę ciała [6, 27, 52, 67]. Zwię
kszenie stężenia leptyny u myszy typu dzikiego zmniejsza ilość pobieranego po
karmu, powoduje ubytek masy ciała i wzrost wydatków energetycznych [27, 52].

OGÓLNA CHARAKTERYSTYKA LEPTYNY

Dowodów pośrednich, potwierdzających omawiane teorie dostarczają także inne 
obserwacje dokonane na ludziach i gryzoniach. Wykazano, że poziom leptyny w 
surowicy jest skorelowany z ilością zmagazynowanego tłuszczu [7, 28, 41, 45]. 
U ludzi szczupłych stężenie leptyny we krwi wynosi 7,5+9,3 ng/ml, natomiast u 
otyłych 31,3±24,1 ng/ml [15]. Ogromny rozrzut wyników mierzony wartością SD 
(dla ludzi szczupłych nawet SD > x) wynika z celu przeprowadzonych badań. 
W  badaniach uczestniczyło 136 szczupłych osób (84 kobiety i 52 mężczyzn) oraz 
139 osób otyłych (99 kobiet i 40 mężczyzn). Autorzy pracy uśrednili uzyskane 
wyniki nie uwzględniając różnic w stężeniu leptyny w surowicy w zależności od 
płci. Chodziło wyłącznie o wykazanie korelacji między stężeniem leptyny w surowicy
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a ilością zmagazynowanego tłuszczu. Stąd paradoksalny wynik, że u osób szczupłych 
stężenie leptyny w surowicy może mieć wartość ujemną. W  bardziej szczegółowych 
badaniach stwierdzono, że stężenie leptyny we krwi zależy także od płci. U szczupłych 
kobiet wynosi 7,36±3,73 ng/ml, a u mężczyzn 3,84±1,79 ng/ml [46]. Natomiast 
u kobiet otyłych wartość ta waha się w granicach od 15,2±1,3 ng/ml do 46,3±8,4 
ng/ml. Dla otyłych mężczyzn wartości te wynoszą od 6,9±0,3 ng/ml do 10,0±2,3 
ng/ml [26, 33, 56]. U dzieci szczupłych, stężenie leptyny we krwi wynosi 7,8±2,3 
ng/ml, a u otyłych 38,6±21,0 ng/ml [29]. Nie stwierdzono zależności stężenia leptyny 
od płci u dzieci szczupłych (wiek badanych dzieci 10,5±0,2 roku) [2]. Natomiast 
u starszych, otyłych dziewcząt (12,9+2,7 lat), poziom białka jest wyższy niż u 
chłopców (13,2±2,5 lat) i wynosi odpowiednio 25,2±14,1 i 17,2±12,6 ng/ml [66]. 
Okres półtrwania leptyny we krwi wynosi 24,9±4,4 min [38].

STRUKTURA GENU ob

Mysi gen ob jest zlokalizowany w chromosomie 6-10.5 [72]. Zawiera trzy 
eksony rozdzielone dwoma intronami [32]. Region kodujący genu jest zawarty 
w eksonach 2 i 3, między którymi znajduje się intron (2.3 kz) zlokalizowany między 
kodonami dla glutaminy-49 i seryny-50. Ekson 1 zawiera tylko 26 pz. Transkrypt 
genu ob u myszy stanowi mRNA o wielkości około 4,5 kz [72].

Ludzki gen ob jest zlokalizowany w chromosomie 7q31.3 i strukturalnie jest 
podobny do opisanego u myszy [1, 11, 22, 24, 36]. Gen zawiera około 20 kz i 
składa się z 3 eksonów i 2 intronów. Transkrypt ludzkiego genu ob o wielkości 
około 3,5 kz wykazuje najwyższą ekspresję w tkance tłuszczowej [14, 24, 48]. 
Techniką Northern biot stwierdzono u człowieka obecność omawianego mRNA 
także w sercu i łożysku [24]. Poziom tego mRNA w łożysku jest około 100 razy 
niższy niż w adipocytach [5]. Ekspresja ob mRNA została wykazana także podczas 
różnicowania mysich fibroblastów 3T3-L1 w adipocyty [47] oraz w mysich adi
pocytach 3T3-F422A [42]. Należy jednak zaznaczyć, że ekspresja genu ob w tych 
liniach komórkowych jest o wiele niższa niż stwierdzana w pierwotnie izolowanych 
fibroblastach [47].

BUDOWA LEPTYNY

Pierwszym produktem translacji jest białko złożone ze 167 aminokwasów. Na 
końcu N znajduje się sekwencja sygnałowa, składająca się z 21 aminokwasów. 
W arunkuje ona translokację białka do mikrosomów. Podczas obróbki potranslacyjnej
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usuwana jest sekwencja sygnałowa i już jako białko złożone ze 146 aminokwasów 
leptyna jest uwalniana do krwi. Ludzka leptyna jest homologiczna do mysiej w 
84% [12, 14, 72] i w 83% do szczurzej [51]. M asa cząsteczkowa leptyny wynosi 
około 16 kDa [13]. Sekwencja aminokwasów szczurzej leptyny jest w 96% identyczna 
z m ysią [50, 51]. Leptyna owcza ma w 88% identyczną sekwencję aminokwasową 
w porównaniu z mysią i różni się tylko dwoma aminokwasami od leptyny bydlęcej 
[17, 21, 71].

Strukturę drugorzędową leptyny tworzą cztery helisy a : helisa A (pozycja 
3 -24), helisa B (51-67), helisa C (72-94) i helisa D (122-141). Każda helisa 
zawiera 5 -6  skrętów. W ystępuje jedno (3-zgięcie wg Kline i wsp. [39] lub dwa 
wg Considine i Caro [13]. Między pozycjami 25-50 oraz 95 -121 występują długie 
pętle, określane odpowiednio AB i CD, natomiast między pozycjami 68-71, pętla 
krótka [39]. Pomiędzy cysteiną-96 i cysteiną-146 występuje wiązanie dwusiarczkowe 
[13].

Struktura trzeciorzędowa leptyny wskazuje, że jest to białko globulame, podobne 
do cytokin, takich jak: interleukiny i G-MCSF. Pod względem długości helis, leptyna 
wykazuje największe podobieństwo do IL-2, IL-4, M CSF -  przedstawicieli rodziny 
o krótkich helisach. Pojedynczy mostek dwusiarczkowy między początkiem pętli 
CD i końcem C przypomina G-MCSF, innego przedstawiciela cytokin o krótkich 
helisach. Struktura drugorzędową leptyny pozwala zaliczyć ją  do cytokin o krótkich 
helisach [16, 39].

RECEPTOR LEPTYNY

Receptor leptyny jest zaliczany do rodziny klasy I receptora cytokiny [61]. Jak
kolwiek znany jest jeden gen (OB-R) zlokalizowany u człowieka w chromosomie 
1 p 3 1 [8, 9], jednak w wyniku alternatywnego składania, istnieją różne izoformy 
jego białkowego produktu. Dotychczas zidentyfikowano 6 funkcjonalnych izoform 
receptora leptyny (Ob-Ra, Ob-Rb, ..., Ob-Rf) [13, 54, 61]. W szystkie izoformy 
mają domenę zewnątrzkomórkową zbudowaną z 840 aminokwasów. Domena prze- 
zbłonowa, z wyjątkiem Ob-Re, złożona jest z 34 aminokwasów. Ob-Re nie ma 
tej domeny, jak  również domeny cytoplazmatycznej. Poszczególne izoformy różnią 
się wielkością domeny cytoplazmatycznej. Na tej podstawie wyróżnia się długie 
receptory leptyny (np. Ob-Rb) i krótkie (np. Ob-Ra) [13, 61].

Receptor leptyny zawiera fragment homologiczny do gpl30. To upodabnia Ob-R 
do receptorów IL-6, LIF, GCSF, onkostatyny M -  czyli receptorów cytokin o długich 
helisach [35, 39]. Jednak gpl 30 nie bierze udziału w transmisji sygnału leptynowego 
w komórce.

http://rcin.org.pl



ROLA LEPTYNY 379

Ob-Rb ma najdłuższą domenę cytoplazmatyczną (302 aminokwasy), zawierającą 
miejsca interakcji dla kinazy tyrozynowej, kinazy Janus (kinaza Jak, Jak) i białek 
STAT, czyli cytoplazmatycznych czynników transkrypcyjnych, które są charaktery
stycznymi przekaźnikami drugiego rzędu w transmisji sygnału od receptora cytokiny. 
Ponadto znajdują się tu dwa wysoce konserwatywne rejony, box 1 i box 2, ucze
stniczące prawdopodobnie w transmisji sygnału. Ob-Ra, należący do krótkich re
ceptorów, ma domenę cytoplazmatyczną złożoną z 34 aminokwasów, zawierającą 
miejsce interakcji tylko dla kinazy Jak. Inne, także krótkie receptory mogą zawierać 
tylko box 1 [61, 69, 70].

Początkowo sądzono, że ze względu na budowę domeny cytoplazmatycznej, 
tylko Ob-Rb jest zdolny do transmisji sygnału w komórce. Obecnie wiadomo, że 
taką rolę może spełniać także Ob-Ra [70]. Interesująca wydaje się być rola Ob-Re, 
który nie ma domeny przezbłonowej i cytoplazmatycznej i dlatego może być wy
dzielany jako rozpuszczalny receptor. Być może jego funkcja polega na przy
łączaniu i inaktywacji krążącej we krwi leptyny [20, 31].

Lokalizacja poszczególnych izoform receptora leptyny wydaje się być specyficzna. 
Obecność Ob-Ra wykazano w podwzgórzu, jądrach i tkance tłuszczowej. Podobną 
lokalizację opisano dla Ob-Rb, jakkolwiek największą jego ilość stwierdzono w 
podwzgórzu i tyłomózgowiu [49]. Ob-Rc i Ob-Rd występuje przede wszystkim 
w tkance tłuszczowej, natomiast Ob-Re mRNA -  w podwzgórzu, sercu, jądrach, 
tkance tłuszczowej i łożysku [13, 20], a Ob-Rf w wysepkach Langerhansa trzustki 
[54]. Poziom poszczególnych izoform receptora w danej tkance lub narządzie jest 
różny [70].

Długa form a szczurzego receptora leptyny wykazuje 91 % identyczności z mysim 
i 76% identyczności z ludzkim receptorem [53].

ROLA LEPTYNY W REGULACJI MASY CIAŁA

Leptyna wpływa na wiele procesów zachodzących w organizmie. Przede wszy
stkim warunkuje homeostazę wagi ciała. Ponadto wpływa na sekrecję insuliny, 
stymuluje system immunologiczny, wpływa na hemopoezę, u myszy pobudza doj
rzewanie płciowe, warunkuje prawidłowy przebieg ciąży, podwyższa poziom hor
monu luteinizującego, kontroluje wrażliwość na insulinę i wzmaga pobieranie 
glukozy przez tkanki wrażliwe na ten hormon, zmienia metabolizm wodny (za
trzymuje potas w organizmie, a zwiększa wydalanie wody), podwyższa temperaturę 
ciała, wzmaga aktywność fizyczną, wpływa na laktację [3, 30, 34, 41, 44, 63, 
64, 65, 73]. Są to tylko przykładowo wymienione procesy, które są kontrolowane 
przez leptynę.
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Stosunkowo najwięcej wiadomo na temat roli leptyny w regulacji masy ciała. 
Zgodnie z teorią Kennedy’ego, rozszerzoną następnie przez Colemana, syntety
zowana i wydzielana przez adipocyty leptyna działa na podwzgórze. Jedną z sub
stancji, aktywną w rejonach podwzgórza, związanych z regulacją pobierania pokarmu 
jest neuropeptyd Y (NPY). Jest on syntetyzowany w jądrze łukowatym i uwalniany 
w jądrze przykorowym, gdzie zachodzi stymulacja pobierania pokarmu [4]. Te 
dwa rejony podwzgórza zawierają receptory leptyny. Neuropeptyd Y pobudza pro
cesy anaboliczne w organizmie. Stymuluje pobieranie pokarmu, syntezę enzymów 
lipogenicznych, a tym samym zwiększa ilość zmagazynowanego tłuszczu, hamując 
jednocześnie wydatki energetyczne organizmu [59]. Leptyna hamuje syntezę NPY, 
obniżając ilość NPY mRNA w jądrze łukowatym podwzgórza [57, 58, 62]. Tym 
samym obniżone zostaje tempo wymienionych procesów anabolicznych. M ożna 
więc stwierdzić, że leptyna i NPY działają na zasadzie ujemnego sprzężenia zwrot
nego.

Jednak wyniki badań wskazywały, że istnienie tylko tego mechanizmu byłoby 
niewystarczające w regulacji masy ciała. Erickson i wsp. [18] uzyskali szczep myszy 
z uszkodzonym genem kodującym NPY. Mimo że u tych organizmów nie wykrywano 
NPY mRNA w mózgu, miały one właściwą masę ciała oraz pobierały normalną 
ilość pokarmu. Ponadto, myszy te wykazywały właściwą reakcję na podaną leptynę, 
redukując ilość pobieranego pożywienia. Te i inne obserwacje sugerowały, że musi 
istnieć także inny mechanizm/czynnik, za pośrednictwem którego leptyna wywiera 
swoje fizjologiczne oddziaływanie.

Jednym z „kandydatów” jest CRH [55]. W ykazuje on przeciwne efekty w po
równaniu z NPY. Hamuje pobieranie pokarmu, obniża ilość zmagazynowanego 
tłuszczu, podwyższa wydatki energetyczne. Pierwotnie CRH wykazuje ekspresję 
w jądrze przykorowym, a ten rejon jest także bardzo wrażliwy na anorektyczne 
i termogeniczne efekty CRH. Wykazano, że leptyna stymuluje ekspresję genu ko
dującego CRH w jądrze przykorowym [58]. Można więc stwierdzić, że leptyna 
przez CRH pobudza procesy kataboliczne w organizmie [59, 68].

Innym czynnikiem regulującym pobieranie pokarmu jest CART, peptyd zlo
kalizowany w mózgu. U doświadczalnych, otyłych zwierząt z uszkodzonym sygnałem 
leptynowym nie stwierdzono CART mRNA w jądrze łukowatym. Podanie tym 
zwierzętom leptyny stymuluje proces transkrypcji genu CART [40]. Rola CART 
w organizmie jest podobna do roli CRH i polega na pobudzeniu procesów kata- 
bolicznych.

Przedstawiony model regulacji pobierania pokarmu polega na zachowaniu rów
nowagi między procesami anabolicznymi i katabolicznymi. Funkcję regulatora speł
nia leptyna, która w zależności od stężenia, w odpowiednim stopniu pobudza procesy 
kataboliczne (stymulacja syntezy i wydzielania CRH i CART, przy jednoczesnym  
zahamowaniu syntezy i wydzielania NPY).
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LEPTYNA A INNE CZYNNIKI

Opisany mechanizm regulacji masy ciała jest w rzeczywistości bardziej skom
plikowany. W wielu procesach leptyna współdziała z niektórymi hormonami. Po
dobne do leptyny działanie na podwzgórze wykazuje także insulina. Hormon ten 
hamuje syntezę i/lub wydzielanie NPY [60]. Również wykazano, że leptyna hamuje 
wydzielanie insuliny przez komórki [3 trzustki [54], a jednocześnie podwyższa 
wrażliwość adipocytów na insulinę [63]. Z drugiej strony, insulina stymuluje pro
dukcję i sekrecję leptyny w tkance tłuszczowej [3]. Leptyna wzmaga indukowaną 
insuliną aktywność IRS-1 i PI 3-kinazy, czynniki niezbędne do aktywacji stymulo
wanego insuliną transportu glukozy. Ponadto leptyna wpływa na transport cukru 
(w badaniach in vitro) w komórkach mięśniowych i adipocytach nie stymulowanych 
insuliną [73].

Przedstawione interakcje leptyna -  insulina nie są jedynymi, jakie opisano. Za
leżności różnego rodzaju wykazano także w przypadku ACTH [55], endotoksyny 
LPS, TNF [25], IL-1 [19, 25], TGF-(3 , IL-6, IL-11 [23], niektórych hormonów 
płciowych (LH, estradiol) [43] itd. Nie należy zapominać, że w regulacji ilości 
pobieranego pokarmu biorą udział także sygnały docierające do podwzgórza z 
jelita  (mechaniczne i hormonalne) oraz związane z czynnikami psychicznymi [13].

ZAKOŃCZENIE

Rola leptyny w regulacji procesów zachodzących w organizmie jest intensywnie 
badana w wielu ośrodkach naukowych. Jakkolwiek badania prowadzone są w 
różnych kierunkach, zasadniczo koncentrują się na pewnej grupie zagadnień, takich 
jak:
• Jakie mechanizmy regulują syntezę i wydzielanie leptyny na poziomie organizmu 

i komórki?
• Jaki jest powód różnicy w stężeniu leptyny w zależności od płci?
• Skąd tkanka tłuszczowa wie, że osobnik jest otyły lub pobiera nadmiar pokarmu?
• Jak wielkość adipocytu jest „tłumaczona” na produkcję leptyny? Czy jest to efekt 

rozciągnięcia błony plazmatycznej, czy produkcji specyficznego dla adipocytów 
metabolitu lipidowego, który aktywuje lub blokuje promotor genu ob i

• Jaka jest regulatorowa rola innych hormonów metabolicznych (insuliny, korty
zolu, GH itp.) i jak  są te sygnały zintegrowane. Czy hormony te mają bezpośredni 
wpływ na promotor genu ob , czy też regulują produkcję leptyny przez wpływ na 
magazynowanie lipidów i metabolizm?

