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W tym Zeszycie

Najczesciej dyskutujemy problemy odpornosci u ssakéw (np. patrz
strona 561). W tym zeszycie ,Postepoéw” znajdziemy jednak réwniez
dyskusje odpornosci uowadow iuroslin. Zakazenie bakteryjne indukuje
w organizmie owadow szybka i krétkotrwatg synteze duzej liczby poli-
peptydéw odpornosciowych dziatajgcych na wiele gatunkéw bakterii.
Prawdopodobnie w przysztosci moga by¢ one wykorzystane jako leki
dla innych grup zwierzat badz ludzi. Budowe i role tych peptydéw oraz
peptydéw o wiasnosciach antygrzybiczych omoéwiono na stronie 417.

W odpowiedzi na infekcje, rosliny uruchamiajg mechanizm obronny
obejmujgcy generowanie reaktywnych form tlenu, reakcje nadwrazliwo-
Sci, synteze fitoaleksyn iinne procesy opisane na stronie 403.

Problemy apoptozy sa w ostatnich latach czesto dyskutowane, rowniez
w ,Postepach” (23,299,1996; 23,421,1996; 23,445,1996; 24,33,1997).
W tym zeszycie Czytelnik znajdzie dwa nastepne artykuty z tego zakre-
su: jeden o roli Fas,bcl-2 i IL-2 w apoptozie komérek uktadu odporno-
Sciowego (str. 561) oraz drugi dotyczacy analizy wczesnego zjawiska
apoptozy, jakim jest zmiana potencjatu btonowego bton mitochondrial-
nych (str. 575).

Obserwuje sie znaczny postep w poznawaniu etapéw obrébki
pre-rRNA. Przeglad dotyczacy gtéwnie biatek uczestniczacych w tym
zlozonym procesie zamieszczono na stronie 491.

Tylakoidy sa miejscem realizacji wszystkich etap6w fazy jasnej fotosyn-
tezy. W opracowaniu na str. 469 zebrano dane dotyczace organizacji
strukturalnej i implikacje funkcjonalne btony tylakoidalnej.



http://rcin.org.pl



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 24, NR 4, 1997 (403-416)

WYKORZYSTANIE KULTUR IN VITRO
W BADANIACH REAKCJI OBRONNYCH ROSLIN
NA STRES BIOTYCZNY

THE USE OF IN VITRO CULTURES TO STUDY BIOTIC STRESS
INDUCED PLANT DEFENSE REACTIONS

Elzbieta KUZNIAK

Katedra Fizjologii i Biochemii RoS$lin, Uniwersytet £ ddzki

Streszczenie: W odpowiedzi na infekcje rosliny uruchamiajg mechanizm obronny obejmujacy m.in.
generowanie reaktywnych form tlenu, reakcje nadwrazliwosci, synteze fitoaleksyn, indukcje hydrolaz
glikozydowych (3-1,3-glukanazy i chitynazy oraz procesy wzmacniajace $ciane komaérkowa np. lignifi-
kacja. Reakcje obronne ros$lin moga by¢ indukowane nie tylko po infekcji, ale réwniez po potraktowaniu
elicytorami biotycznymi i abiotycznymi. Stwierdzono, ze reakcje obronne wystepujace w roslinach po
infekcji funkcjonujg takze w kulturach in vitro zakazonych lub traktowanych elicytorami. W pracy
zostaty przedyskutowane mozliwosci wykorzystania uktadu modelowego roslinne kultury in vitro/pato-
gen/elicytor do badania interakcji roslina/patogen i systemu transdukcji sygnatéw aktywowanego w
czasie patogenezy. Uwzgledniono zwiaszcza wczesne reakcje obronne zwigzane z generowaniem
reaktywnych form tlenu.

Stowa kluczowe: kultury in vitro, stres biotyczny, reakcje obronne roslin, reaktywne formy tlenu,
elicytory

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

Key words: in vitro cultures, biotic stress, plant defense responses, active oxygen species, elicitors
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Odpowiedz roslin na dziatanie zewnetrznych czynnikéw stresowych ma charakter
bardzo ztozony. W warunkach stresu biotycznego - po infekcji mikroorganizmami
patogenicznymi - roélina uruchamia mechanizm obronny obejmujacy zaréwno pro-
cesy prowadzgce do wzmocnienia istniejgcych barier anatomicznych utrudniajacych
wnikanie patogenéw (odktadanie kalozy, lignifikacja, synteza biatek bogatych w
hydroksyproling), jak i caty zesp6t reakcji zwigzanych z aktywna odpowiedzig ob-
ronng (generowanie reaktywnych form tlenu, reakcja nadwrazliwosci, synteza fi-
toaleksyn i biatek zwigzanych z patogenezg). Dzigki istnieniu takiego wielo-
sktadnikowego i skoordynowanego systemu obronnego rosliny moga skutecznie
przeciwstawia¢ sie mikroorganizmom patogenicznym.

Reakcje obronne roslin mogg by¢ indukowane nie tylko po infekcji, ale takze
po potraktowaniu elicytorami [54]. Termin elicytor byt pierwotnie uzywany w sto-
sunku do zwigzkow indukujacych synteze fitoaleksyn. Obecnie jest stosowany w
odniesieniu do wszystkich czynnikéw, ktére moga indukowac te same reakcje ob-
ronne jak wystepujace po infekcji. Czynniki o wtasciwosciach elicytujacych kla-
syfikuje sie jako abiotyczne (UV, detergenty, sole metali ciezkich) i biotyczne.
Elicytory biotyczne zostaly wyodrebnione zaréwno z mikroorganizméw patoge-
nicznych (tzw. elicytory egzogenne), jak i z roslin (tzw. elicytory endogenne) i
stanowig bardzo r6znorodng grupe produktéw obejmujacg miedzy innymi: oligosa-
charydy, glikoproteiny, biatka, nienasycone kwasy ttuszczowe [12, 18, 53, 69].

Ztozono$¢ interakcji roslina - patogen narzuca konieczno$¢ prowadzenia badan
na modelach uproszczonych. Coraz wieksze zastosowanie do badania mechanizmoéw
odpornosciowych w skali komérkowej znajduje metoda kultur in vitro izolowanych
protoplastéw, komorek itkanek oraz model doSwiadczalny kultury in vitro-elicytory.
System kultur in vitro stwarza mozliwo$¢ prowadzenia doktadnych obserwacji z
uwagi na zastosowanie duzej liczby komodrek rosngcych w identycznych, kontro-
lowanych warunkach. Populacja komorek w kulturze jest bardziej jednorodna niz
w poszczegOllnych organach rosliny iich reakcja na dziatanie czynnika elicytujgcego
moze by¢ bardziej jednoznaczna. Rodzaj elicytora, jego dawka iczas oddziatywania
z komadrkami roslinnymi moga zostac¢ bardzo precyzyjnie okre$lone, a tatwos$¢ wpro-
wadzenia czynnika elicytujgcego do kultury eliminuje reakcje indukowane zranie-
niem. Ponadto sterylno$¢ materiatlu wyklucza niepozadane dziatanie innych
mikroorganizméw. Z drugiej jednak strony utrata wyspecjalizowanych cech indy-
widualnych przez komoérki rosngce w zawiesinie lub w postaci tkanki kalusowej
0 ciaggtej aktywnos$ci merystematycznej powoduje zmiany w ich metabolizmie i
reakcje badane w tych warunkach moga rézni¢ sie od obserwowanych w catym
organizmie ro$linnym. Ponadto niestabilno$¢ genetyczna i pewne czynniki zwigzane
z technika kultur in vitro np.: sktadniki podtoza hodowlanego, a szczeg6lnie re-
gulatory wzrostu roélin, warunki prowadzenia kultury (o$wietlenie, temperatura,
wytrzasanie), stres zwigzany z procedurg izolacji protoplastéw mogg znaczgco wpty-
waé na badane reakcje [15, 21, 37]. Zaleca sie, aby w przypadku zawiesin ko-
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morkowych wykorzystywaé w badaniach tzw. kultury ustalone, czyli takie, ktore
w kolejnych pasazach powtarzajg parametry wzrostu. Pomimo pewnych trudnosci
metody kultur in vitro sg coraz czesSciej wykorzystywane w badaniach réznych
aspektéw interakcji roslina - patogen.

KULTURY ZAWIESINOWE W BADANIACH
MECHANIZMOW ODPORNOSCI ROSLIN NA PATOGENY

Ostatnio duze zainteresowanie wywotuje udziat reaktywnych form tlenu (RFT)
w procesie patogenezy. Generowanie RFT tzw. ,wybuch tlenowy” jest gwattowng
reakcjg komorek roslin na infekcje lub traktowanie elicytorami [8, 22, 40, 42. 49].
Badania prowadzone w uktadzie kultura zawiesinowa - elicytor wykazaty, ze ge-
nerowanie anionorodnika ponadtlenkowego (O-T) i H200 nastepuje juz kilka minut
po dodaniu elicytora ijest jedng z najwczes$niejszych reakcji obronnych komoérek
roslinnych. Stosujgc superczutgmetodechemiluminescencji Kondoi wsp. [29] stwier-
dzili, ze w kulturach zawiesinowych soi produkcja RFT osigga maksymalny poziom
7 minut po potraktowaniu elicytorem z Phytophthora megasperma var. sojae i
wraca do poziomu wyjsciowego po 30 minutach. Dodanie czynnikéw usuwajacych
RFT: dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy ikwasu askorbinowego hamowato badang
reakcje. Wyniki potwierdzajgce udziat RFT we wczesnej odpowiedzi obronnej ko-
morek roslinnych uzyskano m.in. w nastepujacych uktadach kultury zawiesino-
wel/elicytor: pomidor/elicytor z Cladosporium fiilvum [65], tytoi/elicytor z Erwinia
amylovora [7], rozalelicytor z Phytophthora sp. [5] oraz w uktadach kultury za-
wiesinowe/bakterie: tyton/Pseudomonas syringae pv. syringae i Pseudomonas sy-
ringae pv. glycinea [6].

W badaniach z wykorzystaniem kultur in vitro stwierdzono, ze generowanie
RFT w komorkach roslinnych w odpowiedzi na kontakt z elicytorem nastepuje
dwufazowo. Faza pierwsza, niespecyficzna wobec patogena, wystepuje w ciagu
kilku minut po dodaniu elicytora. Natomiast 1-3 godziny po wprowadzeniu czynnika
elicytujgcego rozpoczyna sie faza druga, ktora jest charakterystyczna wytgcznie
dla interakcji z patogenem niekompatybilnym i ma Scisty zwigzek z odpornoscig
[37]. Stwierdzono, ze w kulturach zawiesinowych tytoniu w fazie drugiej dominowat
02, ale jego poziom byt nizszy niz w fazie pierwszej [25]. Natomiast w uktadzie
kultury zawiesinowe soi/Pseiidomonas syringae w fazie drugiej nastepowata pro-
dukcja gtéwnie HtOt [36]. Powyzsze wyniki wskazujg, ze zaréwno kinetyka ,,wy-
buchu tlenowego”, jak iudziat w nim réznych produktéw czeSciowej redukcji tlenu
moga zaleze¢ od gatunku rosliny. Ostatnie doniesienia wskazujg jednak na do-
minujacg role H20 2 w mechanizmie obronnym roélin. Wiaze sie ona z

(1) toksycznym oddziatywaniem bezposrednio na patogena,

(2) udziatem w reakcji nadwrazliwosci i
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(3) w fortyfikowaniu $ciany komorkowej przez lignifikacje i zwiekszanie po-
przecznego usieciowania biatek, co utrudnia rozprzestrzenianie sie¢ patogena [62].

Legendre i wsp. [34] ocenili, ze w kulturach zawiesinowych soi traktowanych
kwasem poligalakturonowym produkcja H-,0-, w czasie ,,wybuchu tlenowego” osigga
poziom ok. 1,2 mM H-,0-, najednostke masy komorek i sugerujg, ze jest to stezenie
wystarczajace do unicestwienia patogena, poniewaz juz mikromolowe stezenie H2CL
wystarcza do zahamowania kietkowania zarodnikéw grzybow [51].

Jedng z najskuteczniejszych strategii obronnych roslin stanowi reakcja nadwra-
zliwosci. Polega ona na gwattownym obumieraniu komaérek roslinnych w miejscach
wnikniecia patogena i pozbawieniu go w ten sposéb dostepu do sktadnikow od-
zywczych, co ogranicza rozwo6j choroby i prowadzi do odpornosci. Reakcji nad-
wrazliwo$ci, uwidaczniajacej sie w postaci nekroz, towarzyszg gwattowne zmiany
metaboliczne i strukturalne w komodrkach majgce pewne cechy wspdlne z obser-
wowanymi w czasie apoptozy u zwierzat [20]. Wskazuje sie, ze w aktywacji reakcji
nadwrazliwosci odgrywajg role RFT, jednak doktadny mechanizm prowadzacy do
Smierci komorek nie zostat jeszcze wyjasniony. Levine i wsp. [36] wykazali, ze
w kulturach zawiesinowych soi patogen niekompatybilny - Pseudomonas syringae
pv. glycinea wyzwalat produkcje H-,0-, i obumieranie komérek, ktére ulegato spo-
tegowaniu po wprowadzeniu do kultury inhibitora katalazy. Naton i wsp. [46] zaad-
aptowali uktad modelowy kultury zawiesinowe/elicytor do badania reakcji
nadwrazliwos$ci. Opracowali warunki dla ko-kultury komérek pietruszki i zoospor
Pliytoplithora infestans umozliwiajacej precyzyjne badanie reakcji nadwrazliwosci
napoziomie pojedynczych zainfekowanych komérek. Uzyskane wyniki potwierdzajg
istnienie Scistej korelacji miedzy akumulacjg RFT i gwattowng Smiercig komdrek
w reakcji nadwrazliwosci prowadzacg do zahamowania wzrostu grzyba patogeni-
cznego. Nierozstrzygniety pozostaje problem, czy stezenie H-,0-, produkowanego
w czasie reakcji nadwrazliwosci jest wystarczajagce do wywotania Smierci komoérek,
czy tez petni on tylko funkcje wtdrnego przekaZznika uruchamiajgcego odpowiednie
geny [62].

W odniesieniu do wielu rodlin stwierdzono, ze mogg one reagowa¢ wzmozong
aktywnoscig peroksydazy w odpowiedzi na infekcje lub traktowanie elicytorami
[38, 52, 67]. Rola peroksydazy w mechanizmie obronnym ros$lin, oprdcz udziatu
w lignifikacji [60], moze polegac na inaktywowaniu fenolowych toksyn patogendéw
i utlenianiu fenoli roslinnych do form bardziej toksycznych dla mikroorganizméw
patogenicznych. Messner i Boli [43] wykazali, ze w kulturach zawiesinowych Swierka
elicytor z Rhizospliaera kcilkhoffii wywotywat indukcje peroksydaz wewngtrzkomar-
kowych zwigzanych z lignifikacja, a inakty wowat peroksydazy zewngtrzkomoérkowe.
Traktowanie kultur zawiesinowych Pinus taeda ,zmiataczami” H-,02 hamowato
lignifikacje, co wskazuje na niezbedno$¢ H-,0-, w tym procesie [48]. Uwaza sie,
ze w lignifikacji uczestniczg izoformy anionowe peroksydazy [19], jednak dostepne
dane literaturowe sg niejednoznaczne. Wyniki Matolepszej i Urbanka [39] prze-
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mawiajg za udziatem anionowej frakcji peroksydazy (pi 4,8) w reakcji kultur za-
wiesinowych fasoli pod wptywem elicytora z grzybni Botrytis cinerea. Natomiast
przeciwstawnych danych dostarczajg badania udziatu réznych izoform peroksydazy
w procesie lignifikacji prowadzone na kulturach komdérkowych gruszy [2]. Pero-
ksydazy i FFO-, biorg réwniez udziat w procesie przeprowadzania biatek $ciany
komdrkowej bogatych w hydroksyproline w forme nierozpuszczalng [9]. Jest to
drugi, obok lignifikacji mechanizm prowadzgcy do wzmocnienia bariery fizycznej
utrudniajgcej wnikanie patogenado komorek roslinnych. Otte i Barz [50] stwierdzili,
ze w czasie od 5 do 20 minut po dodaniu elicytora w kulturach zawiesinowych
Cicer arietinum nastepuje przeprowadzenie biatek bogatych w proline i hydro-
ksyproling w forme nierozpuszczalng. W tym samym czasie stwierdzono chemi-
luminescencyjnie wzmozone wytwarzanie H002. Zastosowanie specyficznych
inhibitoréw pozwolito na potwierdzenie zaleznosci miedzy tymi procesami. Brown-
leader i wsp. [10] wyodrebnili i scharakteryzowali izoformy peroksydazy zwigzane
jonowo ze Sciang komorkowa, ktore uczestniczg w procesie zwigkszania usieciowania
ekstensyny w kulturach zawiesinowych pomidora. Stwierdzono, ze zaréwno aktyw-
no$¢ peroksydazy ekstensynowej jak i proces przeprowadzania ekstensyny z formy
rozpuszczalnej w nierozpuszczalng sg silnie stymulowane pod wptywem elicytora.

Ze wzgledu na wysokga reaktywno$¢ RFT moga inicjowac peroksydacje lipidow,
inaktywowac biatka, utlenia¢ sktadniki kwaséw nukleinowych i prowadzié¢ do usz-
kodzenia struktur komérkowych. Z drugiej za$ strony wykazano, ze RFT biorg
udziat w systemie przekazywania sygnatdw droga prowadzaca do uruchomienia
reakcji obronnych. Organizmy tlenowe dysponujg mechanizmami ochronnymi usu-
wajacymi RFT i produkty ich reakcji. Subtelna rownowaga miedzy produkcjg RFT
i ich detoksyfikacjg utrzymywana jest przez system antyoksydacyjny komérki, do
ktdrego nalezg m.in. dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza askorbinia-
nowa [58]. System kultura zawiesinowa/elicytor/patogen moze stanowi¢ dogodny
model eksperymentalny do badania wzajemnych zaleznos$ci miedzy systemem ge-
nerowania RFT isystemem antyoksydacyjnym w procesie patogenezy ipod wptywem
czynnikoéw indukujacych odpornos¢. Baker i wsp. [6] zmodyfikowali metode chemi-
luminescencyjng tak, ze bez konieczno$ci homogenizacji komérek roslinnych, mo-
zliwe stato sie monitorowanie zar6wno generowania FFO2,jak iaktywnos$ci systemu
usuwajgcego FFO-, w interakcji kultury zawiesinowe/bakterie patogeniczne. Za-
letami metody sa ponadto szybko$¢ i wysoka czutosc.

Jednym z mechanizmdéw obronnych roélin jest ich zdolno$¢ do syntezy zwigzkow
mogacych hamowac rozwoj patogena. Do takich nalezg fitoaleksyny ibiatka zwigzane
z patogenezg (biatka PR) o aktywnosci hydrolaz glikozydowych - [3-1,3-glukanazy
i chitynazy [32] i biatka typu osmotyn [1]. Kultury zawiesinowe sa powszechnie
wykorzystywane do badania indukcji fitoaleksyn i aktywnos$ci enzyméw uczest-
niczgcych w ich syntezie [11,63]. Mianem fitoaleksyn okre$la sie niskoczgsteczkowe,
lipofilne zwiagzki o roznej strukturze, syntetyzowane de novo w odpowiedzi na
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atak patogenow i hamujace ich rozwdj. Kombrink i Hahlbrock [28] badali indukcje
fitoaleksyn kumarynowych w kulturach zawiesinowych pietruszki traktowanych eli-
cytorami ze Scian komorkowych siedmiu grzybdéw patogenicznych i stwierdzili,
ze jest ona poprzedzona wyraznym wzrostem aktywnosci enzymow uczestniczgcych
w ich syntezie. Podobng zalezno$¢ wykazali Kessmann i wsp. [26] badajgc synteze
medykarpiny w kulturach zawiesinowych lucerny pod wptywem elicytora z Col-
letotrichum lindemuthianum. Ponadto stwierdzili oni, ze indukcja amoniakoliazy
L-fenyloalaniny, syntazy chalkonowej i izomerazy chalkonowej, enzymow ucze-
stniczagcych w syntezie medykarpiny, byta tym silniejsza, im dtuzej kultury za-
wiesinowe utrzymywano w hodowli.

Udziat hydrolaz glikozydowych - B-1,3-glukanazy i chitynazy w reakcjach ob-
ronnych roslin wigze sie ze zdolno$cig tych enzyméw do rozktadania $cian ko-
morkowych grzybow patogenicznych, co moze przyczyni¢ sie do ograniczenia
rozprzestrzeniania sie patogena w zaatakowanej tkance [57]. Wzrost aktywnoSci
B-1,3-glukanazy i chitynazy, potwierdzajacy hipoteze o ich udziale w mechanizmie
obronnym, obserwowano w wielu uktadach kultury zawiesinowe/elicytor [27, 28,
30]. Zastosowanie kultur zawiesinowych utatwia badanie indukcji glukanohydrolaz
zarowno zlokalizowanych wewngtrzkomérkowo, jak i wydzielanych do podioza
i moze przyczyni¢ sie do wyjasnienia roli poszczegélnych frakcji obu enzyméw
w reakcjach obronnych. W kulturach zawiesinowych fasoli traktowanych ekstraktem
z grzybni Botrytis cinerea obserwowano indukcje chitynazy wewnatrzkomorkowej
i silny, skoordynowany wzrost aktywnosci 8-1,3-glukanazy ichitynazy zewnatrzko-
maorkowych, potwierdzajacy hipoteze o wspétdziataniu obu enzymoéw w mechanizmie
obronnym [31]. Natomiast Vogelsang i Barz [66] stwierdzili, ze w elicytowanych
kulturach Cicer arietinum nastepuje indukcja wewngtrzkomoérkowych frakcji B-
1,3-glukanazy i chitynazy nalezgcych do klasy hydrolaz o charakterze zasadowym
(pi odpowiednio 10,5 i 8,5) i jednej frakcji chitynazy o charakterze kwasowym
(pi 5,7) wydzielanej do podioza. Sposréd wyodrebnionych chitynaz tylko frakcja
wewnatrzkomorkowa o pi 8,5 miata zdolno$¢ hamowania wzrostu grzybéw pato-
genicznych Trichoderma viride, Helniinthosporium tuberosum i Rhizoctonia solani.
Przypuszcza sig, ze niektdére frakcje glukanohydrolaz moga przez uwalniane w
wyniku ich dziatania oligosacharydy o witasciwosciach elicytujgcych braé udziat
w wyzwalaniu innych reakcji obronnych, np. syntezy fitoaleksyn [61].

WEWNATRZKOMORKOWE PRZEKAZNIKI INFORMACIJI
W REAKCJACH ODPORNOSCIOWYCH

Proponowane modele objasniajagce wewngtrzkomaérkowy system transdukcji syg-
natéw od rozpoznania patogena/elicytora na powierzchni komérek roslinnych do
uruchomienia mechanizmu obronnego sa niepetne. Przypuszcza sig, ze rozpoznanie
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przez rosline elicytorédw biotycznych, bedace sygnatem rozpoczynajacym ciag reakcj i
prowadzacych do aktywacji systemu obronnego, nastepuje dzieki istnieniu spe-
cyficznych receptoréw btonowych. Badaniaprowadzonenakulturach zawiesinowych
soi, pietruszki i ziemniaka traktowanych heterogennym elicytorem z Phytophthora
megasperma i Phytophthora infestans wykazaty, ze kazda roslina nie tylko roz-
poznaje inny komponent preparatu grzybowego, ale takze nie reaguje na sktadnik
wywotujgcy odpowiedzZ innej rosliny [55]. Wendehenne i wsp. [68], wykorzystujac
kultury zawiesinowe tytoniu, stwierdzili istnienie specyficznego miejsca wigzania
dla kryptogeiny. Fath i Boiler [18] scharakteryzowali i wyodrebnili w postaci
aktywnej z komorek kultury zawiesinowej pomidora receptor dla glikopeptydowego
elicytora z drozdzy. Miejsce wigzgce wykazywato specyficzne powinowactwo do
glukanu potaczonego z 9 resztami mannozowymi otrzymanego z elicytora.

Pomimo intensywnych wysitkéw nie okreslono jednoznacznie, jakie mechanizmy
enzymatyczne biorg udziat w generowaniu RFT inie poznano wszystkich elementdw
systemu transdukcji sygnatow prowadzgcego do ,,wybuchu tlenowego”. Badania
prowadzone najczesciej z wykorzystaniem kultur zawiesinowych dostarczyty danych
przemawiajacych zaréwno za syntezag CL/FLO-, przy udziale zwigzanej z btong
oksydazy NAD(P)H, podobnie jak w fagocytach uktadu immunologicznego ssakéw
[37], jak i przy udziale peroksydaz zewngtrzkomorkowych [64]. Legendre i wsp.
[33] badajgc ,,wybuch tlenowy” w elicytowanych kulturach zawiesinowych soi
stwierdzili, ze proces znajduje sie pod kontrolg biatek G. Ponadto wykazano, ze
inhibitory kinazy biatkowej (k 252-a i staurosporyna) hamujg biosynteze O-T/FLCL
w kulturach zawiesinowych soi traktowanych kwasem poligalakturonowym, a in-
hibitory fosfatazy indukuja ,,wybuch tlenowy” w kulturach nie poddanych elicytacji.
Zdaniem autoréw wyniki te przemawiaja za udziatem specyficznych kinaz w systemie
przekazywania sygnatéw [13]. Sugestie te zostalty potwierdzone w badaniach pro-
wadzonych na transgenicznych kulturach zawiesinowych pomidora traktowanych
elicytorem lub zakazonych Pseudomonassyringae pv. tomato [14]. Natomiast Baker
i wsp. [7] wskazuja, ze poza generowaniem RFT poczatkowej fazie reakcji nad-
wrazliwosci w kulturach zawiesinowych soi po infekcji Pseudomonas syringae to-
warzyszyto pobieranie H+ i wyptyw K+ z komoérki. Ponadto H90 9 powstajagcy w
reakcji nadwrazliwo$ci stymulowat wnikanie Ca"+ do komérek, co wskazuje na
udzial wapnia w systemie przekazywania sygnatéw prowadzacym od ,wybuchu
tlenowego” do uruchomienia programowanej $mierci komérek [35].

Wiele kontrowersji budzi problem, czy RFT, bedace produktem ,wybuchu tle-
nowego”, odgrywaja role sygnatow uruchamiajgcych synteze fitoaleksyn. Degousee
i wsp. [16] stwierdzili, ze H?09 moze petni¢ funkcje sygnatu przekazywanego
do komérek w sasiedztwie miejsc wnikniecia patogena i uruchamiajgcego w nich
synteze fitoaleksyn. Niezbedno$¢ RFT dla syntezy fitoaleksyn w kulturach zawie-
sinowych traktowanych elicytorem wykazali m.in.Vera Estrella i wsp. [65] i Apostot
i wsp. [4]. Wnioski te oparte byty na obserwacjach, ze egzogenny H20 9stymulowat
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synteze fitoaleksyn, a czynniki blokujace ,,wybuch tlenowy” hamowaty réwniez
indukcje fitoaleksyn. Podobnie Calderon i wsp. [11] stwierdzili, ze w syntezie po-
chodnych fitoaleksynowych w kulturach zawiesinowych winoro$li traktowanych
elicytorem z Trichoderma viride bierze udziat peroksydaza i procesowi towarzyszy
wzrost stezenia H90> Ponadto dodanie dysmutazy ponadtlenkowej stymulowato
reakcje, a katalaza wykazywata dziatanie hamujgce. Natomiast wyniki badan pro-
wadzonych na kulturach zawiesinowych tytoniu traktowanych elicytorami biatko-
wymi z Phytophthora cryptogea i Phytophthora capsici [53] i na elicytowanych
kulturach zawiesinowych koniczyny [17] przemawiajg za brakiem zaleznos$ci miedzy
syntezg fitoaleksyn a generowaniem RFT.

W ostatnich latach wskazuje sie, ze funkcje wtérnego przekaznika mogtby petnic
kwas jasmonowy (JA) ijego ester metylowy (MeJA). Przemawiajg za tym réwniez
wyniki badan prowadzonych z zastosowaniem kultur in vitro. W kulturach za-
wiesinowych ryzu egzogenny JA, podobnie jak elicytor, indukowat synteze fito-
aleksyn [47]. W kulturach traktowanych elicytorem synteza fitoaleksyn byta
poprzedzona wzrostem poziomu endogennego JA. Ponadto dodanie do podioza
ibuprofenu, inhibitora syntezy JA, redukowato gromadzenie fitoaleksyn, co zdaniem
autoréw potwierdza, ze JA jest przekaznikiem sygnatéw w tym procesie. Podobne
wyniki uzyskali Mueller i wsp. [45] traktujac elicytorami kultury zawiesinowe réz-
nych gatunkéw roslin nalezacych zaréwno do nagozalgzkowych, jak ijedno- oraz
dwulisciennych. Autorzy sugerujg, ze JA i/lub jego prekursor - kwas 12-okso-
fytodienowy petnig funkcje wtoérnego przekaznika na drodze od kompleksu elicytor
- receptor do syntezy metabolitow wtérnych czynnych w procesie patogenezy. Ponad-
to stwierdzono, ze preinkubacja z MeJA uczula komérki do intensywniejszej reakcji
na nastepujace pOzniej traktowanie elicytorem. W kulturach zawiesinowych pie-
truszki poddanych 24-godzinnej preinkubacji z MeJA w odpowiedzi na elicytor
z Phytophthora megasperma nastgpowato silniejsze generowanie RFT [23] i synteza
fitoaleksyn oraz wigczanie polimerow ligninopodobnych do $cian komérkowych
[24]. Przypuszcza sig, ze w kulturach pretraktowanych MeJA system percepcji/trans-
dukcji sygnatéw jest bardziej efektywny.

Z przedstawionych danych literaturowych wynika, ze model doswiadczalny kul-
tury zawiesinowe/elicytor znalazt szerokie zastosowanie gtéwnie w badaniach me-
chanizmu indukcji RFT przez czynniki patogeniczne, systemu transdukcji sygnatéw
aktywowanego w komérkach roslinnych i udziatu RFT w innych reakcjach ob-
ronnych.
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WYKORZYSTANIE POTOPLASTOW
DO BADANIA REAKCJI ROSLIN NA STRES BIOTYCZNY

Niewyjasniony pozostaje problem, czy reakcje obronne indukowane po infe-
kcji/elicytacji zachowujg sie w protoplastach i czy mogg one stanowi¢ dogodny
model biologiczny w badaniach odpornosci roslin. Istniejagce dane literaturowe sg
kontrowersyjne. Stwierdzono, ze kultury protoplastéw lucerny otrzymane z kultur
zawiesinowych reagujacych syntezg medykarpiny na traktowanie elicytorem nie
wykazujg podobnej reakcji [26]. W kulturach protoplastéw soi synteza gliceoliny
zachodzita bez udziatu elicytora i zwiekszata sie z wiekiem hodowli. Dodanie eli-
cytora z Phytophthora megasperma nie potegowato badanej reakcji. Ponadto wy-
kazano, ze czynniki zwigzane z procedurg izolacyjng: mannitol, sorbitot, celulaza
i poligalakturonaza moga petni¢ role elicytoréw abiotycznych i indukowaé synteze
fitoaleksyn [44]. W czasie izolacji komorki z naturalnego $srodowiska przeniesione
zostajg w inne warunki fizyko-chemiczne zmieniajgce ich metabolizm w stosunku
do ,,normalnych” komérek. Brak odpowiedzi protoplastéw na dziatanie czynnikéw
indukujacych reakcje obronne moze by¢ wynikiem stresu izolacyjnego, ktéry wysyca
system obronny do tego stopnia, ze pozostaje on niewrazliwy na dziatanie elicytora
lub tez protoplasty sg pozbawione jakiego$ istotnego elementu systemu transdukcji
sygnatéw uruchamiajgcego mechanizm odpornosciowy. Dane uzyskane przez de
Marco i wsp. [41] wskazujg, ze procedura izolacji jest przyczyna stresu oksyda-
cyjnego, ktoéry moze utrudnia¢ regeneracje protoplastow i istnieje silna dodatnia
korelacja miedzy zywotnoscig i zdolnoscig do podziatow a aktywnoS$cig systemu
antyoksydacyjnego w protoplastach. Podobne wyniki uzyskat Siminis i wsp. [59]
poréwnujac aktywnos$¢ katalazy w dzielgcych sie i niezdolnych do podziatéw pro-
toplastach winorosli.

Istnieja jednak dane, ze reakcje obronne wystepujgce w roslinach i zawiesinach
komdrkowych zachowujg sie w kulturach protoplastéw. Protoplasty marchwi, po-
dobnie jak kultury zawiesinowe, z ktdrych zostaty otrzymane, reagowaty wzmozong
syntezg kwasu 4-hydroksybenzoesowego pod wptywem elicytora z Pythium apha-
nidermatum [56], a protoplasty fasoli wzrostem aktywnosci B-1,3-glukanazy i chi-
tynazy po potraktowaniu elicytorem z Botrytis cinerea [31].

Stwierdzono, ze w protoplastach tytoniu indukcja -1,3-glukanazy pod wptywem
elicytora z Phytophthora megasperma jest kontrolowana przez auksyny. Brak au-
ksyny w podtozu do hodowli protoplastéw powodowat spontaniczng indukcje R-
1,3-glukanazy, takg jak pod wpitywem elicytora w kulturach hodowanych na
pozywce z auksyng [21]. Powyzsze dane wskazujg, ze protoplasty moga by¢ wyko-
rzystywane w badaniach reakcji obronnych pod warunkiem, ze zostanie uwzgle-
dniona stresogenno$¢ procedury izolacyjnej ielicytujgcy wptyw pewnych czynnikow
zwigzanych z hodowlg protoplastéw.
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Przedstawione dane potwierdzajg przydatno$s¢ modelu biologicznego kultury in
vitrole,licytory w badaniach reakcji roslin na stres biotyczny. Poza innymi zaletami
stwarza on mozliwo$¢ wnikliwej analizy interakcji roslina - patogen ,0d strony”
rosliny. Jednak na skutek wyeliminowania czynnikéw oddziatywania patogena (en-
zymy, supresory elicytacji, system antyoksydacyjny) oraz z uwagi na fakt, ze $ro-
dowisko poza zywym organizmem moze byé przyczyng zaburzeA w normalnym
przebiegu badanych proceséw uzyskane ta droga wyniki powinny zosta¢ sprawdzone
w badaniach in vivo. Wyniki badan prowadzonych z uzyciem kultur zawiesinowych
i protoplastéw dostarczyty wielu cennych informacji o funkcjonowaniu mechani-
zmo6w obronnych na poziomie komérkowym. Ostatnio zakres mozliwosci badania
systemu obronnego roslin in vitro znacznie sie poszerzyt przez zastosowanie metod
inzynierii genetycznej. Formy transgeniczne dostarczajg nowych informacji o me-
chanizmach regulacji odpornosci [3]. Ponadto technika kultur in vitro w potaczeniu
z metodami inzynierii genetycznej umozliwia szybkie testowanie materiatu roslin-
nego, co moze skroci¢ czas potrzebny do selekcji nowych odmian odpornych na
choroby. Badania prowadzone na kulturach zawiesinowych i protoplastach moga
przyczyni¢ sie rébwniez do poznania zwigzkéw indukujgcych reakcje obronne i me-
chanizmu ich dziatania, co moze mie¢ duze znaczenie przy opracowywaniu nowych
metod ochrony roslin przyjaznych dla $rodowiska naturalnego.
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OF INSECT IMMUNE ANTIMICROBIAL POLYPEPTIDES
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Streszczenie: Zakazenie bakteryjne indukuje w organizmie owad6w szybka i krdtkotrwatg synteze duzej
liczby polipeptydéw odpornosciowych dziatajacych na wiele gatunkéw bakterii, niekiedy lez na fitopa-
togenne grzyby oraz grzyby chorobotwércze dla ludzi. Doktadnie poznano strukture i role w odpornosci
owadow lizozymu oraz wielu przeciwbakteryjnych indukowanych polipeptydéw (cekropiny, attacyny,
dipterycyny). W ostatnich latach postep w immunologii owadéw dotyczy okres$lenia struktury pierwszo-
rzedowej, mechanizmu dziatania oraz roli defenzyn, cyklicznych peptydéw o aktywnosci przeciwgrzy-
biczej, O-glikozylowanych przeciwdrobnoustrojowych peptydéw i indukowanych polipeptydow
odpornosciowych pszczoty miodne;j.

Stowct kluczowe: odporno$é owadéw, indukowane biatka o dziataniu przeciwbakteryjnym, lizozym
hemolimfy, cekropiny, attacyny, apidycyny, defenzyny owadéw, O-glikozylowane przeciwdrobnou-
strojowe peptydy.

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

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

Niewiele jest odkryé, ktore zrewolucjonizowaty dotychczasowe poglady na istote
zjawisk odpornosciowych u bezkregowcdw i ktére przyczynity sie do poznania
ewolucji uktadu odpornosciowego oraz sposobow jego dziatania w obronie
przeciwzakaznej [22]. Punktem zwrotnym byto odkrycie fagocytozy przez Mie-
cznikowa [49], kt6ére zapoczatkowato badania nad komérkowymi odczynami ob-
ronnymi u bezkregowcow, badania Glassera [21] i Metalnikowa [48] nad czynnikami
humoralnymi hemolimfy owada niszczacymi bakterie, a takze badania Mohriga
i Messnera [50, 51] dotyczace roli lizozymu w odpornosci przeciwbakteryjnej owa-
dow. Nowe horyzonty otworzyty studia Bomana i wsp. [3] nad indukowanymi
biatkami i polipeptydami odpornosciowymi hemolimfy owaddéw holometabolicz-
nych, uwarunkowaniem genetycznym ich biosyntezy, strukturg czgsteczki oraz ich
rola w odpornosci.

Rozwdéj nowych metod, ktore znalazty zastosowanie w badaniach indukowanych
biatek odpornosciowych oraz poszukiwanie analogéw i homologow peptyddéw od-
porno$ciowych owaddw w Swiecie roslin i zwierzat, w tym takze u cztowieka,
stworzyto racjonalne podstawy do wykorzystania w przysztosci biatek odporno-
$ciowych owaddéw w takich dziedzinach, jak: onkologia, biologiczne metody zwal-
czania szkodnikdéw, selektywna ostona uktadu oddechowego i przewodu
pokarmowego przed zakazeniem mikroorganizmami odpornymi na klasyczne $rodki
przeciwbakteryjne [47].

Ocena roli, jakg petnig biatka i polipeptydy odpornosciowe owadow w cato-
ksztatcie mechanizmoéw obronnych, jest mozliwa na tle podstawowych mecha-
nizméw zaangazowanych w odpornosci owada, zwitaszcza catej gamy zjawisk
rozgrywajgcych sie w ich jamie ciata, ktdrych efektem jest likwidacja zakazenia.
Procesy odpornosciowe u owadow, podobnie jak u ssakoéw, zapoczatkowuje roz-
poznanie intruza jako skiadnika obcego (non self) dla organizmu [56]. Rozpoznanie
uruchamia catg kaskade zjawisk zwigzanych z odpornoscig. W odpornosci owada
uczestniczy uktad oksydazy polifenolowej i lektyny jako gtéwne czynniki zaan-
gazowane w proces rozpoznania immunologicznego [14, 53], hemokiny (odpo-
wiednik cytokin kregowcéw) petnigce role rozpuszczalnych mediatoréw odpowiedzi
immunologicznej [11], hemocytarne odczyny obronne, na ktére sktada sie nie tylko
fagocytoza, ale takze nodulacja i inkapsulacja [26, 55, 57, 58] oraz humoralne
odczyny obronne o charakterze wrodzonym (lizozym hemolimfy) i indukowane
(nabyte), pojawiajace sie z chwilg naruszenia integralnosci fizjologicznej organizmu
owada [1,3, 12, 25]. Wér6d mechanizmoéw odpornosci nabytej kluczowe znaczenie
odgrywajg drobnoczgsteczkowe biatka i polipeptydy zasadowe definiowane jako
antysomy - biatka odpornosSciowe owada (immune proteins) [38].
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Odporno$¢ nabyta owadéw rozni sie zasadniczo od odpornosci nabytej ssakéw.
U owadow pojawia sie ona szybko (po kilku godzinach) po zakazeniu lub zadziataniu
induktoréw abiotycznych (np. jatowy bulion bakteriologiczny), utrzymuje sie za-
ledwie przez kilka (3-5) dni, w zasadzie jest pozbawiona swoisto$ci w rozumieniu
swoisto$ci immunologicznej kregowcow, to znaczy u jej podstaw nie znajduje sie
reakcja serologiczna typu antygen - przeciwciato lub antygen - uczulony limfocyt
T. Odporno$¢ owad6w jest zasadniczo ukierunkowana na drobnoustroje saprofity-
czne, zktérymi zwierzeta te spotykajg sie najczesciej w srodowisku. Tylko wyjatkowo
wystepuje u owadéw pamieé¢ immunologiczna i zwigzana z nig odpowiedZ wtérna
przypominajgca odpowiedz wtdrng ssakow [22].

Na podstawie struktury, zakresu aktywnosci przeciwbakteryjnej i mechanizmu
dziatania na drobnoustroje wyrézniono u owadéw 5 klas przeciwbakteryjnych pep-
tydow i biatek odpornosciowych [7], a mianowicie: lizozymy, polipeptydy o stru-
kturze a-helikalnej, peptydy zawierajgce wigzania dwusiarczkowe w czgsteczce,
drobnoczgsteczkowe polipeptydy bogate w reszty argininy - proliny oraz duze po-
lipeptydy o wielu domenach [4]. Wiekszo$¢ z nich cechuje lityczno-jonoforowy
mechanizm dziatania na docelowe drobnoustroje, dzieki czemu zwigkszeniu ulega
przepuszczalno$é bakteryjnych bton cytoplazmatycznych. Przez powstajace kanaty
jonowe w warstwie lipidowej btony komorki bakteryjnej, komérka traci jony potasu,
czego efektem jest zanik potencjatu btonowego i $Smier¢ bakterii [3].

Sprawno$¢ uktadu immunologicznego owaddw, u ktérych nie wystepujg limfocyty
T ilimfocyty B oraz substancje efektorowe, jest zadziwiajgco duza. Owady pojawity
sie na Ziemi w $rodkowym dewonie przed ponad 300 min lat, a obecnie sg zde-
cydowanie najwiekszg grupg zwierzat, ktéra obejmuje co najmniej 850 000 gatunkow
[52]. Dzieki sprawnosci tego, zdawatoby sie prymitywnego uktadu odpornosciowego,
owady mogty zasiedli¢ nawet nisze ekologiczne o ekstremalnych warunkach [52].

Sposrod wielu biatek odpornosciowych owadow, o znanej strukturze i funkcji
na szczegdlng uwage zastugujg: lizozym [10, 34, 39, 50, 51, 54], cekropiny [2,
3, 16], attacyny [32], dipterycyny [33, 38], apidycyny i defenzyny [5 6, 7, 8,
9]. W grupie ponad 100 opisanych w ostatnich latach biatek o dziataniu prze-
ciwdrobnoustrojowym, istotng role w poznaniu szlakdw ewolucyjnych odpornosci,
stopnia zaangazowania w obronie przeciwzakaznej oraz mozliwosci wykorzystania
jako antybiotyk6w nowej generacji odgrywaja defenzyny [20,42], cykliczne peptydy
przeciwgrzybicze [17] O-glikozylowane peptydy przeciwbakteryjne [59], induko-
wane przeciwbakteryjne polipeptydy pszczoty miodnej, a takze metalnikowiny, mo-
rycyna [28] skoleksyna [40] i miecznikowiny [43].

LIZOZYM OWADOW

Za podstawowy humoralny czynnik przeciwbakteryjny owadéw uznawany byt
do niedawna lizozym hemolimfy, enzym bakteriolityczny o aktywnos$ci N-acetylo-
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muramylohydrolazy (EC 3.2.1.17). Niezaleznie od zrédta pochodzenia, lizozymy
owadow stanowig klase drobnoczgsteczkowych biatek zasadowych o masie okoto
15 kDa i wiasciwosciach zblizonych do lizozymu biatka jaja kurzego; zaliczane
sg one do lizozymow wiasciwych typu C (chicken) [39]. U owadow zrédiem lizozymu
jest ciato ttuszczowe (Jat body), bedace gtownym organem biosyntezy biatek, w
tym biatek hemolimfy. U niektérych gatunkéw owadéw lizozym powstaje takze
w hemocytach, a nawet w komdrkach nabtonka jelita srodkowego [34]. Na ciato
tluszczowe, jako gtowny organ syntezy lizozymu, wskazuje spadek aktywnosci
lizozymu hemolimfy po iniekcji dojamy ciata pobudzonego immunologicznie owada
aktynomycyny D lub cykloheksymidu, inhibitoréw transkrypcji kwaséw nuklei-
nowych i biosyntezy biatek rybosomalnych u organizméw eukariotycznych [35,
36, 37].

Wzglednie niski wrodzony (fizjologiczny) poziom lizozymu hemolimfy wzrasta
drastycznie, nawet stokrotnie, w zakazeniach bakteryjnych lub po iniekcji substancji
abiotycznych do jamy ciata owada. Osigga on maksymalny poziom w hemolimfie
24748 godzin po immunizacji. Zakazenie bakteryjne jamy ciata w kazdym przypadku
indukuje maksymalny wzrost poziomu lizozymu w hemolimfie. Stezenie tego enzymu
w hemolimfie immunizowanych gasienic barciaka wiekszego Gallena mellonella
(Lepidoptera) osigga warto$¢ nawet 8x10” pg/ml i utrzymuje sie na tak wysokim
poziomie przez co najmniej 72 godz.

Spektrum bakteriobdjczego dziatania lizozymu jest waskie i ogranicza sie w
zasadzie do saprofitycznych bakterii Gram dodatnich z rodzaju Micrococcus, Bacillus
i Sarcina [51, 54]. Wzrostowi stezenia lizozymu w hemolimfie towarzyszy z reguty
niepodatno$¢ owada na zakazenie bakteryjne. U nie immunizowanych gasienic motyla
G. mellonella $miertelna posocznica rozwija sie po zakazeniu jamy ciata kilkoma
komdrkami Pseudomonas aeruginosa. Natomiast gasienice immunizowane, gdy ste-
zenie lizozymu w hemolimfie osigga miano maksymalne, przezywajg zakazenie
liczbg bakterii przekraczajgcg wielokrotnie dawke letalng (0,9 x!0"\ Bakterie w
hemocelu immunizowanego owada szybko gina, podczas gdy u gasienic nie immu-
nizowanych, P. aeruginosa namnaza sie w hemolimfie powodujac padanie owadow
wsréd objawdéw posocznicy [35].

INDUKOWANE POLIPEPTYDY
| BIALKA ODPORNOSCIOWE HEMOLIMFY
O DZIALANIU PRZECIWBAKTERYJNYM

Cekropiny

Pod koniec lat siedemdziesigtych grupa badawczy z Uniwersytetu w Sztokholnie
reprezentujgca szkote Bomana wykryta w hemolimfie poczwarki jedwabnika de-
bowego Hyalophora cecropia (Lepidoptera) obecno$¢ polipeptydéw o wiasciwo-
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Sciach bakteriobo6jczych [16]. Te indukowane peptydy odpornosciowe okreslone
mianem cekropin [2, 3, 16], sa reprezentowane przez zasadowe, termostabilne pep-
tydy o strukturze a-helikalnej, masie okoto 4 kDa. Czgsteczka cekropiny skiada
sie z 37 reszt aminokwasowych, w tym 8 reszt aminokwasow zasadowych (rys.
). Amfipatyczna N-terminalna cze$¢ tancucha polipeptydowego jest zasadowa,
podczas gdy region C-terminaly jest obojetny i ma diugie rozgatezienia hydrofobowe.
Centralny region czasteczki cekropiny, ztozony z 20-30 reszt aminokwasowych
jest silnie hydrofobowy. Czes¢ C-terminalna czasteczki zawierajgca azot w postaci
reszty amidowej jest odpowiedzialna za dziatanie bakteriobdjcze cekropiny.

W obrebie 6 poznanych cekropin jedwabnika debowego Hyalophora cecropia
wyrézniono 3 cekropiny gtowne (A, B i D) i trzy poboczne (C, E, F) uznane
za prekursory cekropin gtdwnych. Wszystkie cekropiny cechujg sie daleko posunieta
homologig struktury pierwszorzedowej. Cekropiny A i B z H. cecropia zawierajg
25 homologicznych aminokwas6w w czasteczce, za$ cekropina D ma 18 homo-
logicznych reszt aminokwasowych z cekropinami A i B. Wysoki stopief homologii
struktury pierwszorzedowej polipeptydéw cekropin wskazuje na pochodzenie ce-
kropin od wspélnego przodka. Najprawdopodobniej gen odpowiedzialny za synteze
cekropiny D pojawit sie w ewolucji wcze$niej, natomiast geny kodujace czasteczke
cekropiny A i B sg efektem duplikacji genu wjsciowego i pojawity si¢ co najmniej
przed okoto 50 milionami lat [3, 30].

Cekropiny, ktore cechuje aktywno$¢ bakteriobdjcza skierowana przeciwko ba-
kteriom Gram ujemnym i wielu gatunkom bakterii Gram dodatnich, pojawiajg sie
w hemolimfie owaddéw holometabolicznych po 8-10 godz. od zakazenia. Chara-
kterystyczng cechg cekropin A i Bjest dziatanie na potencjalne patogeny bakteryjne
owaddw, takie jak: Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens i Xenorliahdus
nematophilus, ale nie na Bacillus timringiensis. Najlepszymi induktorami syntezy
cekropin sg zywe komdrki bakterii saprofitycznych, a takze zabite bakterie pa-
togenne. W stabym stopniu synteze cekropin indukujg czynniki abiotyczne, np.
jatowy bulion bakteriologiczny. Cekropiny sa syntetyzowane gtdwnie w ciele thu-
szczowym, skad uwalniane sg do hemolimfy owada [2, 3]

l. W-NPFKEL EKVGQRVRDA VISAGPAVAT VAQATALAK*
Il W-NPFKEL ERAGQRVRDA IISAGPAVAT VAQATALAK*
M. W-NPFKEL ERAGQRVRDA VISAAPAVAT VGQAAAIARG*
V. RW-KLFKKI EKVGRNVRDG LIKAGPAIAV IGQAKSL*

Rys. 1 Struktura pierwszorzedowa czasteczki: (l) cekropiny D Hyalophora cecropia, (II) cekropiny D

Antheraea pernyi, (I11) cekropiny B Manduca sexta i (IV) cekropiny C Bombyx mori* reszta amidowa

zakonczenia C-terminalnego czasteczki cekropiny [12], legenda: A - alanina, D - kwas asparaginowy, E

- kwas glutaminowy, F - fenyloalanina, G - glicyna, H - histydyna, | - izoleucyna, K - lizyna, L -

leucyna, M - metionina, N -asparagina, P - prolina, Q-glutamina, R - arginina, S-seryna, T-treonina,
V - walina, W - tryptofan, wytluszczenia wskazujg na homologie struktury pierwszorzedowej
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Docelowg strukturg dziatania cekropin jest $ciana komdrki bakteryjnej. Czg-
steczka dimeru cekropiny przytacza sie czescig zawierajgca ugrupowanie amidowe
do lipidéw btony komérkowej, czego efektem jest powstanie kanatdw jonowych,
przez ktére uciekajg z komorki bakteryjnej jony potasu [3, 15]. Role cekropin
w odpornosci przeciwzakaznej owada mozna sprowadzi¢ do obrony organizmu
przed zakazeniem bakteriami saprofitycznymi, ktdre wystepujg obficie w otoczeniu
owada.

Attacyny

Zakazenie bakteriami saprofitycznymi jamy ciata poczwarki jedwabnika debo-
wego Hyalophora cecropia indukuje pojawienie sie w hemolimfie co najmniej
15 biatek, z ktérych co najmniej dwa - cekropiny i attacyny dziatajg przeciwba-
kteryjnie. Attacyny stanowig grupe blisko spokrewnionych, indukowanych biatek
odpornosciowych o masie 20-23 kDa i waskim spektrum dziatania na bakterie,
zwitaszcza na Escherichia coli. Dziatanie przeciwbakteryjne attacyn jest znacznie
stabsze w poréwnaniu do cekropin. W przeciwienstwie do bakteriobdjczego dzia-
fania lizozymu i cekropin, attacyny dziataja bakteriostatycznie [32].

Na podstawie skiadu aminokwasowego i budowy pierwszorzedowej czgsteczki
wyrdznia sie dwie grupy attacyn: formy zasadowe A, B C i D oraz formy kwasne
E i F (rys. 2). Czasteczka attacyny zawiera duzo reszt glicyny i dlatego attacyny
zostaty zaliczone tgcznie z sarkotoksyng, koleopterycyna, dipterycyng i hymeno-
ptecyng do grupy polipeptydéw bogatych w proline (proline-rich antihacterial pep-
ticles). Wszystkie formy attacyn majg wsp6lne determinanty antygenowe, a ponadto
attacyny kwasne sa wyposazone w dodatkowa wspdlng determinante. Synteza
attacyn u owaddw pobudzonych immunologicznie, podobnie jak cekropin, ma
miejsce w ciele ttuszczowym ijest sterowana przez dwa odrebne promotory genéw,
jeden kieruje syntezg form zasadowych, a drugi jest odpowiedzialny za synteze
form kwasnych [12].