• Jak wygląda transdukcja sygnału leptynowego w mózgu od fosforylacji pierwszej 
molekuły po przyłączeniu leptyny do receptora do aktywacji genów. Obecnie
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wiadomo, że leptyna aktywuje IR S -1, PI 3-K, uruchamia ścieżkę kinaz MAP oraz 
c-jun, c-fos, jun-B.

• Na czym polega integracja sygnału leptynowego z innymi przekaźnikami docie
rającymi do podwzgórza?

• Jaka jest przyczyna występowania oporności na leptynę u ludzi otyłych. Jaka jest 
rola leptyny w patogenezie niektórych chorób. Czy jest to defekt w transmisji 
sygnału leptynowego, czy mechanizmu efektorowego?

• Czy leptyna może być efektywnym środkiem terapeutycznym u otyłych ludzi, jak  
to wykazano dla zwierząt.

• Jaka jest rola receptorów leptyny zlokalizowanych w tkankach obwodowych.
• Czy leptyna reguluje metabolizm specyficznych narządów i tkanek, czy tylko 

przekazuje informację o zmagazynowanej energii w postaci tłuszczu, jak  robi to 
w centralnym układzie nerwowym?

• Jak wygląda korelacja między działaniem leptyny a hibernacją?
Wymienione przykładowo kierunki badań ukazują, jak ogromną rolę spełnia

leptyna w organizmie. Jednocześnie uzmysławia fakt, że dalecy jeszcze jesteśm y
od odpowiedzi na postawione pytania.
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ROLA BIAŁEK Glut W DYFUZJI GLUKOZY 
DO KOMÓREK SSACZYCH. II. WPŁYW INSULINY 

NA AKTYWNOŚĆ Glut 1 I Glut 4

ROLE OF Glut PROTEINS IN GLUCOSE TRANSPORT 
INTO MAMMALIAN CELLS. II. THE EFFECT OF INSULIN 

ON ACTIVITY OF Glut 1 AND Glut 4

Leszek SZABLEWSKI

Zakład Biologii Ogólnej i Parazytologii, Instytutu Biostruktury,
Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie: Badania nad biologią transporterów glukozy dotyczą między innymi wyjaśnienia roli 
insuliny w regulacji funkcji nośników. Jednym z pierwszych, istotnych wyników było opisanie recyrku
lacji Glut 4 w komórce przez system błon endosomów i błony plazmatycznej. W procesie internalizacji 
i eksternalizacji transportera prawdopodobnie istotną rolę odgrywa motyw dileucynowy zlokalizowany 
w C-końcowej części transportera. Innym, równie ważnym momentem przełomowym w badaniach, było 
poznanie wczesnych sygnałów uruchamianej przez insulinę ścieżki sygnałowej w komórce, mającej 
wpływ na regulację transportu glukozy.

Słowa kluczowe: Glut 1, Glut 4, recyrkulacja, aktywność katalityczna, insulina, ścieżki sygnałowe.

Summary: Studies on glucose transporter biology have focused predominantly on the insulin-regulated 
glucose transport system. One approach to unraveling the molecular details of the regulation of glucose 
transport exploits new findings indicating that Glut 4 continuously recycles through membranes of the 
endosomal tubulovesicular system and plasma membrane. Insulin-mediated Glut 4 occupancy of the 
cell-surface membrane occurs by partial depletion of Glut 4 content in intracellular membranes. A 
dileucine motif located in COOH-terminus appears to cause rapid endocytosis and retention of Glut 4 
within intracellular membranes. Another approach to understanding insulin action on glucose transport 
is to discover the earliest events trigerred by insulin receptor activation that specifically relate to regulation 
of glucose transport.

Key words: Glut 1, Glut 4, recycling, insulin.

Wykaz stosowanych skrótów: E G F -  czynnik wzrostu naskórka; G lut 1, G lut 4 -  transportery glukozy 
(izoforma 1 i 4); G rb  -  białko związane z receptorem czynnika wzrostu; GSK-3 -  3 kinaza syntazy
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glikogenu, IR  -  receptor insuliny; IRS-1 -  substrat białkowej kinazy tyrozynowej receptora insuliny; 
K m -  stała Michaelisa; M A PK  -  kinaza białkowa aktywowana przez mitogen; PI-3K  -  3 kinaza 
fosfatydyloinozytolu; PD G F -  czynnik wzrostu pochodzący z płytek krwi; P tdIns(4)P -  fosfatydy- 
loinozytolo(4)fosforan; P tdIns(4 ,5)P2- fosfatydyloinozytolo(4,5)bisfosforan; PTP2 -  białkowa fosfa
taza tyrozynowa-2; R af -  białkowa kinaza serynowo-treoninowa; Ras -  rodzina białek onkogennych; 
SH-2 -  domena homologii z białkiem Src; Shc -  substrat białkowych kinaz receptorów EGF, PDGF i 
insuliny; Sos -  czynnik wymieniający nukleotydy guaninowe; V max -  maksymalna szybkość transportu 
glukozy.

WSTĘP

Szybkość pobierania glukozy przez komórki zależy m.in. od aktywności danego 
transportera, mierzonej wartością Km. Jednak badania wykazały, że w przypadku 
niektórych narządów szybkość transportu cukru przez błonę komórkową jest uza
leżniona od obecności insuliny. W adipocytach ludzkich hormon ten powoduje
2-4-krotny wzrost transportu glukozy, w szczurzych nawet 20-30-krotny [35, 63, 
74, 78, 83]. Podobną wrażliwość komórek na insulinę opisano w mięśniach szkie
letowych i serca. U szczura hormon zwiększa Vmax pobierania glukozy przez komórki 
mięśniowe 7 razy [67], u człowieka -  2 razy [14].

Istniały różne teorie próbujące wyjaśnić wzrost Vmax pobierania glukozy pod 
wpływem insuliny. Jednak dopiero zastosowanie metod immunochemicznych po
zwoliło zrozumieć podłoże tych zmian. Stymulowany insuliną wzrost transportu 
glukozy do komórek w znacznym stopniu jest spowodowany zwiększeniem stężenia 
nośnika w błonie komórkowej. W  błonie plazmatycznej komórek nie kontaktujących 
się z hormonem znajduje się około 10% puli transportera. Reszta jest zlokalizowana 
wewnątrzkomórkowo [24]. Tak więc insulina powoduje translokację transportera 
do błony plazmatycznej [11, 24, 25, 42, 64, 69]. W komórkach tkanki tłuszczowej 
i mięśni szkieletowych transport heksoz zachodzi głównie przy udziale Glut 1 i 
Glut 4. Aktywność obu izoform nośników jest regulowana insuliną [11, 47].

MECHANIZM DZIAŁANIA INSULINY

Insulina, hormon wydzielany przez komórki (3 trzustki, reguluje wiele procesów 
biologicznych, zarówno metabotropowych jak  i mitogennych, wykazując tym samym 
efekt plejotropowy [50]. Hormon przyłącza się do podjednostki a  receptora insuliny. 
W skutek tego zachodzą zmiany konformacyjne powodujące uaktywnienie podjed
nostki [3 wykazującej aktywność kinazy tyrozynowej. Autofosforylacja miejsc ty- 
rozynowych podjednostek [3 stymuluje także aktywność kinazy tyrozynowej receptora 
w stosunku do białkowych substratów cytoplazmatycznych. Jednym z nich jest
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IR S -1. M a on liczne miejsca tyrozynowe, serynowe i treoninowe, potencjalne miejsca 
fosforylacji. Fosforylacja tyrozyn IRS-1 umożliwia asocjację tego białka z innymi 
cytoplazmatycznymi białkami regulatorowymi, zawierającymi domeny SH2. Do 
takich białek należą np. PI-3K, PTP2 (SYP, SHPTP2), Grb2, Nck (rys. 1).

1. R o la  p21 R as w translokac ji transporte ra

Insulina może stymulować aktywność biologiczną białek Ras przy udziale dwóch 
niezależnych włączników [11]. Fosforylacja miejsc tyrozynowych w IRS-1 i Shc 
ujawnia wysokie powinowactwo wobec domeny SH2 w białku Grb2, które asocjuje 
poprzez swoje regiony SH3 z bogatymi w prolinę białkami Sos (Sos-ł i Sos-2). 
Insulina powoduje gwałtowną asocjację Grb-2 zarówno z IRS-1, jak  i białkami 
Shc. Ponadto, białka Sos tworzą kompleksy z IRS-1 i Shc w odpowiedzi na insulinę 
[2, 68]. Shc jest białkiem cytoplazmatycznym. Nieznany jest dotychczas mechanizm 
przyłączania tego białka do błony plazmatycznej w komórkach insulino-wrażliwych 
w odpowiedzi na hormon. Być może Shc łączy się przez swoją domenę SH2 z 
jakim ś białkiem błonowym mającym ufosforylowaną tyrozynę.

RYSUNEK 1. Wpływ insuliny na procesy zachodzące w komórce, na schemacie przedstawiono także 
ścieżki sygnałowe związane z translokacją Glut 4 (wg różnych autorów)
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Białko p21 Ras oddziałując z N-końcową domeną kinazy białkowej Raf po
woduje uaktywnienie ścieżki MAP-kinaz (MAPKK, MAPK) [11, 50, 59]. Fosfo
rylacja M AP-kinaz w efekcie katalizuje fosforylację GSK-3, hamując tym samym 
działanie enzymu [76,82]. Uruchomienie tej ścieżki sygnałowej w komórce powoduje 
także uaktywnienie czynników transkrypcyjnych, odpowiedzialnych za regulację 
ekspresji genów w komórce (rys. 1).

W yniki badań wskazują jednoznacznie, że udział białka Ras jest niezbędny w 
transmisji sygnałów komórkowych pod wpływem insuliny. Natomiast niejasna po
zostaje rola tego białka w przemieszczaniu transporterów glukozy. M ikroiniekcja 
przeciwciał anyt-p21 Ras do kardiomiocytów spowodowała obniżenie o około 50% 
stymulowanego insuliną pobierania glukozy [60]. Natomiast analogiczne badania 
wykonane na adipocytach 3T3-L1 nie wykazały żadnego wpływu przeciwciał na 
omawiany proces [32]. Ekspresja onkogennego mutanta p21 Ras w adipocytach
[52] lub kardiomiocytach [60] powodowała wzrost pobierania glukozy przez komórki, 
a ponadto w adipocytach obserwowano wzrost redystrybucji Glut 1 i Glut 4 do 
błony plazmatycznej [36, 52]. Wyniki innych doświadczeń wskazują natomiast na 
udział Ras wyłącznie w mitogennej ścieżce sygnałowej [21, 28, 31]. Ponadto, EGF 
także aktywuje kaskadę MAP-kinaz, ale nie wpływa na transport glukozy [18, 
70]. Jeśli więc p21 Ras odgrywa jakąś rolę w tym procesie, stanowić może wyłącznie 
jeden z dodatkowych sygnałów [11].

2. Rola PI-3K w translokacji transportera

3-kinaza fosfatydyloinozytolu składa się z podjednostki regulatorowej o masie 
85 kDa (p85) i z podjednostki katalitycznej o masie 110 kDa (pllO ). Podjednostka 
regulatorowa przez swoje domeny SH2 łączy się z IRS-1. Powstałe w wyniku 
asocjacji zmiany konformacyjne p85 umożliwiają przyłączenie p l 10 i aktywację 
PI-3K. Czynny enzym przez fosforylację PtdIns(4)P oraz PtdIns(4,5)P2 stymuluje 
biosyntezę nowych przekaźników drugiego rzędu [50]. Jednak molekularny m e
chanizm ich działania nie został w pełni poznany.

W yniki doświadczeń wskazują, że aktywacja PI-3-kinazy jest konieczna w re
gulacji transportu glukozy [15, 20, 21, 28, 34]. Dodanie do hodowli komórek spe
cyficznego inhibitora tego enzymu, wortmaniny, blokuje stymulowany insuliną 
transport glukozy w adipocytach 3T3-L1 i miocytach [17, 66]. Analogiczny wynik 
uzyskano po dodaniu do hodowli adipocytów inhibitora LY294002 [4]. M ikroiniekcja 
dominującego negatywnego mutanta podjednostki 85 kDa PI-3-kinazy do komórek 
3T3-L1 także spowodowała zahamowanie translokacji Glut 4 w odpowiedzi na 
insulinę [51, 61].

EGF oraz PDGF także aktywują PI-3K, ale nie wpływają na transport glukozy 
w adipocytach [18, 65, 70, 84]. Istnieją dwie hipotezy tłumaczące ten wynik [11]. 
Pierwsza z nich zakłada, że aktywacja PI-3-kinazy nie wystarcza do stymulacji
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transportu glukozy do komórki. Konieczne jest w tym przypadku uruchomienie 
innych ścieżek sygnałowych w komórce [11, 34]. W edług dmgiej teorii, lokalizacja 
PI-3-kinazy i nagromadzenie produktów fosforylacji w specyficznym kompartmencie 
komórkowym warunkuje translokację transporterów glukozy w błonie plazmatycznej
[ 1 1 ,3 3 ,6 5 ,7 7 ] .

WPŁYW INSULINY NA RECYRKULACJĘ 
TRANSPORTERÓW GLUKOZY

1. Recyrkulacja transporterów glukozy

W adipocytach i komórkach mięśniowych zidentyfikowano dwie izoformy re- 
cyrkulujących transporterów. Są to Glut 1 i Glut 4 [11]. Udział Glut 4 w pod
stawowym, bez stym ulacji insuliną pobieraniu glukozy przez komórki tkanki 
tłuszczowej i mięśniowej jest niewielki. W ynika to z faktu lokalizacji transportera 
przede wszystkim w kompartmentach wewnątrzkomórkowych. Ogólna zawartość 
Glut 1 w tych komórkach jest znacznie niższa niż Glut 4 [16]. Jednak ze względu 
na jego lokalizację przede wszystkim w błonie plazmatycznej, prawdopodobnie 
odgrywa on istotną rolę w transporcie glukozy do komórki w stanie podstawowym. 
Obie izoformy transporterów mają zdolność recyrkulacji. Pod wpływem insuliny 
gwałtownie wzrasta ilość Glut 4 w błonie plazmatycznej (około 50% zlokali
zowanego wewnątrzkomórkowo transportera ulega eksternalizacji w ciągu około 
5 minut, w temperaturze 37°C) [11]. Wówczas ta izoforma odgrywa istotną rolę 
w transporcie glukozy.

W iększość badań dotyczy recyrkulacji Glut 4. Z tego powodu omawiany proces 
zostanie przedstawiony na przykładzie tej izoformy. Podczas endocytozy, cząsteczki 
transportera grupują się w wgłębieniach błony plazmatycznej opłaszczonych klatryną. 
Powstaje kompleks transporter-klatryna. W wyniku dalszego wpuklania wgłębień 
i ich odrywania, tworzą się endosomy. Wewnątrz komórki Glut 4 jest stwierdzany 
w tubularno-pęcherzykowych elementach endosomalno-trans Golgi (szczególnie w 
mikrosomach o niskiej gęstości elektronowej). W  procesie egzocytozy następuje 
wbudowanie transportera w błonę plazmatyczną.

2. Model regulowanej egzocytozy [38]

W edług tego modelu, mechanizm transportu Glut 4 do błony plazmatycznej 
w odpowiedzi na insulinę jest analogiczny do sekrecji w wyspecjalizowanych ko
mórkach endokrynowych lub komórkach, które uwalniają neurotransmitery. Zgod
nie z tym założeniem, Glut 4 jest zlokalizowany w błonie specyficznych pęcherzyków 
sekrecyjnych. Specyficzność tych struktur polega na obecności charakterystycznych
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białek, takich jak  np. synaptobrewina, VAMPs (vesicle-associated membrane pro 
teins), SCAMPs (secretory carrier membrane proteins). W pęcherzykach zawie
rających Glut 4 w szczurzych adipocytach stwierdzono obecność trzech białek 
(36-40 kDa), które zidentyfikowano jako SCAMP [54, 79]. Ponadto wykazano, 
że pęcherzyki te mają podobną wielkość, współczynnik sedymentacji, gęstość i 
skład polipeptydowy [43], zawierają przynajmniej jedno białko, oprócz Glut, jako 
m arker (amino-peptydaza gp 160) [42, 46, 47]. Te wszystkie dane mogą świadczyć
0 unikalnym, wyspecjalizowanym przedziale komórki [56, 57, 58, 59, 80, 81].

Jednak szczegółowa analiza danych doświadczalnych wskazuje, że założona ana
logia może być niesłuszna. Badania w mikroskopie elektronowym komórek wra
żliwych na insulinę wykazały lokalizację immunoreaktywnego Glut 4 w błonach 
endosomalno-trans Golgi retikulum, które zawierały białka podlegające ciągłej re
cyrkulacji [27, 62, 72, 75, 88]. Ponadto, białka obecne w izolowanych pęcherzykach 
bogatych w Glut 4 regulują przemieszczanie membran i ścieżkę recyrkulacyjną 
we wszystkich komórkach. Przykładem takiego białka jest Rab 4, białko wiążące 
GTP [7, 8]. Efektem działania insuliny na adipocyty jest obniżenie poziomu zarówno 
białek regulatorowych, jak  i Glut 4 w tych pęcherzykach. W pęcherzykach bogatych 
w Glut 4 stwierdzono także PI-4-kinazę, co mogłoby sugerować, że obecność ufo- 
sforylowanych pochodnych fosfatydyloinozytolu jest niezbędna w translokacji trans
portera. Ale PI-4-kinaza jest obecna we wszystkich innych frakcjach błonowych 
izolowanych adipocytów, łącznie z mitochondriami i jądrem  [11]. Ponadto, wyniki 
badań z użyciem specyficznych inhibitorów wskazują, że za translokację transportera 
jest odpowiedzialna PI-3K, a nie PI-4-kinaza [11, 49, 87]. Powyższe dane raczej 
więc wykluczają specyficzną lokalizację Glut 4.

3. Model regulowanej recyrkulacji [38]

Alternatywny model translokacji Glut 4 sugeruje, że kompartment zawierający 
Glut 4 stanowi część systemu endosomalno-trans Golgi retikulum, a jego translokacja 
do błony komórkowej jest uwarunkowana zmianą tempa endocytozy i/lub egzocytozy.

Istotną rolę w insulinowej regulacji recyrkulacji Glut 4 odgrywa fragment C- 
końcowy transportera [12, 22]. Zawiera on motyw dileucynowy w pozycjach 489
1 490 [9, 85]. Jest on poprzedzony seryną (Ser 488). W wielu receptorach ta sekwencja 
aminokwasów wydaje się być odpowiedzialna za internalizację i dalsze losy receptora 
w systemie endosomalnym. Przykładem może być receptor IGF-II/M an-6-P [40, 
41, 45] lub CD3 w limfocytach [13]. W tym ostatnim, internalizacja białka jest 
regulowana fosforylacją seryny [13]. W Glut 4 seryna 488 jest fosforylowana pod 
wpływem czynników podwyższających poziom cAMP w komórce i defosforylowana 
w odpowiedzi na insulinę [55]. Receptor IGF-II także ulega defosforylacji pod 
wpływem insuliny [10]. Dane te sugerują, że recyrkulacja Glut 4 jest regulowana
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488fosforylacją/defosforylacją Ser , jednak bezpośrednich badań w tym kierunku 
dotychczas nie przeprowadzono.

W edług modełu regulowanej recyrkulacji, insulina stymuluje także egzocytozę 
Glut 4. Również w tym procesie istotną rolę odgrywa motyw dileucynowy. Po 
internalizacji transportera, jego wędrówka jest ograniczona w wyniku połączenia 
się specyficznego receptora (rétention receptor) z leucynami 489 i 490 transportera. 
Powoduje to opóźnienie egzocytozy. Natomiast insulina „uszkadzając” tę sekwencję, 
uniemożliwia połączenie transportera z receptorem. Jednak mechanizm, w wyniku 
którego hormon powoduje dezaktywację motywu dileucynowego, pozostaje nieznany 
[11, 38]. Potwierdzeniem tej koncepcji może być szybsze tempo recyrkulacji Glut 
1, w którym brak jest sekwencji Leu-Leu, w porównaniu z Glut 4. Aby w pełni 
potwierdzić słuszność tej koncepcji, badano tempo endocytozy i egzocytozy w ko
mórkach kontrolnych i stymulowanych insuliną. Niestety, uzyskiwano bardzo różne 
wyniki. W edług jednych autorów [86] insulina, w porównaniu z kontrolą, powoduje 
w adipocytach wzrost egzocytozy Glut 4 o 900%, a zahamowanie tempa endocytozy 
transportera o 30%. Według innych badaczy [39], wartości te wynoszą odpowiednio: 
300% i 70%.

Inna wersja tego modelu zakłada, że aktywacja receptora insuliny prowadzi do 
fosforylacji miejsc tyrozynowych IRS-1 zlokalizowanego w błonie systemu endo- 
somalnego. Prowadzi to do pobudzenia znajdującej się w pobliżu PI-3-kinazy, czego 
efektem jest nagromadzenie 3’ ufosforylowanych fosfoinozytoli, katalizujących ruch 
błony do powierzchni komórki.

Dodanie toksyny cholery [5] lub kadmu [29] do hodowli adipocytów 3T3-L1, 
powoduje znaczący wzrost pobierania glukozy przez komórki. Jednak te czynniki 
nie wpływają na zmianę stężenia Glut 1 i Glut 4 w błonie plazmatycznej. W przypadku 
Glut 1 stwierdzono, że pod wpływem niektórych substancji całkowita ilość trans
portera w błonie komórkowej nie zmienia się, wzrasta natomiast ilość aktywnego 
transportera [6, 19, 30]. Być może insulina powoduje, oprócz innych efektów, także 
wzrost wewnętrznej aktywności katalitycznej Glut 4 [23]. Możliwość wzrostu aktyw
ności katalitycznej tego transportera wykazano np. pod wpływem wanadianu sodu
[53] oraz noradrenaliny [73]. Jednak molekularny mechanizm leżący u podstaw 
tej regulacji nie został dotychczas poznany.

UWAGI KOŃCOWE

Poznanie roli insuliny w transporcie heksoz do komórek ma ogromne znaczenie 
dla medycyny. Pozwoli lepiej poznać przyczyny cukrzycy typu II, a tym samym 
skuteczniej leczyć chorych. Jednak przedstawione dane wskazują, że wiele pytań 
pozostaje na razie bez odpowiedzi, względnie istnieją teorie, które nie zostały po
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twierdzone. Jednocześnie wyniki niektórych doświadczeń jeszcze bardziej kom 
plikują ten problem. Stwierdzono np. transmisję sygnału dla translokacji Glut 4 
przez ścieżkę niezależną od insuliny [48], PI-3-kinazy [72] lub IRS-1 [1,71]. Trans- 
lokacja Glut 4 może być regulowana także przez diacylglicerol [26]. Glut 1 i Glut 
4 przez kwas tiooctowy [16]. Skomplikowanym zagadnieniem wydaje się także 
kontrola ekspresji genu GLUT 1 [3]. W ażną rolę w aktywności katalitycznej trans
portera także wydaje się odgrywać N-glikozylacja transportera [37]. Przedstawione 
hipotezy i pytania wskazują na ogromną złożoność mechanizmów związanych z 
transportem glukozy do komórki. Trwają doświadczenia mające na celu pomoc 
chorym na cukrzycę. W bardzo szerokim zakresie prowadzone są badania dotyczące 
poznania przyczyn cukrzycy obu typów. Jednocześnie poszukuje się coraz sku
teczniejszych metod leczenia. Bada się środki farmakologiczne, potencjalne leki, 
zapobiegające hiperglikemii. Duże znaczenie przypisuje się odpowiedniej diecie 
i wysiłkowi fizycznemu. Prowadzi się również badania, na razie laboratoryjne, 
wykorzystujące metody inżynierii genetycznej [11, 22, 31, 37, 42, 64, 69, 81, 88].
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Streszczenie: Omówiono budowę i funkcję receptora folitropiny. Dojrzałe białko zawiera długą N-koń- 
cową domenę zewnątrzkomórkową, konserwatywną domenę przezbłonową złożoną z siedmiu a-heli- 
ksów połączonych przez pętle zewnątrzkomórkowe i wewnątrzkomórkowe oraz C-końcową domenę 
wewnątrzkomórkową. Receptor FSH należy do klasy receptorów sprzężonych z białkiem G i przekazuje 
sygnał hormonalny na cyklazę adenylanową głównie przez aktywujące białko Gs. Omówiono budowę 
genu receptora FSH i regulację jego ekspresji. Przedstawiono wyniki badań mutacji genu receptora FSH, 
powodujących dziedziczne zaburzenia płodności.

Słowa kluczowe: receptor folitropiny, transdukcja sygnału, mutacje.

Summary: The follicle-stimulating hormone receptor structure and function were described. The mature 
protein contains a large N-terminal extracellular domain, a conserved transmembrane domain, that has 
7 membrane-spanning a-helices connected by extracellular and intracellular loops, and a C-terminal 
intracellular domain. The FSH receptor belongs to the class of G protein-coupled receptors and 
transduces the hormonal signal to adenyl cyclase mainly through the stimulatory Gs protein. The 
structure of the FSH receptor gene and regulation of its expression were described. The results of 
investigation of mutations in the FSH receptor gene causing hereditary reproductive failures were 
discussed.

Key words: follitropin receptor, signal transduction, mutations.

WSTĘP

Hormony glikoproteinowe, do których zaliczamy tyreotropinę (TSH) oraz gona- 
dotropiny: lutropinę (LH), gonadotropinę kosmówkową (CG) i folitropinę (FSH),
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są heterodimerami zbudowanymi z identycznej dla wszystkich czterech hormonów 
podjednostki a  i różnych dla każdego z tych białek podjednostek [3. W szystkie 
te hormony, z wyjątkiem CG, wydzielane są przez przedni płat przysadki mózgowej. 
Gonadotropiny odgrywają ważną rolę w fizjologii rozrodu regulując zarówno ste- 
roidogenezę, jak  i gametogenezę w gonadach u obu płci [6, 24, 92].

Komórkami docelowymi dla LH w gonadzie żeńskiej są komórki osłonki pę
cherzyka Graafa, komórki ziarniste i ciałka żółtego, natomiast w gonadzie męskiej 
-  komórki Leydiga. Syntetyzowana w komórkach trofoblastu łożyska gonadotropina 
kosmówkowa zastępuje działanie LH na ciałko żółte.

Lolitropina działa na komórki ziarniste jajnika i komórki Sertoliego jądra. 
Hormon ten stymuluje wzrost pęcherzyków jajnikowych, lecz jego rola w procesie 
dojrzewania i selekcji pęcherzyków Graafa jest słabo poznana [6, 18, 30, 68, 96, 
104]. W  jądrach FSH jest konieczny do zapoczątkowania i przebiegu spermatogenezy 
oraz funkcji komórek Sertoliego [18, 30, 80, 93]. Podczas gdy rola LH polega 
na stymulowaniu komórek śródmiąższowych Leydiga do syntezy androgenów, które 
są głównym regulatorem spermatogenezy, funkcja FSH w tym procesie i jego dzia
łanie w nabłonku plemnikotwórczym pozostaje niewyjaśniona [77,109]. W  badaniach 
na zwierzętach doświadczalnych wykazano, że w okresie płodowym i okołopo
rodowym FSH wywołuje mitozy komórek Sertoliego [62, 77] oraz że jego działanie 
jest zależne od stadium cyklu nabłonka plemnikotwórczego i jest skorelowane z 
produkcją androgenów [77]. Ponieważ FSH zwiększa liczbę spermatogonii i pobudza 
ich przemianę w spermatydy, hormon ten odgrywa ważną rolę w procesie sper
matogenezy nie tylko podczas rozwoju jąder, ale i u osobników dorosłych [61]. 
Rolę FSH w spermatogenezie potwierdzają wyniki badań, w których wykazano 
zmniejszenie liczby plemników u szczurów immunizowanych przeciw receptorom 
FSH i LH [20]. Niektóre doniesienia sugerują, że aczkolwiek FSH jest niezbędny 
dla zachowania płodności u osobników płci żeńskiej, to płodność u osobników 
męskich jest zachowana bez udziału tego hormonu [92].

Gonadotropiny wiążą się ze swoistymi receptorami błonowymi komórek do
celow ych i zjaw isko to in icju je przekazanie sygnału do w nętrza kom órki. 
W przypadku hormonów glikoproteinowych transdukcja sygnału odbywa się za 
pośrednictwem białka Gs , które aktywuje cyklazę adenylanową potrzebną do pro
dukcji cAMP. W zrost poziomu tego związku w komórce powoduje uaktywnienie 
kinazy białkowej A, która fosforyluje czynniki transkrypcyjne, wpływając na eks
presję odpowiednich genów (rys. 1) [40]. W  przypadku FSH wykazano również, 
że związanie hormonu z receptorem wzmaga przemiany fosfatydyloinozytolu i po
woduje wzrost poziomu wapnia w cytozolu [19, 32, 75]. Przypuszcza się więc, 
że FSH uruchamia również kaskadę fosfolipazy C [64].

Przez szereg lat ustalano strukturę pierwszorzędową receptorów gonadotropin. 
W poprzedniej pracy, która ukazała się w tym czasopiśmie, szczegółowo omówiona 
została budowa i funkcja receptora łutropiny [89].
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RYSUNEK 1. Schemat działania receptora FSH. Związanie hormonu wywołuje zmiany konformacyjne 
w cząsteczce receptora, które wpływają na białko Gs związane z domeną cytoplazmatyczną receptora. 
Podjednostka a  białka G aktywuje cyklazę adenylanową i wzmaga syntezę cAMP, który uaktywnia 
kinazę białkową: R -  receptor FSH, Gs -  białko wiążące GTP, AC -  cyklaza adenylanowa, r -  
podjednostka regulatorowa kinazy białkowej, C -  podjednostka katalityczna kinazy białkowej

Specyficzność tkankowa ekspresji genu receptora folitropiny w poszczególnych 
okresach rozwoju płodu i fazach cyklów fizjologicznych oraz mechanizm regulacji 
ekspresji receptora mogą wskazywać na funkcję hormonu. Dlatego ważne jest po
znanie budowy i funkcji receptora.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie najnowszych danych na temat budowy 
i funkcji receptora FSH, zwłaszcza omówienie jego roli w gametogenezie i wpływie 
zmian w strukturze receptora na rozrodczość.

BUDOWA RECEPTORA FSH

Receptor FSH należy do nadrodziny receptorów działających za pośrednictwem 
białek G, wśród których wyróżnia się sześć typów [21, 24, 39, 71, 83, 90]. Ligandy 
dla tych receptorów stanowią nie tylko hormony i neuroprzekaźniki, począwszy 
od małocząsteczkowych amin biogennych przez peptydy do wielkocząsteczkowych
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hormonów glikoproteinowych [90], lecz także substancje zapachowe i smakowe 
oraz światło o różnej długości fali [21, 71]. W obrębie nadrodziny receptorów 
wiążących białko G wyróżniono rodzinę 7TMR (R7G) charakteryzującą się obe
cnością siedmiu segmentów przezbłonowych [39]. Receptory hormonów glikopro
teinowych tworzą nieliczną podklasę receptorów mających długą N-końcową domenę 
zewnątrzkomórkową [94].

W wyniku wieloletnich badań ustalono sekwencję aminokwasową różnych re
ceptorów działających za pośrednictwem białka G, w tym także ludzkiego receptora 
FSH (FSHR) [16, 26, 38] (rys. 2). W piśmiennictwie istnieje jednak niezgodność 
dotycząca pozycji niektórych aminokwasów w zależności od tkanki, z której izo
lowano DNA, np. z jajników i jąder (112 Thr > Asn, 197 Ala > Glu, 198 Val 
> Leu, 307 Ala > Thr) [25].

W zględna masa cząsteczkowa FSHR człowieka i małpy wynosi ok. 77 kD [26], 
a szczura ok. 74 kD [83], choć sądzi się, że masa cząsteczkowa tego receptora 
zależy od stopnia glikozylacji białka lub dojrzałości prekursora [12]. Ludzki receptor 
FSH zawiera 695 aminokwasów, z których 17 N-końcowych stanowi przypuszczalnie 
peptyd sygnałowy [26]. Stwierdzono też występowanie skróconych form jądrow ego 
receptora o mniejszej masie cząsteczkowej (rys. 2).

W  receptorze folitropiny wyróżnia się:
N-końcową domenę zewnątrzkomórkową -  ED (extracellular domain) o cha
rakterze hydrofilowym,

-  domenę przezbłonową -  TD (transmembrane domain), bogatą w reszty ami
nokwasów hydrofobowych oraz
krótką hydrofitową domenę wewnątrzkomórkową -  ID (intracellular domain) 
(rys. 2 i 3).

Charakterystyczna dla receptorów hormonów glikoproteinowych długa domena 
zewnątrzkomórkową FSHR wraz z peptydem sygnałowym zawiera 366 amino
kwasów. Podobnie jak w innych receptorach glikoproteinowych, w ED FSHR 
występuje 14 niedokładnie powtórzonych sekwencji po około 25 aminokwasów 
każda, nazywanych motywami bogatymi w Leu (leucine-rich-motifs) [24]. Prawie 
cała ED tworzy helikalną strukturę odpowiadającą motywom bogatym w Leu i 
bierze udział w wiązaniu hormonu.

Struktura pierwszorzędowa ED wykazuje duże podobieństwo międzygatunkowe 
i jest zbliżona u człowieka, owcy, świni, wołu i szczura [33, 79].

Receptor FSH podczas syntezy ulega glikozylacji, a oligosacharydy przyłączane 
są do ED receptora. Potencjalne miejsca glikozylacji u różnych gatunków to reszty 
asparaginy A sn191, A sn199 i Asn2 9 3 . U człowieka i małp wąskonosych stwierdzono 
dodatkowe, czwarte potencjalne miejsce glikozylacji Asn3i8 [12, 26] (rys. 2). N ie
wyjaśniona pozostaje rola glikozylacji w procesie wiązania łiganda. Badania wy
kazały, że syntetyzowana in vitro domena zewnątrzkomórkową ulega glikozylacji 
i wiąże hormon. Jednak w dojrzałym FSHR A sn199 nie jest glikozylowana, co
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RYSUNEK 2. Sekwencja aminokwasów cząsteczki ludzkiego receptora FSH. Peptyd sygnałowy 
zawiera 17 reszt aminokwasowych. Oznaczono 10 eksonów przedzielonych kreskami oznaczającymi 
introny. Siedem segmentów przezbłonowych (TM) zamknięto w ramkach i oznaczono łączące je  pętle 
wewnątrzkomórkowe (il) i zewnątrzkomórkowe (el). Konserwatywne cysteiny oznaczono gwiazdkami, 
a krzyżykami miejsca możliwej fosforylacji przez kinazę białkową C. Podkreślono miejsca potencjalnej 
glikozylacji. Strzałkami oznaczono sekwencje aminokwasowe, które nie występują w dwóch krótszych 
formach wyizolowanych z jąder (wg [27] i danych SWISS-PROT)
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RYSUNEK 3. Struktura receptora FSH: ED -  domena zewnątrzkomórkowa, TM -  siedem przezbłono- 
wych odcinków a-helikalnych, ID -  domena wewnątrzkomórkowa, el -  pętle zewnątrzkomórkowe, il -  
pętle wewnątrzkomórkowe

nie wpływa na wiązanie hormonu [12]. Reszty glikozyłowe wszystkich glikoprotein 
przyłączane są podczas syntezy, a w aparacie Golgiego następuje ich modyfikacja 
polegająca na odcinaniu reszt mannozy i dołączaniu cząsteczek innych cukrów 
[83]. W ykazano, że fałdowanie cząsteczek receptorów gonadotropin ułatwia białko 
opiekuńcze (chaperonowe) -  kalneksyna (ang. calnexin) [84]. Niedojrzałe formy 
zmutowanych receptorów LH i FSH zawierające wiele reszt mannozy są zatrzy
mywane w siateczce śródplazmatycznej przez białka chaperonowe [14, 70]. Ponadto 
zmutowany, szczurzy receptor LH, który jest zatrzymywany w komórce, wiąże 
CG, a zmutowany FSHR nie wiąże FSH [83]. Wyniki badań wskazują na to, że 
glikozylacja odgrywa rolę w prawidłowym fałdowaniu białka receptora, a nie w 
oddziaływaniu receptora z ligandem. W yjątkiem jest szczurzy LHR, w którym gli
kozylacja wydaje się nie mieć znaczenia w fałdowaniu dojrzałego receptora [13].