Spektrum dziatania przeciwbakteryjnego attacyn jest waskie. Oprécz Escherichia
coli na attacyny podatne sg Acetobacter calcoaceticus i Pseudoinonas maltophilia,
i to wylgcznie w fazie podziatdw komdrkowych. Miejscem dziatania docelowego

Attacyna A AGALTINSNGTSGAVVKVPI
Attacyna E NAHGALTLNSNGTSGAVVKVPFAGNNLNI

Rys. 2. Sktad aminokwasowy czasteczki attacyny A i E Hyalophora cecropia [32], legenda patrz rys. 1
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jest Sciana komorki bakterii, ktéra pod wptywem attacyn staje sie bardziej podatna
na destrukcyjny wptyw cekropin i lizozymu [32].

CYKLICZNE POLIPEPTYDY

Badajac rozne aspekty odpornosci przeciwzakaznej owaddéw zwrdcono uwage
na wiasciwosci biochemiczne i immunologiczne polipeptydéw cyklicznych. Cy-
kliczne polipeptydy majg indukowany charakter i cechujg sie obecnoscig mostkéw
dwusiarczkowych stabilizujgcych strukture czasteczki, a tym samym opornos$¢ na
wysokie temperatury i niskie pH. Sposréd wielu cyklicznych polipeptydéw owadéw
istotne znaczenie w odpornosci przeciwzakaznej odgrywaja defenzyny o dziataniu
przeciwbakteryjnym oraz peptydy o dziataniu przeciwgrzybowym.

Defenzyny

Defenzyny owadow stanowig liczng grupe zasadowych polipeptydéw o masie
4-5 kDa, zawierajagcych w czasteczce 6 reszt cysteiny i 3 mostki dwusiarczkowe
[42, 44]. W budowie czwartorzedowej defenzyny muchéwki Phormia terranovcie
(Diptera) wystepujg trzy domeny: N-terminalna petla utworzona przez 13 reszt
aminokwasowych i cechujgca sie pewnym stopniem elastycznosci, centralna amfi-
patyczna a-helisa utworzona przez aminokwasy w pozycji 14-24, oraz C-terminalna
fLkartka zawierajgca aminokwasy od pozycji 27 do 40. Dwa mostki dwusiarczkowe
taczace |3-kartke z N-terminalnym zakonczeniem czasteczki defenzyny stabilizujg
oc-helise czgsteczki defenzyny [20, 45].

Defenzyny wystepujg u muchdéwek (Diptera), btonkéwek (Hymenoptera), chrzg-
szczy (Coleoptera), pluskwiakéw (Hemiptera) i wazek (Odonata), nie stwierdzono
ich u motyli (Lepidoptera). Wszystkie defenzyny owadéw, z wyjatkiem defenzyn
muchdwki Sarcophaga peregrina, sg syntetyzowane przez komdrki ciata ttuszczo-
wego jako pre-prodefenzyny [13]. Zawierajg one 29 reszt aminokwasowych, w
tym 4 reszty aminokwaséw zasadowych.

Dziatanie defenzyn polega na zmianie przepuszczalnosci i czesciowej depola-
ryzacji btony cytoplazmatycznej komérki bakteryjnej, obnizeniu zawartosci ATP
w cytoplazmie, co pocigga za sobg zahamowanie oddychania i szybko prowadzi

L. ATCDLLS GTGINHSAC AAHCLLRGNRGGYCNGKAVCVCRN

1. FTCDVLGFEIAGTKLNSAAC GAHCLALGRRGGYCNSKSVCVCR

1. VTCDLLSFK GQVNDSAC AANCLSLGKAGGHCE KGVCICRKT
-SFKDLWDKYF

Rys. 3. Struktura pierwszorzedowa: (1) defenzyny A Sarcophaga peregrina, (II) dclcnzyny A Zophohas
atratus i (I11) rojalizyny Apismellifera (wg [12 Jzmienione), legenda patrz rys. 1
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do $mierci bakterii. Defenzyny dziatajg bakteriobdjczo na bakterie Gram dodatnie,
przy nieznacznej aktywnos$ci w stosunku do bakterii Gram ujemnych [13] (rys.
3).

) Dotychczas okreslono strukture 11 defenzyn owaddw: defenzyny A, B i C
Phormia terranovae (Diptera), defenzyny Eristalis tenax (Diptera), sapecyny A,
B i C Sarcophaga peregrin (Diptera), rojalizyny pszczoty miodnej Apis mellifera
(Hymenoptera), defenzyny A iB.Zophohasatratus (Coleoptera), defenzyneAeschna
cyanea (Odonata) i harybdotoksyne skorpiona Leiurus quinquestriatus. Najlepiej
poznano strukture defenzyn muchdéwki P. terranovae. Wszystkie defenzyny maja
wspolne sekwencje aminokwasowe zarowno w petli, jak i w helisie i w kartce
(3 (rys. 3). Interesujaca cechg defenzyn owadow jest ich strukturalne podobienstwo
do defenzyn ssakéw wystepujgcych miedzy innymi w neutrofilach i wydzielinach
przewodu pokarmowego. Defenzyny owadéw wykazujg takze podobieristwa do po-
lipeptydoéw o dziataniu przeciwbakteryjnym wystepujgcych u roslin [4]. Poniewaz
defenzyny wystepuja tez u pajeczakéw iu slimakoéw, przypuszcza sie, ze odgrywaja
one kluczowg role w odpornosci przeciwzakaznej bezkregowcow.

Rojalizyna. Defenzyna o masie okoto 5,5 kDa i strukturze amfipatycznej, obecna
w mleczku pszczelim i w hemolimfie zakazonych pszcz6t. Czasteczka rojalizyny
zawiera 51 reszt aminokwasowych oraz trzy mostki dwusiarczkowe stabilizujgce
jej strukture (rys. 3). Zakonczenie C-terminalne czasteczki rojalizyny ma tadunek
ujemny, za$ 6 reszt cysteiny nadaje strukture globulama czgsteczce iczyni jg oporng
na ogrzewanie iniskie wartos$ci pH. Rojalizyne cechuje silna aktywno$¢ skierowana
przeciwko bakteriom Gram dodatnim. Szczeg6lnie podatne najej dziatanie sg: Lac-
tobacillus aerofaciens, L. acidophilus, Bifidobacterium adolescens, Corynebacterium
pyogenes, Leuconostoc sp., Streptococcus cremoris i Staphylococcus aureus [19,
29]. Rojalizyna tacznie z kwasem 1-hydroksy-A“-decenowym warunkuje aktywnos¢
przeciwbakteryjng mleczka pszczelego, a zajego posrednictwem hamuje zakazenia
bakteryjne w jelicie czerwia. Wspdétdziata ona takze w utrzymaniu réwnowagi bio-
logicznej w przewodzie pokarmowym pszczoty [24].

Sapecyny. Defenzyny Sarcophaga peregri.ua, zwane sapecynami, stanowig grupe
indukowanych polipeptydow przeciwbakteryjnych sytentyzowanych w hemocytach
pod wptywem zakazenia lub urazéw mechanicznych i wydzielanych do hemolimfy.
Promotor sterujacy syntezg sapecyn ulega takze samoistnej aktywacji w okresie
embrionalnym i podczas przepoczwarczania [60]. Z tych wzgledow przypisuje sie
pewne znaczenie sapecynom jako czynnikom sterujagcym metamorfozg owada.
Aktywnos$é przeciwbakteryjng sapecyn dotyczy nie tylko bakterii Gram dodatnich
(Streptococcus mutans, S. sanguis, S. salivarius, Staphylococcus aureus i Staphy-
lococcus epidermidis). W wyzszych stezeniach sapecyny dziatajg takze na bakterie
Gram ujemne. Miejscem dziatania docelowego sapecyn sa struktury lipidowe btony
komérki bakteryjnej [46].



POLIPEPTYDY ODPORNOSCIOWE OWADOW 425

Koleopterycyny. Sposrdd trzech znanych defenzyn, indukowanych biatek bo-
gatych w cysteine (cysteine-richpeptides) zidentyfikowanych u chrzgszczaZophobas
atratus (Coleoptern), najlepiej poznano koleopterycyny B i C. Te dwie izoformy
zawierajgce 43 reszty aminokwasowe majg az 6 reszt cysteiny w czgsteczce. Ko-
leopterycyne C cechuje silna aktywno$¢ w stosunku do Micrococcus luteus, Sta-
phylococcus pyogenes i Bacillus suhtilis. Stabiej dziata na drobnoustroje z rodzaju
Corynehacterium. Bakterie Gram ujemne nie sg podatne na dziatanie koleopterycyny
C [4].

O-GLUKOZYLOWANE POLIPEPTYDY
PRZECIWGRZYBICZE OWADOW

W 1994 r. Fehlbaum i wsp. [17] wyodrebnili z hemolimfy muszki owocowej
Drosophila melanogaster (Diptera) polipeptyd (drozomycyna) o dziataniu prze-
ciwgrzybiczym. W dwa lata p6zniej ci sami autorzy stwierdzili obecnos¢ polipeptydu
o dziataniu przeciwgrzybiczym, a takze dziataniu przeciwbakteryjnym w hemolimfie
Podisus maculiventris.

Drozomycyna

Drozomycyna o czasteczce zawierajgcej 44 reszty aminokwasowe ma az 8 reszt
cysteiny tworzacych 4 mostki dwusiarczkowe. Obecno$¢ cysteiny warunkuje opor-
no$¢ na ogrzewanie i skrajne wartosci pH. Struktura pierwszorzedowa drozomycyny
wykazuje duzy stopied homologii z roslinnymi polipeptydami o dziataniu prze-
ciwgrzybowym (defenzyny roslinne). W stezeniu ponizej 1pM drozomycyna dziata
na grzyby patogenne dla roslin i zwierzat [18].

Tanatyna

Tanatyna, indukowany polipeptyd o czasteczce ztozonej z 21 reszt aminokwa-
sowych ma jeden mostek dwusiarczkowy stwierdzono ja w hemolimfie Podisus
maculiventris. Ten polipeptyd w stezeniu 0,5-5,0 pM dziata na zoopatogenne i
fitopatogenne grzyby, a takze na bakterie Gram dodatnie i Gram ujemne. Za aktyw-
nos¢ przeciwgrzybowg odpowiada trojpeptyd zlokalizowany w czesci N-terminalnej
czasteczki tanatyny [4].

O-GLUKOZYLOWANE POLIPEPTYDY
ODPORNOSCIOWE O AKTYWNOSCI PRZECIWBAKTERYJNEJ

Prototypem polipeptyddw odpornosciowych O-glikozylowanych o aktywnosci
przeciwbakteryjnej jest drozocyna (rys. 4) [59]. Glikozylacja czasteczki jest od-
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DLRFLYPRGKLPVPTPPPFENPKPIYIDMGNRY

T

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

powiedzialna za przeciwbakteryjna aktywnos$¢ polipeptydu. Polipeptyd nie glikozy-
lowany dziata stabo przeciwbakteryjnie. Istniejg sugestie, ze O-glikozylowane po-
lipeptydy odpornosciowe wywodzg sie badz od metalnikowin, u ktérych ulegt
skroceniu region N-terminalny czasteczki, badz od apidycyn po skréceniu regionu
C-terminalnego czasteczki [4].

Drozocyna

Drozocyna, ktora jest indukowanym bogatym w proline polipeptydem odpo-
rnosciowym o czasteczce zbudowanej z 19 reszt aminokwasowych, zawiera w
pozycji 11 (treonina) reszte N-acetyloglukozamino galaktozy. Nawet w niskich ste-
zeniach (0,1 pM/ml) drozocyna wywiera silne dziatanie na bakterie Gram ujemne
[59].

Pyrokorycyna

W hemolimfie zakazonych osobnikéw kowala bezskrzydtego Pyrrliocoris apterus
(Hemiptera) wystepuje polipeptyd o strukturze zblizonej do dorozocyny i do me-
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talnikowin, nazwany pyrokorycyna. Pyrokorycyna rézni sie od metalnikowin obe-
cnos$cig treoniny, ktérej nie zawiera czgsteczka metalnikowiny. Podobnie jak w
przypadku drozocyny, O-glikozylacja jest koniecznym warunkiem do silnego dzia-
tania przeciwbakteryjnego pyrokorycyny [12]. Proces ten schematycznie przedsta-
wiono na rysunku 4.

Lebocyna

Lebocyny wystepujace w trzech izoformach zidentyfikowano po raz pierwszy
w hemolimfie jedwabnika morwowego Bombyx mon (Lepidoptera). Izoforma 1
i 2 roznig sie od izoformy 3 reszta aminokwasowg w pozycji 16. Fenyloalanine
wystepujgcg w czasteczce lebocyny 1 i 2 zastepuje leucyna w izoformie 3 (rys.
4). Lebocyny dziatajg wytgcznie na bakterie Gram ujemne [4].

PRZECIWBAKTERYJNE POLIPEPTYDY PSZCZOLY
MIODNEJ

Odpornos$¢ humoralna jamy ciata pszczoty miodnej zalezy od aktywnosci prze-
ciwbakteryjnej lizozymu, apidycyn, abycyny i hymenoptecyny.

Apidycyny

W grupie polipeptydéw o duzej zawartosci reszt proliny w czasteczce (pro-
\ine-rich peptides) szczeg6lng pozycje zajmujg apidycyny - odpornosciowe peptydy
pszczotowatych (Apoidea), a takze innych przedstawicieli btonkéwek (Hymenoptera)
i muchowek (Diptera). Dotychczas zidentyfikowano 16 rodzajéw tych przeciwba-
kteryjnych, drobnoczgsteczkowych (okoto 2 kDa) biatek hemolimfy. Poziom api-
dycyn w hemolimfie pszczoty miodnej Apis mellifera osiaga nawet 25 pM.
Apidycyny wystepuja u czerwia pszczoty miodnej w formie biologicznie nieaktyw-
nego prekursora (proapidycyna) (rys. 5), ktdry u imago pszczoty ulega konwersji
do biologicznie aktywnej postaci pod wptywem proteolitycznej degradacji czgsteczki
proapidycyny [6]. Cztery znane izoformy apidycyny pszczoty miodnej (la, Ib, Il

Proapidycyna la/b ~ EAKPEAKP GNNRPVYIPQPRPPHPR 'L
Apidycyna la GNNRPVYIPQPRPPHPRI
Apidycyna Ib GNNRPVYIPQPRPPHPRL
Apidycyna i GNNRPIYIPQPRPPHPRL
Apidycyna 1l GNNRPVYISQPRPPHPRI

Rys. 5. Sekwencja aminokwaséw w czgsteczce proapidycyny i apidycyn Apis mellifera [5J,
legenda patrz rys. 1
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i 1), kazda zbudowana z 18 reszt aminokwasowych (rys. 5) réznigcych sie jedynie
nieznacznie sktadem aminokwasowym, sg oporne na ogrzewanie w odczynie kwas-
nym (pH 2,0). Obecno$¢ 6 reszt proliny w czasteczcejest odpowiedzialna za stabilno$¢
apidycyny [5, 7, 8, 9].

Apidycyny dzialaja bakteriobdjczo na trzy duze grupy bakterii Gram ujemnych,
z ktérymi pszczota spotyka sie w czasie zbierania nektaru i pytku oraz pobierania
wody. SzczegOlnie na apidycyny podatne sg bakterie fitopatogenne, takie jak: Er-
winia salicis i Pseudomonas syringae, bakterie zwigzane symbiotycznie z ro$linami
(Agrobacterium tumefaciens, Rhizobium melliloti) oraz bakterie jelitowe patogenne
dla cztowieka i zwierzat, takie jak Salmonella typhimurium, Shigella flexneri. Ba-
kterie jelitowe wraz z wydalinami ludzi i zwierzat zanieczyszczajg wode i rosliny
odwiedzane przez pszczoty. Spektrum dziatania przeciwbakteryjnego apidycyn jest
zblizone za$ mechanizm ich dziatania na bakterie polega na zwiekszeniu prze-
puszczalnosci btony komorki bakteryjnej dla jonéw, czego efektem jest $mierc
bakterii.

Pojawienie sie apidycyn w hemolimfie osobnikéw dorostych pszczoty miodnej
przy wzglednie niskiej aktywnosci lizozymu moze wskazywac na daleko posunietg
adaptacje mechanizméw obrony jamy ciata do zwalczania bakterii obecnych w
niszach ekologicznych zasiedlanych przez ten gatunek [23].

Abycyna

Abycyna jest bogatym w proling indukowanym polipeptydem o masie okoto
4,0 kDa i zakresie dziatania na bakterie Gram ujemne i Gram dodatnie. Czgsteczka
abycyny zawiera 10 reszt proliny ijest pozbawiona cysteiny. Réwnomierny rozktad
reszt proliny w tanicuchu polipeptydowym czgasteczki zapobiega przyjeciu przez
polipeptyd struktury a-helikalnej (rys. 6). Abycyna wykazuje duzg homologie z
apidycynami pszczoty Apis mellifera i dipterycynami muszki owocowej Drosophila
[31].

Aktywnos$¢ abycyny ujawnia sie wytacznie w Srodowisku o niskiej sile jonowej.
Wydaje sie, ze w organizmie pszczoty istniejg czynniki aktywujgce dziatanie prze-
ciwbakteryjne tego peptydu. Dziata on na bakterie Gram ujemne, takie jak: Agro-
bacter tumefaciens, Erwinia salicis, Escherichia coli, Pseudomonas syringae,
Xanthomonas campestris, a takze na bakterie Gram dodatnie - Bacillus alvei, B.

YVPLPNVPQPGRRPFPTFPGQGPFNPKIKWPQGY

Rys. 6. Struktura pierwszorzedowa abycyny Apis mellifera [6], legenda patrz rys. 1
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megaterium i Micrococcus luteus. Aktywnos$é abycyny w stosunku do A. tmnefciciens,
E. salicis i E. coli przewyzsza okoto 200-krotnie aktywno$¢ apidycyn. Najpra-
wdopodobniej mechanizm dziatania abycyny polega na lizie $ciany komorki ba-
kteryjnej.

Mozna przypuszczaé, ze zaréwno apidycyny, jak i abycyna $wiadczg o przy-
stosowaniu pszczoty miodnej do likwidacji fitopatogennych bakterii, ktére wyste-
pujac powszechnie w Srodowisku zycia tego gatunku, moga z tatwoscig przedostawac
sie do jego jamy ciata przez zraniony oskoérek wzglednie przez uszkodzong $ciane
jelita srodkowego [25].

Hymenoptecyna

Hymenoptecyna, polipeptyd z grupy peptydéw odpornosciowych bogatych w
proline o masie 10 kDa skiada sie z 93 reszt aminokwasowych. Dziata ona na
bakterie Gram ujemne oraz bakterie Gram dodatnie zwiekszajac przepuszczalnosé
btony komorki bakteryjnej. Zaréwno indukcja hymenoptecyny, jak iabycyny wymaga
zakazenia jamy ciata duzymi iloSciami bakterii. Obydwa te polipeptydy pojawiaja
sie w hemolimfie po6zniej anizeli apidycyny, a przy tym w znacznie mniejszych
stezeniach [9].

MORYCYNA | METALNIKOWINY

Morycyna

Badajgc aktywnos$¢ hemolimfy immunizowanych gasienic jedwabnika morwo-
wego Bombyx mori (Lepidoptera), Hara i Yamakawa wykryli w 1995 r. polipeptyd
ztozony z 42 reszt aminokwasowych (rys. 7), hamujacy wzrost Staphylococcus
aureus. Strukturg na ktorg dziata ten polipeptyd nazwany morycyng jest btona ko-
morki bakteryjnej [27]. Dalsze badania wykazaty, ze namorycyne podatne sgréwniez:
Escherichia coli, Acinetobacter, Pseudomonasfluorescens, P. aeruginosa, Bacillus
subtilis, B. megaterium i B. cereus, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus epi-
dermidis i Streptococcus pyognes. Bakterie Gram dodatnie sg bardziej wrazliwe
na dziatanie morycyny anizeli bakterie Gram ujemne.

AKIPIKAIKTVGKAVGKGLRAINIASTANDVFENFLKPKKRKH

Rys. 7. Sekwencja aminokwaséw w czgsteczce morycyny Bombyx mori [27], legenda patrz rys. 1
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Struktura a-helikalna czasteczki morycyny upodabnia jg do cekropin, z tym
Ze morycyna nie zawiera azotu aminowego. Ponadto w czgsteczce morycyny nie
ma mostkow dwusiarczkowych. Morycyna jako indukowane biatko odpornosciowe
o szerokim spektrum dziatania przeciwbakteryjnego jest jednym z gtéwnych czyn-
nikow humoralnych obrony przeciwbakteryjnej jamy ciata jedwabnika morwowego.
Aktywnos$¢ przeciwgrzybowa morycyny jest stabo zaznaczona i w zasadzie ukie-
runkowana na drozdzaki. Morycyna o silnym dziataniu na bakterie Gram dodatnie,
tacznie z cekropinami jedwabnika morwowego o dziataniu ukierunkowanym za-
sadniczo na bakterie Gram ujemne, likwidujg skutecznie zakazenia jamy ciata ga-
sienicy Bombyx mori [28].

Metalnikowiny

Metalnikowiny stanowig interesujgcg grupe bogatych w proline (proline-rich
peptides) peptydéw odpornosciowych, poniewaz ich spektrum dziatania dotyczy
zarowno bakterii, jak i grzybow [4]. Te indukowane drobnoczasteczkowe poli-
peptydy opisane u pluskwiaka Palomena prasina wystepujg w czterech izoformach
(I, Ha, b i Il), kazda zbudowana z 26 reszt aminokwasowych (rys. 8). W prze-
ciwienstwie do bakteriobdjczego dziatania drozycyny i pyrokorycyny, dziatajg one
bakteriostatycznie. Metalnikowiny muszki owocowej Drosophila melanogaster nie
dziatajg na bakterie Gram ujemne, natomiast cechujg sie wysoka aktywnoscig skie-
rowang przeciwko bakteriom Gram dodatnim igrzybom. Na uwage zastuguje fakt,
ze C-terminalne domeny abycyny, lebocyn i metalnikowin wykazujg daleko posuniete
podobienstwa w budowie [43].

I VDKPDYRPRPRPPNM
lla VDKPDYRPRPWPRPN
Vb VDKPDYRPRPWPRNMI
M VDKPDYRPRPWPRPNM
Rys. 8. Pierwotna struktura metalnikowin 1, lla, 1lb i 11l Palomena prasina [4], legenda patrz rys. 1

Miecznikowiny

Miecznikowiny, ostatnio opisana grupa polipeptydéw odpornosciowych owadéw,
zostata wykryta w hemolimfie zakazonych muszek Drosophila melanogaster. Czg-
steczka ztozona z 26 reszt aminokwasowych wykazuje duze podobieristwo z abycyna
pszczoty miodnej i lebocynami jedwabnika morwowego. Zakres dziatania miecz-
nikowin jest szeroki i obejmuje bakterie oraz grzyby [43].
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UWAGI KONCOWE

Jakkolwiek $wiat owaddw cechuje ogromna roznorodno$¢ budowy ciata, za-
siedlanych niszekologicznych, r6znorodnos$¢ zdolnosci wykorzystywania rozmaitych
zrédet pozywienia oraz przebiegu rozwoju osobniczego, to jednak strategie od-
pornosci przeciwzakaznej sg u wszystkich owadéw identyczne lub bardzo zblizone.
Bariery ochronne okrywy ciata i struktury anatomiczno-fizjologiczne przewodu po-
karmowego, ktére chronigjame ciata owada przed zakazeniem, sq w zasadzie takie
same u wszystkich grup owadéw. Réwniez mechanizmy rozpoznawania sktadnikéw
obcych od struktur wiasnych ustroju, a takze hemocytarne odczyny obronne sg
zblizone. U wszystkich gatunkéw owad6w bardzo aktywna jest fagocytoza, z reguty
wspomagana przez tworzenie guzkéw. Tworzenie guzkéw (nodulacja) polega na
otoczeniu fagocytow z pochtonietymi bakteriami przez kilka warstw komadrek krwi
[38]. W przypadku inwazji pasozytow do hemolimfy pojawia sie dodatkowy odczyn
komdrkowy jakim jest inkapsulacja. Proces inkapsulacji polega na utworzeniu wokét
pasozytow otoczki ztozonej z kilku lub kilkudziesieciu warstw hemocytéw. Sub-
stancja obca tacznie z otoczkg hemocytarng tworzy kapsute. Czesto w $cianie otoczki
odktada sie melanina [38]. Réwniez u wszystkich owaddw naturalnym (fizjologi-
cznym) czynnikiem obrony przeciwbakteryjnej jamy ciata jest lizozym. Owady
0 miekkiej okrywie ciata, tym samym czeSciej narazone na zakazenia bakteryjne
latak pasozytéw, reaguja szybkim idrastycznym podwyzszeniem poziomu lizozymu
w hemolimfie (hipersynteza lizozymu).

Indukowalna (nabyta) odporno$¢ humoralna jest realizowana u owadéw wedtug
identycznego schematu. W zakazonym osobniku sg syntetyzowane de novo zasadowe
biatka i polipeptydy o aktywnosci skierowanej gtdwnie przeciwko bakteriom, w
wiekszosci przeciwko bakteriom Gram ujemnym. W nielicznych tylko przypadkach,
aktywnosci przeciwbakteryjnej towarzyszy dziatanie przeciwgrzybicze, awyjatkowo
indukowane polipeptydy cechuje wytacznie aktywnos$¢ przeciwgrzybowa. Pomimo
identycznego miejsca dziatania docelowego przeciwbakteryjnych biatek odporno-
Sciowych owadow, jakim sg struktury Sciany komorki bakteryjnej, i identycznej
roli w odpornosci przeciwzakaznej, indukowane biatka odpornosciowe owadoéw
réznig sie wielkoscia, sktadem aminokwasowym i budowg przestrzenng czasteczki.
Niemniej jednak, w obrebie poszczeg6lnych grup polipeptydow odpornosciowych
(cekropiny, attacyny, dipterycyny, apidycyny) stwierdzono daleko posunietg ho-
mologie w strukturze pierwszorzedowej czasteczki. Sprawno$¢ mechanizmow immu-
nologicznych owadéw jest zadziwiajaca, co zapewnia tym bezkregowcom przezycie
w ekstremalnych warunkach Srodowiska.
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MOLEKULARNE PODLOZE ZESPOLOW
PRADERA-WILLEGO | ANGELMANA
A MECHANIZMY RODZICIELSKIEGO
PIETNOWANIA GENOMU U CZLOWIEKA

MOLECULAR BASIS OF PRADER-WILLI AND ANGELMAN
SYNDROMES, AND MECHANISMS OF GENOMIC IMPRINTING
IN MAN

Beata BIELINSKA

Zaktad Genetyki Medycznej, Instytut-Pomnik Centrum Zdrowia Dziecka,
Warszawa-Miedzylesie

Streszczenie: Zespoly Pradera-Willego i Angelmana spowodowane sg utrata funkcji odrebnych, sprze-
zonych genéw, ktére znajduja sie w regionie 159 11-13 i poddane s pietnowaniu rodzicielskiemu.
Charakter pietna rodzicielskiego determinowany jest przez obszar regulatorowy potozony w regionie
15q 11-13 i okreslony terminem centrum pietnowania.

Stowa kluczowe: zespoly Pradera-Willego i Angelmana, rodzicielskie pietnowanie genomu, centrum
pietnowania.

Summary: Prader-Willi and Angelman syndromes are caused by the loss of function distinct but closely
linked genes in 15q11-13, subject to genomic imprinting. The parental imprint of these genes is
determined by the genetic element for control of imprinting throughout 15q 11-13 defined as an imprinting
centre.

Key words'. Prader-Willi and Angelman syndromes, genomic imprinting, imprinting centre.

l. WSTEP

Zjawisko rodzicielskiego pietnowania genomu (ang. genomie imprinting) ob-
serwowane u wyzszych Eucaryota polega na naznaczeniu chromosomdw zgodnie
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z ich rodzicielskim pochodzeniem i prowadzi do zréznicowanej ekspresji alleli
ojcowskich i matczynych podczas rozwoju osobniczego.

Rodzicielskie pietnowanie genomu wykazano doswiadczalnie u zwierzat. Zaob-
serwowano réwniez, ze odgrywa ono istotng role w ujawnianiu sie niektérych choréb
genetycznie uwarunkowanych u cztowieka, takich jak: guz Wilmsa [1], embrionalny
nowotwdr miesni (rlmbdosarcoma) [2], pewna forma raka kos$ci (osteosarcoma)
[2] oraz zespotéw Beckwitha-Wiedemana [3], Huntingtona [4, 5], Pradera-Willego
[6] i Angelmana [6].

Rezultaty dotychczasowych badan wskazuja, ze pietnowanie genomowe jest zja-
wiskiem kompleksowym obejmujacym zmiany zardwno struktury iaktywnoSci trans-
krypcyjnej chromatyny, jak i przebiegu replikacji oraz metylacji sekwencji DNA
[7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14]. Pietnowanie zachodzi juz podczas gametogenezy.
Nadane wéwczas pietno rodzicielskie przekazywane jest od gamety do zygoty,
gdzie utrzymuje sie przez caty okres rozwoju zarodkowego, a w komoérkach so-
matycznych nawet do konca zycia. W komérkach linii ptciowej pietno odziedziczone
po rodzicach zostaje wymazane, a w jego miejsce wprowadzane jest nowe, ktérego
specyfika zalezy od pici.

Mechanizm pietnowania pozostaje dotychczas nieznany. W 1993 roku Barlow
wysuneta hipoteze, zgodnie z ktérg pietnowane geny zawierajg sekwencje matczyne
i ojcowskie podlegajgce specyficznej metylacji podczas gametogenezy (ang. im-
printing box) [32]. W 1995 roku Buiting i wsp., na podstawie rezultatow badan
nad zespotami Pradera-Willego i Angelmana uznali, ze pietno genomowe oddziatuje
nie na pojedyncze geny, lecz na duze domeny chromosomalne za pos$rednictwem
sekwencji regulatorowych, ktore okreslili jako centrum pietnowania IC (ang. im-
printing centre). Wedtug modelu pietnowania, ktory zaproponowali, IC reguluje
w uktadzie cis zaréwno strukture chromatyny, metylacje DNA, jak i ekspresje
genow wzdtuz rozlegtego regionu chromosomu 15 [15].

Ponizej przedstawione zostaty rezultaty badan nad zespotami Pradera-Willego
i Angelmana, ktére pozwolity blizej pozna¢ podtoze molekularne tych chordéb u
cztowieka i staly sie podstawg modelu pietnowania chromosomu 15 z udziatem
IC.

II. ZMIANY MOLEKULARNE W REGIONIE 15q#l-13
OBSERWOWANE U CHORYCH Z ZESPOtLAMI
PRADERA-WILLEGO | ANGELMANA

Zespoty Pradera-Willego (PWS) i Angelmana (AS) to schorzenia neurogenety-
czne o odmiennym obrazie klinicznym wystepujace z czesto$cig okoto 1 na
25 000 zywych urodzen.
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Zar6éwno PWS, jak i AS wywotane sa nieprawidtowym dziedziczeniem regionu
11-13 potozonego na diugim ramieniu chromosomu 15 (15ql 1-13). Jak wykazuje
analiza czestosci aberracji chromosomowych (w tym delecji, jednorodzicielskich
disomii, trisomii, translokacji i innych przegrupowan genowych), region 15q¢l 1-13
nalezy do najbardziej niestabilnych fragmentow ludzkiego genomu [16]. W zaleznosci
od obserwowanych w nim zmian molekularnych, wyrézniono cztery klasy pacjentéw
z PWS i AS [6]

Jedna z nich stanowig chorzy z PWS (70-75% ogdtu przypadkéw) oraz z AS
(65-70%), u ktérych stwierdza sie rozlegta delecje powstalg cle novo w regionie
cjl1-13 na chromosomie 15 pochodzacym od jednego z rodzicéw. U chorych z
AS delecje obserwuje sie wytgcznie na chromosomie odziedziczonym od matki,
natomiast u chorych z PWS na chromosomie przekazanym przez ojca [6, 17, 18,
19].

Do drugiej grupy zaliczani sg chorzy charakteryzujacy sie jednorodzicielska di-
somig chromosomu 15: disomig matczyng, tzn. obecnos$cig dwdéch chromosomdw
pochodzacych od matki ibrakiem chromosomu ojcowskiego lub disomig ojcowska,
tzn. obecnoscig dwoch chromosoméw odziedziczonych od ojca i brakiem chro-
mosomu matczynego. Disomie matczyng zaobserwowano wytgcznie w PWS (25%
og6tu przypadkoéw), natomiast disomie ojcowskg w AS (2-3%) [6, 17, 18].

Trzecig, nieliczng grupe stanowig pacjenci z AS (3-4% ogo6tu przypadkow) i
PWS (1-2%), u ktérych jedynie wykrywa si¢ odmienny niz u o0séb zdrowych,
a typowy dla kazdego zespotu, wzo6r metylacyjny w regionie 15q11-13 [6, 15,19].

Osobng grupe reprezentuja chorzy z AS, ktérzy odznaczajg sie pozornie pra-
widtowym dziedziczeniem chromosomu 15 [6, 20, 21, 22, 23] i sq prawdopodobnie
nosicielami drobnych mutacji w genie AS.

Fakt wystepowania ostatniej z wymienionych klasy chorych z AS oraz brak
analogicznych przypadkéw wsrdd pacjentébw z PWS sugeruje, ze za cechy fe-
notypowe AS odpowiedzialny jest tylko jeden gen strukturalny, natomiast za PWS
dwa lub wiecej genéw. Analiza dziedziczenia markeréw polimorficznych w regionie
159 11-13 dowiodta, ze geny zaangazowane w patogeneze AS i PWS zajmujg
odrebne, cho¢ sprzezone loci. Ustalenie ich doktadnego potozenia i funkcji byto
utrudnione przez duzy zasieg delecji (~5 Mb) obserwowanych u wiekszosci pacjentow
z AS i PWS. Wykryte ostatnio mikrodelecje pozwolity ustali¢ odrebne, krytyczne
subregiony (ang. SRO-AS i SRO-PWS), w ktérych poszukiwano gendw struktu-
ralnych odpowiedzialnych za objawy kliniczne AS i PWS (rys. 1). Uznano, ze
geny obecne w poszczegdlnych subregionach podlegajg pietnowaniu rodziciel-
skiemu [20, 21, 22, 23, 24]. Wskazywato na to jednorodzicielskie pochodzenie
chromosomu ulegajgcego delecji oraz wystepowanie jednorodzicielskiej disomii u
chorych z AS i PWS.
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IIl. EKSPRESJA GENOW W REGIONIE 15qlI-13
ZALEZNA OD POCHODZENIA RODZICIELSKIEGO
(PIETNO TRANSKRYPCYJNE)

W obszarze minimalnej delecji AS (SRO-AS) nie udato sie dotychczas znalez¢
genu, ktory ulegatby pietnowaniu ojcowskiemu, a jedyny gen ulegajacy ekspresji
wytgcznie na chromosomie matczynym zidentyfikowano w locus GABRB3 po-
tozonym w regionie 15q 11-13, poza SRO-AS (rys. 1) [19, 23]. Wykazano natomiast,
ze potozony w SRO-AS gen UBE3A, wedlug dotychczasowych badan, aktywnie
transkrybowany zaréwno na matczynej, jak i na ojcowskiej kopii chromosomu 15
jest zaangazowany w patogeneze AS (rys. 1) [47, 48]. Produkt biatkowy tego genu,
enzym E3 ligaza ubikwityna-biatko odgrywa centralng role w selekcji substratéw
(w tym biatka p53) poddanych proteolizie przebiegajacej z udziatem ubikwityny
[49,50,51,52]. Mutacje genu UBE3A, wykryte ostatnio w zespole Angelmana, sta-
nowig pierwszy, poznany u ssakéw, przyktad genetycznych zaburzen ubikwity-
nozaleznej proteolizy wywotujgcych nieprawidtowos$ci w funkcjonowaniu
centralnego uktadu nerwowego. Wcze$niej obserwowano, ze mutacje w genie ko-
dujagcym enzym EO (jeden z no$nikow ubikwityny) powodujg zmiane przewodnictwa
synaptycznego w uktadzie nerwowym u Drosophila melanogaster [53]. Obecnie
przypuszcza sie, ze objawy neurologiczne charakterystyczne dla pacjentow z ze-
spotem Angelmana sg rezultatem mutacji genu UBE3A poddanego, w rozwijajgcym
sie mozgu, procesom pietnowania ojcowskiego. Wystepowanie tkankowo-specyfi-
cznego izaleznego od stadium rozwoju pietna rodzicielskiego opisano juz dla genéw,
odpowiednio, IgFIl i gendw insuliny 1,2 oraz dla gendw IgFIl i genu proinsuliny
u myszy [54,55,56,]. Wydaje sie prawdopodobne, ze transkrypty genu UBE3A
powstajg analogicznie jak pietnowane i niepietnowane transkrypty genu IgFIl, tj.
dzieki istnieniu alternatywnych promotoréw lub alternatywnych miejsc sktadania
transkryptu dla pojedynczego locus genu [48,57].

Mechanizm powstawania pietna transkrypcyjnego genu UBE3A oraz innych
genéw w regionach minimalnej delecji, u pacjentéw z zespotami AS i PWS, jest
obecnie przedmiotem intensywnych badan. W regionie minimalnej delecji u pa-
cjentdw z PWS (SRO-PWS) scharakteryzowano dotychczas cztery geny, ktére pod-
legajg pietnowaniu matczynemu i ulegajg ekspresji jedynie na chromosomie
ojcowskim [25, 26, 27, 28, 44, 45] (rys. 1). Jeden z nich to gen SNRPN (ang.
smali nuclear rihonucleoprotein polypepticle N), ktérego produktem jest polipeptyd
uczestniczacy w dojrzewaniu mRNA w moézgu. Pozostate geny to PARI, PARS
i IPW kodujace poliadenylowane, nie ulegajgce translacji mMRNA o nieznanej dotad
funkcji. Przypuszcza sie, ze transkrypty genéw PARI, PAR5, IPW uczestnicza
w regulacji w ukladzie cis catego obszaru PWS/AS. Regulacja za posrednictwem
wyzej wymienionych produktéw moze przebiega¢ w spos6b analogiczny do mo-
dulowania ekspresji genu IgF2 badz inaktywacji chromosomu X przez transkrypty
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IC - region centrum pietnowania
SRO-AS - region najmniejszej delecji obserwowanej wAS
SRO-PWS - region najmniejszej delecji obserwowanej w PWS
a - pietno transkrypcyjne
O - pietno metylacyjne
o - pietno replikacyjne

Rys. 1. Mapa genetyczna regionu q11-13 na chromosomie 15 z zaznaczonym potozeniem wybranych
loci: na skali nie uwzgledniono odlegto$ci miedzy loci, nawiasy zaznaczone linig falista ograniczaja
region najczesciej ulegajacy delecji u chorych z AS i PSW

genéw odpowiednio HI19 i XIST [29, 30].

Wykrycie gendw SNRPN, PAR1, PAR5, IPW podlegajacych pietnowaniu mat-
czynemu wskazuje na istnienie w regionie 15q11-13 duzej domeny transkrypcyjnej,
ktérej aktywnos$¢ zalezy od pietna rodzicielskiego. W tej samej domenie moze
tez znajdowaé sie gen ZNF129 zidentyfikowany w locus D15S9 potozonym w
regionie 15 q11-13, proksymalnie w stosunku do obszaru SRO-PWS (rys. 1). Stwier-
dzono bowiem, ze wysoce konserwaty wny gen ZNF129, kodujacy biatko zawierajgce
tzw. palce cynkowe, podlega pietnowaniu matczynemu tak u myszy, jak iu cztowieka

[71.

IV. METYLACJA W LOCI REGIONU 15qll-13 ZALEZNA
OD POCHODZENIA RODZICIELSKIEGO
(PIETNO METYLACYJNE)

Dwunukleotydowe sekwencje CpG w genach ZNF129 i SNRPN, a takze w
czterech loci potozonych pomiedzy nimi sg metylowane w sposéb zalezny od ro-
dzicielskiego pochodzenia (pietno stanowi tu zaréwno obecnos$¢, jak i brak grupy
metylowej) (rys. 1).

Pietno metylacyjne wykryto po raz pierwszy u ssakéw w locus D15S9 dla genu
ZNF 129. Obejmuje ono 11 miejsc metylowanych zaleznie od rodzicielskiego po-
chodzenia, przy czym zarowno allel ojcowski, jak i matczyny charakteryzujg sie
wiasnym, niepowtarzalnym wzorem metylacji [7].
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W loci: SNRPNekson-1 (przypuszczalny regionpromotorowy), DI5S63 iRN4RR
zaobserwowano, ze sekwencje CpG sg metylowane tylko na matczynym chromo-
somie. Natomiast w intronie 5 genu SRNPN ilocus X48.5 metylowane sg sekwencje
tylko nachromosomie ojcowskim [26]. W komorkach rozrodczych odkryto odmienne
wzory metylacyjne reprezentujgce prawdopodobnie dziedziczne pietno metylacyjne.
W gametach meskich stwierdzono metylacje intronu 5 oraz brak metylacji w regionie
promotorowym genu SNRPN, natomiast w komérkach zeniskich zaobserwowano
brak metylacji zaréwno w intronie 5, jak i promotorze tego genu [26].

Chorzy z zespotami AS i PWS charakteryzujg sie odmiennym niz osoby zdrowe
wzorem metylacyjnym w regionie 15q11-13. Wszyscy lub prawie wszyscy z ze-
spotem PWS oraz 75% z AS odznaczajg sie brakiem odpowiednio ojcowskiego
lub matczynego wzoru metylacyjnego w loci D15S63 i SNRPN ekson-1 [9, 14,
19, 26]. Analiza wzordw metylacyjnych w regionie 15q11-13, przeprowadzona,
tak u os6b zdrowych, jak i chorych z PWS i AS, potwierdzita zwigzek miedzy
pietnem metylacyjnym a pietnem transkrypcyjnym [25, 26, 28]. Wczesniej zalezno$¢
takg wykazano dla znanych pietnowanych gendw myszy (IgF2, IgF2r, H19) oraz
cztowieka (HI19, IgF2) [29, 30, 31, 32].

Analiza wzoréw metylacyjnych dowiodta ponadto, ze dziedziczny sygnat me-
tylacyjny (obserwowany w gametach) nie wystepuje w sekwencjach kodujgcych
lub promotorowych genu, lecz w sekwencjach intronowych [26]. Specyficzng me-
tylacje sekwencji intronowych wykryto wczesniej u ssakéw, w intronie genu HPRT
ulegajgcego ekspresji na aktywnym chromosomie X [33]. Ustalono, ze intronowe
pietno metylacyjne genu HPRT wystepuje w bezposrednim sasiedztwie sekwencji
wigzacych domeny (petle chromatynowe) z macierzg jadrowg*, tzw. MARs (ang.
matrix attachment region) i wptywa na ich aktywno$¢. MARs podobnie jak sekwencje
wzmacniajgce (ang. enhancers) i sekwencje ostabiajgce (ang. silencers) nalezg do
regulatoréw transkrypcji dziatajagcych w uktadzie cis [33]. Coraz wieksza liczba
doniesien wskazuje, ze sekwencje typu MARs mogg by¢ kluczowym punktem re-
gulacji, tak struktury domen chromosomowych, jak i przebiegajagcych w ich obrebie
transkrypcji, replikacji, metylacji oraz innych proceséw wigzacych sie z aktywnoscia
genomu (w tym réwniez procesOw tkankowo specyficznych) [33, 34, 35, 36, 37,
38, 39, 40, 41].

Struktura domen chromatynowych w regionie krytycznym dla AS i PWS nie
jest dotychczas znana. Wyniki badan nad ekspresjg i replikacjg alleli ojcowskich
imatczynych wtym regionie wskazujg naduze prawdopodobienstwo istnieniadomen,
w ktérych geny funkcjonuja w sposéb zalezny od istniejgcego pietna genomowego.

*Macierz jadrowa - biatkowa struktura jadra komérkowego okreslana czasami jako szkielet jadra
komérkowego, uwazana za wylgczne miejsce replikacji, transkrypcji, metylacji, dojrzewania
mRNA oraz szeregu innych proceséw zwigzanych z aktywnos$cig genomu.
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V. REPLIKACJA ALLELI W REGIONIE 15qll-13
ZALEZNA OD POCHODZENIA RODZICIELSKIEGO
(PIETNO REPLIKACYJNE)

Zaobserwowano, ze allele ojcowskie i matczyne w regionie krytycznym dla
AS/PWS replikujg asynchronicznie. Allele ojcowskie zlokalizowane pomiedzy loci
D15S63 i GABRB3 ulegaja replikacji wczesniej niz allele matczyne, natomiast
allele matczyne wystepujace miedzy loci GABRB3, a GABRB5 replikuja wczesniej
niz ojcowskie [13,42,43]. Swiadczy to o tym, ze aktywno$é replikacyjna w regionie
15q 11-13 uzalezniona jest od pietna rodzicielskiego i prawdopodobnie koreluje
z ekspresjg gendéw (rys. 1). Podobne zjawisko zaobserwowano u ssakéw, u ktérych
na nieaktywnym chromosomie X geny replikujag w fazie S pé6zniej niz na jego
aktywnym homologu i u ktérych wystepuja roznice w przebiegu replikacji dla
genow H19 i IgF2 na chromosomach pochodzenia ojcowskiego i matczynego [42].

U pacjentéw z AS i PWS, u ktdérych choroba jest wynikiem odpowiedniej, jedno-
rodzicielskiej disomii chromosomu 15, wykryto odmienny niz u oséb zdrowych
wz0r replikacyjny - zaréwno dla ojcowskich, jak i matczynych alleli regionu q11-13
[13, 14, 42]. Wskazuje to na wystepowanie podczas ontogenezy wzajemnych od-
dziatywan miedzy imprintami chromosoméw homologicznych, ktére umozliwiaja
wprowadzenie prawidtowego wzoru replikacyjnego. Oddziatywania te mogtyby za-
chodzi¢ przy udziale sekwencji dziatajgcych w uktadzie trans, tak jak proponuje
to model allelic cross-talk wyjasniajacy ekspresje dominujacej mutacji w locus
Ubx u Drosophila [43]. Dotychczas nie wykryto sekwencji uczestniczacych w po-
stulowanej wzajemnej regulacji pietnowania w ukladzie trans pomiedzy dwoma
homologicznymi chromosomami 15.

VI. MUTACJE IMPRINJINGOWE U CHORYCH Z AS | PWS.
OBECNY MODEL GENETYCZNY DLA ZESPOtOW PRADERA-
WILLEGO | ANGELMANA ZAKEADAJACY UDZIAL CENTRUM

PIETNOWANIA W PIETNOWANIU REGIONU 15qll-13

Ostatnio udato sie ustali¢ potozenie sekwencji, ktére dziatajg w uktadzie cis,
wzdtuz regionu 159 11-13 i decydujg o charakterze pietna rodzicielskiego po-
tozonych w tym regionie gendéw [15]. Odkrycia tych sekwencji dokonano prze-
prowadzajac badania pacjentdw z AS iz PWS, u ktérych obserwowano odziedziczone
od obojga rodzicow, pozornie normalne chromosomy 15, charakteryzujace siejedynie
nieprawidtowym wzorem metylacyjnym w regionie 15q11-13. U niekt6érych z tych
chorych wykryto mikrodelecje w regionie potozonym proksymalnie w stosunku
do subregionéw krytycznych dla AS i PWS [15, 19, 44]. Ustalono, ze dzieci z
PWS dziedziczyty mikrodelecje od fenotypowo normalnych ojcéw, ktérzy dzie-
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Rys. 2. Schemat dziedziczenia mutacji imprintingowej prowadzacej do wystapienia rodzinnego PWS
(A) lub AS (B) [19]: a) - mutacja imprintingowa, ktéra pojawita sie cle novo w linii zeriskiej powoduje
utrwalenie na chromosomie 15 pietna matczynego; mutacja przekazywana jest bezobjawowo przez
kobiety; jezeli jej nosicielem jest mezczyzna, przekazuje potowie swego potomstwa chromosom 15 z
ustalonym pietnem matczynym; u dzieci dziedziczacych zmutowany chromosom rozwijaja sie objawy
PWS; b) - mutacja, ktéra wystgpita de novo w linii meskiej powoduje utrwalenie na chromosomie 15
pietna ojcowskiego; jezeli transmisji mutacji towarzyszy zmiana pici u kolejnych nosicieli, u dzieci
rozwija sie AS

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

Korelacja dziedziczenia mikrodelecji z wystepowaniem objawéw chorobowych
w wielopokoleniowych rodzinach z AS i PWS wykazata, ze mikrodelecjajest mutacja
imprintingowag (ang. imprinting mutation), ktéra nie wywiera prostego wptywu po-
zycyjnego na sasiednie geny, lecz utrwala istniejgce w tych genach pietno rodzi-
cielskie. Konsekwencjg tej mutacji jest niezdolnosé¢ do wymazania pietna
genomowego w komdrkach linii piciowej podczas gametogenezy. Tego rodzaju
mutacje przekazywane sg z pokolenia na pokolenie bezobjawowo przez nosicieli
tej samej pici (rys. 2). Natomiast jezeli transmisji mutacji u kolejnych nosicieli
towarzyszy zmiana ptci, to u ich dzieci wystepuja objawy zespotu Pradera-Willego
lub Angelmana (zaleznie od tego, jakie pietno zostato utrwalone na zmutowanym
chromosomie) (rys. 2).

Identyfikacja mutacji imprintingowej u chorych z AS i PWS stala si¢ podstawg
obecnego modelu genetycznego zespotdw Pradera-Willego i Angelmana. Model
ten zaktada, ze oba zespoty sg spowodowane utratg funkcji odrebnych, cho¢ sprze-
zonych gendw potozonych w regionie 15q11-13 i poddanych pietnowaniu rodzi-
cielskiemu. Charakter pietna rodzicielskiego zaréwno gendéw AS, jak i PWS
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Rys. 3. Hipoteza centrum pietnowania regionu §11-13 chromosomu 15 [15]: Ekspresja gendw PWS i
AS w regionie ¢11-13 chromosomu 15 jest regulowana przez centrum pietnowania. Geny AS sg
aktywnie transkrybowane wytgcznie na matczynej kopii chromosomu 15, natomiast geny PWS na kopii
pochodzacej od ojca. W niektérych rodzinnych przypadkach PWS i AS delecja bagdZz mutacja w centrum
pietnowania powoduje utrwalenie istniejacego pietna rodzicielskiego na chromosomie 15 i niezdolno$¢
do jego wymazania podczas gametogenezy. W konsekwencji mutacji imprintingowej pacjent z PWS ma
dwa chromosomy z pietnem matczynym, naktérych nie ulegaja ekspresji geny PWS, natomiast u chorego
z AS wystepuja dwa chromosomy z pietnem ojcowskim i nieaktywnymi genami AS.

zdeterminowany jest przez jeden osrodek regulatorowy, tzw. centrum pietnowania
(ang. imprinting centre), ktore znajduje sie w proksymalnej czesci regionu 15q 11-13,
(rys. 1,3) [15]. Uwaza sie, ze centrum pietnowania reguluje w uktadzie cis strukture
chromatyny oraz replikacje i ekspresje genow rozlegtego (~2 Mb) regionu chro-
mosomu. Mechanizm regulacji aktywnosci pietnowanej domeny, z udziatem IC,
nie zostat dotychczas catkowicie wyjasniony.

VII. STRUKTURA | FUNKCJONOWANIE
CENTRUM PIETNOWANIA W REGIONIE 15qll-13

Rezultaty ostatnich badan wykazujg, ze centrum pietnowania obejmuje region
ok. 100 kb, w tym tzw. eksony BD iekson 1genu SNRPN, oraz koduje alternatywny
transkrypt genu SNRPN, pozbawiony miejsc startu translacji (rys. 4) [45]. Ekspresje
obszaru IC zaobserwowano w niewielu tkankach, gtéwnie w jajnikach, jadrach,
mobzgu i sercu, wytgcznie na ojcowskiej kopii chromosomu 15 [45].