W domenie zewnątrzkomórkowej FSHR znajdują się liczne konserwatywne reszty 
Cys (rys. 2) zlokalizowane głównie w N-końcowym i C-końcowym odcinku ED, 
a ich rola w stmkturze receptora nie jest całkowicie wyjaśniona [11, 26].

Najbardziej zmienny gatunkowo region znajduje się na C-końcu ED i poprzedza 
domenę przezbłonową. Z kolei 53 reszty aminokwasowe od 282 do 334 stanowią 
sekwencję unikalną dla FSHR w porównaniu do LHR i TSHR. W tym odcinku
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znajduje się też czwarte, charakterystyczne dla Naczelnych miejsce glikozylacji 
[26]. ‘

Domena, przy pomocy której receptor zakotwiczony jest w błonie, złożona jest 
z siedmiu segmentów (TM) o strukturze oc-heliksu i jest bogata w reszty aminokwasów 
hydrofobowych (rys. 2 i 3). Segmenty przezbłonowe połączone są ze sobą przez 
trzy pętle znajdujące się na zewnątrz komórki (el) oraz trzy pętle cytoplazmatyczne 
(il) o różnej długości. Segmenty te, szczególnie TM III i TM VII, mają najbardziej 
konserwatywny skład aminokwasowy. Z kolei TM IV i TM V zawierają wiele 
substytucji w porównaniu z receptorem LH/CG. Reszta Asp w TM II i cząsteczka 
Asn w TM VII są obecne we wszystkich receptorach wiążących białko G.

Podobnie jak  ED, część przezbłonowa zawiera liczne konserwatywne reszty Cys 
zlokalizowane zarówno w TM, jak  i pętlach zewnątrz- i wewnątrzkomórkowych. 
Konserwatywne reszty Cys w e ll i el2, występujące w wielu receptorach wiążących 
białko G, mogą tworzyć wiązania disiarczkowe łączące sąsiadujące ze sobą pętle 
[27].

Szczególnie interesująca jest budowa trzeciej pętli wewnątrzkomórkowej wszy
stkich receptorów hormonów glikoproteinowych, w której występuje 8 konserwa
tywnych reszt aminokwasowych (KDTKIAKK). Wyniki badań wykazują, że ten 
fragment, przylegający do TM VI, może być odpowiedzialny za wiązanie białka 
G [21].

W części przezbłonowej FSHR zlokalizowane są dwa miejsca potencjalnej fo
sforylacji przez kinazę białkową C. Są to reszty Thr555 w il 3 oraz Ser596 w 
TM VI [26] (rys. 2).

Cytoplazmatyczny C-koniec receptora FSH zawiera 65 reszt aminokwasowych 
i charakteryzuje się dużą zmiennością gatunkową [26]. W ludzkim FSHR stwierdzono 
trzy reszty Cys, z których dwie są konserwatywne i mogą brać udział w tworzeniu 
wiązań disiarczkowych (rys. 2).

W iększość receptorów wiążących białko G, np. a 2- i (32-adrenergiczne zawiera 
w ID konserwatywne reszty cysteiny, które mogą być kowalencyjnie palmitylowane. 
M utacja Cys > Gly w receptorze (3-adrenergicznym zmniejsza zdolność interakcji 
receptora z białkiem G. Podobnie, w wyniku badań zmutowanego szczurzego re
ceptora LH/CG, w którym sąsiadujące ze sobą dwie reszty Cys w ID zastąpiono 
resztą Ala, nie stwierdzono palmitylacji receptora. Taki receptor jest zatrzymywany 
wewnątrz komórki, choć wykazuje zdolność wiązania hormonu i stymulacji syntezy 
cAM P [37, 108]. W  analogicznym odcinku ID ludzkiego receptora FSH występują 
dwie reszty Cys (644, 646), można więc przypuszczać, że receptor może być do
datkowo zakotwiczony w błonie cytoplazmatycznej poprzez reszty palmitylanu. 
Jednak badań takich w odniesieniu do receptora FSH dotąd nie przeprowadzono.

Spośród 25 reszt Ser lub Thr, występujących w części wewnątrzkomórkowej 
FSHR, trzynaście zlokalizowanych jest w pobliżu C-końca. Stanowią one po
tencjalne miejsca fosforylacji receptora przez kinazę białkową C [32]. Z kolei reszty
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aminokwasowe od 650 do 653, w części cytoplazmatycznej szczurzego receptora 
folitropiny, mogą brać udział w wiązaniu białka G [21].

W ykazano, że domena wewnątrzkomórkowa receptora folitropiny zawiera sygnał 
dla podstawno-bocznej lokalizacji w błonie cytoplazmatycznej. Sygnałem tym jest 
sekwencja 14 reszt aminokwasowych (VTSGSTYILVPLSH) odległa o 47 ami
nokwasów od błony. Najważniejszą rolę w tej sekwencji odgrywają Tyr684 i Leu689. 
W wyniku delecji tego odcinka ID lokalizacja receptora zmienia się na szczytową 
(iapical). Przypuszcza się, że struktura tego odcinka zawiera skręt-p ((3-tum ), a 
jego mutacje, zmieniające orientację przestrzenną receptora, mogą powodować jego 
nieprawidłowe działanie i prowadzić do różnych chorób [7].

Ostatnie doniesienia wykazują, że struktura siedmiu segmentów przezbłonowych 
w receptorze FSH nie jest konieczna do włączania receptora do błony i wiązania 
hormonu. Dowodem tego są wyniki badań, w których cDNA kodujący pierwsze 
osiem eksonów owczego FSHR ulegał ekspresji na powierzchni komórek HEK 
293 (human embryonic kidney) i takie białko wykazywało duże powinowactwo 
oraz specyficzność wiązania FSH. Stwierdzono ponadto obecność podobnych trans- 
kryptów zarówno w jądrach, jak  i jajnikach [85].

GEN RECEPTORA FSH

Gen ludzkiego receptora FSH znajduje się w chromosomie 2 (2p21) w pobliżu 
genu receptora lutropiny [1, 5, 28] i obejmuje obszar 54 kpz [29, 30] (rys. 4 
A). Zawiera on 10 eksonów, z których dziewięć pierwszych, o długości od 69 
do 251 pz koduje domenę zewnątrzkomórkową, a dziesiąty (1234 pz) C-końcowy 
fragment ED i domeny: przezbłonową oraz wewnątrzkomórkową [29] (rys. 4 B 
i rys. 2). Struktura ludzkiego genu FSHR wykazuje duże podobieństwo do genu 
szczura, również w połączeniach ekson/intron [29], które utworzone są przez se
kwencje kodujące reszty leucyny i izoleucyny [25, 28]. Podobieństwo oraz położenie 
genów FSHR i LH/CG na tym samym chromosomie [5] wskazują na ich pochodzenie 
od wspólnego prekursora, z którego mogłyby powstać przez serię duplikacji odcinków 
kodujących motywy bogate w Leu (eksony 2 do 9) i połączenie z pierwotnym 
genem receptora wiążącego białko G [24].

Badania genu FSHR małpy Macaca fascicu lańs  wykazały, że podobnie jak u 
człowieka, na końcu 5 ’ znajduje się kodon ATG rozpoczynający otwartą ramkę 
odczytu złożoną z 2085 nukleotydów kodujących 695 aminokwasów. Stwierdzono 
też występowanie wysoce konserwatywnej sekwencji (nukleotydy 1396-1404) ko
dującej trzy aminokwasy Glu, Arg, Trp, które przypuszczalnie oddziałują z białkiem 
G [26].
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RYSUNEK 4. Lokalizacja chromosomowa, budowa i fragment sekwencji nukleotydowej regionu regu
latorowego genu receptora FSH: A -  lokalizacja ludzkiego genu FSH w chromosomie 2; B -  organizacja 
genu FSF1R, eksony oznaczono prostokątami i ponumerowano od 1 do 10, introny oznaczono liniami 
przerywanymi; C -  sekwencja nukleotydowa regionu regulatorowego szczurzego genu FSHR, podkre
ślono i oznaczono sekwencje regulatorowe AP-1 lub CRE, E Box i INR, strzałkami oznaczono dwa 
miejsca startu transkrypcji, a tłustym drukiem miejsce startu translacji

Promotor genu FSHR badanych gatunków ssaków (człowiek, małpa, szczur) 
nie zawiera typowych sekwencji TATA lub CCAAT [18, 24, 27]. W ludzkim 
genie FSHR stwierdzono wiele miejsc startu transkrypcji, z których częściej używane 
m ieszczą się między -1 1 4  i -7 9  pz. Analiza delecyjna wskazuje, że promotor jest 
zlokalizowany między -225  a -1  pz [27, 56].

Ludzki i mysi gen receptora folitropiny nie zawiera elementu odpowiedzi na 
cAM P (CRE) lub miejsca AP-1 (activator protein 1-binding site) [27], choć szczurzy 
gen zawiera sekwencje podobne (TTAGTCA) (rys. 4 C) [18]. Sekwencję CRE 
zawiera natomiast gen LH/CGR, którego ekspresja może być regulowana przez 
FSH za pośrednictwem cAMP [5].

Szczurzy promotor genu FSHR zawiera konserwatywne sekwencje: kasetę E 
(E box) i InR (initiator-like region), które są odpowiedzialne za około 75% funkcji 
promotora (rys. 4 C). M iejsca te są chronione przez białka jądrow e z komórek 
Sertoliego. Usunięcie kasety E powoduje zniesienie aktywności prom otora [18]. 
Sekwencja kasety E (CANNTG) oddziałuje z rodziną czynników transkrypcyjnych
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znanych jako białka zasadowe bHLH (heliks-pętla-heliks) [57], w których region 
zasadowy jest konieczny do wiązania DNA, a motyw HLH warunkuje dimeryzację 
białka. Z kolei InR to region bogaty w nukleotydy pirymidynowe [82], w którym 
znajdują się miejsca inicjacji transkrypcji. Może on współdziałać z sekwencją TATA. 
Region ten wiąże się z różnymi białkami regulatorowymi.

W śród promotorów nie zawierających sekwencji TATA wyróżnia się dwie klasy: 
promotory bogate w GC, o ciągłej (konstytutywnej) ekspresji, z wieloma miejscami 
startu transkrypcji oraz promotory nie zawierające dużej ilości CG, regulowane 
podczas różnicowania, zawierające jeden lub kilka blisko położonych miejsc startu 
transkrypcji (region inicjatorowy). Budowa promotora genu FSHR odpowiada klasie 
drugiej promotorów. Jego regulacja może odbywać się przez oddziaływanie białek 
z InR, być może kooperatywnie z kasetą E [18]. W jądrach myszy stwierdzono 
czynniki transkrypcyjne z rodziny bHLH np. USF (upstream stimulatory factor) 
[55], które tworzą homo- lub heterodimery i wpływają na specyficzność tkankową 
ekspresji genu przez oddziaływanie z białkami wiążącymi InR [18].

Różnice w ekspresji genu FSHR w poszczególnych tkankach próbowano też 
wyjaśnić badając poziom metylacji tego genu. Stwierdzono, że specyficzne sekwencje 
CCGG w promotorze genu w komórkach Sertoliego nie były metylowane, podczas 
gdy w innych tkankach zachodziła ich metylacja [56].

Gen receptora FSH ulega ekspresji w komórkach ziarnistych jajnika [58, 68] 
oraz w komórkach Sertoliego jąder [11, 24, 26, 77]. Choć w badaniach nad ekspresją 
genu FSHR u samców makaka mRNA tego receptora wykryto tylko w gonadach 
[11], u ludzi jego ekspresja następuje również w nabłonku jajników i jajowodów 
[106]. Ekspresja tego genu jest uzależniona od etapów rozwoju gamet [58]. W 
zawiązkach pęcherzyków (prim ordialfollicle) nie stwierdzono mRNA FSHR. Jego 
synteza rozpoczyna się na etapie rozwoju pęcherzyka pierwotnego (primary follicle) 
i kontynuowana jest w dalszych stadiach rozwoju pęcherzyków. W ysoką ekspresję 
genu, mierzoną stężeniem mRNA dla FSHR stwierdzono również w komórkach 
ziarnistych we wczesnych stadiach rozwoju pęcherzyka u ptaków [105].

W ykazano, że inicjacja wzrostu pęcherzyków jajnikowych jest niezależna od 
FSH i ekspresja genu receptora tego hormonu nie oznacza, że dochodzi do syntezy 
receptora [68]. W yniki badań jajników szczurów częściowo wyjaśniają proces ini
cjacji wzrostu pęcherzyków. W ykazano bowiem, że nerwy jajnikowe, poprzez 
neuroprzekaźniki (neurotransmitery) związane z systemem produkującym cAMP, 
powodując ekspresję receptora FSH wpływają na proces różnicowania pęcherzyków 
pierwotnych (primary follicle) [60]. Stwierdzono też, że w pęcherzykach jajnikowych 
szczura następuje koekspresja mRNA receptora FSH i IGF-1 (insulinę-like growth 
factor-1). Czynnik ten pobudza ekspresję FSHR i przyczynia się do zwiększenia 
odpowiedzi komórek ziarnistych na działanie FSH [107].

Ekspresja FSHR w komórkach Sertoliego zmienia się in vivo w poszczególnych 
stadiach cyklu nabłonka plemnikotwórczego i in vitro po dodaniu hormonów [24].
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W  badaniach na szczurach stwierdzono, że w fazie I i XIII oraz XIV cyklu komórek 
nabłonka plemnikotwórczego produkcja mRNA FSHR jest najwyższa, a między 
tymi fazami ekspresja ulega obniżeniu. Z ekspresją genu FSHR skorelowane są 
produkcja cAMP oraz wiązanie FSH do receptora. Stwierdzono też, że FSH działa 
synergistycznie z androgenami na przebieg spermatogenezy [77].

Badania transkryptów genu receptora FSH wykazały ich dużą różnorodność. 
Stwierdzono siedem cząsteczek mRNA ludzkiego FSHR o długości: 6,5, 4,2, 2,5, 
2,2, 2,0, 1,6, 1,3 kz. Uzyskiwane wyniki są zależne od rodzaju badanej tkanki, 
i tak mRNA z ludzkich jajników mają długość 2,5, 4,2 i 7,0 kz [26] lub 2,4 i 
4,1 kz [63]. Podobne cząsteczki uzyskano z jąder szczura (2,6 i 7,2 kz) i jąder 
m akaka (2,6 kz) [26]. Sądzi się, że różne długości mRNA wynikają z wykorzystania 
różnych miejsc poliadenylacji [24] oraz różnej długości regionów niekodujących 
5 ’ i 3’ [63], a także z alternatywnego składania pierwotnych transkryptów, które 
są gatunkowo i płciowo specyficzne [26]. Stwierdzono bowiem obecność izoform 
funkcjonalnych oraz niefunkcjonalnych receptora, które są wynikiem przedwczes
nego odczytania kodonu terminacyjnego [26, 98].

W  jądrach barana wykryto również alternatywne składanie, w wyniku którego 
powstaje wiele transkryptów genu FSHR. Prowadzi ono do tworzenia różnych typów 
receptorów, które mogą brać udział w regulacji działania hormonu [85].

WIĄZANIE HORMONU I TRANSDUKCJA SYGNAŁU

Charakterystyczna budowa receptorów hormonów glikoproteinowych umożliwia 
związanie liganda i przekazanie sygnału do wnętrza komórki (rys. 1). Zainteresowanie 
badaczy skupia się wokół zagadnień lokalizacji miejsca wiązania hormonu przez 
receptor oraz sposobu transdukcji sygnału. Ludzki receptor FSH nie wiąże ludzkiej 
gonadotropiny kosmówkowej i reaguje tylko na duże stężenia hormonu bydlęcego 
[63]. Świadczy to o specyficzności wiązania hormonu przez receptor. Rolę domeny 
zewnątrzkomórkowej w tym procesie wykazały wyniki badań chimer receptorów. 
Receptor złożony z ED FSHR i TM LHR przekazuje sygnał folitropiny, a chimera 
skonstruowana odwrotnie -  sygnał lutropiny [78]. W przypadku badania formy 
receptora FSH skróconej w części cytoplazmatycznej, która zawierała 635 reszt 
aminokwasowych, wykazano, że taki receptor wiązał ludzki FSH z powinowactwem 
podobnym do wiązania całego receptora. Ponadto następował wzrost stężenia cAMP 
i gromadzenie fosforanu inozytolu w komórce [32].

Nawet wolna domena zewnątrzkomórkowa FSHR wiąże hormon podobnie jak 
cały receptor. Sugeruje to, że N-końcowa ED tego receptora, tak samo jak  ED 
TSHR i LH/CGR, bierze udział w rozpoznawaniu i wiązaniu hormonu [12]. Hipotezę 
tę potwierdzają badania pozostałych receptorów hormonów glikoproteinowych, w
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których wykazano wiązanie hormonu z wolną formą ED [87,95]. Jednak stwierdzono, 
że hormon może się też łączyć z końcem karboksylowym (TM II) receptora LH/CG 
[74]. Uważa się, że ED LH/CGR jest odpowiedzialna za wiązanie hormonu z dużym 
powinowactwem, a TD za transdukcję sygnału przez wiązanie białka G [78, 80]. 
Substytucja Asp397 w pierwszej pętli zewnątrzkomórkowej receptora LH/CG po
woduje zmniejszenie produkcji cAMP po związaniu hormonu, dlatego przypuszcza 
się, że ta pętla może brać udział w wiązaniu hormonu. Odpowiednikiem tej reszty 
w FSHR jest Asp4 2 2  (rys. 2). Badania potwierdziły, że zastąpienie tego aminokwasu 
przez Glu, Ala lub Lys uniemożliwia wiązanie FSH. Takie substytucje powodują 
niekompletne fałdowanie białka receptora i zatrzymywanie go w siateczce śród- 
plazmatycznej. Podobne zjawisko zaobserwowano syntetyzując niepełną formę re
ceptora pozbawioną domeny wewnątrzkomórkowej (ID) [83].

Wyniki badań sugerują, że reszty węglowodanowe FSHR są konieczne do wiązania 
hormonu. Usunięcie miejsc potencjalnej glikozylacji przez ukierunkowaną muta- 
genezę powoduje, że hormon nie wiąże się z receptorem. Podobnie dzieje się, 
gdy zapobiega się N-glikozylacji przez dodanie tunikamycyny. Jednak gdy usuwa 
się węglowodany z receptora metodami enzymatycznymi, uzyskuje się wysokie 
powinowactwo FSH do receptora. Świadczy to, że reszty glikozylowe związane 
z FSHR nie są bezpośrednio wymagane przy wiązaniu hormonu, lecz oligosacharydy 
(szczególnie związane z Asn j9] i Asn293) są konieczne do prawidłowego fałdowania 
syntetyzowanego białka receptora [12]. Znaczenie N-glikozylacji w ustaleniu pra
widłowej konformacji innych białek zostało udokumentowane, choć węglowodany 
mogą też wpływać na wiązanie liganda w innych receptorach (np. w receptorze 
urokinazy) [12].

W iązanie folitropiny do jej receptora nie zostało dokładnie zbadane, lecz ze 
względu na podobieństwo budowy hormonów glikoproteinowych, jak  i ich recep
torów można przypuszczać, że przebiega podobnie jak wiązanie LH/CG [89]. Pod- 
jednostki a  i [3 hormonu przypuszczalnie tworzą bruzdę, która bierze udział w 
kontakcie z receptorem [10]. Domena zewnątrzkomórkową LH/CGR, zawierająca 
helikalnie zwinięte odcinki odpowiadające motywom bogatym w Leu, ułożona jest 
w kształcie litery U lub J (rys. 1). W iązanie hormonu z dużym powinowactwem 
wynika z oddziaływania reszt aminokwasowych w zgiętej części receptora i rowku 
utworzonym przez pierwszą pętlę a-podjednostki oraz pierwszą i trzecią pętlę 
(3-podjednostki hormonu. Po przyłączeniu do receptora hormon znajduje się w prze
strzeni pomiędzy ramionami wygiętej ED receptora. Przypuszczalnie istnieje też 
kilka miejsc kontaktu ED z domeną przezbłonową. Transdukcja sygnału wywołana 
jest wpływem hormonu na odległość pomiędzy ramionami ED i modulowana jest 
przez oligosacharydy związane z podjednostkami hormonu [65]. Prawidłowa gli- 
kozylacja cząsteczki hormonu wydaje się ważniejsza niż obecność reszt węglo
wodanowych w receptorze [54]. Oligosacharydy związane z Asn56 a-podjednostki
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FSH, w zależności od ich wielkości, mają wpływ hamujący na reasocjację pod- 
jednostek i wiązanie hormonu z receptorem [8].

W porównaniu do LH/CGR i TSHR sekwencję aminokwasów od 282 do 334 
należy uznać za unikalną w FSHR. Odcinek ten, zawierający 53 reszty amino- 
kwasowe, może warunkować specyficzne wiązanie hormonu [26].

Związanie agonisty do receptora indukuje zmiany konformacyjne, które ułatwiają 
jego oddziaływanie z białkiem G [21]. Syntetyczne peptydy, odpowiadające se
kwencjom aminokwasów regionu il3 (533 do 555) i końca karboksylowego (645 
do 653) jądrow ego receptora szczura, stymulowały bowiem wymianę nukleotydów 
guanylowych w błonach i modulowały odpowiedź komórek Sertoliego na stymulację 
przez FSH [22, 23]. Usunięcie z receptora FSH fragmentu sekwencji aminokwasów 
od 645 do 653 powodowało, że nie oddziaływał on z białkiem G. Przypuszcza 
się, że w tym miejscu następuje przyłączenie białka G do receptora [21, 31]. W 
niektórych receptorach wiążących białko G występuje sekwencja aminokwasów 
tworząca motywy B-B-X-X-B lub B-B-X-B (B -  reszty aminokwasów zasadowych). 
M otywom tym odpowiadają sekwencje KIAKR (aminokwasy 551 do 555) i RKSH 
(650 do 653) szczurzego receptora FSH. Stanowią one minimalny motyw strukturalny 
odpowiedzialny za wiązanie białka G [21]. Z białkiem G może oddziaływać fragment 
C-końcowy trzeciej pętli wewnątrzkomórkowej, który tworzy amfifilową strukturę 
a-heliksu. Inne badania dowodzą, że C-końcowa reszta aminokwasu zasadowego 
w wyżej wymienionych motywach w il3 a2-receptora adrenergicznego może być 
zastąpiona przez resztę aminokwasu aromatycznego (Phe) bez zakłócenia oddzia
ływania z białkiem G [21]. Zauważono, że usunięcie aminokwasów 645-653 hamuje 
biosyntezę estradiolu stymulowaną przez FSH w hodowli komórek Sertoliego, przy
puszcza się więc, że reszty N-końcowe (przypuszczalnie His645 i His648) tego regionu 
FSHR mogą brać udział w aktywacji białka G [21]. Przypuszczenie to potwierdza 
fakt, że reszty te są konserwatywne u wielu gatunków ssaków [26].

REGULACJA DZIAŁANIA RECEPTORA

Na transdukcję sygnału za pośrednictwem receptora FSH można wpływać na 
etapie ekspresji genu receptora, a także przez modyfikację struktury utworzonego 
białka.

Na początkowych etapach ontogenezy ekspresja genu FSHR jest zahamowana 
i rozpoczyna się w okresie przechodzenia do stadium pęcherzyka pierwotnego [68]. 
Podobnie, w nabłonku plemnikotwórczym ekspresja genu FSHR zależy od stadium 
cyklu i m oże być regu low ana parakrynow o przez zw iązki syn tetyzow ane 
w spermatogoniach i spermatocytach [77]. Badania in vitro i in vivo na szczurach 
wykazały, że w obecności FSH zmniejsza się zawartość mRNA FSHR w komórkach
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Sertoliego [59]. Podobne zjawisko zaobserwowano w komórkach ziarnistych jajnika 
krowy, hodowanych in vitro [33].

Transdukcja sygnału za pośrednictwem receptora FSH może być regulowana 
przez produkty białkowe genu FSHR powstałe w wyniku alternatywnego składania 
(splicing) pierwotnego transkryptu. W gonadzie męskiej stwierdzono alternatywne 
składanie pierwotnego transkryptu genu FSHR prowadzące do delecji 186 pz z 
eksonu IX i w konsekwencji do skrócenia produktu białkowego o 62 reszty ami
nokwasów (rys. 2). Ta izoforma receptora, zwana FSHR/E [25], jest białkiem o 
określonej funkcji, pomimo że nie zawiera konserwatywnych Cys275 i Cys276 wpły
wających na strukturę przestrzenną receptora i wiązanie liganda. M oże ona brać 
udział w modulacji odpowiedzi komórkowej na gonadotropiny [25].

W badaniach szczurów pomiędzy 12,5 a 14,5 dniem życia płodowego wykazano, 
że w jądrach i jajnikach najwcześniej pojawia się mRNA kodujący domenę zewną- 
trzkomórkową, a dwa dni później całkowity mRNA FSHR [76]. Z kolei w dojrzałych 
jajnikach myszy, poza mRNA kodującym kompletny receptor FSH, stwierdzono 
trzy rodzaje cząsteczek będących wynikiem delecji eksonu 2 oraz 2, 5 i/lub 6. 
Ekspresja wszystkich cząsteczek wynikających z alternatywnego składania jest gona- 
dotropino-niezależna, a krótsze formy pojawiają się wcześniej podczas rozwoju 
jajników [69].

Krótkie fragmenty receptora FSH stwierdzono również u innych zwierząt m.in. 
u bydła i królika. Alternatywne składanie pierwotnego transkryptu genu receptora 
FSH u owcy doprowadza do produkcji formy mRNA receptora, zawierającej eksony 
od pierwszego do ósmego, lub rozpuszczalnego białka, które jest wynikiem translacji 
mRNA zawierającego eksony od pierwszego do czwartego. W komórkach HEK 
293 ekspresji ulega owczy gen receptora FSH, który różni się w regionie 3 ’ od 
zwykle występującego genu. Jego produkt białkowy wiąże specyficznie FSH, lecz 
nie indukuje syntezy cAMP, działa więc jako receptor negatywny [103].

Izoformy pozbawione funkcji, będące wynikiem alternatywnego składania re
ceptorów LH/CG i TSH, mogą także odgrywać rolę jako białka wiążące hormon 
lub autoantygeny [72].

Prowadzone badania są również ukierunkowane na poznanie mechanizmu re
gulacji receptora na etapie potranslacyjnym, gdyż stwierdzono, że fosforylacja FSHR 
uniemożliwia aktywację cyklazy adenyłanowej przez receptor [32]. Gdy komórki 
docelowe są poddawane działaniu hormonu, ich odpowiedź zmniejsza się przy stałej 
obecności hormonu. To zjawisko zwane odczuleniem (desensitization) opiera się 
na dwóch mechanizmach regulacyjnych. Pierwszy z nich, krótkotrwały, polega na 
zmianie właściwości receptorów bez zmiany ich liczby i prowadzi do zmniejszenia 
zdolności receptorów do aktywacji ich systemu efektorowego. Drugi mechanizm, 
o dłuższym czasie działania, zwany down-regulation polega na zredukowaniu liczby 
receptorów na powierzchni komórki.
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Zmiana właściwości receptorów przebiega w drodze modyfikacji potranslacyj- 
nych, a down-regulation przez zahamowanie syntezy lub dojrzewania, internalizację 
lub degradację i/lub przez zmniejszenie wydzielania na zewnątrz komórki [32].

W przypadku receptora [32-adrenergicznego wiązaniu agonisty towarzyszy fo
sforylacja, która doprowadza do zablokowania jego ponownego wiązania [35]. M u
tacje w miejscach fosforylacji w innych receptorach wiążących białko G prowadzą 
do zmniejszenia fosforylacji indukowanej przez agonistę [3, 32, 36, 49, 73, 91]. 
Zaobserwowano również zjawisko odczulenia ludzkiego FSHR po działaniu FSH, 
choć jego mechanizm nie został ostatecznie wyjaśniony [63, 64]. Związaniu hormonu 
towarzyszy internalizacja i po 4 godz. inkubacji z hormonem obserwowano utratę 
50% receptorów z powierzchni komórki [64].

Gdy stwierdzono, że FSH indukuje fosforylację receptora, przyjęto założenie, 
że fosforylacja FSHR przez kinazę białkową C może wpływać na jego działanie. 
Skonstruowano receptor skrócony w swej części cytoplazmatycznej, w której zlo
kalizowano miejsca potencjalnej fosforylacji. Takie białko, które nie miało dwunastu 
miejsc fosforylacji, reagowało na ludzki FSH trzy razy silniej i ulegało fosforylacji. 
Wnioskuje się z tego, że postulowane miejsca nie podlegają fosforylacji, a tak 
skonstruowane białko ma wyeksponowane inne miejsca fosforylacji lub reakcja 
ta przebiega w miejscach zlokalizowanych na pętlach wewnątrzkomórkowych i 
Ser624 [32]. W yniki przeprowadzonych badań wykazują, że kinaza białkowa C 
jest tylko częściowo odpowiedzialna za fosforylację receptora indukowaną przez 
hormon [75]. Dalsze badania miejsc fosforylacji szczurzego receptora FSH, w których 
użyto mutantów receptora pozbawionych reszt Ser i Thr w pętlach cytoplazmaty- 
cznych, doprowadziły do wniosków, że fosforylacja indukowana hormonem jest 
czynnikiem powodującym zarówno brak wiązania agonisty, jak  i internalizację re
ceptora. Ustalono ponadto, że fosforylacja w trzeciej pętli wewnątrzkomórkowej 
przyczynia się do braku wiązania agonisty, lecz nie jest konieczna do internalizacji 
receptora. Nie wyjaśniono do tej pory, czy do internalizacji jest konieczna fosforylacja 
w pierwszej, trzeciej, czy w obu pętlach wewnątrzkomórkowych [66].

W pływ na działanie receptorów FSH wykazuje też białko FSH-BI (follicle sti- 
mulating hormone receptor-binding inhibitor) wydzielane przez ludzkie komórki 
ziarniste i hamujące wiązanie FSH z receptorem. Ponieważ białko to stymuluje 
syntezę estradiolu z androstendionu w hodowlach komórek Sertoliego, jego rola 
może polegać na miejscowej regulacji działania FSH w jajnikach [4].

WPŁYW NIEPRAWIDŁOWEJ BUDOWY RECEPTORA 
NA JEGO DZIAŁANIE

Zmiany w sekwencji aminokwasowej receptorów mogą powodować przekazy
wanie sygnału do komórki bez udziału liganda. W receptorach o nieskomplikowanej
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TABELA  1. Skutki mutacji w receptorach gonadotropin

R eceptor Zam iana Lokaliza Efekt Piśm ien
aminokwasu cja* nictwo

FSHR Asp 567 —>Gly il 3 Aktyw acja konstytutywna u m ężczyzn [30]
po usunięciu przysadki mózgowej

FSHR Ser 164 —> Phe ED N iepraw idłowe fałdowanie receptora [2]
Ala 189 ->  Val ED powodujące różny stopień zaburzeń [1]

spermatogenezy u mężczyzn
i dysgenezję jajników (ODG) u kobiet

LH/CGR M et 398 ->  Thr TM  II A ktyw acja konstytutywna receptora [1 5 ] , [4 3 ] ,
pow odująca sporadyczne i rodzinne [50], [102]

Ile 542 —> Leu TM  V przedw czesne dojrzewanie męskie [50]
Asp 564 —> Gly il 3 (FM PP) [50]
A la 568 -4  Val il 3 [47]
M et 571 Ile TM  VI [43], [44]
A la 572 -A Val TM  VI [100], [101]
Ile 575 —> Leu TM VI [51]
Thr 577 -4  Ile TM VI [41]
Asp 578 Gly TM  VI [44], [88]
Asp 578 —> Tyr TM  VI [50]
Cys 581 —> Arg TM VI [501

LH/CGR Asn 291 —> Ser ED Inaktywacja receptora powodująca [52]
A la 593 —> Pro TM  VI hypoplazję komórek Leydiga (LCH) [45], [97]
Ser 616 —> Tyr TM  VII i męski pseudohermafrodytyzm [48]

*il -  pętla wewnątrzkomórkowa, TM -  segment przezbłonowy, ED -  domena zewnątrzkomórkowa.

budowie, np. receptorze bakteryjnym Trg, zamiana jednej reszty aminokwasowej 
wywołana mutacją genu powoduje uaktywnienie przekazywania sygnału bez zwią
zania liganda (mimicked-occupancy). W tym przypadku miejsce wiązania znajduje 
się w domenie przezbłonowej, a substytucja aminokwasu dotyczy miejsca rozpo
znawania liganda i uniemożliwia jego wiązanie z receptorem [99].

Podobny efekt, choć jego mechanizm jest odmienny, daje aktywacja konsty
tutywna, polegająca na stałym uaktywnieniu receptora i ciągłym przekazywaniu 
sygnału bez udziału liganda. W sekwencjach aminokwasowych receptorów wią
żących białko G, np. otjg-, cc2- i (32-adrenergicznych, stwierdzono wiele mutacji 
konstytutywnych [81, 86, 90] zlokalizowanych głównie w il3, która przypuszczalnie 
bierze udział w wiązaniu białka G [31]. Mutacje konstytutywne występują też w 
receptorach hormonów glikoproteinowych [15, 30, 41, 45, 47, 53, 100] (tab. 1). 
W iększość mutacji wpływających na transdukcję sygnału w receptorach TSH 
i LH/CG znajduje się w domenie przezbłonowej. Tam też zlokalizowane są mutacje 
aktywujące receptory LH/CG i FSH. Z kolei mutacje inaktywujące receptory są
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rozproszone w całej sekwencji kodującej. Mutacje aktywujące są z reguły dzie
dziczone w sposób dominujący, a inaktywujące w sposób recesywny [9].