Wykazano, ze mikrodelecje i mutacje punktowe w eksonach BD badZ w miejscach
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NV\A - chromosom 15 odziedziczony od matki
chromosom 15 odziedziczony od ojca

PO - pietno ojcowskie

PM - pietno matczyne

SIS « miejsce inicjacji przetgczania pietna rodzicielskiego

Rys. 4. Struktura i funkcjonowanie centrum pietnowania (IC) podczas zenskiej (XX) i meskiej (XY)
gametogenezy [48], opis zamieszczono w rozdz. VII

donorowych dla sktadania transkryptu uniemozliwiajg zmiane pietna ojcowskiego
na matczyne [45]. Mutacje takie znaleziono bowiem u pieciu spos$réd szeSciu znanych
rodzin z AS, u ktérych obserwowano zaburzenia procesu pietnowania chromosomu
15. U jednej z szesciu omawianych rodzin wykryto delecje o wielkosci 6 kb, ktora
wystepowata w bezposrednim sasiedztwie eksonéw BD, a wiec mogta mieé wptyw
na procesy transkrypcji lub sktadania transkryptu. Stwierdzono natomiast, ze mi-
krodelecje w eksonie 1 genu SNRPN uniemozliwiajg zmiane pietna matczynego
na ojcowskie. Mikrodelecje w eksonie 1 genu SNRPN znaleziono u wszystkich
znanych rodzin z PWS, u ktoérych obserwowano zaburzenia procesu pietnowania
[45].

Powyzsze obserwacje staty sie podstawg modelu funkcjonowania centrum piet-
nowania na chromosomie 15 (rys. 4) [45]. Model ten zaklada, ze centrum piet-
nowania jest dwucze$ciowg strukturg, ktdra tworzg sekwencje pietnujace, tzw.
imprintor (ang. imprintor) i miejsce inicjacji przetgczania pietna rodzicielskiego
(ang. switch initiation site\ SIS)

Imprintor ulega aktywnej ekspresji wytgcznie na ojcowskiej kopii chromosomu
15 i koduje transkrypt BD. Za posrednictwem transkryptu BD, imprintor oddziatuje,
w ukladzie cis, na miejsce inicjacji przetgczania pietna (SNRPN ekson 1, SNRPN
promotor lub miejsce potozone w poblizu) prawdopodobnie indukujac lokalne zmiany
w strukturze chromatyny.

Na podstawie rezultatdéw badan metylacji i replikacji DNA w regionie 159 11-13
autorzy modelu sugerujg, ze ojcowska kopia pietnowanej domeny, z ktorej trans-
krybowane sg geny PWS ma strukture euchromatyny, natomiast matczyna kopia,
na ktorej ekspresji ulega gen AS, wystepuje w postaci heterochromatyny. Miejsce
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inicjacji przetgczania pietna rodzicielskiego (SIS) reprezentuje przypuszczalne, jg-
drowe centrum determinujgce stopienn kondensacji chromatyny.

Miejsca indukujgce stan heterochromatynowy, jakkolwiek niezidentyfikowane
dotychczas u ssakéw, zostaty do$¢ dobrze poznane u Drosophila melanogaster.
Podczas rozwoju osobniczego tego gatunku, wraz z pojawieniem sie okreslonych
wzorow ekspresji gendw, obserwuje sie zmiany stopnia upakowania chromatyny.
Jako przyktad moze postuzy¢ oddziatywanie sekwencji DNA z biatkowymi czyn-
nikami z grupy Polycomb (PcG) dziatajgcymi w uktadzie trans i indukujgcymi
powstanie struktur podobnych do heterochromatynowych [46].

Model pietnowania rodzicielskiego proponowany dla chromosomu 15 zaktada,
ze przetaczanie pietna ojcowskiego na matczyne, podczas zenskiej gametogenezy,
indukowane jest przez transkrypt BD w miejscu inicjacji przetgczania (SIS) i prze-
biega z udziatem matczynych czynnikéw dziatajacych w uktadzie trans. Przetaczanie
pietna matczynego na ojcowskie podczas meskiej gametogenezy zachodzi przy nie-
obecnosci transkryptu BD izenskich czynnik6w biatkowych. Rozszerzanie sig pietna
matczynego w domenie 15q11-13 podczas zenskiej gametogenezy powoduje ina-
ktywacje imprintora, natomiast rozchodzenie sie pietna ojcowskiego, podczas game-
togenezy meskiej, jego ponowng aktywacje.

Przedstawiony model sugeruje zatem, ze przetgczanie pietnajest procesem samo-
regulacyjnym ispecyficznym ptciowo. Nasuwa réwniez pewne wyjasnienie ewolucji
pietnowania regionu 15q 11-13. Ojcowski epigenotyp wydaje sie byé podobny do
epigenotypu innych, niepietnowanych regionéw chromosomalnych, a matczyny
epigenotyp mogt rozwingC sie z epigenotypu ojcowskiego, po pojawieniu sie trans-
kryptu BD oraz matczynych czynnikéw biatkowych dziatajagcych w uktadzie trans.

Nalezy podkresli¢, ze powyzszy model proponuje jedynie mechanizm przetgczania
pietna rodzicielskiego podczas gametogenezy. Nie wyjasnia natomiast, wjaki sposéb
ekspresja poszczeg6lnych genéw jest regulowana przez matczyny lub ojcowski
epigenotyp. Oczekuje sig, ze dalsze badania nad strukturg i funkcjonowaniem centrum
pietnowania pozwolg pozna¢ mechanizm powstawania pietna rodzicielskiego w IC
i spos6b komunikowania go poszczegélnym genom w regionie 15q11-13.
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CZYNNIK MARTWICY NOWOTWOROW-a
W KOMORKACH ZENSKIEGO UKELADU ROZRODCZEGO*

TUMOR NECROSIS FACTOR-a
IN THE FEMALE REPRODUCTIVE TRACT CELLS
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Streszczenie: Biologiczne wiasciwosci czynnika martwicy nowotworéw {Tumor Necrosis Factor,
TNF-a) pierwotnie wigzano z wywotywaniem martwicy krwotocznej guzéw nowotworowych. Obecnie
wiadomo, ze cytokina ta czynnie uczestniczy w wielu mechanizmach regulujacych stan prawidtowej
homeostazy organizmu. W uktadzie rozrodczym potwierdzono istotng role TNF-a w rozwoju gamety i
pecherzyka, sterydogenezie, cyklicznych przemianach endometrium, réznicowaniu si¢ komorek tozyska,
rozwoju zarodka oraz porodzie. W przedstawionym przegladzie piémiennictwa oméwiono wielokierun-
kowe zaangazowanie TNF-a w procesy zwigzane z biologig reprodukcji oraz jego interakcje w sieci
cytokin.

Stowa kluczowe: TNF-a, zenski uktad piciowy, biologia reprodukc;ji

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

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

*Praca wykonana w ramach projektu badan statutowych AM Biatystok Nr 303817
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I. WSTEP

Badania ostatnich lat dostarczajg wielu istotnych informacji dotyczacych syntezy
oraz funkcji, jakie petnig cytokiny w zenskim uktadzie ptciowym [45, 58]. TNF-a
po raz pierwszy opisano jako produkt syntezy zaktywowanych makrofagéw, ktéry
doprowadzat do martwicy krwotocznej w doswiadczalnych guzach nowotworowych
[15]. Obecnie wiadomo, iz jest to wielokierunkowo dziatajgca cytokina, ktorej efekt
dziatania na komorki uzalezniony jest zaréwno od jej stezenia, jak tez od pochodzenia
komdérek efektorowych [33]. TNF-a nie tylko reguluje procesy wzrostu komorek,
ale takze odgrywa istotng role przez wptyw na ich funkcje [73]. Biatko to oraz
jego mRNA stwierdzane jest w uktadzie rozrodczym przy braku objawéw zakazenia
i nowotworzenia, co potwierdza, iz peini ono role mediatora prawidiowej ho-
meostazy komoérek i tkanek [18, 44].

Modele doswiadczalne opracowane do badan funkcji, jakie petni TNF-a w
uktadzie rozrodczym, obejmujg: dojrzewanie oocytéw ipecherzykdw, zmiany wste-
czne zachodzace w ciatku z6ttym (CL), cykliczne przemiany endometrium, doj-
rzewanie morfologiczne i czynnosciowe tozyska oraz mechanizm porodu.
Przedmiotem badan sgtez interakcje miedzy TNF-a agonadotropinami ijajnikowymi
hormonami ptciowymi.

Przedstawiany przeglad piSmiennictwa omawia wyniki badan nad ekspresjg ge-
nowa TNF-a oraz jego regulacyjng rolg w fizjologii i patologii proceséw reprodukcji
u ludzi i zwierzat.

Il. BIALKA GRUPY GENOWEJ TNF,
JEJ PRZEDSTAWICIELE | RECEPTORY

Pierwszym opisanym biatkiem tej grupy byt TNF-a. W ostatnich latach wykryto
jeszcze 8 biatlek o zblizonej sekwencji aminokwasowej N-koricowej domeny [6,
9]. Gen TNF-a zlokalizowany jest w regionie klasy Il gtdwnego uktadu zgodnosci
tkankowej (major histocompatibility complex, MHC) i koduje forme o masie czg-
steczkowej (m. cz.) 26 kilodaltonéw (kDa), zwigzang z btong komérkowa. Z niej,
po oddzieleniu tzw. peptydu sygnatowego (pro-TNF-a) uwalniana jest wolna czga-
steczka om. cz. 17 kDa [73]. Bardzo aktywny biologicznie, wolny TNF-a wystepuje
w $rodowisku w postaci homotrimeru. Czasteczka tataczy sie z obecnymi w surowicy
krwi wolnymi receptorami rozpuszczalnymi (TNF-Rs) [27] lub zdwoma receptorami
komdrkowymi, ktére w zaleznosci od ich m.cz. nazwano: p55/p60 (TNF-R1) i
p75/p80 (TNF-R2) [67]. Receptory TNF-Rs w zjawisku konkurencji z TNF-R1
i R2 wigzg wolny TNF-a. Ustala to prawdopodobnie fizjologiczne stezenie cytokiny
w organizmie, chroniac go przed niepozagdanym dziataniem jej nadmiaru [27]. Zewna-
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trzkomérkowe domeny TNF-R wykazujg pewng homologie sekwencji aminokwa-
sowej, natomiast ich domeny wewngatrzkomdrkowe rdznig sie catkowicie [6, 9].
Z faktu tego wynika, iz przekazywanie roznych sygnatéw do komoérek jest re-
zultatem przytgczenia TNF-a do jego réznych TNF-R. Stwierdzono, ze TNF-R 1
zwigzany jest z cytotoksycznos$cig [66]. Transgeniczne myszy pozbawione tego
receptora nie sg wrazliwe na wywotujacy objawy wstrzasu septycznego FPS mimo
indukcji wysokiego stezenia TNF-a [50]. TNF-R2 wydaje sie by¢ zwigzany z pro-
liferacjg limfocytow, jednak moze takze przenosi¢ sygnat cytotoksyczny [66].

W badaniach oceniajgcych rozktad ekspresji genowej TNF-a stosowane sg me-
tody wysoce specyficzne, ale nie pozbawione mozliwosci btedu. Wiele przeciwciat
(Ab) uzywanych do identyfikacji tego biatka ma charakter poliklonalny. Mogga one
taczy¢ sie z pozostatymi przedstawicielami rodziny (FTa, 3 Fas, CD40, CD27,
CD30, 4-1BB, 0X40) [14, 26, 64], co moze mie¢ wptyw na wyniki prowadzonych
badan. W zwigzku z tym zachodzi konieczno$¢ weryfikacji uzyskiwanych danych
przy pomocy innych technik, ktore tgcznie potwierdzajg obecnos¢ TNF-a i okre$lajg
role, jaka petni on w zenskim uktadzie rozrodcznym.

1. TNF-a W JAINIKU

1 W jajniku myszy transkrypcja genu TNF-a zostata zlokalizowana przy pomocy
technik hybrydyzacji in situ oraz metod immunocytochemicznych [18]. Immuno-
reaktywno$s¢ mRNA TNF-a obserwowano w oocytach pecherzykéw z dwoma lub
wiecej warstwami komorek ziarnistych (GCs). Brak jej w oocytach zawigzkowych,
pecherzykach z pojedyncza warstwg GCs i we wczesnych stadiach pecherzykow
atrezyjnych. Obecno$¢ mRNA i aktywnego TNF-a w podscielisku stwierdzano
tylko w komérkach makrofagopodobnych. Natomiast w CF obecno$¢ TNF-a wy-
kazano zaréwno w komdrkach lutealnych, jak i makrofagopodobnych.

Przeprowadzone analizy wykazaty obecnos$¢ w jajniku myszy mRNA oraz odpo-
wiadajagce mu proporcje TNF-a, ktore nie zmieniaty sie podobnie jak immuno-
reaktywno$¢ TNF-a przez calg faze estrus. Wyniki te wskazujg, iz transkrypcja
genu TNF-a w oocycie zbiega sie z syntezg immunoreaktywnego TNF-a oraz
ze procesy te zachodzg w réznych okresach rozwoju pecherzyka. Formowanie drugiej
warstwy GCs jest najprawdopodobniej zwigzane z poczatkowg fazg transkrypcji
genu TNF-a w oocycie i koreluje ze wzrostem stezenia tego biatka i jego mRNA.
Wynika z tego mozliwo$¢é hamowania jego jajnikowej ekspresji przez zastosowanie
syntetycznych oligonukleotydéw i ograniczenie efektu dziatania TNF-a na wzrost
oocytow.

2. U szczurow miejscem pierwotnej lokalizacji TNF-a jest oocyt [18, 44]. W
przeciwieristwie do myszy TNF-a jest obecny w pecherzykach zawigzkowych, pe-
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cherzykach z jedng warstwag GCs oraz pecherzykach duzych. TNF-a stwierdzano
w oocytach szczurzych noworodkéw juz w 2 dobie po porodzie. Oocyty ptodowe
jeszcze na dobe przed porodem nie zawierajg TNF-a. W okresie tym rzadko stwier-
dzany jest takze jego mRNA. Sugeruje to mozliwo$¢ inicjowania syntezy TNF-a
inng droga niz pobudzenie czynnikami pochodzacymi z organizmu matki. Stezenie
kortykosteronu w krgzeniu matczynym wzrasta wraz z zaawansowaniem cigzy [76].
Kortykoidy hamujg genowa transkrypcje i translacje TNF-a [8]. Jest to podstawg
hipotezy, ze kortykoidy matczyno-ptodowe sg odpowiedzialne za hamowanie syntezy
TNF-a w okresie ptodowym, a pozbawienie noworodkéw ich dziatania wyzwala
translacje TNF-a.

Izolowane GCs wykazujg obecno$¢ immunoreaktywnego TNF-a [44, 53]. Nie
jest jednak potwierdzone, czy sg one zdolne do jego syntezy. Najprawdopodobniej
TNF-a pochodzi z oocytow oraz komorek mononuklearnych. Przedowulacyjne 00-
cyty badano na obecnos$¢ bioaktywnego TNF-a in vitro przy uzyciu linii komérek
L929, ktére pod wptywem tej cytokiny ulegajg lizie [44]. Stwierdzono, iz aktywno$é
obecnego w nich TNF-a zblizona jest do aktywnosci rekombinowanego mysiego
TNF-a.

3. W $rodowisku hodowli tkanki lutealnej pochodzacej z cigzy rzekomej krélic
wykazano aktywno$¢ TNF-a w biometodzie z uzyciem komérek linii LM [4, 5].
Stwierdzono, iz w 17/19 dniu, po inkubacji z LPS wyraZnie wzrasta w nich stezenie
TNF-a i ze za ten wzrost odpowiedzialne sg obecne w hodowli makrofagi. Zaob-
serwowano je w 17 dniu, w okresie inwolucji CL i wykazano, ze ich liczba korelowata
z wysokim poziomem TNF-a uwalnianym do $rodowiska hodowli.

4. U owiec wykryto mRNA TNF-a w r6znych stadiach inwolucji CL. Aktywno$¢
TNF-a wzrastata w odpowiedzi na prostaglandyne F2ot(PGF2a), a wyraznie malata
wraz z obnizaniem sie poziomu progesteronu, co towarzyszy zmianom wstecznym
i rozpadowi CL. Mozliwe jest, iz w przebiegajgcej w tym okresie fazie uprzatania,
naciekajgce CL komérki jednojgdrowe odpowiadajg czesciowo za wzrost poziomu
TNF-a [38].

5. Immunoreaktywno$¢ TNF-a i jego mRNA obserwowano takze w krowich
pecherzykach atrezyjnych, pecherzykach zatokowych, CL oraz jednojadrowych ko-
maérkach makrofagopodobnych [53]. Stezenie TNF-a w ptynie pecherzykowym
byto state miedzy 3 a 20 dniem fazy estrus, a najwyzsze wartosci osiggato w
dniu owulacji [90].

6. W ludzkim cyklu miesigczkowym TNF-a wystepuje zarowno w fazie fo-
likularnej, jak i lutealnej [55, 90]. Pecherzyki wykazujg immunoreaktywno$¢ TNF-a
w warstwach GCs, pecherzykach atrezyjnych i ptynie pecherzykowym [53]. TNF-a
zawierajg tez CL, duze komorki luteopodobne oraz komérki ostonki [55].

Prowadzone badania wskazuja na GCs jako gtéwne zrddto jajnikowego TNF-a
[55, 90]. Pobrane od kobiet w procesie zaptodnienia in vitro (in vitro fertilization,
IVF) uwalniaja TNF-a do $rodowiska hodowli jedynie podczas inkubacji z fo-
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litroping (FSH) [90]. W badaniach tych zaobserwowano takze synergizm dziatania
skojarzenia czynnika stymulujgcego kolonie makrofagowe (macrophage-colony sti-
mulating factor, M-CSF/CSF-1) i ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej (human
chorionic gonadotrophin, hCG), pomimo braku ich samodzielnego wptywu na
synteze TNF-a.

Przy uzyciu Ab wykryto na GCs biatka odpowiedzialne za tgczenie LPS [61].
Badano je w hodowli, w obecnosci LPS, stwierdzajagc po 16 godz. inkubacji wzrost
syntezy mRNA TNL-a oraz zwiekszenie sekrecji TNL-a do $rodowiska. Niestety,
licznie obecne makrofagi i krwinki biate mogty mieé istotny wptyw na wyniki
tych badan i stagd w ocenie tego procesu niezbedne jest zastosowanie dodatkowych
metod (43).

W hodowlach ludzkich oocytéw, GCs, komérek wzgdrka jajonosnego oraz ko-
modrkach zarodka badano takze stezenie innych cytokin [89]. Stwierdzono, iz po
24 godz. tylko w Srodowisku kompleksu oocyty-komérki wzgérkajajonosnego wzra-
staty poziomy interleukiny 1 (interleukin 1, IL-1), interleukiny 6 (IL-6) oraz CSL-1,
natomiast stezenie TNL-a byto niskie. Wzrastato ono wyraZznie w okresie podziatow
komorek zarodka, co moze $wiadczy¢é o jego roli jako czynnika wzrostu.

IV. REGULACJA EKSPRESJI TNF-a W JAJNIKU

Czynniki wptywajgce na ekspresje TNL-a w jajniku nie sg doktadnie poznane.
lloSciowa ocena jajnikowego mRNA TNL-a w fazie estrus u myszy oraz u nie-
dojrzatych szczuréw po zastosowaniu gonadotropiny uzyskanej z surowicy cie-
zarnych klaczy (pregnant mare’s serum gonadotrophin, PMSG) nie wykazata
istotnych réznic [18, 62], podobnie jak jakosciowa analiza immunocytochemiczna
[18, 44, 62]. Interesujace jest, ze po zastosowaniu LPS u niedojrzatych szczuréw
dochodzi do naptywu zaleznych od TNL-a komérek immunokompetentnych, ktoére
obserwowano w podscielisku, ostonce i tkance $rédmigzszowej. Komorki te pro-
dukujg jednak niewielkie ilosci mMRNA TNF-a [62]. W jajniku szczura oocyty
wydajg sie by¢ podstawowym Zrddtem TNF-a [44].

Istnieje prawdopodobienstwo hormonalnej regulacji pozioméw stezen jajniko-
wego TNF-a. Wykazano, ze bioaktywno$¢ TNF-a wzrasta w ptynie pecherzykowym
w przedziale 3-20 dzien fazy estrus u kréw [90]. Wraz z dojrzewaniem pecherzykow
wzrasta transkrypcja genu TNF-a, ilos¢ jego mRNA i stezenie TNF-a. Cze$é
TNF-a moze pochodzi¢ z naptywowych komérek makrofagopodobnych, ktére do-
stajg sie do wzrastajgcego pecherzyka w wyniku zwiekszonego przeptywu krwi.
Nie mozna jednak wykluczy¢ regulacyjnej roli gonadotropin, ktdre wptywajac na
wzrost pecherzykow moga takze oddziatywaé naekspresje genowg i indukcje syntezy
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TNF-a, wprzeciwienistwie do progesteronu iestradiolu, ktére w hodowli monocytow
uzyskanych w fazie lutealnej wyraznie zmniejszajg ekspresje mRNA TNF-a [43].

V. WPLYW TNF-a NA FUNKCJE JAJNIKA

1 W hodowli GCs pochodzacych od niedojrzatych szczuréw poddanych dziataniu
dietylostylbestrolu (DES) TNF-a hamuje aktywno$¢ zaleznej od FSH aromatazy
[25]. Stopien hamowania uzalezniony jest od zastosowanej dawki cytokiny (0,001-
10 ng/ml) [74]. Jej wptyw zachodzi na poziomie indukcji przez FSH. TNF-a hamuje
takze indukcje aktywnoS$ci aromatazy wywotywang przez transformujacy czynnik
wzrostu-[3 (transforming growth factor-*, TGF-(3), a takze zmniejsza poziom pro-
gesteronu indukowany przez TGF-a i FSH [1]. Mechanizm dziatania TNF-a na
GCs oparty jest na zmniejszaniu poziomu cAMP, ktéry pobudza aktywno$¢ aro-
matazy, a ktérego synteze nasilaja: FSH, PGE2 oraz naczynioaktywny polipeptyd
jelitowy (vasoactive intestinal polypeptide, VIP). W stezeniu 1ng/ml TNF-a hamuje
przez 24 godz. dziatanie pobudzajgce FSH na ekspresje i liczbe receptorow LH
in vitro. Wydaje sie, ze nie ma na to wplywu dziatanie cytotoksyczne TNF-a,
poniewaz liczba GCs nie ulega zmianie [22].

Stwierdzone in vitro dziatanie hamujgce synteze progesteronu [1, 25] i 20-a-
hydroksyprogesteronu [L] oraz pobudzanie syntezy 5-a-pregnandiolu [1] potwierdza
udziat TNF-a w przemianach tego hormonu. $Srédmiazszowe komérki otoczki wy-
kazujg in vitro zalezny od dawki TNF-a stopien hamowania pobudzanej przez
LH syntezy androstendionu [2, 85]. Efekt ten zanika po usunieciu go ze srodowiska
hodowli lub jest neutralizowany przez zastosowanie Ab p/TNF-a. TNF-a indukuje
tworzenie sie zrebu komérek srédmigzszowych [85]. Podobny proces zachodzi w
odpowiedzi na nabtonkowych czynnik wzrostu (epidermal growth factor, EGF)
[86]. Znaczenie fizjologiczne tych proces6w nie jest poznane. Mozliwe, ze TNF-a
dziata w oocycie jako czynnik wzrostowy w przebiegu wczesnego stadium doj-
rzewania pecherzyka. Jego okresowy wptyw na proces sterydogenezy moze chroni¢
dojrzewajgcy pecherzyk przed wczesng odpowiedzig na wzrastajgce poziomy go-
nadotropin.

Stwierdzono, iz TNF-a zwieksza aktywno$¢ kinazy biatkowej C oraz zaleznej
od EGF kinazy tyrozynowej, ktora przez aktywacje kinazy biatkowej C powoduje
pobudzenie komorek $rédmigzszowych. Inhibitory tych biatek nie blokujg hamu-
jacego dziatania TNF-a na synteze androgendéw [86]. Dlatego wydaje sie prawdo-
podobne, ze TNF-a indukuje w otoczce synteze transformujgcego czynnika
wzrostu-a (transforming growth factor-a, TGF-a) lub EGF, a nastepnie mediatory
zalezne od nich posredniczag w formowaniu zrebu komérkowego.
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2. Pecherzyki przedowulacyjne dorostych szczuréw pochodzace z fazy proestrus
takze syntetyzujg TNF-a [54]. Niskie stezenia TNF-a hamujg synteze androsten-
dionu, wysokie jego produkcje pobudzajg. Stezenie estradiolu w okresie 24 godz.
inkubacji z TNF-a nie ulega zmianom [1 1]. Wykazano jednak w tym czasie atrezje
pecherzykéw, indukcje proceséw apoptozy i hamowanie stymulowanej przez FSH
syntezy progesteronu. Wykazano takze, ze TNF-a stymuluje synteze i gromadzenie
progesteronu przez komdrki ostonki oraz hamuje jego akumulacje w GCs [54].

Badane formy przedowulacyjne pecherzykéw niedojrzatych szczuréw po zasto-
sowaniu gonadotropiny kosmowkowej klaczy (equine chorionic gonadotrophin,
eCG) wykazaty po podaniu TNF-a pobudzenie syntezy: PGE2, PGF?a, prostacykliny
i progesteronu [10]. Nie odnotowano opisanego wczes$niej hamujacego wptywu
TNF-a na stezenie progesteronu w izolowanych GCs. Potwierdzono natomiast,
iz moze on stymulowaé jego synteze w komdrkach ostonki [10]. Wydaje sie, ze
gromadzenie progesteronu indukowane przez TNF-a nie jest uzaleznione od syntezy
prostaglandyn. Przemawia za tym fakt, ze zastosowanie inhibitora ich syntezy (indo-
metacyny) nie blokuje indukcji jego syntezy przez TNF-a [10]. W badaniach GCs
pochodzacych z dojrzatych pecherzykdw przedowulacyjnych nie stwierdzono istot-
nego dziatania TNF-a na sekrecje pobudzanego przez LH progesteronu [63].

3. Wstepne doniesienia opisujg hamowanie przez TNF-a stymulowanej przez
FSH i insuline syntezy progesteronu w GCs pochodzacych od $wih [74]. Okresowo
stwierdzano w nich synteze PGEO i PGFO(r Obserwowano tez, ze hamuje on
pobudzang przez FH synteze progesteronu w komérkach otoczki $redniej wielkosci
niedojrzatych pecherzykéw [69].

W badaniach CF pochodzacych z przedziatu 3-10 dzien cyklu u $win wykazano,
iz TNF-a catkowicie hamuje aktywnos$¢ estradiolu i progesteronu indukowang przez
hCG [51]. Natomiast CF pochodzgce z 10-14 dnia cyklu nie byly wrazliwe na
jego dziatanie [69]. Wydaje sie, ze CF moze traci¢ wrazliwo$¢ na dziatanie TNF-a
W procesie regresji.

4, TNF-a ma wyrazny wptyw na komorki lutealne pochodzace z 9-12 dnia
cyklu krow [7]. W zaleznosci od dawki indukuje on wzrost syntezy PGF9a i 6-
ketoPGF|a bez wplywu na poziom progesteronu.