Stwierdzono, że u mężczyzn, którym usunięto przysadkę mózgową, wytwarzanie 
nasienia nie było zaburzone. Próba wyjaśnienia tej anomalii doprowadziła do wy
krycia tranzycji w trzeciej pętli wewnątrzkomórkowej, powodującej zamianę Asp 
567 Gly w produkcie białkowym genu FSHR. Wykazano, że ta heterozygotyczna 
mutacja wywołała konstytutywną aktywację receptora i zwiększenie produkcji cAMP
[30].

W receptorze folitropiny stwierdzono również mutacje w domenie zewnątrzko
mórkowej. Choć nie powodują one aktywacji konstytutywnej, wpływają na funkcję 
biologiczną receptora. M utacja w eksonie siódmym, kodującym ED (Ala 189 Val), 
powoduje nieprawidłowe fałdowanie białka i utratę jego aktywności [93]. M utacja 
ta wyjaśnia około 50% dziedzicznych form dysgenezji jajników (hypergonadotropic 
ovarian dysgenesis) w populacji fińskiej [1, 34]. Schorzenie to jest dziedziczone 
recesywnie i chociaż nie znosi wiązania FSH, doprowadza do zahamowania produkcji 
cAMP [34].

W eksonie szóstym, kodującym domenę zewnątrzkomórkową FSHR stwierdzono 
tranzycję (C566T) powodującą zamianę Ser w pozycji 164 na Phe. U pacjentek 
powoduje ona oporność jajników na FSH i objawy dysgenezji jajników [2].

M utacje genu receptora FSH mogą także wiązać się z nowotworami gonad. 
W  przypadku 69% badanych guzów jajnika (sex cord tumor) stwierdzono hete- 
rozygotyczną mutację (T1777C) powodującą zamianę Phe 591 Ser w szóstym seg
m encie przezbłonow ym . Pow odow ała ona zaham owanie produkcji cA M P po 
stymulacji folitropiną w komórkach hodowanych in vitro [42].

M ężczyźni homozygotyczni z mutacjami w obrębie FSHR mają w różnym stopniu 
zaburzoną spermatogenezę, lecz nie wykazują azoospermii. Potwierdza to przy
puszczenia, że FSH jest bardziej istotny w płodności kobiet niż mężczyzn [93].

Podczas badań niepłodnych mężczyzn z objawami zespołu komórek Sertoliego 
(Sertoli-cell-only syndrome) nie potwierdzono mutacji w receptorze FSH, natomiast 
u pacjentów tych wykazano wysoką aktywność immunologiczną przeciw FSH [54].

UWAGI KOŃCOWE

Komórki docelowe FSH (komórki ziarniste względnie komórki Sertoliego) są 
niezbędne w procesie gam etogenezy. Komórki Sertoliego stanowią fizyczną podporę 
dla rozwoju plemników, a komórki ziarniste jajnika stanowią osłonę komórki jajowej 
i rozwijającego się pęcherzyka. Komórki te syntetyzują również czynniki wzrostu 
niezbędne do rozwoju komórek rozrodczych [24].

Obecność receptorów FSH w pęcherzykach jajnikowych wskazuje, że FSH może 
odgrywać rolę w ich rozwoju i różnicowaniu we wcześniejszych stadiach niż do
tychczas przypuszczano. M ożliwe jest też, że efekty stymulacyjne czynników in-
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dukujących jajeczkowanie nie są ograniczone do pęcherzyków przedsionkowych 
(antral follicles). W iele dowodów na heterogeniczność FSHR oraz jego odpowiedzi 
na hormony we wczesnych stadiach rozwoju pęcherzyków budzi szczególne zain
teresowanie, gdyż, jak się sądzi, zjawiska te mogą powodować różnicowy wzrost 
pęcherzyków i ustalenie pęcherzyka dominującego [68].

Cykliczność ekspresji receptora FSH stwierdzona w komórkach Sertoliego przy
bliża poznanie funkcji tego hormonu podczas spermato- i spermiogenezy [24]. Rolę 
FSH w procesie spermatogenezy podkreślają wyniki badań na szczurach, u których 
indukowano reakcję immunologiczną przeciw receptorom FSH. U zwierząt tych 
zaobserwowano redukcję liczby plemników wynikającą z supresji wiązania hormonu 
z receptorem [20].

Zwraca się też uwagę na rolę gonadotropin i ich receptorów w powstawaniu 
guzów narządów rodnych u kobiet [17, 42, 106]. Ostatnio np. stwierdzono obecność 
FSHR w komórkach raka endometrium macicy [67].

Poznanie budowy i funkcji receptora FSH stanowi podłoże do dalszych badań 
zaburzeń rozrodczości człowieka, w których lokalizacja mutacji powodujących jego 
nieprawidłowe działanie odgrywa szczególną rolę.
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Streszczenie: Komórki tuczne (mastocyty) znajdują się niemal we wszystkich głównych narządach i 
tkankach naszego organizmu. Choć dziś dużo już o nich wiadomo, wiele jeszcze pozostało do odkrycia. 
Mastocyty zawierają liczne ziarnistości wydzielnicze. Ziarnistości produkują wiele związków biologi
cznie czynnych, takich jak: aminy biogenne, proteazy, metabolity kwasu arachidonowego, cytokiny. 
Komórki tuczne człowieka możemy podzielić w zależności od zawartości ziarnistości na trzy podtypy:
1) MCct -  zawierające chymazę i tryptazę, 2) MCt -  zawierające tryptazę, 3) MCc -  zawierające 
chymazę. Obecnie wiadomo, że komórki tuczne poza różnorodnością pod względem histochemicznym 
i biochemicznym wykazują także zróżnicowanie funkcjonalne. Komórki tuczne pełnią kluczową rolę w 
reakcjach nadwrażliwości i w tzw. niealergicznych reakcjach immunologicznych. Udowodniony jest 
również udział komórek tucznych w procesie zapalnym, w regulacji napięcia ścian dróg oddechowych, 
procesie wykrzepiania wewnątrznaczyniowego, regulacji ciśnienia tętniczego krwi, mogą one wpływać 
na procesy angiogenezy oraz przebudowy tkankowej. Szczegółowe poznanie fizjologii tych komórek 
może pozwolić na zrozumienie wielu dotychczas nie wyjaśnionych procesów.

Słowa kluczowe: komórka tuczna, tryptaza, chymaza

Summary: Mast cells are found in almost every main organs and tissues of our body. Although we know 
a lot about them, they still arouse much controversy. They produce or store many substances, among 
them: biogenic amins, proteases, mediators synthesized from arachidonic acid and cytokines. Mast cells 
in human represent a heterogeneous cell population. According to the content of the specific proteases 
we can distinguish: 1) M C ct -  mast cells containning chymase and tryptase, 2) M C t -  mast cells 
containning tryptase, 3) MCc -  mast cells containning chymase. Now it is clear that mast cells in addition 
to their histochemical and biochemical heterogeneity can also be distinguished by their functional 
activity. Mast cells play a great role in hypersensivity reactions, inflammatory reactions, airway and 
vascular tone regulation, intravascular coagulation, vascularisation and tissue remodeling. Better know

*Stud. W ydziału Lekarskiego V roku, Indyw idualny Tok Studiów.
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ledge of mast cell physiology can help to understand many reactions which have not been acknowledged 
yet.

Key words: mast cell, tryptase, chymase.

Komórki tuczne (mastocyty, ang.: mast cells, niem.: Mastzellen) znajdują się 
niemal we wszystkich głównych narządach i tkankach naszego organizmu i biorą 
udział w wielu procesach, zarówno fizjologicznych jak i patologicznych. Choc 
dziś dużo już o nich wiadomo, nadal wzbudzają wiele kontrowersji.

Po raz pierwszy zaobserwował je von Recklinghausen w 1863 roku, jednakże 
odkrycie ich przypisuje się Pawłowi Ehrlichowi. Ten niemiecki uczony, jeszcze 
jako student w 1877 roku badał zdolności barwienia barwników anilinowych i 
stwierdził, że pewne komórki zawierają ziarnistości barwiące się pod wpływem 
niebieskich barwników na kolor fioletowy. Ponieważ podejrzewał, że tak duże ko
mórki magazynuj ą substancje odżywcze dla tkanki łącznej, więc nazwał je  komórkami 
tucznymi. I choć późniejsze badania innych uczonych nie potwierdziły tej hipotezy, 
nazwa przetrwała do dziś [32].

Komórki tuczne mają kształt okrągły lub lekko wydłużony. Jądro jest na ogół 
niesegmentowane, heterochromatyna rozproszona. W yposażone są w typowe or
ganelle komórkowe: mitochondria, retikulum endoplazmatyczne, aparat Golgiego, 
rybosomy i polisomy. W cytoplazmie stwierdza się ponadto ziarna lipidowe nie 
otoczone błoną, mikrotubule, mikrofilamenty oraz bardzo liczne ziarnistości wy- 
dzielnicze.

Pochodzenie komórek tucznych długo pozostawało niejasne. Sugerowano, że 
różnicują się one z limfocytów T, makrofagów lub fibroblastów. Obecnie wiadomo, 
że rozwijają się z wielopotencjalnych komórek krwiotwórczych w szpiku kostnym 
[13, 20]. Komórki te są mniej zróżnicowane niż komórki prekursowe linii ery- 
trocytamej czy granulocytarnej. Podczas gdy komórki krwi (erytrocyty, granulocyty) 
nie opuszczają tkanki krwiotwórczej przed ukończeniem dojrzewania, komórki tu
czne docierają do tkanki łącznej jako niezróżnicowane komórki progenitorowe i 
dopiero tam nabierają swoistych cech.

Dojrzewanie komórek tucznych zachodzi pod wpływem specyficznych czynników 
wzrostu, którymi są: IL-3, IL-4, SCF (stem cell factor, czynnik wzrostu komórek 
pnia), IL-9, IL-10 [18]. W odróżnieniu od pozostałych dojrzałych komórek krwi, 
mastocyty zachowują zdolność do proliferacji (chociaż podziały tych komórek nie 
były dotąd obserwowane w tkankach) [31].

Liczba komórek tucznych w organizmie jest znaczna. Dowiedziono, że gdyby 
komórki te tworzyły jeden narząd, jego masa byłaby porównywalna z masą śledziony
[31]. Rozmieszczone są jednak nieregularnie. Zagęszczenie tych komórek występuje 
w skórze, błonie śluzowej dróg oddechowych i przewodu pokarmowego -  czyli 
wszędzie tam, gdzie organizm narażony jest na kontakt z obcymi antygenami. Su
geruje to, że pełnią one kluczową rolę w procesach obronnych organizmu.
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Aktywność immunologiczną mastocytów można, w pewnym uproszczeniu, spro
wadzić do zdolności uwalniania przez nie mediatorów.

Mediatory zawarte w ziarnistościach komórek tucznych można podzielić na 
trzy grupy:

1) mediatory preformowane,
2) mediatory syntetyzowane de novo z fosfolipidów błon komórkowych pod 

wpływem aktywacji komórek tucznych,
3) cytokiny [31].
Do mediatorów preformowanych zaliczamy:

• aminy biogenne: histaminę i serotoninę; zawartość histaminy jest różna w różnych 
komórkach tucznych -  najwięcej 5,6 pg/kom. znajduje się w mastocytach mig- 
dałków, mniej -  4,6 pg/kom. -  w mastocytach skóry, 1,0-5,5 -  w mastocytach 
płuc, 3,7 -  w mastocytach krezki, 2,8 -  w mastocytach jelita grubego; serotonina 
nie występuje w mastocytach człowieka (występuje tylko w komórkach tucznych 
gryzoni) [27];

• proteoglikany: proteoglikan heparyny i niektóre siarczany chondroityn;
• obojętne proteazy: tryptazę, chymazę, karboksypeptydazę B, katepsynę G [21];
• kwaśne hydrolazy: arylosulfatazę-[3, (3-heksozaminidazę, [3-galaktozydazę;
• enzymy utleniające: peroksydazę, dysmutazę ponadtlenkową, kininogenazę;
• czynniki chemotaktyczne: ECF-A (eosinophil chemotactic factor, czynnik che- 

motaktyczny dla eozynofilów), NCF-A (neutrophil chemotactic factor, czynnik 
chemotaktyczny dla neutrofilów) [32].

Do mediatorów syntetyzowanych z kwasu arachidonowego błon komórkowych 
pod wpływem aktywacji komórek tucznych należą: PGD2, LTC4, PAF (platelet 
-activacting factor, czynnik aktywujący płytki) i występujący w mniejszej ilości 
LTB4 [12, 20].

M echanizm syntezy i magazynowania cytokin nie jest dokładnie wyjaśniony, 
ale udowodniono, że profil wydzielania komórek tucznych jest zbliżony do profilu 
limfocytów Th typu 2. Stwierdzono, że komórki tuczne gryzoni produkują: IL-1, 
IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IFN-y (interferon-y), TGF-(3 (transforming growth 
factor-|3, transformujący czynnik wzrostu), T N F-a (tumor necrosisfactor-a , czynnik 
nekrotyczny nowotworów), MIP-1 (macrophage inflammatory protein-1), GM-CSF 
(granulocyte -  macrophage colony-stimulating factor). Natomiast komórki tuczne 
człowieka produkują: TN F-a, IL-4, IL-5, IL-6 (TN F-a i IL-4 mogą być natych
miastowo uwalniane z ziarnistości w procesie degranulacji) [1, 5, 16].

Zdolność komórek tucznych do uwalniania cytokin, które mają szeroki i bardzo 
różnorodny wpływ na wiele procesów zachodzących w organizmie, świadczy o 
różnej roli tych komórek. Biorą one m.in. udział w takich procesach, jak: gojenie 
się ran, przebudowa tkanek, patologiczne włóknienie, angiogeneza, tworzenie skrze
pów, odpowiedź swoista na infekcje bakteryjne, rozrost niektórych nowotworów, 
hematopoeza i produkcja przeciwciał [31].
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Odpowiedź komórek tucznych na bodziec może przebiegać w dwojaki sposób:
1) jako degranulacja komórek lub 2) jako wzrost liczby mastocytów.

Pierwszy typ odpowiedzi (tj. degranulacja) jest charakterystyczny dla reakcji 
nadwrażliwości typu wczesnego. Degranulacja może być zależna od IgE, a niezależna 
od dopełniacza (jak w reakcji anafilaksji) lub zależna od dopełniacza (jak w reakcji 
anafilaksji wywołanej przez kompleksy immunologiczne).

Rozrost komórek tucznych jest z kolei charakterystyczny dla reakcji nadwra
żliwości typu późnego. Akumulacja mastocytów w tym procesie jest poprzedzona 
agregacją limfocytów T. IL-1 i T N F-a uwolnione z komórek tucznych mogą wtórnie 
przyczyniać się do gromadzenia się limfocytów.

Degranulacja komórek tucznych następuje pod wpływem ich aktywacji. Głównym 
czynnikiem aktywującym mastocyty jest reakcja swoistego antygenu z cząsteczkami 
odpowiednich IgE związanych z komórkowymi receptorami FceRI (reakcja ana- 
filaktyczna). Wiadomo, że reaktywność komórek tucznych pochodzących z różnych 
narządów nie jest taka sama. Związane jest to przede wszystkim z różną gęstością 
receptorów FceRI na powierzchni tych komórek.

Do aktywacji mastocytów może dojść także w drodze tzw. mechanizmów anafi- 
laktoidalnych, bez udziału IgE. Ta aktywacja komórek może być wywołana przez 
czynniki endogenne lub egzogenne [32].

Czynnikami endogennymi wywołującymi aktywację komórek tucznych są: ana- 
filatoksyny C3a, C4a, C5a, czynniki uwalniające histaminę (HRFs), enzymy (fo- 
sfo lipaza A 2, fosfo lipaza C, chym otrypsyna), neuropeptydy (som atostatyna, 
neurotensyna, angiotensyna, substancja P, endorfina, gastryna), interleukiny (IL-1, 
IL-3), białka pochodzące z eozynofilów (główne białko zasadowe: M BP -  major 
basie protein , kationowe białko eozynofilowe: ECP -  eosinophil cationic protein ) 
i inne.

Niektóre z tych czynników, np. anafilatoksyny łączą się ze swoistymi receptorami 
na powierzchni komórek tucznych i w ten sposób aktywują je; mechanizm działania 
pozostałych nie został poznany. Reaktywność mastocytów różnych gatunków zwie
rząt i człowieka na wyżej wymienione czynniki jest bardzo zróżnicowana [13, 
15].

Wśród czynników egzogennych aktywujących mastocyty należy wymienić: 
niektóre leki, środki cieniujące, jonofory wapnia, polimery węglowodanów, bakterie 
i ich produkty [4, 28].

Komórki tuczne nie stanowią jednolitej populacji komórek. Pierwsze doniesienia 
o ich zróżnicowaniu pochodzą z 1906 roku, kiedy to Maksimów zaobserwował, 
że mastocyty przewodu pokarmowego różnych gatunków zwierząt są mniejsze i 
zawierają mniej ziarnistości niż wyizolowane z innych narządów; obserwacje te 
potwierdziły także późniejsze badania innych uczonych [3,10,23]. Obecnie wiadomo, 
że komórki tuczne, poza różnorodnością pod względem histochemicznym i bio
chemicznym, wykazują także zróżnicowanie funkcjonalne [10, 29].
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Komórki tuczne gryzoni można podzielić na dwie subpopulacje. Są to: 1) komórki 
tuczne związane z błoną śluzową: MMC -  mucosal mast cells i 2) komórki tuczne 
związane z tkanką łączną: CTMC -  connective tissue mast cells.

Ludzkich komórek tucznych nie można podzielić na mastocyty związane z błoną 
śluzową i związane z tkanką łączną. Również klasyfikacja histochemiczna, oparta 
na obecności lub braku heparyny, dobra do różnicowania mastocytów u gryzoni, 
nie jest przydatna w analizowaniu tych komórek, gdyż wszystkie komórki tuczne 
człowieka zawierają heparynę.

Podobnie jak  u gryzoni, dominującym składnikiem ziarnistości ludzkich komórek 
tucznych są obojętne proteazy: chymaza i tryptaza [2, 11, 12, 17, 19, 22, 30, 31].

W zależności od zawartości proteaz komórki tuczne człowieka możemy po
dzielić na trzy podtypy: 1) MCT -  zawierające tryptazę, 2) M CCT -  zawierające 
chymazę i tryptazę, 3) M Cc  -  zawierające chymazę.

Trzecia subpopulacja komórek tucznych, tzn. zawierająca tylko chymazę (a nie 
zawierająca tryptazy) została odkryta dopiero niedawno w 1993 roku przez Weidnera 
i Austena [30]. Komórki te występują w błonie podśluzowej przewodu pokarmowego 
i w węzłach chłonnych. Ponieważ jednak żadnemu innemu badaczowi nie udało 
się uwidocznić tych komórek, ich występowanie czeka na potwierdzenie.

Subpopulacje M CT i M CCT różnią się pod względem budowy ultrastrukturalnej. 
Ziarnistości M CCT zawierają struktury parakrystaliczne w kształcie siatki lub kry
ształów, podczas gdy ziarnistości MCT zawierają struktury ułożone w miony, sku
pione na obrzeżach ziarnistości [12]. Ponadto subpopulacje te różnią się zawartością 
cytokin, a mianowicie: IL-4 występuje w 85% M CCT i tylko w 15% MCT, a 
IL-5 i IL-6 znajdują się prawie wyłącznie w MCT [6].

Aldenborg i Enerback [2] wykazali wiele różnic w lokalizacji między komórkami 
M CCT i MCT. Stwierdzili oni, że M CCT są dominującymi komórkami zarówno 
w błonie podśluzowej, jak  i śluzowej przewodu pokarmowego, natomiast M CT 
są zlokalizowane w błonie śluzowej (tylko błona śluzowa kątnicy wykazuje duże 
zróżnicowanie w zakresie zawartości komórek MCT). Natomiast wg M atina i wsp. 
M Cc  występują z tą samą częstością we wszystkich narządach [22].

Różnorodność komórek tucznych dyskutowano od dawna, podobnie jak pocho
dzenie poszczególnych subpopulacji mastocytów. Kitamura i wsp. [15, 17] na pod
staw ie badań in vitro  i in v ivo  stwierdzili, że różnicow anie w kierunku 
poszczególnych podtypów mastocytów zależy od mikrośrodowiska, w którym za
chodzi ostateczne dojrzewanie tych komórek. Komórki MMC (komórki tuczne zwią
zane z błoną śluzową) mogą przekształcać się w CTMC (komórki tuczne związane 
z tkanką łączną) i odwrotnie. Różnicowanie związane jest z wpływem pewnych 
czynników obecnych w mikrośrodowisku. Wykazano, że mysie komórki tuczne 
w obecności IL-3 różnicują się w kiemnku MMC, podczas gdy hodowane w obecności 
SCF (stem cell factor, czynnik wzrostu komórek pnia) lub fibroblastów lub po 
prostu bez dostępu egzogennej IL-3, różnicują się w CTMC. U człowieka róż
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nicowanie komórek tucznych przebiega inaczej. Dowiedziono, że IL-3 nie wpływa 
znacząco na proliferację mastocytów, lecz jest czynnikiem wzrostu granulocytów 
obojętnochłonnych [25]. Związane jest to z brakiem receptorów dla IL-3 na po
wierzchni ludzkich mastocytów. Udowodniono także, że IL-4, pobudzająca pro
liferację komórek tucznych gryzoni, nie odgrywa żadnej roli jako czynnik wzrostu 
dla mastocytów człowieka [25]. Natomiast SCF indukuje różnicowanie komórek 
tucznych w kierunku M CT [24, 33]. Podczas badania nad wpływem SCF na komórki 
tuczne człowieka stwierdzono interesującą zależność: po inkubacji przez 8 tygodni 
mysich fibroblastów 3T3 (głównego źródła SCF) i linii jednojądrzastych komórek 
krwi okazało się, że ponad 90% komórek przekształciło się w dojrzałe komórki 
tuczne zawierające chymazę i tryptazę. To doświadczenie sugeruje, że fibroblasty 
produkują inne niż SCF czynniki odpowiedzialne za różnicowanie się komórek 
tucznych w kierunku M CCT [14].

Ostatnie doniesienia mówią, że histochemiczne zróżnicowanie komórek tucznych 
można odnieść także do ich różnorodności funkcjonalnej [7]. W ykazano, że 90% 
mastocytów zlokalizowanych w sercu to M CCT [26]. Komórki te wykazują wiele 
podobieństw funkcjonalnych do subpopulacji komórek tucznych pochodzących z 
płuc lub z macicy. Wykazano ponadto, że zawartość tryptazy w sercowych ko
mórkach tucznych (HHMC -  human heart mast celi) jest wyższa niż w komórkach 
pochodzących z płuc, a niższa niż w skórnych komórkach tucznych. Stymulowanie 
HHMC przeciwciałami anty-IgE powoduje uwalnianie UTC4 i PGD2. Komórki 
tuczne skóry natomiast uwalniają więcej PGD2, ale znacznie mniej LTC4. Ana- 
filatoksyna C5a i protamina indukują uwalnianie histaminy z HHMC i mastocytów 
skórnych, ale nie wpływają na komórki tuczne płuc.

Z kolei morfina, substancja P i związek 48/80 selektywnie uwalniają histaminę 
ze skórnych mastocytów, a nie wpływają na reaktywność komórek tucznych serca 
i płuc [26, 28].

Tryptaza jest obok chymazy główną proteiną produkowaną i magazynowaną 
przez komórki tuczne; występuje ona jako w pełni aktywny tetramer. Istnieją dwa 
rodzaje tryptazy: a-tryptaza i [3-tryptaza [27]. Nie wiadomo, czy są one produktami 
dwóch różnych genów (a  i (3), czy też występowanie dwóch izoform jest wynikiem 
modyfikacji potranslacyjnej [19]. Alfa-tryptaza nie jest przechowywana w ziar- 
nistościach wydzielniczych, lecz jest ciągle uwalniana przez komórki tuczne i jest 
dominującą formą tego enzymu występującą we krwi. Beta-tryptaza występuje jako 
nieaktywny monomer. Konwersja tej nieaktywnej formy do aktywnego homote- 
trameru wymaga kwaśnego pH i heparyny, dlatego proces ten może zachodzić 
jedynie w komórkach tucznych. Tryptaza jest magazynowana w ziarnistościach 
wydzielniczych razem z chymazą, karboksypeptydazą i proteazą podobną do ka- 
tepsyny G. Tryptaza występuje w połączeniach z proteoglikanami. Kompleksy te 
są mniejsze niż kompleksy wiążące chymazę i karboksypeptydazę. Tryptaza znajduje 
się w elektronowo rzadkich obszarach ziarnistości, podczas gdy chymaza i proteaza
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podobna do katepsyny G zajmują elektronowo gęste fragmenty ziarnistości. U ludzi 
tryptaza wydaje się być stabilizowana przez histaminę. Biologiczne znaczenie tryp- 
tazy polega na hydrolizie białek. Jest to enzym wysoce specyficzny, hamowany 
jedynie przez inhibitory proteaz sery nowych.

Tryptaza ma wielokierunkowe działanie:
1) rozszczepia takie związki, jak: VIP (vasoactive intestinal peptide, wazoaktywny 

peptyd jelitowy), HM M K (high-molecular-mass kininogen, kininogen o wysokiej 
masie cząsteczkowej), PHM (peptide histidine-methionine, peptyd histydynowo- 
metioninowy), CGRP (calcitonin gene related peptide, peptyd pochodny genu kal- 
cytoninowego) -  neuropeptydy te działają rozluźniająco na mięśnie gładkie oskrzeli, 
a zatem ich rozpad może być przyczyną skurczu tych mięśni po stymulacji trypsyną;

2) stymuluje syntezę DNA w komórkach nabłonka oskrzeli, a zatem może być 
traktowana jako potencjalny mitogen;

3) zwiększa ekspresję ICAM-1 (intercellular adhesion molecule, cząsteczka ad
hezji międzykomórkowej) na komórkach nabłonka, przez co może przyczyniać 
się do regeneracji nabłonka i mobilizacji granulocytów;

4) w naskórku rozszczepia fibronektynę i kolagenazę typu IV, przez co bierze 
aktywny udział w przebudowie tkankowej; ponadto w doświadczeniach in vivo 
wykazano, że aktywuje ona MMP III (metaloproteiny, które degradują tkankę łączną 
i są wydzielane przez komórki w formie nieaktywnej);

5) odgrywa rolę w rozszczepianiu i inaktywacji fibrynogenu, przez co działa 
jak  miejscowy antykoagulant;

6) hamuje mitogenne działanie trombiny na mięśnie gładkie naczyń, przez co 
zwiększa przepuszczalność naczyń;

7) jest czynnikiem wzrostu dla fibroblastów, więc wpływa na włóknienie tkanek 
i gojenie się ran [11].

Drugą proteazą serynową produkowaną i magazynowaną przez komórki tuczne 
jest chymaza. Istnieje bardzo wiele izoform tego enzymu u różnych gatunków 
zwierząt.

U człowieka odkryto dotychczas jedną formę chymazy. Zdolność syntezy tego 
enzymu mają komórki tuczne i niektóre komórki śródbłonka naczyń. Interesujący 
jest fakt, że najbardziej zbliżona do ludzkiej chymazy pod względem strukturalnym 
jest chymaza psia i mysia (zupełnie inną sekwencję ma natomiast chymaza pro
dukowana przez szczury, co zmusza do ostrożnej interpretacji wyników doświadczeń 
prowadzonych na tych zwierzętach). Podobnie jak tryptaza, chymaza ludzka także 
wykazuje wiele działań:

1) ma zdolność konwersji angiotensyny I do angiotensyny II (niezależną od 
konwertazy), przez co może regulować ciśnienie krwi;

2) wywiera dwukierunkowe działanie na mięśnie gładkie oskrzeli:
zwiększa ich napięcie przez rozszczepianie VIP (który rozluźnia mięśnie 
gładkie oskrzeli),
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zmniejsza ich napięcie przez hamowanie wazokonstryktorów: bradykininy, 
kalidyny;

3) stymuluje wydzielanie gruczołów warstwy podśluzowej oskrzeli;
4) poprzez IL-1 i TGF-|3l moduluje zapalenie w skórze;
5) aktywuje M M P III, rozszczepia fibronektynę i kolagen typu IV, przez co 

wpływa na degradację substancji międzykomórkowej i przebudowę tkanek.
Komórki tuczne występują we wszystkich niemal tkankach i narządach. M ają 

zdolność uwalniania wiełu biologicznie czynnych substancji. Pełnią kluczową rolę 
w reakcji nadwrażliwości typu anafilaktycznego w fazie natychmiastowej (EPR 
-  early phase reactioń) i w fazie późnej (LPR -  late phase reaction) [9]. Biorą 
także udział w tzw. „niealergicznych reakcjach immunologicznych” . Udowodniony 
jest również udział komórek tucznych w procesie zapalnym [8]. Przez uwalniane 
mediatory zwiększają przepuszczalność naczyń krwionośnych. M astocyty wpływają 
także na napięcie ścian dróg oddechowych (przez rozkład związków rozluźniających 
mięśnie gładkie, powodują skurcz oskrzeli), procesy wykrzepiania wewnątrznaczy
niowego i ciśnienie tętnicze krwi. Histamina i heparyna, uwalniane w procesie 
aktywacji komórek tucznych, wpływają na angiogenezę (zwiększają proliferację 
komórek śródbłonka naczyń krwionośnych). Mastocyty biorą także udział w procesie 
przebudowy tkankowej i włóknienia: dryptaza jest bowiem czynnikiem wzrostu 
dla fibroblastów, a jednocześnie razem z chymazą rozszczepia kolagenazę IV i 
fibrynogen. Ponadto sugeruje się, że komórki tuczne mogą wpływać na regulację 
skórnego przepływu krwi (dzięki komunikacji między tymi komórkami i nerwami 
czuciowymi) oraz na procesy regeneracji włókien nerwowych.

Wiele pytań związanych z komórką tuczną wciąż czeka na odpowiedź. Szcze
gółowe poznanie fizjologii tej komórki może pozwolić na zrozumienie wielu do
tychczas nie wyjaśnionych procesów i rzucić nowe światło na mechanizmy już 
poznane.
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RECENZJA

Ultrastruktura i funkcja komórki. Tom 7: Mechanizmy regulujące 
spermatogenezę. A. Łukaszyk, B. B ilińska, J. Kawiak, Z. B ie lańska-  
O suchow ska  (red.). PWN Warszawa, 1998.

Kiedy inicjowano serię wydawniczą "Ultrastruktura i funkcja komórki", tytuł 
odzwierciedlał rozłożenie akcentów w badaniach nad komórką: ultrastruktura uka
zywana przez coraz doskonalsze mikroskopy elektronowe i nowe techniki przy
gotowania materiału stanowiła przedmiot większości liczących się publikacji. Po 
latach, wraz z postępem wiedzy o komórce i rozwojem metod biochemii komórkowej, 
cytochemii, a przede wszystkim biologii molekularnej, badania ultrastrukturalne 
przesunęły się na nieco dalszy plan.

Sytuację tę można dostrzec wyraźnie w wydanym niedawno VII tomie serii, 
noszącym tytuł "Mechanizmy regulujące spermatogenezę" : zaledwie 3 z 13 roz
działów poświęcone są problemom ultrastruktury, pozostałe natomiast dotyczą -  
ogólnie rzecz ujmując -  cytofizjologicznych aspektów procesu spermatogenezy. 
Autorzy poszczególnych rozdziałów są specjalistami w tej dziedzinie i w większości 
uwzględniają w omawianej przez siebie problematyce również wyniki własnych 
badań.

Tom ma trochę niejednolity charakter: dwa pierwsze rozdziały (Godula i Wi- 
taliński) dotyczą niewątpliwie ciekawej, choć raczej egzotycznej spermatogenezy 
u bezkręgowców, prezentując zdumiewające zróżnicowanie strukturalne męskich 
komórek rozrodczych w tej grupie, które można powiązać z adaptacjami funkcjo
nalnymi, a nawet z filogenezą poszczególnych gatunków. Rozdziały pozostałe oma
wiają najlepiej poznany męski układ rozrodczy u ssaków.

Część tę otwiera prezentacja ultrastruktury plemników ssaków (Bielańska-Osu- 
chowska i Sysa), po czym omawiane są aspekty biochemiczne (Strzeżek), immu
nologiczne (Kurpisz) i genetyczne (Krzanowska) procesu spermatogenezy. Zgodnie 
z tytułem tomu, wiele miejsca poświęcono mechanizmom regulacyjnym kontro
lującym przebieg spermatogenezy: czynnikom wzrostu (Bartmańska) i regulacji 
hormonalnej. Czytelnik znajdzie zatem omówienie lokalnej regulacji spermatoge
nezy, w której kluczową rolę odgrywają komórki Leydiga (Bilińska), charakterystykę 
receptorów LH/CG w komórkach Leydiga (Niedziela i Łukaszyk) i FSH w komórkach 
Sertoliego (Łukaszyk i wsp.), a także rozważania na temat specyficznej, zależnej 
od długości fotoperiodu regulacji mechanizmów reprodukcyjnych u samców gryzoni 
rozmnażających się sezonowo (Bartke i wsp.).

Tom zamykają rozdziały poświęcone roli mózgu w regulacji procesów repro
dukcyjnych, co znajduje odbicie w jego "zróżnicowaniu płciowym" na poziomie 
zarówno morfologicznym, jak  i molekularnym (Jarząb) oraz funkcjom regulacyjnym 
najądrza w procesie dojrzewania plemników (W enda-Różewicka).
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Jest to niewątpliwie bardzo wartościowa pozycja, wszechstronnie przedstawiająca 
obecny stan wiedzy na temat spermatogenezy i regulacji męskich funkcji repro
dukcyjnych. Czytelny tekst uzupełniają dobrze dobrane schematy, rysunki, a w 
niektórych rozdziałach również mikrofotografie. Każdy rozdział został opatrzony 
wyczerpującą bibliografią doprowadzoną do 1996 roku.

Redaktorom i autorom można wytknąć tylko drobne niedociągnięcia: zawartość 
treściowa rozdziałów 3 i 4 częściowo pokrywają się ze sobą, opis rysunku 5.1 
nie daje żadnych szans na jego zrozumienie (jedynie specjalista domyśli się, że 
przedstawiono rysunkową wersję obrazów połączeń międzykomórkowych uwido
cznionych metodą mrożenia i łamania), a na rysunku 4.5 struktura wskazana jako 
"mikrotubula centralna" jest w istocie tzw. powłoczką środkową otaczającą centralną 
parę mikrotubul.

Monografię tę można polecić zarówno studentom, jak i biologom i lekarzom 
zainteresowanym komórkowymi i fizjologicznymi aspektami procesów związanych 
z reprodukcją.