5. U ludzi badano jedynie wptyw TNF-a na komérki lutealne [20, 28, 71, 77,
78, 90]. Indukuje on ich proliferacje, a w ich $rodowisku wzrost stezen PGF-,a
i PGE2 [77, 81]. W komorkach lutealno-ziarnistych TNF-a wyraznie zwigksza
po 4-6 dniach hodowli wydzielanie estradiolu [81]. Stezenie progesteronu w $ro-
dowisku jest takze wyraznie wyzsze niz w kontroli [81]. Stwierdzono synergistyczne
dziatanie hCG i TNF-a na wzrost jego poziomu [71]. Wykazano takze zwiekszenie
taczenia sie¢ hCG z receptorami komorkowymi pod wptywem TNF-a w 10 dniu
hodowli, co moze sugerowaé, ze synergizm dziatania hCG i TNF-a polega na
zwiekszeniu liczby miejsc receptorowych dla hCG. TNF-a zwieksza takze indu-
kowang przez prolaktyne synteze progesteronu [20]. Prowadzone sa tez badania
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oceniajgce efekt dziatania TNF-a oraz IFN-a i IFN-y na produkcje progesteronu
[28, 78]. In vitro IFN-a nie wptywa na sekrecje progesteronu, a IFN-y hamuje
jego wydzielanie. TNF-a w skojarzeniu z IFN-y réwniez powoduje supresje syntezy
progesteronu, co moze sugerowaé ich wspoélne dziatanie w procesie regresji CL.

VI. REGULACYJNA ROLA TNF-a W JAJNIKU

Wiele badan wskazuje, ze TNF-a wplywa na wzrost réznych typéw komdrek
zarbwno w sposdb pobudzajacy, jak i hamujacy, w tym takze cytotoksyczny [46,
47]. Pierwotnie stwierdzono jego aktywny wptyw na komorki guzéw nowotwo-
rowych wyrazajacy sie wywotywaniem martwicy krwotocznej [15]. PdZniejsze ba-
dania potwierdzity jego role w procesie apoptozy, co sktonito do podjecia prob
oceny wptywu TNF-a na zmiany zachodzace w CL oraz proces atrezji pecherzykéw.
Stwierdzono in vitro cytotoksyczne dziatanie tej cytokiny na krowie komérki lutealne
[7]. Sam TNF-a nie wptywa na liczbe komérek, ale w skojarzeniu z IFN-y zmniejsza
ich liczbe o ok. 80% [78]. W innych badaniach odnotowano, iz pobudza on podziaty
ludzkich komorek lutealno-ziarnistych [77, 81]. Komorki te uzyskiwano w trakcie
IVF, a zwigkszanie ich podziatéw obserwowano w zaleznoSci od zastosowanej
dawki TNF-a (0,1-10 ng/ml) [81]. Mozliwe, ze komérki lutealne wrazliwe sg na
dziatanie cytolityczne TNF-a tylko w obecnosci IFN-y, a w stadiach poczgtkowych
fazy lutealnej moga odpowiada¢ naTNF-a zwiekszong proliferacjg. Nie stwierdzono
istotnego wptywu TNF-a na GCs i komérki ostonki niedojrzatych szczurow [1,
22, 81, 85].

Celem oceny wptywu TNF-a na proliferacje komérek badano takze linie ko-
mdrkowe nowotwordw nabtonkowych jajnika stwierdzajagc w niektérych przypad-
kach pobudzenie, natomiast w innych zahamowanie wzrostu [46, 47, 80]. Wykazano
takze, ze niskie dawki skojarzonego TNF-a z IFN-y pobudzajg proliferacje, a wysokie
hamujg [80]. Wpityw na proliferacje komérek nabtonkowych rakéw jajnika ma
tez IL-1@ oddziatujgca przez zwiekszenie ekspresji TNF-a. Zastosowanie razem
z IL-13 Ab p/TNF-a zapobiegato indukcji proliferacji, stad wydaje sie mozliwa
rola promujgca cytokiny TNF-a w tych nowotworach [80].

Przeprowadzono szereg badah w celu precyzyjnego okre$lenia roli, jaka petni
TNF-a w jajniku. W fazie folikularnej stwierdzono TNF-a w ooplazmie oocytéw
szczurOw i myszy oraz w procesie pobudzania in vitro organizacji komaérek $rod-
migzszowych ostonki. Jest to podstawg hipotezy, ze TNF-a pochodzacy z oocyta
moze byé czynnikiem organizacyjnym w fazie folikularnej bedac sygnatem do mi-
gracji komorek i ich skupiania sie woko6t oocyta. Dotychczas tylko na GCs wykryto
receptory dla TNF-a [74]. Efekt TNF-a wywotany przy stezeniu 0,1-10 ng/ml
stwierdzany w komodrkach $rodmigzszowych ostonki takze sugeruje obecnos$¢ re-
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ceptora. Prawdopodobnie TNF-R1 posredniczy w hamowaniu pobudzanej przez
gonadotropiny sterydogenezy, hamowaniu wzrostu komorek iefekcie cytolitycznym.
TNF-R2 moze posredniczy¢ w dziataniu pobudzajgcym proliferacje komadrek i w
ich migracji. Do badania roli tych receptoréw stosowano syntetyczne oligonu-
kleotydy i Ab p/TNF-R oraz blokery syntezy TNF-a, takie jak pentoksyfilina i
inhibitory fosfodiesterazy [24].

Pochodzacy z oocytow i makrofagéw TNF-a moze wptywaé modulujgco na
sterydogeneze w GCs i komoérkach otoczki, poniewaz potwierdzono jego hamujacy
wplyw na synteze androgendw w ostonce i zmniejszenie aktywnos$ci aromatazy
w GCs. We wczesnych stadiach dojrzewania pecherzyka oocytarny TNF-a roz-
mieszczony jest w poblizu GCs i w komorkach otoczki modulujgc ich funkcje.
Jest prawdopodobne, ze komorki lezace w pewnej odlegtosci nie podlegajg wptywom
tej cytokiny. Przyktadem moze by¢ mniejsza zdolno$¢ sterydogenezy wzgdrka GCs
oocyta w poréwnaniu z komérkami $ciennymi [32]. W tym wypadku dziatanie
TNF-a moze chroni¢ oocyt przed wptywem estrogendw. Badania wykazaty, ze
op6zniona owulacja, w wyniku ktérej oocyt narazony jest na nadmiar estrogendw
zwieksza w nim liczbe zaburzen rozwojowych i wad [12]. Przeciwdziatajg temu
antyestrogeny. Z kolei efekt ich oddziatywania moze by¢ odwracany przez DES
[13]. Estrogeny i FSH synergistycznie uczestniczg w regulacji wzrostu pecherzykdw,
wptywajgc na zwiekszenie liczby receptoréw LH i liczbe podziatow komdrkowych
[52]. Dlatego mozliwe jest, ze we wczesnych stadiach rozwoju pecherzykow TNF-a
moduluje wptyw gonadotropin i chroni pecherzyki przed atrezjg indukowang przez
androgeny. Nadmiar TNF-a w fazie wzrostu moze takze indukowaé atrezje pe-
cherzykéw w wyniku hamowania aromatazy w GCs [1, 25] i hydroksylazy w ko-
mérkach otoczki [87].

W fazie lutealnej TNF-a obecny w CL pochodzi z makrofagéw, komoérek para-
lutealnych i komérek lutealno-ziarnistych. Makrofagi sg gtéwnym zrodtem TNF-a
w poéznych stadiach CL [4, 5]. Komorki te bedac in vitro w kontakcie z mysimi
lub ludzkimi komérkami lutealnymi zaczynajg wykazywaé wiasciwosci luteotropowe
z chwila gromadzenia sie progesteronu w $rodowisku hodowli [30]. We wszystkich
wzrastajacych we wczesnej fazie lutealnej komorkach TNF-a zwieksza stezenie
progesteronu [81], wrazliwo$¢ na hCG [72] oraz nasila proliferacje ludzkich GCs
[77, 81]. Wzrost liczby TNF-R lub gwattowne uwalnianie TNF-a mogg hamowac
dziatanie luteotropowe LH i powodowac regresje CL.

TNF-a pobudza synteze in vitro PGFQX[4, 77, 90], ktorej luteolityczne dziatanie
stwierdzono u szczuréw, kréw i ludzi [48]. U owiec podczas indukowanej przez
PGF2a regresji CL zmian w mRNA TNF nie obserwowano. Jego bioaktywnos$¢
stwierdzano jednak wraz z malejagcym stezeniem progesteronu, co moze Swiadczy¢
0 udziale TNF-a w p6znych stadiach regresji zwigzanych z procesami uprzatania
[38].
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Wykazano, ze TNF-a zmniejsza odpowiedz GCs na gonadotropiny w wyniku
hamowania aktywnos$ci cyklazy adenylowej [2, 78]. Obecno$¢ TNF-oc jest takze
stwierdzana w CL po zastosowaniu in vitro LPS [4, 5]. Wystepuje tu wyrazna
korelacja miedzy wzrostem stezenia cytokiny a liczbg makrofagéw [4, 5]. W hodowli
luteinowych komdrek szczurdw, krow i ludzi TNF-oc hamuje pobudzang przez hCG
(LH) sekrecje progesteronu [2, 7, 88].

VII. TNF-oc W JAJOWODZIE | W ZARODKU
PRZED ZAGNIEZDZENIEM

TNF-oc i jego mRNA stwierdzano u myszy i szczuréw gtéwnie w komérkach
nabtonka, podscielisku oraz miesniach gtadkich jajowodu [36, 37]. Wstepne badania
sugerujg, iz ekspresje TNF-oc w jajowodzie moze indukowaé progesteron oraz
CSF-1 [37]. Nie stwierdza sie obecnosci mMRNA TNF-oc u myszy w komoérkach
I i 1l podziatu, moruli i blastocy$cie [37]. Wykazano, ze na komérkach mysiego
zarodka obecny jest TNF-R1 [49]. Zarodkowa ektoderma jest oporna na cyto-
lityczne dziatanie rekombinowanego TNF-oc i przez to moze chroni¢ inne, wrazliwe
komorki. Zarodek ludzki w przeciwieAstwie do mysiego wykazuje obecnosé TNF-a,
ktéry prawdopodobnie uczestniczy w eliminacji komérek wiefica promienistego
[89]. Stezenie TNF-a w tym procesie okreslane przy uzyciu biometody L929 wynosi
od 2 do 3 U/ml [89].

VIIl. TNF-a I TNF-R W ENDOMETRIUM

Transkrypcje i translacje genu TNF-a stwierdzono w komdrkach endometrium
szczurzego [83], mysiego [37, 57] i ludzkiego [34]. Immunoreaktywny TNF-a
obecny jest w endometrium ikomorkach podsScieliska, w ktorych obecne sg skupienia
makrofagéw [35]. Poziomy TNF-a w przebiegu badanych cykli byty zr6znicowane,
za$ w ludzkim endometrium stwierdzono dwufazowos$¢ [34]. Wykazano stopniowo
wzrastajgcg aktywno$¢ TNF-a w czasie fazy proliferacyjnej, osiggajagca najwyzsze
wartosci w poczatkowej fazie wydzielniczej. W pOZniejszym okresie obserwowano
utrzymywanie sie poziomow S$rednich. W szczurzym endometrium i podsScielisku
MRNA TNF-a wykrywano w Il fazie diestms [57]. Potwierdza to wsp6lng ceche
endometrium obu gatunkoéw, jaka jest sktonno$¢ do ekspresji wysokich pozioméw
mRNA TNF-a po wstepnym zadziataniu estrogenéw i pdzniejszej ekspozycji na
progesteron.
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Nie wszystkie przeprowadzone badania wykrywaty w macicy obecno$¢ TNF-a.
By¢ moze miaty na to wptyw metodyka badarn [29] lub zbyt mata czuto$¢ za-
stosowanych metod. Wydaje sie jednak prawdopodobne, ze najistotniejszym
zrédtem TNF-a w macicy sg makrofagi. Inne komoérki syntetyzujg go w hodowli,
w iloSciach niewielkich (od 5 do 15 pg/ml) [82].

W przebiegu cyklu miesigczkowego zmienia sie takze ilos¢ TNF-R. TNF-R1
jest praktycznie nieobecny w fazie proliferacyjnej i wczesnej wydzielniczej. Jego
ekspresja gwattownie wzrasta od potowy fazy wydzielniczej. TNF-R2 wykazuje
pik od potowy do p6znej fazy proliferacyjnej i drugi podobny w fazie wydzielniczej.

IX. REGULACJA GENOWA TNF-a W PRZEMIANACH
ENDOMETRIUM

Cykliczne zmiany ekspresji genowej TNF-a i TNF-R w macicy wyraZznie sugerujg
regulacyjny wptyw hormonéw piciowych. Badania przeprowadzone po usunieciu
jajnikéw i zastosowaniu substytucji hormonalnej u myszy wykazujg ostatecznie,
iz sg one niezbedne do syntezy TNF-a [57]. Cze$ciowa substytucja 17-(3-estradiolu
(E2) wyzwala dwie fale syntezy TNF-a: pierwszg, wystepujacg po 1 godz. po
zastosowaniu hormonu i druga po 72 godz. Po zastosowaniu progesteronu lub pro-
gesteronu i E2 synteza TNF-a jest najwieksza po uptywie 24 godz. Moze to wska-
zywad, iz kazdy z tych hormon6w ma wyrazny, czasowy wptyw na profil wydzielania
TNF-a. Nie jest do konca poznane, w jaki sposéb ta wysoka intensywnosé syntezy
zalezy od wzrostu tempa transkrypcji lub zmian stabilnosci mRNA, jednak wstepne
oceny sugeruja, ze intensywno$¢ immunoreakcji $wiadczacej o obecnosci TNF-a
Scisle odpowiada poziomom przekaznika w postaci mRNA.

Gromadzone sg dowody na hormonalng regulacje TNF-R 1L Badania ludzkiego
endometrium sugerujg, iz maksymalna ekspresja tego receptora wymaga przed sty-
mulacja progesteronem dziatania estrogenow [57]. Hormonalna regulacja TNF-R2
nie bytajeszcze badana, moznajednak podejrzewac, izestrogeny mogg by¢ gtéwnym,
ale nie jedynym ich regulatorem.

Hormonalng regulacja moga kierowaé w regionie genéw TNF-a/TNF-R elementy
odpowiadajgce naestrogeny (ERE) lub progesteron (PRE). Zwiekszaé lub zmniejszac
ekspresje tych genéw moga takze czynniki wzrostu oraz produkty metabolizmu
kwasu arachidowego. Synteza wielu macicznych czynnikéw wzrostu kierujg hormony
jajnikowe [58]. Wykazano bezposredni efekt dziatania E2 na mRNA TNF-a z
pominigciem roli CSF-1, co takze potwierdza istnienie hormonalnej regulacji [37].
Nie nalezy jednak wyklucza¢ mozliwosci regulacyjnego wptywu samych TNF-R,
ktére moga ulegac internacjonalizacji lub ztuszczaniu [31]. Wzrost poziomu TNF-a
w endometrium stwierdzono takze w wyniku zakazenia bakteriami gram ujemnymi.
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Aktywuja one przez LPS obecne w macicy makrofagi, pobudzajgc je do gwattownej
syntezy TNL-a [29, 35].

Interleukine 10 (IL-10) opisywano jako gtéwna cytokine ciezarnej, mysiej macicy
[42]. W ludzkich monocytach jej indukcje uaktywnia TNL-a [79]. Poniewaz zwieksza
ona synteze TNL-a, wydaje sie, ze ta droga stymulacji wynika z istniejgcego sprze-
zenia zwrotnego. Inng mozliwoscig wptywu na ekspresje TNL-a w macicy jest
transformacja nowotworowa. Stwierdzono, iz komérki nowotworowe zawieraja zna-
cznie wiecej mMRNA TNL-a. Trudno oceni¢, w jaki spos6b oddziatuje na nie ta
cytokina, jednak badania komérek chorioncarcinoma sugeruja, iz wykorzystujg one
TNL-a jako czynnik wzrostu z zaangazowaniem TNL-R1 [82].

X. FUNKCJE TNF-a W PRZEMIANACH ENDOMETRIUM

Na podstawie badania ludzkiego endometrium opracowano model, w ktérym
niskie stezenia TNL-a indukowane przez estrogeny we wczesnej fazie proliferacyjnej
cyklu pobudzajg synteze DNA w komoérkach endometrium ipodscielisku, za$ wysokie
sq efektem pobudzania przez estrogeny i progesteron, a osiggajac szczyt prowadza
do menstruacji w nastepstwie cytolizy [36]. Ekspresja TNL-R2 w skojarzeniu z
TNL-a prawdopodobnie promuje faze proliferacyjng i ekspresje obu receptoréw,
co w obecnosci TNL-a moze prowadzi¢ do lizy komorki. Modulacja wzrostu komoérek
endometrium pod wptywem TNL-a odbywa sie takze na podstawie indukcji procesu
apoptozy oraz pobudzanie migracji leukocytéw [65].

XI. TNF-a | TNF-R W MACICY CIEZARNEJ

Badania ekspresji TNL-a w macicach ciezarnych wykazuja, ze wzrost poziomu
TNL-a nastepuje podczas implantacji [37, 83]. Wraz z rozwojem cigzy stezenie
TNL-a i liczha TNL-R w komérkach doczesnej maleje, a wzrasta w endometrium.
Obecne w endometrium komoérki makrofagopodobne zawierajg duze iloSci mMRNA
TNL-a, ale niewielkie ilosci samego biatka [37, 83]. W ludzkich komé6rkach makro-
fagopodobnych TNL-a wystepuje czesto w komdrkach zwigzanych z dojrzatym
tozyskiem i btonami ptodowymi [17, 75].

XIl. REGULACJA EKSPRESJI GENOWEJ TNF-a
W MACICY CIEZARNEJ

Nie wiadomo doktadnie, jakim procesom towarzyszy ekspresja genowa TNL-a
w macicy ciezarnej [19]. Egzogenne zastosowanie TNL-a prowadzi u ciezarnych
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zwierzat do zmian wstecznych w tkankach poptodu [70]. Poziomy TNF-a wyraznie
wzrastajg w ptynie owodniowym w przypadku zakazenia bakteriami gram ujemnymi
i Scisle tacza sie z porodem przedwczesnym [59]. Wykazano, ze komoérki doczesnej
i przypuszczalnie matczyne makrofagi produkujg TNF-a w odpowiedzi na LPS,
co moze by¢ przyczyng porodu przedwczesnego lub poronienia [16]. Stosowany
u zwierzat doSwiadczalnych egzogenny TNF-a moze takze prowadzi¢ do nie-
ptodnosci [68].

XIll. PRAWDOPODOBNE DZIAELANIE TNF-a W MACICY
CIEZARNEJ

Obecno$¢ mRNA TNF-a, samego biatka i TNF-R w macicy ciezarnej sugeruje,
ze ta silnie dziatajaca cytokina moze odgrywac podobng role jak w przebiegu cyklu
miesigczkowego. Jest prawdopodobne, ze TNF-a bierze udziat w r6znicowaniu
i wzros$cie komorek endometrium oraz przemianach tkankowych, ktére odpowiadajg
za przygotowanie endometrium do przyjecia zarodka. Badania wykazuja, iz w zwigz-
ku z brakiem tej cytokiny w przedimplantacyjnym zarodku TNF-a pochodzenia
matczynego moze byé gtownym czynnikiem wzrostu i réznicowania sie komorek
trofoblastu we wczesnych stadiach, gdy jego synteza w zarodku jest jeszcze nie-
wydolna. W cigzy po6zniejszej TNF-a moze petni¢ role w ograniczaniu nacieku
miesnia macicy przez trofoblast. Postuluje sig, ze wysokie poziomy TNF-a syn-
tetyzowane przez matczyne makrofagi mogg odgrywac role w indukcji porodu [17,
75].

XIV. TNF-a | TNF-R W LOZYSKU

Potwierdzono obecno$¢ TNF-a w komoérkach tozysk zwierzat doswiadczalnych
i ludzi [36]. We wczesnej ludzkiej cigzy mRNA TNF-a i TNF-a wykrywane sg
zardwno w dobrze zréznicowanym syncytiotrofoblascie [17, 41], jak i w poza-
kosmkowych komérkach cytotrofoblastu [82]. W cigzy pdzniejszej jest on czesciej
obserwowany w komorkach zrebu (prawdopodobnie makrofagach) [17]. W cigzy
u gryzoni mRNA TNF-a i TNF-a zwigzane sg przede wszystkim z komoérkami
olbrzymimi, wykazujac wartosci $rednie w okresie od 10 do 13 dnia cigzy, z pikiem
w dniu 16 i zachowaniem wysokiego poziomu do chwili porodu [29].

Gen TNF-a ulega takze transkrypcji i translacji w hodowlach linii komorek
trofoblastu. Wykazano, ze komorki chorioncarcinoma (Jar i JEG-3) syntetyzujg
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niewielkie ilosci TNF-a [82] oraz stwierdzono mMRNA TNF-a w komérkach mysiego
trofoblastu (PL/B6) [39].

Ekspresja TNF-R w tozysku takze zmienia sie w przebiegu cigzy [84]. W tozyskach
ludzkich mRNA TNF-a i TNF-R jest obecny we wszystkich typach komorek i
jego poziomy wzrastaja w miare zblizania sie do terminu porodu. W przeciwieAstwie
do TNF-R1, TNF-R2 jest ograniczony do trofoblastu cigzy wczesnej, a w stadiach
pézniejszych koncentruje sie w komérkach mezenchymalnych tozysk. Badania u
myszy potwierdzajg koncepcje wzglednie statej ekspresji TNF-R 1izmiennej TNF-
R2.

tozyskowemu TNF-a przypisuje sie wiele funkcji tgcznie z wptywem na réz-
nicowanie sie komérek [60]. Ostatnie badania wykazujg, ze réznicowanie sie ko-
marek linii trofoblastu szczurzego Rcho-1 jest zwiagzane z duza ilosciag mMRNA
TNF-a [56]. Uzyskany z trofoblastu TNF-a indukuje przy udziale IL-6 uwalnianie
gonadotropiny kosméwkowej [41], moze uczestniczy¢ w procesie angiogenezy, in-
dukcji porodu, a takze utatwia migracje komérek trofoblastu wchodzacych w in-
terakcje z fibronektyng i lamining [3]. Lozyska mysie, w ktérych stwierdzono zmiany
budowy TNF-R wykazujg dezorganizacje i niewydolno$¢ prowadzacg do poronien.

XV. TNF-a I TNF-R W ZARODKU

W mysim przedimplantacyjnym zarodku mRNA TNF-a nie jest obecny [37].
Cytokina ta syntetyzowana jest w poézniejszym okresie cigzy [40]. Wykazano, ze
mysi gen TNF-a jest pobudzany w potowie cigzy i ulega ekspresji miedzy 10
a 14 dniem na komodrkach serca, ptuc i naskdrka [37], w 12 dniu w watrobie
[40] iw 18 dniu w grasicy [29]. Wykazano tez stato$¢ poziomdw mRNA TNF-R 1
i zmienno$¢ mMRNA TNF-R2 tak w tkankach zarodka [40], jak i w tozysku [84].

Dziatanie embrionalnego TNF-a nie jest dotychczas poznane. W badaniach z
zastosowaniem poliklonalnych Ab p/TNF-a u myszy wzrost zarodka byt opézniony
oraz stwierdzano nieprawidtowosci w uktadzie limfatycznym [23]. Zastosowanie
TNF-Rs u ciezarnych myszy efektywnie blokowato interakcje TNF-a/TNF-R i
prowadzito do przerwania cigzy [29].

UWAGI KONCOWE

Podsumowujgc obecny stan wiedzy nalezy stwierdzié, iz pewne procesy za-
chodzgce w zenskim uktadzie rozrodczym wymagajg czasowej ekspresji gendw
cytokin, ich receptoréw oraz Scistej regulacji niezbednych ligandéw. Omawiane
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modele doswiadczalne moga byé oceniane krytycznie, poniewaz zwierzeta trans-
geniczne, pozbawione genow cytokin iich receptoréw w warunkch doswiadczalnych
takze rozmnazajg sie prawidtowo [21, 50]. Prawdopodobnie, w przypadku TNF-a
mozliwe jest zastepcze dziatanie innych czynnikéw, np. IL-1 [68]. Mechanizmy
te wymagaja Scistego okreslenia wzajemnych zalezno$ci w calej sieci cytokinowej
istniejacej na terenie zenskiego narzadu piciowego, ktéra moze stanowic alter-
natywng droge poszukiwania przyczyn niepowodzen w procesie reprodukcji. Nie
mozna wykluczyé, iz doktadne poznanie wszystkich wzajemnych zaleznosci w jej
obrebie umozliwi ustalenie efektywnych form terapii pewnych typdw nieptodnosci.
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MOLEKULARNA BUDOWA BLONY TYLAKOIDOWEJ

MOLECULAR STRUCTURE OF THYLAKOID MEMBRANE

Grzegorz JACKOWSKI

Zaktad Fizjologii Roslin Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu

Streszczenie: Tylakoidy sg miejscem realizacji wszystkich etapéw fazy jasnej fotosyntezy, tzn. absorpcji
energii $wietlnej, transportu energii wzbudzenia elektronowego, rozdziatu tadunku, transportu elektro-
noéw i syntezy ATP. Btona tylakoidowa jest zbudowana w spos6b wysoce asymetryczny - asymetrie te
determinuje zaréwno specyficzna topografia sktadnikéw btonowych komplekséw funkcjonalnych na
przekroju poprzecznym btony, jak i nieréwnomierna dystrybucja lateralna tych komplekséw w obrebie
poszczegblnych kompartmentéw btony (btony zespolone gran, btony brzegéw gran, btony koricowe
gran, btony tylakoidowe stromy).W niniejszym opracowaniu zebrano dane dotyczace organizacji stru-
kturalnej fotosystemu Il (PSII), fotosystemu | (PSI), kompleksu cytochrom b6/f (cyt b6/f) i syntazy ATP
oraz rozmieszczenia tych komplekséw w obrebie poszczegdlnych kompartmentow btony tylakoidowej.
Dyskutowane sg rowniez implikacje funkcjonalne architektury btony tylakoidowej.