Jan A. Litwin
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SPRAWOZDANIE 
z działalności

Zarządu Fundacji Biologii Komórki i Biologii Molekularnej 
za okres od stycznia do grudnia 1998 roku

W obecnym okresie sprawozdawczym Zarząd działał w niezmienionym składzie: 
Jerzy K A W IA K -prezes, Maciej N A ŁĘC Z-w iceprezes, Maciej Z A B E L -sekretarz, 
dr Joanna LIW SKA -  skarbnik. Skład Rady Fundacji również się nie zmienił: 
Zofia O SU CH O W SK A -przew odnicząca, członkowie: Tadeusz CICHOCKI, Antoni 
HORST, Józef KAŁUŻA, Aleksander KOJ, Włodzimierz KOROHODA, Andrzej 
ŁUKASZYK, Andrzej MYŚLIWSKI, M aria OLSZEWSKA, Aleksandra STOJA- 
ŁOW SKA, Jan STEFFEN. Zarząd pracował społecznie. Kadencja Zarządu upływa 
w roku 1999.

W  pracy Zarządu uczestniczyły panie: Ewa Próchniewicz -  księgowa oraz Barbara 
Miks i Danuta W asilewska w rozprowadzaniu zeszytów „Postępów Biologii Ko
mórki” . Zarząd składa tym osobom serdeczne podziękowania.

1. Działalność wydawnicza

Jest to główny zakres działania Zarządu Fundacji. Fundacja wspiera wydawanie 
czasopism: „Folia Histochemica et Cytobiologica” oraz „Postępy Biologii Komórki” .

A. Folia Histochemica et Cytobiologica

Czasopismo ukazywało się regularnie w dotychczasowej formie odpowiadającej 
standardom międzynarodowym. Rada Redakcyjna i Zarząd PTHiC zdecydowały
0 wprowadzeniu od stycznia 1999 grona współredaktorów celem pozyskania większej 
liczby artykułów z zagranicy oraz lepszej oceny poziomu czasopisma. W prowadzono 
zwyczaj częstego publikowania artykułów przeglądowych pisanych przez wybitnych 
specjalistów. Skład i druk czasopisma odbywa się w Krakowie. M erytoryczną pieczę
1 decyzje o składzie redaktorów „Folia” ma Polskie Towarzystwo Histochemików 
i Cytochemików. Również Towarzystwo od 1995 r. jest formalnym właścicielem 
czasopisma. W spółpraca Fundacji z Redakcją „Folii” układa się bardzo dobrze. 
W ydawanie czasopisma odbywa się z pomocą finansową Komitetu Badań Nauko
wych oraz z funduszy zebranych ze sprzedaży czasopisma. Otwarto subkonto Fun
dacji w PKO SA w Krakowie dla ułatwienia redaktorom prowadzenia czasopisma. 
Artykuły z „Folia” są indeksowane w: Medline, Biological Abstracts, Excerpta 
Medica, Index Medicus, SciSearch, Research Alert.
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B. Postępy Biologii Komórki

Czasopismo ukazywało się regularnie w dotychczasowej formie, w dalszym ciągu 
wydawano suplementy:

suplement nr 10 pt. „Postępy Biologii M olekularnej” pod redakcją prof. R. Słom
skiego, zawierający materiały z 10 Szkoły Biologii Molekularnej organizowanej 
w Poznaniu;

suplement 11 pt. „Neurodegeneracja” pod redakcją prof. L. Kaczmarka; są to 
wykłady wygłoszone podczas 28 Konferencji Biologii Komórki 1998, tradycyjnie 
zoorganizowanej wspólnie przez zarządy: Polskiego Towarzystwa Anatomicznego, 
Polskiego Towarzystwa Histochemików i Cytochemików, Fundację Biologii Ko
mórki i Biologii Molekularnej oraz redakcję „Postępów Biologii Komórki” pod 
koniec roku.

Skład czasopisma odbywa się w dalszym ciągu w W ydawnictwie Fundacji 
• Rozwój SGGW  • w Warszawie, a f-ma „Script” pomaga w przygotowaniu rysunków 
czasopisma i wspomaga współpracę z drukarniami.

M erytoryczną pieczę nad „Postępami” ma od 26 lat Polskie Towarzystwo Ana
tomiczne oraz od 5 lat Polskie Towarzystwo Biologii Komórki. Tytuł własności 
czasopisma „Postępy Biologii Komórki” ma Fundacja Biologii Komórki i Biologii 
Molekularnej. W ydawanie czasopisma odbywa się z pomocą finansową Komitetu 
Badań Naukowych oraz z funduszy zebranych przez Fundację ze sprzedaży cza
sopisma.

Będą czynione starania o włączenie „Postępów” do Medline. W  związku z 
tym od stycznia 1999 r. czasopismo będzie miało okładkę z napisami w j. polskim 
i j. angielskim.

2. Wyróżnienia

W  dalszym ciągu działa stała Komisja Nagród Fundacji pod przewodnictwem 
prof. Zofii Osuchowskiej. Członkami Komisji są: prof. dr Barbara Sztabert-Grze- 
lakowska, dr hab. Agnieszka Mostowska, prof. dr Hieronim Bartel, prof. dr Stanisław 
M oskalewski, prof. dr Jerzy Kawiak. Komisja opracowała regulamin dorocznej 
nagrody Fundacji. Konkurs nagród w 1994 r. został ogłoszony w „Postępach Biologii 
Komórki” , w „Postępach” podano też regulamin nagrody Fundacji.

W 1998 roku nadeszły 4 prace zgłoszone do nagrody. W roku 1998 Komisja 
przyznała nagrodę dr Zbigniewowi Polańskiemu z Zakładu Genetyki i Ewolucjo- 
nizmu UJ w Krakowie za prace:

a) Genetic background o f  differences in timing o f meiotic maturation in mouse 
oocytes: a study using recombinant inbread strains. J Reprod Fertil 1997, 109, 
109-114.
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b) Strain difference in timing ofm eiosis resumption in mouse oocytes: involvement 
o f  a cytoplasmic factor(s) acting presumably upstream o f  the dephosphorylation 
o f  p f  kinase. Zygote 1997, 5, 105-109.

3. F inanse

Zarząd Fundacji wystąpił do Komitetu Badań Naukowych o dotację na dalsze 
wydawanie obu czasopism w roku 1999. Zarząd musi zlikwidować kserokopiarkę, 
która jest własnością Fundacji, ale ciągle się psuje. Zarząd przeznacza część funduszy 
na opłaty pocztowe oraz zakup materiałów biurowych koniecznych do prowadzenia 
działalności bieżącej, opłaca pracę księgowej i pań rozprowadzających „Postępy”. 
Sprawozdanie finansowe w załączeniu.

Prezes Fundacji Wiceprezes
Jerzy Kawiak Maciej Nałęcz

Sekretarz. 
M aciej Zabel

Warszawa grudzień 1998 r.
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KOMUNIKATY

W  OGÓLNOPOLSKA KONFERENCJA BIOLOGII KOMÓRKI 
THE VnTH POLISH CONFERENCE ON CELL BIOLOGY

Uprzejmie informujemy, że VII Ogólnopolska Konferencja Biologii Komórki 
zostanie zorganizowana w 1999 roku, w dniach 9 (środa) do 12 (sobota) września, 
w Krakowie.

Za organizację Konferencji z upoważnienia Polskiego Towarzystwa Biologii Ko
mórki odpowiedzialni będą profesorowie: Tadeusz Cichocki, W łodzimierz Ko- 
rohoda i Stanisław Przestalski.

Zainteresowanych prosimy o śledzenie dalszych komunikatów.

First Announcement. The Vllth Polish Conference on Cell Biology will be 
organized in Cracow, on 9 (Wednesday) to 12 (Saturday) September 1999.

For the organization of Conference the professors: Tadeusz Cichocki, W ło
dzimierz Korohoda and Stanisław Przestalski have been chosen by the Polish Cell 
Biology Society.

Please keep attention to the forthcoming communicates.

INTERNATIONAL SYMPOSIUM on 
Molecular and Clinical Aspects of Regulation of Ovarian Function: 

Impact on the Reproductive Health of Women

October 6-10 1999, New Delhi, India 
(includes a Workshop on Ovulation: Lessons from in vitro Approaches)

Topics to be discussed include:
Hypothalamo-pituitary-ovarian axis, molecular biology o f  steroid hormone syn

thesis and action, interovarian regulators o f  fo llicular maturation, ovulation and  
atresia, regulation o f  luteal function, hormone replacement therapy, ovarian car
cinoma

Organizers:
D r A . K. M ukhopadhyay , IH F, G randw eg 64, D -22529  H am burg
em ail: m ukhopadhyay@ ihf.de  Tel.: (+49 40) 561908-20/23 , Fax:(+49 40) 561908-64

D r A nand  K um ar, D ept, o f R eproductive Physiology, A IIM S, N ew  D elhi 110029, Ind ia  
email: anand@ medinst.ernet.in Fax: (+9111) 6862663

http://rcin.org.pl
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W. Mejbaum-Katzenellenbogen’s Molecular Biology Seminars

6. LIPOSOMES AND RELATED STRUCTURES

June 10-12, 1999, Wrocław/Szklarska Poręba, Poland

General Objective o f  the Seminar. To discuss recent advances in construction 
and application of liposomes and related vesicular structures in biomembrane m o
deling and delivery of therapeutic agents.

The scientific programme will include plenary lectures by invited speakers (30+10 
min) and oral and poster presentation. Oral communications (15+5 min) will be 
chosen from the abstracts send by participants.

The main topics o f the seminar are:
• M ono layers, B ilayers and L iposom es -  L aboratory  practice
• P ro teo liposom es and B iom em brane R econstitu tion
• C ation ic  L ip ids and N ucleic  A cids
• L iposom es as C arriers in D rug D elivery
• N on-liposom al V esicu lar and Subm icron D elivery  System s
• O ther A pp lica tions o f  L iposom es

Poster presentations may relate to the Seminar themes or to other areas of lipids, 
amphiphiles and membrane structure.

The Seminar will be held in a resort of Szklarska Poręba near Jelenia Góra. 
Szklarska Poręba is situated in the south-west Poland in the scenic Sudety 
M ountains. Participants will be offered accommodations which will be placed in 
the easy walking distance of the lecture audithorium and restaurants.

P relim inary  list o f  inv ited  speakers: T. M . A llen  (CA ), D. A rndt (D E), G. B etageri (U SA ), 
J. R. C hantres (ES), A . F ahr (D E), D . H oekstra  (N L), P. K innunen (FI), B. K loesgen  (D E), 
J.-Y . L egrende (FR ), L. L eserm an (FR ), J. M onkkonen  (FI), N. O ku (JP). G. R app (D E), G. 
S ch erp h o f (N L), R. Schw endener (C H ), M . Sentjurc (SL), E. T ouitou  (IL), R. Z eisig  (D E).

The second announcement containing further details of the scientific and social 
programme of Seminar will be send in March 1999. Please register using an ap
p rop ria te  form of the first announcement or on-line registration form to ensure 
receipt of the second and final announcement.

Please send all requests related to the Seminar to:

O rganising  C om m ittee  o f M ejbaum -K atzenellenbogen ’s S em inar 
6. L IPO SO M E S IN  B IO L O G Y  A N D  M E D IC IN E  

Institu te  o f  B iochem istry  and M olecu lar B iology, W roclaw  U niversity  
P rzybyszew sk iego  63/77, 51-148 W roclaw , Poland 

te l /f a x +48 (71) 3252930 
E -m ail: m eisem @ angband .m icrob .un i.w roc.p l 

or v is it S em inar w w w  Page at: h ttp ://angband .m irob .un i.w roc .p l.b iochem /sem -99 .h tm

Early application is advised as the Liposome Seminar is limited to 150 persons.

http://rcin.org.pl
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Wskazówki przygotowania rysunków i streszczeń do publikacji w PBK

D ostarczane  na dysk ietkach  teksty  pow inny być napisane w W ordzie , w ersja  6 ,0  lub 
w cześn iejsza. Jeśli w tekst zostały w staw ione rysunki, pow inny one zostać um ieszczone 
osobno  na dyskietce. Pow inny to być albo m apy bitow e (.TIF, .PC X ), albo p liki z C orela, 
w ersja  5 ,0  lub w cześniejsza. K ażda w ersja  W orda lub C orela  pozw ala na zachow an ie  pracy 
w form acie  w ersji w cześniejszej.
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.

W prow adzam y now y standard  streszczeń  w „Postępach” . S treszczenie  po po lsku  będzie  
ja k  do tychczas p ierw sze przed streszczeniem  w języ k u  angielskim . S treszczenie  m a m ieć 
następu jącą  strukturę:
j. polski j. angielski
Podstawy zagadnienia: jedno zdanie Background:
Podtytuły: do każdego podtytułu 3-5 zdań Subtitles:
Wnioski: 2 zdania Conclusions:
Słowa kluczowe: do 8 słów Keywords:

T akie streszczen ia  standardow e m ogą być w ażne, gdyż obecnie czy ta  się je  kom puterow o. 
T reść  streszczen ia  zachęca bądź nie zachęca do przeczy tan ia  całego artykułu.

P rosim y rów nież  A utorów  o podaw anie adresów  e-m ail, o ile je  m ają.

Warunki prenumeraty kwartalnika POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI
Prenumerata na rok 1999

R edakcja  p rzy jm uje opłatę prenum eraty  za rok 1999 pod adresem :
F U N D A C JA  B IO L O G II K O M Ó R K I I B IO L O G II M O L E K U L A R N E J, ul. M arym oncka 99, 
01-813 W arszaw a; tel. 8340 344, fax. 8340 470, em ail: jkaw iak@ cm kp.edu .p l 

na  konto: FU N D A C JA  B IO L O G II K O M Ó R K I I B IO L O G II M O L E K U L A R N E J, 
ul. M arym oncka 99, 01-813 W arszaw a;

B ank  P o lska  K asa O pieki S. A ., IV  O /W arszaw a 12401053-40006576-2700-401112-001 . 
C ena p renum eraty  roczn ika  na rok  1999:

d la  insty tucji (b ib lio tek) w ynosi 60 zł, 
a d la  odbiorców  indyw idualnych  20 zł.

Subscrip tion  orders fo r PO ST Ę PY  B IO L O G II K O M Ó R K I for 1999 should  be p laced  at 
local press d is tribu to rs or d irectly  at E ditorial B oard o f

PO S T Ę P Y  B IO L O G II K O M Ó R K I, M arym oncka str. 99, 01-813 W arszaw a /P o land , 
tel. 8340 344, fax. 8340 470, em ail: jk aw iak @ cm k p .ed u .p l:
On account: FU N D A C JA  B IO L O G II K O M Ó R K I I B IO L O G II M O L E K U L A R N E J, 

ul. M arym oncka 99, 01-813 W arszaw a;
B ank  P o lska  K asa O pieki S. A ., IV  O /W arszaw a, N o 12401053-40006576-2700-401112-001 . 

P rice per year 20  dollars U S A

http://rcin.org.pl
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INFORMACJE DLA AUTORÓW
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 
embriologicznym. Artykuły drukowane w POSTĘPACH BIOLOGII KOMÓRKI nie mogą być bez zgody redakcji 
publikowane w innych periodykach. Prosimy Autorów o nadsyłanie prac bezpośrednio do Redaktorów odpowiedniej 
specjalności (adresy na 2 str. okładki), a do Redakcji w Warszawie tylko te artykuły, które nie odpowiadają żadnej z 
wymienionych specjalności.

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI zamieszczają:
1) artykuły przeglądowe 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 pracy i załączniki należy przesyłać w dwóch egzemplarzach. Maszynopis powinien być pisany jednostron

nie na papierze formatu A4 z podwójną interlinią i marginesem 4 cm po lewej stronie. Ostateczna wersja tekstu i 
rysunki (wskazówki s. 444) powinna być przysłana na dyskietce 3,5" jako plik (file) Windows lub ASCII. Pierwsza 
strona nie numerowana przeznaczona dla redakcji winna zawierać: imiona, nazwiska, tytuły naukowe autorów, i 
adresy: w pracy, domowy wraz z telefonem i e-mail, 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 1 str.) oraz słowa kluczowe -  3 do 10 słów 
zgodnych z terminami w Medical Subject Headings (Index Medicus), 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 zamieszczać tabel, schematów lub rysunków, a jedynie zaznaczyć ołówkiem na marginesie ich 
lokalizację (np. tab. 1, rys. 1 itp.). Dla przejrzystości tekst można podzielić na tytułowane i numerowane rozdziały 
oraz 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] HNILICA LS, M cLURE ME, SPELTZBERG TC. Histone biosynthesis and the cell cycle, [w] Philips MP, Schwartz E [red. 
]H istone and Nucleohistones. London, New York: Philips, Plenum Press 1977: 60-64.

[2] SACHSENM AJER W, REM Y V, PLATTNER R. Initiation o f synchronous mitosis in Physarium polycephalum. Exptl Cell 
Res 1980; 2 :4 1 -4 8 .

Tabele, opisy schematów 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, schematów 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 zamieszcza się w niezmienionej formie. 
Wszystkie 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 zastrzega sobie prawo dokonywania skrótów uzgodnionych z autorem. A utor zobowiązany jest do wykonania korekty 
autorskiej i zw rócenia je j w ciągu doby. Koszty, spowodowane większymi zmianami tekstu wprowadzanymi w korekcie poza 
poprawkami błędów drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymują bezpłatnie 1 egz. zeszytu PBK z opublikowaną pracą oraz mogą 
zamówić odbitki odpłatnie odsyłając korektę, cennik w PBK. Redakcja prosi o propozycję do 5 osób (nazwisko, imię, adres, fax), które 
byłyby odpowiednimi recenzentami maszynopisu, nie powinny jednak być pracownikami instytucji, w której pracuje autor, ani jego 
w spółpracownikam i. Poprawioną po recenzji wersję pracy należy zwrócić do redakcji koniecznie w ciągu 30 dni. Redakcja zrezygnuje 
z publikacji m aszynopisu, którego autorzy do 30 dni nie odpowiedzą na list redaktora.
Redakcja prosi także głównego 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
W szyscy 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 zam ieszczone 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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