Stowa kluczowe: PSII, PSI, kompleks cytochrom b6/f, syntaza ATP, btona tylakoidowa granum, btona
tylakoidowa stromy, strukturalna i funkcjonalna heterogeniczno$¢ fotosystemoéw, polipeptyd

Summary: All functions of photosynthetic light reactions i.e. the interception of visible light energy, the
migration of excitation energy, charge separation, electron transfer, proton translocation and photo-
phosphorylation operate within the thylakoid. The fundamental feature of the organization of thylakoid
membrane is its assymetry determined by the unique topology of components of membrane intrinsic
protein complexes as well as a lateral heterogeneity in the distribution of the complexes. The data
regarding the structural organization of PSII, PSI, cytochrom b6fand ATP synthase and their distribution
among thylakoid membrane compartments (appressed grana membranes, grana margins, grana end
membranes, stroma lamellae) is summarized below. The functional aspects of architecture of photosyn-
thetic membrane are also discussed.

Key words'. PSII, PSI, cytochrom b6f ATP synthase, grana lamella, stroma lamella, structural and
functional heterogeneity of photosystems, polypeptide
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WSTEP

Zrozumienie molekularnych mechanizméw fotosyntetycznej konwersji energii
wymaga dysponowania precyzyjng wiedzg na temat ,,anatomii czgsteczkowej" btony
tylakoidowej. Tajemnica molekularnej logiki absorpcji Swiatta, transportu energii
wzbudzenia elektronowego, transportu elektronéw i translokacji protonow tkwi
bowiem w specyficznej organizacji strukturalnej i dystrybucji w obrebie systemu
bton tylakoidowych wielosktadnikowych, supramolekularnych komplekséw biat-
kowych i biatkowo-barwnikowych. W latach sze$¢dziesiatych i siedemdziesigtych
zaproponowano kilka modeli organizacji strukturalnej systemu bton tylakoidowych,
modele te jednak maja dzi$ tylko historyczne znaczenie. Punktem zwrotnym w
historii ksztattowania sie nowoczesnych pogladéw dotyczacych organizacji stru-
kturalnej btony fotosyntetycznej stato sie stworzenie modelu ptynnej mozaiki stru-
ktury bton biologicznych [62], wkrétce po jego opublikowaniu pojawity sie bowiem
inspirowane tym modelem préby wyjasnienia architektury btony tylakoidowej [6].
WspotczesSnie model ten stanowi nie kwestionowang przez nikogo podstawe wszel-
kich rozwazan dotyczacych struktury btony fotosyntetycznej. Dzi§ wiadomo, ze
btona tylakoidowa jest zbudowana w sposéb wysoce asymetryczny. Asymetria prze-
jawia sie zardbwno w rozmieszczeniu czasteczek biatek i lipidow na przekroju po-
przecznym btony, jak i w heterogenicznosci dystrybucji sktadnikow biochemicznych
wzdtuz btony. Heterogeniczno$é rozmieszczenia sktadnikow btony tylakoidowej
obserwowana na jej przekroju poprzecznym determinuje podstawowe mechanizmy
funkcjonowania fazy jasnej fotosyntezy, natomiast heterogeniczno$¢ ,,wzdtuzna"
ma zasadnicze znaczenie dla zdolnosci aparatu fotosyntetycznego do adaptacji do
zmieniajacych sie warunkéw $rodowiskowych. Ostatnie lata przyniosty lawinowy
przyrost danych odnoszacych sie do organizacji strukturalnej supramolekularnych
komplekséw funkcjonalnych btony tylakoidowej oraz ich dystrybucji w obrebie
systemu bton pojedynczego chloroplastu. Przedmiotem niniejszej opracowania jest
przeglad tych dokonan z uwzglednieniem ich implikacji funkcjonalnych.

1 ORGANIZACJA STRUKTURALNA BLONY
TYLAKOIDOWEJ NA PRZEKROJU POPRZECZNYM

1.1. Asymetria rozmieszczenia lipidéw na przekroju poprzecznym biony
tylakoidowej

Lipidy acylowe stanowia 25-35% masy btony tylakoidowej roslin wyzszych.
Tak niska zawarto$¢ ttuszczowcoéw nieco upodabnia btony tylakoidowe do innych
wielofunkcyjnych bton biologicznych zaangazowanych w procesy konwersji energii,
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np. do wewnetrznej btony mitochondrialnej, jednak sktad lipidéw bton fotosynte-
tycznych jest zasadniczo odmienny od tego, ktory stwierdza sie dla innych euka-
riotycznych systemoéw btonowych [52]. Odmiennos$¢ ta polega gtownie na wyjatkowo
wysokiej zawarto$ci galaktolipidéw, nietypowy jest ponadto fakt, ze fosfatydylogli-
cerol zawiera specyficzny dla chloroplastéw kwas ttuszczowy, trans-A3-heksadeke-
nowy. Liczne dane wskazujg na asymetrie rozmieszczenia lipidow acylowych na
przekroju poprzecznym btony fotosyntetycznej - na ogdt uwaza sie, ze fosfatydy-
loglicerol i monogalaktozylodiacyloglicerol przewazajg w tej jej czesci, ktéra jest
zorientowana w strone stromy, natomiast digalaktozylodiacyloglicerol i sulfochi-
nowozyiodiacyloglicerol sg skupione w btonie od strony $wiatta tylakoidu [62].

1.2. Funkcjonalne kompleksy biatkowe i biatkowo-barwnikowe

Przyttaczajaca wiekszo$¢ biatek btony tylakoidowej wchodzi w sktad czterech
komplekséw o charakterze transmembranowym - PSI, PSII, cytb6/f i syntaza ATP;
dwa sposrod nich (PSI i PSII) majg charakter barwnikowo-biatkowy. Wspdétdziatanie
tych komplekséw, uwarunkowane ich rozmieszczeniem w obrebie pojedynczej btony
i systemu bton, umozliwia realizacje wszystkich etapéw fazy jasnej fotosyntezy,
tzn. zbierania energii $wietlnej, rozdziatu tadunku, transportu elektronéw, gene-
rowania transmembranowego gradientu protonéw i syntezy ATP. U organizmoéw
przeprowadzajgcych fotosynteze oksygenicznag (glony, cyjanobakterie, rosliny wy-
zsze) fotosyntetyczny transport elektronéw angazuje trzy kompleksy btony tyla-
koidowej - PSII, cyth6/f i PSI - ktére kooperatywnie przenoszg elektrony na trasie
woda - NADP+.

PSII. Indywidualnym zadaniem PSII, w ramach ,podziatu pracy” pomiedzy
wspomnianymi kompleksami funkcjonalnymi, jest przeprowadzenie zaleznego od
Swiatta, liniowego transportu elektronéw od wody do plastochinonu, co wigze sie
z utlenieniem wody do czasteczkowego tlenu. W sktad PSII roslin wyzszych wchodzi
ponad 25 poiipeptydéw [17,40]. Co najmniej 11 spo$rdéd nich, a mianowicie produkty
gendw psbA-F, psbl, psbL oraz psbO-Q, wchodzi w sktad kompleksu centrum
reakcji (ker) PSII, fragmentu holokompleksu niezbednego do utlenienia wody i
redukcji plastochinonu [17, 42]. hi vitro zdoIlno$¢ do utleniania wody i redukcji
plastochinonu wykazuja, poza kompleksem ker PSII, takze preparaty rdzenia PSII,
czastki powstatej przez oddysocjowanie od kompleksu centrum reakcji polipeptydow
psbP i psbQ. Aktywnos$¢ in vitro czastek rdzenia mozna jednak zademonstrowac
tylko w obecnosci niefizjologicznie wysokich stezen Ca"+iCF, co stanowi podstawe
do sugestii, ze in vivo psbP i psbQ sg niezbedne do realizacji podstawowych zadan
PSII [60]. Pierwotne procesy fotochemiczne warunkujgce utlenienie wody iredukcje
plastochinonu zachodza w obrebie jeszcze mniejszego elementu struktury PSII,
jakim jest rdzeniowy zespo6t 5-6 polipeptyddw, tzn. psbA, D,E, F, I, L (?), z kt6rymi
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zwigzane sg liczne niebiatkowe ligandy, bezposrednio uczestniczace w reakcjach
oksydoredukcyjnych.

Fotochemicznym donorem PSU jest wyspecjalizowany dimer czgsteczek chlo-
rofilu a, okre$lony jako P680, zwigzany pomiedzy dwoma resztami histydynowymi
polipeptyddw psbA i psbD [49]. Wzbudzona czasteczka P680 redukuje feofityne
a, zasocjowang takze z heterodimerem psbA/psbD, a to prowadzi do transmem-
branowego rozdziatu tadunku, tzn. uformowania sie pary P680+/feofityna~. Z kolei
elektrony sg transportowane przez czasteczki plastochinonu (QA i QB) zwigzane
z domenami A i B heterodimeru psbA (domena B) i psbD (domena A). Po przejeciu
dwoéch elektronéw i protonacji protonami pochodzacymi ze stromy zredukowany
QB dyfunduje do dwuwarstwy lipidowej - dalsze losy tego przenos$nika redoks
wigze sie juz z funkcjonowaniem kompleksu cytb6/f.

Utleniony donor fotochemiczny, P680+, jest redukowany elektronami pocho-
dzgcymi z wody. Utlenienie wody jest mozliwe dzieki wyjgtkowo wysokiemu po-
tencjatowi oksydoredukcyjnemu P680+ (1.17 kV) [10]. Elektrony z wody sg
przenoszone na P680+ za posrednictwem aktywnej reszty Tyr polipeptydu psbA.

Energia niezbedna do realizacji fotosyntetycznego transportu elektronéw jest
przekazywana do P680 w formie energii wzbudzenia elektronowego przez zespoét
sgsiadujacych z P680 w obrebie struktury PSII anten energetycznych, komplekséw,
jakie tworzy chlorofil a z biatkami psbB (CP47) i pshC (CP43) [14]. Kompleksy
te, stanowigce integralny element struktury kompleksu centrum reakcji PSI1 osiggajg
stan wzbudzenia elektronowego - transportowany do P680 - przez absoipcje energii
promienistej Swiatta stonecznego w zakresie widzialnym, petnig zatem funkcje anten
energetycznych fotosyntezy. Ze wzgledu na lokalizacje w bezposredniej bliskosci
P680, stanowigcego najbardziej centralny punkt struktury PSII, CP47 i CP43 nazywa
sie wewnetrznymi antenami energetycznymi PSIl. Bardziej peryferycznie ulokowany
jest natomiast zesp6t anten energetycznych, ktérych polipeptydy sa zwigzane z
obydwoma rodzajami chlorofilu oraz ksantofilami, tzw. kompleksy chlorofil a/b-
biatko. Ich obecno$¢ w PSII znacznie zwieksza ,,przekréj optyczny” fotosystemu
i wzbogaca jego widmo czynno$ciowe [49], jednak aparat fotosyntetyczny pozba-
wiony tych struktur w rezultacie np. mutacji moze funkcjonowaé absorbujac i prze-
noszac energie tylko z wykorzystaniem anten wewnetrznych [31, 33, 34]. Jak dotad
zidentyfikowano przynajmniej cztery kompleksy chlorofil a/b-biatko PSII - LHCII,
CP29, CP26, CP24 - rdznigce sie sktadem biochemicznym, organizacjg strukturalng
a takze realizujgcych nieidentyczne funkcje w procesie zbierania Swiatta [37, 39].

Zdecydowana wiekszos¢ polipeptydow wchodzacych w skiad PSII to integralne
sktadniki btony tylakoidowej, przenikajace btone kilkoma hydrofobowymi odcinkami
przyjmujacymi konformacje a-helisy. Pozostatg cze$¢ struktury tych polipeptydéw
stanowig odcinki hydrofilne, penetrujagce strome lub Swiatto tylakoidu. Topografia
pojedynczych taincuchdéw polipeptydowych biatek transmembranowych charakte-
ryzuje sie silng asymetrig, wyrazajgca sie niejednakowg diugoscig hydrofilnego
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odcinka penetrujgcego strome i odcinka zanurzonego w S$wietle tylakoidu, np. w
przypadku polipeptydéw psbA i psbD na odcinek penetrujacy strome przypada
25%, a na odcinek penetrujacy Swiatto tylakoidu 40% wszystkich aminokwaséw
tancucha [17]. Jeszcze bardziej asymetrycznie sa zorientowane na przekroju biony
tylakoidowej tancuchy polipeptydow psbB i psbC, az potowa budujacych je ami-
nokwasow sktada sie na fragmenty czasteczki zanurzone w $wietle tylakoidu podczas
gdy strome penetruje nie wiecej niz 15% aminokwaséw [14].

W przypadku LHCPII, polipeptydu gtéwnej anteny energetycznej PSII (LHCII)
na odcinek zanurzony w stromie przypada 34%, a na fragment zanurzony w Swietle
tylakoidu 27% catkowitej puli aminokwaséw [46, 47], jednak gteboko$é zanurzenia
tego pierwszego odcinka w stromie jest ponad 10 razy wieksza niz gtebokos$¢ za-
nurzenia drugiego odcinka w Swietle tylakoidu [48].

Tylko trzy polipeptydy PSII - psbO, psbP ipsbQ - nie sg integralnymi sktadnikami
btony tylakoidowej. Sa to polipeptydy peryferyczne, zlokalizowane w $wietle ty-
lakoidu, lecz - jak to udowodniono miedzy innymi w doswiadczeniach typu cross-
linking - zwigzane oddziatywaniami niekowalencyjnymi z transmembranowymi
biatkami PSII [60].

Przedmiotem bardzo zywego zainteresowania wielu laboratoriéw jest kwestia
stanu oligomerycznego PSII oraz stosunkéw stechiometrycznych poszczegdlnych
polipeptyddw in situ. Uzyskanie tych informacji, w potgczeniu zdanymi dotyczgcymi
przestrzennego rozmieszczenia poszczegbélnych komponentéw pozwolito bowiem
na zaproponowanie modelu organizacji strukturalnej holokompleksu PSII. W ciggu
ostatnich lat w kilku pracowniach udato sie uzyska¢ krysztaty rdzenia PSII; ich
analiza przeprowadzona z wykorzystaniem techniki kriomikroskopii elektronowej,
pozwolita na ujawnienie dimerycznej natury badanego fragmentu PSII [50, 58,
65]. Dimeryczny charakter rdzenia PSIl potwierdzajg takze badania prowadzone
w pracowni Barbera z uzyciem techniki wspomaganej komputerowo analizy ele-
ktronomikroskopowych obrazéw preparatéw rdzenia barwionych negatywowo [12].
Z wynikami tymi polemizuje zesp6t Forda [35, 53], ktory uwaza, ze rdzen PSII
jest in vivo monomerem, podczas gdy obserwowane w innych pracowniach formy
dimeryczne moga by¢ rezultatem majacej charakter artefaktu oligomeryzacji PSII,
do ktérej dochodzi w trakcie dziatania detergentow uzywanych podczas preparatyki
rdzenia. Wydaje sie, ze polemike te rozstrzygajg ostatecznie na korzys$¢ koncepcji
»dimerycznej” opublikowane w ostatnich miesigcach wyniki badan, w trakcie ktorych
preparaty rdzenia PSIlI uptynniano za pomoca n-dodecylo-(3-D-maltozydu
i frakcjonowano na forme mono- idimeryczng zuzyciem ultrawirowania w gradiencie
gestosci sacharozy [29]. Forma dimeryczng wykazywata in vitro niemal dwukrotnie
wyzsza aktywnos$¢ utleniania wody, a ponadto zawierata bardzo niewielkie ilosci
produktéw degradacji biatek psbA ipsbD, podczas gdy w preparatach formy mono-
merycznej stwierdzono znaczna akumulacje tych produktéw. Dane te wskazujg do$é
jednoznacznie na dimer jako natywng forme rdzenia PSII, sugerujgc zarazem, ze
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monomer jest czeSciowo zdenaturowanym artefaktem tego fragmentu struktury PSII.
Zdecydowana wiekszo$¢ danych biochemicznych wskazuje, ze wszystkie polipep-
tydy rdzenia PSII sg reprezentowane przez ilosci ekwimolarne - po dwie kopie
na dimer [60]. Z dimerycznym rdzeniem PSII sg zwigzane takze po dwie kopie
polipeptyddw psbP ipsbQ, a to oznacza, ze in vivo dimeryczny jest caty kompleks
centrum reakcji PSII.

Badania dwuwymiarowych krysztatow LHCII z zastosowaniem kriomikroskopii
elektronowej [46], a takze prace prowadzone technikami biochemicznymi [38],
jednoznacznie wskazujg, ze podstawowg jednostkg organizacji najwazniejszego
kompleksu chlorofil «//*-biatko PSII jest trimer, jakkolwiek jest prawdopodobne,
ze cze$¢ trimeréw tworzy takze struktury wyzszego rzedu, prawdopodobnie mul-
titrimery [38]. Pozostate kompleksy chlorofil a/6-biatko (CP29, CP26, CP24) przyj-
muja in vivo forme monomeryczng, na co wskazuje analiza zachowania sie tych
struktur w trakcie ich frakcjonowania z uzyciem tagodnie denaturujgcych systeméw
elektroforetycznych [54], jak i analiza elektronomikroskopowa negatywno wybar-
wionych preparatéw PSII [35]. Wyniki oznaczeri biochemicznych wskazuja na to,
ze dimer ker PSII jest zasocjowany z oSmioma trimerami LHCII oraz dwoma kopiami
kazdego z monomerycznych komplekséw chlorofil a/b-biatko [31, 54]. Ostatnio
Hankamer i inni [29] zasugerowali, jakoby dimeryczna forma ker PSII pozostawata
zasocjowana tylko z jednym trimerem LHCII oraz pojedynczymi czgstkami CP29
i CP26 w formie tzw. superkompleksu PSII, jednak poglad ten jest zupetnie odo-
sobniony. Tak wiec, na podstawie bogatego materiatu dowodowego uzyskanego
z zastosowaniem szerokiej palety technik eksperymentalnych, mozna uwaza¢ za
wysoce prawdopodobne, ze holokompleks PSII jest czastkg, na ktdrg skiada sie
dimer ker, osiem trimerycznych subkomplekséw LHCII oraz pojedyncze monomery
CP29, CP26 i CP24 (rys. 1). Wiadomo jednak, ze PSII jest strukturg o znacznym
stopniu heterogenicznosci strukturalnej i funkcjonalnej - przedstawiony na rysunku
1 schemat dotyczy najobficiej reprezentowanego w systemie bton tylakoidowych
wariantu, okre$lanego jako PSlla. Jednym ze Zrodet heterogenicznosci strukturalnej
PSII jest zroznicowanie wielko$ci LHCII, tzn. ilosci trimerycznych subkomplekséw
zasocjowanych z ker. Cze$¢ populacji czastek PSII, okre$lana jako PSlip, zawiera
mniejszg niz osiem liczbe trimeréw LHCII, a mianowicie tylko te trimery, ktore
zajmujg najbardziej proksymalne potozenie w stosunku do ker, sktadajgce sie na
subpopulacje wewnetrzng LHCII (dystalne trimery, w PSlla, skladajg sie na sub-
populacje peryferyczng LHCII). Nie wiadomo jednak doktadnie, jaka ilos¢ trime-
rycznych subkomplekséw LHCII wchodzi w sktad PSII(3, wydaje sie, ze moze
to by¢ cecha gatunkowa. Cze$¢ czastek PSlIp, okreslana jako non-QB-PSIl, jest
niezdolna do redukcji plastochinonu jakkolwiek czastki takie mogg in vivo re-
dukowac niektére halogenowane benzochinony. Istnienie réznigcych sie funkcjo-
nalnie wariantow PSlip moze odzwierciedla¢ jakie$ zréznicowanie strukturalne tej
populacji PSII, jednak dotad nie wyjasniono, zjakim zréznicowaniem strukturalnym
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Rys. 1. Schemat organizacji strukturalnej PSII, na rysunku pominieto szereg stabiej scharakteryzowanycl
komponentow polipeptydowych PSII

mamy do czynienia [66]. Heterogeniczno$¢ PSII pogtebia wewnetrzne zréznicowanie
czastek PSlla, wynikajgce z tego, ze kompleks ten moze pozostawaé zwigzany
z co najmniej trzema kategoriami LHCII (PSlloCj, PSlicc2, PS110@) o niejednakowej
liczbie trimeréw sktadajgcych sie na subpopulacje peryferyczng [2]. Liczba tri-
merycznych subkomplekséw LHCII zasocjowanych z PSII podlega takze mody fikacj i
w trakcie dtugoterminowych adaptacji aparatu fotosyntetycznego do warunkéw $ro-
dowiskowych, takich jak natezenie $wiatta - im wyzsze natezenie Swiatta, na ktdre
eksponowana jest roslina, tym mniejsza liczba trimeréw LHCII, cojest rGwnoznaczne
ze zmniejszaniem sie ,,przekroju optycznego” PSII. W chloroplastach zielenicy Du-
naliella salina poddanych dziataniu $wiatta o bardzo wysokim natezeniu stwierdzono
istnienie jeszcze jednego wariantu PSII (PSlly), w ktdrym zmniejszenie ,,przekroju
optycznego” nastapito przez odtgczenie peryferycznej subpopulacji LHCII oraz we-
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wnetrznej anteny CP47 [32]. Na heterogeniczno$¢ PSII wynikajaca ze zr6znicowania
wielkos$ci systemu antenowego naktada sie heterogenicznos¢ majaca swe podioze
w istnieniu réznych wariantéw rdzenia PSII. RdzehA PSII szpinaku rozdzielano za
pomocg niedenaturujgcego ogniskowania izoelektrycznego na cztery populacje réz-
nigce sie stopniem ufosforylowania polipeptydéw psbA, psbC, psbD, psbH oraz
blizej niezidentyfikowanego polipeptydu 9 kDa [25]. Dwie z tych populacji pozostajg
ufosforylowane nawet wéwczas, gdy PSII izoluje sie z roslin hodowanych w cie-
mnosci, co oznacza, ze w warunkach fizjologicznych nigdy nie dochodzi do defo-
sforylacji pewnej puli czastek PSII [26]. In vitro mozna jednak zdefosforylowaé
wszystkie polipeptydy rdzenia PSIl, uzywajac egzogennej fosfatazy - rdzen za-
chowuje nawet w takich warunkach wysoka heterogeniczno$¢ interpretowang jako
wyraz wigzania réznych ilosci psbH [24]. Sugeruje sig, ze istnienie wielu populacji
rdzenia PSIl moze odzwierciedla¢ jedng ze strategii regulacji fotosyntetycznego
transportu elektronéw [25].

Kompleks cytb6/f. Funkcjonuje on jako btonowa oksydoreduktaza plastochi-
nol-plastocyjanina, zajmujac centralng - w sensie elektrochemicznym - pozycje
w liniowym transporcie elektronéw pomiedzy PSII i PSI. Funkcji transferu ele-
ktronow na trasie plastochinol-plastocyjanina towarzyszy funkcja translokacji pro-
tonow w poprzek btony tylakoidowej i wspoéttworzenie, wraz z PSII, sity
protonomotorycznej napedzajagcej synteze ATP [15]. Struktura kompleksu wykazuje
znaczny stopieft homologii do struktury mitochondrialnych i bakteryjnych kom-
plekséw cytochrom b-c, stanowigcych element sktadowy oddechowego tancucha
transportu elektronow.

W skiad kompleksu cytb6/f wchodzg cztery polipeptydy, a mianowicie cyt f,
cyt b6, biatko Rieskego i podjednostka IV, bedace produktami genéw, odpowiednio,
petA, petB, petC, petD [49]. Tylko biatko Rieskego jest kodowane przez genom
jadrowy, pozostate podjednostki sa produktami genéw chloroplastowych. Preparaty
kompleksu cytb6/f izolowane w niektérych laboratoriach zawierajg ponadto 1-5
niewielkich (< 5 kDa) polipeptydow [56, 59], sposrdd ktdrych jeden moze by¢
kodowany przez chloroplastowy gen petG [63]. Plastocyjanina nie jest zaliczana
do sktadnikéw kompleksu jakkolwiek biatko to pozostaje zwigzane z kompleksem
silnymi oddziatywaniami i moze wspo6toczyszczaé sie z nim nawet w trakcie dtu-
gotrwatych procedur preparatywnych [56]. Z czasteczkami cytochromoéw b6 i f
zwigzany jest hem, natomiast z biatkiem Rieskego centrum zelazowo-siarkowe (2Fe-
2S); wymienione grupy prostetyczne odgrywajg kluczowg role w funkcjonowaniu
kompleksu.

Udziat PSIl w liniowym transporcie elektronéw koriczy sie wraz z dwuele-
ktronowga redukcja oraz pobraniem dwoch protonéw przez QB i przejsciem - w
ten spos6b - tego przenosnika w catkowicie zredukowang czasteczke (plastochinol),
dyfundujgca swobodnie do dwuwarstwy lipidowej btony tylakoidowej. Dyfundujgca
czgsteczka plastochinolu ulega utlenieniu w obrebie kompleksu cytb6/f, a pierwszym
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etapem tego procesu jest zwigzanie sie plastochinolu z domeng Qc zlokalizowang
prawdopodobnie w czesci czasteczki cytochromu b6 potozonej blisko $wiatta ty-
lakoidu [49]. W miejscu Qc protony plastochinolu zostajg uwolnione do $Swiatta
tylakoidu, aelektrony sg transportowane, kolejno: przez biatko Rieskego, cytochrom
f i plastocyjanine. Wedtug tego schematu transportowi jednego elektronu odpowiada
zatem uwolnienie jednego protonu do $wiatta tylakoidu. Tymczasem juz do$¢ dawno
zauwazono, ze aktowi transportu jednego elektronu przez kompleks cyth6/f to-
warzyszy translokacja dwoch protondéw w poprzek btony tylakoidowej, co oznacza,
ze opisany powyzej schemat transportu nie wyczerpuje listy proceséw katalizowanych
przez omawiany kompleks. Przyjmuje sie, ze zwiekszenie liczby translokowanych
protonéw w stosunku do liczby elektronéw przeniesionych miedzy PSU i PSI wynika
z funkcjonowania w obrebie czgstki kompleksu cytbh6/f cyklu wedrowki elektrondéw
(tzw. cykl Q), generujgcego translokacje dodatkowych protondéw [20, 45]. Istotng
role w mechanizmie cyklu Q odgrywajg prawdopodobnie nisko- i wysokopoten-
cjatowe czasteczki hemu zwigzane z cytochromem bo.

Nie do konca wyjasniony jest udziat kompleksu cytb6/f w cyklicznym transporcie
elektronow wokdét PSI, zagadnienie to zostanie omOwione nieco szerzej w dalszej
czesci artykutu. Ostatnio opublikowano dane sugerujace, ze u Chlamydomonas re-
inhardtii kompleks cytb6/f moze przekazywaé elektrony, zamiast na plastocyjanine,
bezposrednio na ferredoksyne i NADP+, z pominieciem PSI [27]. Transport ele-
ktronéw takim torem wydaje sie termodynamicznie nieprawdopodobny, poniewaz
nawet dysponujaca najsilniejszymi wasciwosciami redukujgcymi komponenta kom-
pleksu cytochrom boé/f, tzn. cytochrom b6 zwigzany z niskopotencjatowg czasteczkg
heniu ma potencjat oksydoredukcyjny (E m =-170 mV) wyzszy niz ferredoksyna
(E m =-430 mV). Nie jest jednak wykluczone, ze redukcja NADP+ z pominigciem
PSI moze rzeczywiscie mie¢ miejsce, wskazujg bowiem na to réwniez dane po-
chodzgce z innych pracowni [3, 9], ale rola kompleksu cytb6/f w tym torze transportu
elektrondw pozostaje niejasna.

Wszystkie polipeptydy wchodzace w sktad kompleksu cytb6/f stanowig integralny
element btony tylakoidowej i przenikaja ja jedna lub kilkoma transmembranowymi
ot-helisami. Pozostata cze$¢ struktury tych polipeptydéw przypada na odcinki o
charakterze hydrofilnym, penetrujace strome lub $wiatto tylakoidu. Topografia po-
jedynczych polipeptydéw kompleksu cytb6/f w obrebie btony tylakoidowej cechuje
sie asymetrig, najsilniej wyrazong w przypadku cytochromu f- na odcinek zanurzony
w Swietle tylakoidu przypada az 88% wszystkich aminokwaséw czasteczki tego
polipeptydu, podczas gdy odcinek hydrofobowy (tylko jedna a-helisa transmem-
branowa) obejmuje zaledwie 6% puli aminokwaséw [51].

Trwajgcg od szeregu lat debate dotyczaca tego, czy dimer czy monomer jest
natywnym stanem kompleksu cytbd/f in situ, wydajg sie ostatecznie rozstrzygac
na korzy$é dimeru wyniki uzyskane w pracowni Cramera [36]. Udowodniono tam,
ze dimeryczna forma kompleksu cechuje sie in vitro takg samg aktywnoscig
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transportu elektronéw jak preparat nie fra-
kcjonowany na dimer i monomer, podczas
gdy oczyszczony monomer ma aktywnos$¢
bardzo niewielkg. Kazdy z monomerdw
sktadajagcych sie na dimeryczng forme
kompleksu zawiera prawdopodobnie po
jednej kopii kazdego z polipeptyddw; wy-
jatkiem jest cytochrom b6, co do ktérego
oznaczenia stechiometryczne wskazuja, ze
jest reprezentowany przez dwie kopie [56].
Czastki kompleksu cytb6/f wykazujg pe-
wien stopien heterogenicznos$ci wyrazajacy
sie istnieniem dwdéch wariantow réznig-
cych sie wzgledng zawartoscig produktu
pet G, a takze zwigzanej z kompleksem
plastocyjaniny [56]. Rysunek 2 prezentuje
najbardziej prawdopodobng - w S$wietle
przedstawionych powyzej danych - orga-
nizacje strukturalng czastki kompleksu
cytb6/f.

PSI realizuje koAcowy odcinek linio-
wego transportu elektronéw jako btonowa
oksydoreduktaza plastocyjanina - ferredo-
ksyna. Zredukowana przez PSI ferredoksy-
na generuje NADPH w reakcji katalizo-
wanej przez reduktaze ferredoksyna -

Rys. 2. Schemat organizacji strukturalnej kom- NADP+. Tak wigc ostatecznym zadaniem

pleksu cytochrom b6/f liniowego transportu elektronéw jest do-

starczenie sity redukcyjnej w postaci

NADPH, wykorzystywanej nie tylko w reakcjach cyklu Calvina-Bensona, ale takze

do redukcji azotyndw do amoniaku, desaturacji nasyconych kwasow ttuszczowych,

dekarboksylacji pirogronianu i wielu innych, waznych proceséw metabolicznych
[16].

W skitad PSI wchodzi 17 polipeptydéw, sposrod ktérych trzy, a mianowicie
produkty chloroplastowych genéw psaA, psaB, i psaC uczestniczg w liniowym
transporcie elektronow wigzac niebiatkowe ligandy bezposrednio zaangazowane
w reakcje oksydoredukcyjne. Fotochemicznym donorem elektronéw PSI jest wyspe-
cjalizowany dimer chlorofilu a, okreslany jako P700, zwigzany pomiedzy dwoma
resztami histydynowymi pochodzacymi z czasteczek polipeptydéw psaA i psaB
[21]. Przenos$nikiem, ktory przyjmuje elektrony ze wzbudzonego dimeru P700 jest
monomeryczna czasteczka chlorofilu a (A0), a nastepnie witamina Kj (Aj) icentrum
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zelazowo-siarkowe (4Fe-4S) okreslane jako Fx. Wszystkie te ligandy zwigzane sa,
podobnie jak P700, z heterodimerem psaA/psaB, przy czym AOi Fxzajmujg miejsce
blisko miejscu ligacji P700, natomiast potozenie Aj nie zostato dotad doktadnie
ustalone [22]. Elektrony transportowane przez Fx przyjmuja kolejno dwa inne centra
zelazowo-siarkowe (4Fe-4S), okre$lane jako FA i FB zwigzane z niewielkim po-
lipeptydem psaC. Z kolei centrum FBredukuje centrum zelazowo-siarkowe (2Fe-2S)
ferredoksyny, a ta, z udziatem reduktazy ferredoksyna : NADP+ (FNR) generuje
NADPH. Zaréwno ferrodoksyna, jak i FNR, operujagce w stromie chloroplastowej,
nie stanowig juz elementu struktury PSI, pozostajg jednak w bezposrednim kontakcie
z wchodzagcym w sktad PSI polipeptydem psakE [5, 57]. Istnienie tego kontaktu
udowodniono w doswiadczeniach typu cross-linking. Utleniony donor fotochemiczny
elektronéw PSI, P700, jest redukowany elektronami przenoszonymi przez plasto-
cyjanine. Energia niezbedna do transportu elektrondw po akceptorowej stronie PSI
jest dostarczana do P700, jako energia wzbudzenia elektronowego, przez zespot
wewnetrznych anten energetycznych. Na zesp6t ten skiadajg sie kompleksy, jakie
tworzy z chlorofilem a heterodimer psaA/psaD a takze, prawdopodobnie, zwigzany
zniewielkg iloscig chlorofilu a polipeptyd psaF [16]. Bardziej peryferycznie pozostaje
zwigzany z PSI zespét komplekséw wigzgcych chlorofil a, chlorofil b i ksantofile.
Jak dotad zidentyfikowano trzy tego rodzaju kompleksy wspotpracujgce z PSI,
okreslane jako LHCI-730, LHCI-680A i LHCI-680B, a w ich sktad wchodzg co
najmniej cztery polipeptydy (Lhcal-4) [43].

PSI przeprowadza takze, w kooperacji z kompleksem cytb6/f, cykliczny transport
elektronéw, ktérego funkcjonowanie wspdéiksztattuje site protonomotoryczng na-
pedzajgcg synteze ATP. Szlak cyklicznego transportu elektronéw nie zostat dotad
ustalony, wiadomo jednak, ze jest on inicjowany przez przechwycenie czesci ele-
ktronéw ze zredukowanej ferredoksyny przez kompleks cytb6/f, transportujacy je
z powrotem w kierunku ferredoksyny przez plastocyjanine i PSI, prawdopodobnie
tak samo, jak to ma miejsce w trakcie liniowego transportu elektronéw [19]. Istniejg
przypuszczenia, ze u glonéw i cyjanobakterii w transport elektronéw na odcinku
ferredoksyna - cyth6/f moze by¢ zaangazowana btonowa oksydoreduktaza NAD(P)H
: plastochinon, enzym uczestniczacy w procesie konsumpcji 0 9 przez chloroplasty
na $wietle (chlororespiracja) [13]. Cykliczny transport elektronéw jest prawdopo-
dobnie mechanizmem pozwalajacym utrzymaé¢ w warunkach zagrazajacych foto-
inhibicjg wysoki gradient protondw w poprzek btony tylakoidowej, sprzyjajacy
rozpraszaniu nadmiaru energii wzbudzenia elektronowego przez dezaktywacje ter-
miczng w obrebie PSII. Wskazujg na to wyniki doswiadczen, w ktérych udowodniono
stymulacje cyklicznego toru elektronéw po ekspozycji rosliny na $wiatto o wysokim
natezeniu [34, 64].

Sposréd 17 polipeptydéw PSI tylko pie¢: psaC, psaD, psaE, psaH i psaN nie
ma odcinkéw transmembranowych. Cztery pierwsze to biatka peryferyczne, re-
zydujace na granicy stromy i btony tylakoidowej, natomiast psaN zajmuje potozenie
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peryferyczne od strony S$wiatta tylakoidu [16]. Pozostate polipeptydy przenikaja
btone tylakoidowg 1-11 a-helisami, przy czym topografia polipeptydéw Lhcal-4
jest prawdopodobnie bardzo zblizona do ich odpowiednikéw wspoétdziatajgcych
z PSII, tzn. Lhcbl-6.

U cyjanobakterii PSI przyjmuje in situ strukture trimeryczng [44], natomiast
w przypadku roslin wyzszych istnienie struktury trimerycznej PSI, cho¢ mozliwe
do zaobserwowania in vitro [55], nigdy nie zostato przekonywujgco udowodnione
in vivo. Monomeryczna forma PSI zawiera po jednej kopii kazdego z polipeptydow
psaA-N oraz, prawdopodobnie, cztery dimeryczne subkompleksy LHCI. Ta ostatnia
sugestia opiera sie na wynikach prac przeprowadzonych w pracowni Moliera [41],
w trakcie ktorych udowodniono, ze w mieszaninie polipeptydéw preparatu LHCI
lub oczyszczonego LHCI-730 powstajg w obecnosci cross-linkeréw liczne produkty
dimeryczne, co moze odzwierciedla¢ tendencje polipeptydéw Lhcal-4 do formo-
wania in vivo struktur dimerycznych. Organizacje strukturalng monomerycznej czg-
stki PSI mozna sobie zatem wyobrazié¢ tak, jak to pokazano na rysunku 3. Rysunek
3 przedstawia schemat wariantu PSI najobficiej reprezentowanego w obrebie bton
tylakoidowych. Wariant ten okreslany jest jako PSlp. Z doniesieA pochodzacych
z pracowni Albertssona wiadomo natomiast, ze ok. 35% puli chlorofilu PSI przypada

Rys. 3. Schemat organizacji strukturalnej PSI, na rysunku pominieto szereg stabiej scharakteryzowanych
komponentéw polipeptydowych PSI
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na czastki o wiekszym ,przekroju optycznym”, okre$lane jako PSla [1]. Dzieki
zastosowaniu do badan nad heterogenicznoscig PSI wysokorozdzielczego ognisko-
wania izoelektrycznego udowodniono, ze PSla zawiera, poza pulg dimerycznych
subkomplekséw LHCI, takze pewng ilos¢ trimerycznych subkomplekséw LHCII,
zwiekszajacych ,,przekr6j optyczny” holokompleksu [7]. Dane te potwierdzajg juz
wczesniej znany fakt, ze LHCII moze in vivo pozostawa¢ z PSI w kontakcie po-
zwalajgcym na przekazywanie energii wzbudzenia elektronowego [30].

Syntaza ATP jest btonowym kompleksem funkcjonalnym katalizujacym synteze
ATP napedzang przez site protonomotoryczng ksztattujgcg sie w rezultacie ko-
operacji PSII i kompleksu cytb6/f oraz cyklicznego transportu elektronéw wokot
PSI. Chloroplastowa syntaza ATP wykazuje bardzo znaczny stopiei podobieAstwa
strukturalnego do mitochondrialnego i bakteryjnego kompleksu F,FO odpowie-
dzialnego za fosfory lacje oksydacyjng. W sktad syntazy ATP wchodzi 9 polipeptydow
zgrupowanych w dwie catkowite odmiennie zbudowane jednostki strukturalne -
CFq i CFj. Jednostka CFO jest integralnym sktadnikiem btony tylakoidowej, na
ktérg sktadajg sie pozbawione ligandéw polipeptydy CF() I-1V (przenikajace btone
1-7 a-helisami), reprezentujgce produkty genow atpF, atpG, atpH i atpl, odpo-
wiednio. Z kolei jednostka CFj jest strukturg penetrujgcg strome chloroplastowa,
a wchodzace w jej sktad polipeptydy (CFj a-e) sa produktami gendw atpA-E
[49]. Wedlug powszechnie przyjetych pogladéw syntaza ATP cechuje sie dos¢
skomplikowang strukturg oligomeryczng-jednostka CFO obejmuje po jednej kopii
polipeptydow CFql, Il i IV oraz heksamer CFqlll, podczas gdy penetrujgca strome
domena CF| ma nastepujacy sktad podjednostkowy: a3, (3, y, 5 e [18, 49]. Na
pojedynczg czastke syntazy ATP sklada sie po jednej jednostce CFO i CF, (rys.
4).

Sita protonomotoryczng napedzajgca reakcje syntezy ATP jest sumg transmem-
branowego gradientu pH oraz potencjatu btonowego, do powstania ktérego dochodzi
w wyniku rozdziatu tadunku w centrach reakcji PSII i PSI. Gradient pH w poprzek
btony tylakoidowej ksztattujacy sie w przecietnych warunkach fotosyntetycznych
wynosi ok. 3,5 jednostki, co jest wielkoscig wystarczajaca do uruchomienia syntezy
ATP. Synteza pojedynczej czasteczki ATP wymaga transferu trzech protonéw przez
syntaze ATP. Role kanatu protonowego (kanatéw protonowych), bezposrednio zaan-
gazowanych w translokacje protonéw petni heksamer polipeptydéw CF(IIl, podczas
gdy pozostate polipeptydy CF() uczestniczg, jak sie sadzi, w kotwiczeniu CF| [49].
Wiasciwg podjednostkg katalityczng syntezy ATP jest natomiast heteroheksamer
(a3(33) jednostki CF|. Sposréd kilku zaproponowanych w ciggu ostatnich Kilku
lat modeli mechanizmu syntezy ATP najbardziej prawdopodobny wydaje sie model
konformacyjny Boyera [13], zaktadajgcy, ze w obrebie heteroheksameru a 3p3istniejg
trzy miejsca katalityczne nawzajem w siebie przechodzace poprzez zmiany kon-
formacyjne (stad nazwa modelu). Jedno z tych miejsc wigze ADP i Pj5 aby po
modyfikacji konformacji, stat sie miejscem silnie wigzgcym ATP zsyntetyzowanym
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Rys. 4. Schemat organizacji strukturalnej syntazy

ATP; in vivo jednostki CFo i CF| sg ze sobg Scisle

zasocjowanc, jednak na rysunku przedstawiono je

jako nieco rozsuniete dla zaprezentowania ich pet-
nego sktadu podjednostkowego

z ADP iPj. Translokacjaprotonéw przez
kanat CFOprowadzi do kolejnej zmiany
konformacyjnej i przejScia miejsca sil-
nie wiazagcego ATP w miejsce stabo
wigzace ATP - gotowy ATP opuszcza
jednostke CF] i trafia do stromy. Jedng
z mozliwosci wyttumaczenia sposobu,
w jaki translokacja protonéw generuje
zmiany konformacyjne miejsc katality-
cznych QBP3,jest przyjecie, ze ruch pro-
tonéw wymusza ruch obrotowy hete-
roheksamerem. W trakcie tego ruchu
zmieniajg sie oddziatywania miedzy
miejscami katalitycznymi, prowadzace
do rearanzacji konformacyjnych [67].

W odrdznieniu od PSII, PSI oraz
kompleksu cyth6/f syntaza ATP jest ho-
mogenng populacjg czastek, w obrebie
ktorych nie stwierdzono zadnego zréz-
nicowania strukturalnego czy funkcjo-
nalnego.

Inne kompleksy. Genom chloro-
plastowy szeregu gatunkéw roslinnych
zawiera ponad 30 otwartych ramek od-
czytu, z ktérych kazda wystarcza do za-
kodowania niewielkich polipeptydéw o
masie czasteczkowej kilku kDa [63].
Ewentualne produkty biatkowe tych se-
kwencji pozostajg nieznane, niejestjed-
nak wykluczone, ze - ze wzgledu na
niska mase czasteczkowg - biatka te
(by¢ moze petnigce wazne funkcje foto-
syntetyczne) zostaty przeoczone w
dotychczasowych analizach biochemi-
cznych bton tylakoidowych [49].Zkolei
analiza genomu chloroplastowego kilku

gatunkow roslinnych (w tym tytoniu i watrobowca Marchantia) pozwolita na wy-
krycie rodziny genéw ndhA-H, ktérych struktura pierwszorzedowa jest bardzo po-
dobna do struktury pierwszorzedowej genow podjednostek mitochondrialnej
oksydoreduktazy NADH : ubichinon. Jednak nawet najbardziej precyzyjne analizy
biochemiczne nie pozwolity, narazie, na stwierdzenie obecnosci takich podjednostek
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w chloroplastach. Zwazywszy, ze w chloroplastach niektérych glonéw funkcjonuje
na Swietle wspomniany juz proces chlororespiracji, mozna podejrzewa¢ ze w jego
katalizie uczestniczy oksydoreduktaza NADPH : plastochinon (chloroplastowa wer-
sja mitochondrialnej oksydoreduktazy NADH : ubichinon), stanowigca by¢ moze
piaty, wcigz czekajacy na odkrycie, kompleks funkcjonalny btony tylakoidowej
[19, 49].

2. LATERALNE ROZMIESZCZENIE KOMPLEKSOW
FUNKCJONALNYCH W BtLONACH TYLAKOIDOWYCH

Czes$¢ tylakoidow chloroplastu pozostaje ze sobg Scisle zasocjowana w potozeniu
jeden nad drugim w formie stosu granowego (= granum), cze$¢ za$ przenika swo-
bodnie strome nie pozostajgc w kontakcie z innymi tylakoidami - te niezasocjowane
tylakoidy nazywa sie tylakoidami stromy. W zwigzku z istnieniem dwo6ch typow
tylakoidéw, w obrebie systemu bton tylakoidowych wyrdznia sie dwa gtdwne
kompartmenty, a mianowicie btony tylakoidéw gran i btony tylakoidow stromy
[1]. Z kolei w obrebie bton gran mozna wyrdznié¢ ich domene centralng, na ktérg
sktadajg sie zespolone ze sobg btony poszczegdlnych tylakoidow oraz domene pery-
feryczna, do ktérej zalicza sie¢ tzw. brzegi gran oraz btony korcowe (rys. 5). W
przeciwienstwie do bton tylakoidowych zespolonych, brzegi gran i btony koncowe
a takze btony tylakoidow stromy sg btonami niezespolonymi, tzn. na catej swojej
powierzchni kontaktuja sie tylko ze stroma lub Swiattem tylakoidu, a nie inng btong
tylakoidowa. Albertsson [I] traktuje tzw. S$ciezki, tj. przewezone strefy taczace
grana i tylakoidy stromy, jako jeszcze jedng, odrebng domene strukturalng biony
tylakoidowej. Srednica stoséw granowych ogladanych z géry wynosi zwykle 0,4-0,5
pm, a przecietna granum obejmuje 5-20 zespolonych bton tylakoidowych. Wzgledna
reprezentacja bton gran i stromy w obrebie pojedynczego chloroplastu jest dosé
podobna u wszystkich zbadanych dotad gatunkow roslinnych, pod warunkiem wszak-
ze, ze badania przeprowadza sie na ro$linach, do ktérych dociera $rednia ilos¢
Swiatta (150-300 pE * m “ s ), wtedy na btony stromy przypada ok. 20%, a
na btony gran ok. 80% catkowitego systemu [1, 28]. Btony tylakoidowe gran i
stromy mozna rozdzielaé i oczyszcza¢ metodami biochemicznymi, a nastepnie pod-
dawaé w stanie oczyszczonym analizom zmierzajagcym do ustalenia rozmieszczenia
kompleksow funkcjonalnych. Istnieje kilka sposobow rozdzielenia bton tylakoi-
dowych gran i stromy; najprostsza z nich polega na dezintegracji catkowitych bton
z uzyciem pras wysokocisnieniowych lub detergentu (digitonina) w potaczeniu z
wirowaniem preparatu otrzymanego po dezintegracji. W rezultacie wirowania btony
tylakoidéw gran (ciezsze) tworzg osad, podczas gdy btony tylakoidéw stromy po-
zostajag w nadsgczu [23]. Znacznie wyzszy stopied oczyszczenia obydwu kom-
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Rys. 5. Lateralna dystrybucja komplekséw btony tylakoidowej; liniowy transport elektronéw odbywa sie
wytacznie w btonach tylakoidéw gran, a cykliczny transport wytgcznie w btonach tylakoidéw stromy (wg
[1), zmienione)

partmentéw btonowych mozna osiggna¢ poddajac preparat zdezintegrowanych bton
procedurze rozdziatu fazowego wodno-polimerowego; w przypadku takiego po-
dejscia eksperymentalnego btony stromy igran sg rozdzielone do dwdéch faz systemu
w zwigzku z réznicami witasciwosci powierzchniowych i stopnia hydrofobowosci
[8]. Oczyszczone btony gran mozna dalej frakcjonowaé (za pomocg sekwencji so-
nikacji i rozdziatbw fazowych) na strefe centralng (btony zespolone gran) oraz
btony brzegéw gran [68], natomiast btony koricowe stanowig zwykle wspolny pre-
parat z btonami tylakoidéw stromy. Dzieki badaniom prowadzonym na oczysz-
czonych preparatach ustalono, ze btony tylakoidow gran maja niski stosunek
ilosciowy chlorofil a / chlorofil b (ok. 2.4 : 1) w poréwnaniu do bton tylakoidow
stromy (ok. 4.6 : 1), co wyraznie sugeruje, iz btony tylakoidow gran sg wzbogacone
w PSII, a btony tylakoidéw stromy w PSI. Wniosek ten znajduje potwierdzenie
w wynikach badania aktywno$ci obydwu fotosysteméw we wspomnianych kom-
partmentach [8]. Doktadne oznaczenia dowodzg, ze ok. 85% czastek PSII znajduje
sie w btonach zespolonych gran a pozostate 15% w obrebie bton stromy i w btonach
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koAcowych gran. Te dwie ostatnie pule PSII sktadaja sie na populacje PSII[3, chara-
kteryzujacq sie niemal dwukrotnie mniejszym ,przekrojem optycznym” od PSII
bton zespolonych gran (PSlla). Subpopulacja PSII(3 niezdolna do redukcji pla-
stochinonu (non-QB-PSII) okazuje sie byé identyczna z pulg PSII(3 obecng w btonach
stromy, podczas gdy PS113 rezydujacy w btonach koncowych gran jest zdolny
do redukcji plastochinonu i- poza mniejszym ,przekrojem optycznym” - nie rézni
sie funkcjonalnie od PSlla [1]. Populacje PSlla réznigce sie liczbg zasocjowanych
trimerow LHCII [2] sg rozmieszczone w btonach zespolonych gran w taki sposéb,
ze te czastki, ktére maja najwiekszy ,przekréj optyczny” (PSlla,) ,rezydujg w
centrum gran, a te o najmniejszym przekroju (P SI1”) zajmujg w granum pozycje
peryferyczng [1].

Z oznaczen biochemicznych wynika, ze ok. 65% czastek PSI znajduje sie w
btonach tylakoidéw stromy pozostate zas 35% w brzegach gran, przy czym pula
PSI bton stromy jest tozsama z PSlp, a granowa pula PSI reprezentuje PSla [1,
7]. Nieréwnomierno$¢ lateralnej dystrybucji w obrebie systemu bton tylakoidowych
dotyczy takze kompleksu cytb6/f, a mianowicie wiekszo$¢ jego czastek znajduje
sie w btonach zespolonych gran. Btony stromy sa wzglednie zubozone w czastki
tego kompleksu. Pula czgstek kompleksu znajdujgcych sie w btonach gran zawiera
niezidentyfikowany polipeptyd 15 kDa, nieobecny w btonach stromy [56]. Czastki
syntazy ATP sg rozmieszczone réwnomiernie we wszystkich kompartmentach bton
tylakoidowych.

Jakie sg funkcjonalne implikacje istnienia nierownomiernosci w lateralnej dys-
trybucji oraz heterogenicznosci strukturalnej PSII, PSI i kompleksu cytb6/f ? Ot6z
sadzi sie, ze wazng wilasciwoscig systemu blon tylakoidowych jest przestrzenna
izolacja liniowego i cyklicznego transportu elektronéw, wyrazajgca sie funkcjo-
nowaniem transportu liniowego wytgcznie w obrebie gran (PSlla + cyth6/f + PSla),
a transportu cyklicznego wy#acznie w obrebie bton tylakoidéw stromy (PSI|3 +
cytb6/f) (rys. 5). Do niedawna przewazat poglad, wedtug ktérego PSII gran i PSI
bton stromy pozostaja w kontakcie funkcjonalnym dzieki wykorzystaniu zredu-
kowanej plastocyjaniny jako dalekozasiegowego tgcznika, dyfundujgcego poprzez
Swiatto tylakoidu pomiedzy granum i btonami stromy. Taka mozliwo$¢ wydaje
sie jednak mato prawdopodobna wobec obserwacji, iz w trakcie intensywnej fo-
tosyntezy przestrzen Swiatta tylakoidu znacznie zmniejsza sie w rezultacie zblizania
sie bton ograniczajgcych S$wiatto tylakoidu [1]. Znacznie zmniejszong przestrzen
Swiatta tylakoidu szczelnie wypetniaja hydrofilne petle licznych biatek transmem-
branowych oraz cate czasteczki biatek peryferycznych, co stwarza warunki ,,makro-
molekularnego ttoku”, praktycznie uniemozliwiajgce plastocyjaninie odpowiednio
szybkg migracje na dalekie odlegtosci. Rowniez wykorzystanie jako #gcznika li-
pofilnego plastochinolu, ktéry teoretycznie mégtby migrowac na trasie miedzy gra-
num a btong stromy wewngtrz dwuwarstwy lipidowej, jest nieprawdopodobne,
poniewaz zmierzony in situ wspotczynnik dyfuzji plastochinolu jest za niski w
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zestawieniu z szybkoS$cig liniowej wedrowki elektronéw [1 1]. Zredukowana pla-
stocyjanina petni natomiast z pewnoscig role tagcznika PS11/PSI na bardzo niewielkich
dystansach, takich jakie dzielg PSlla i PSla w obrebie pojedynczego granum. W
niektorych sytuacjach, determinowanych przez zmiany sktadu jakosciowego $wiatta
docierajgcego do rosliny lub temperatury otoczenia, cze$¢ puli LHCII zwigzanej
zPSlla moze oddysocjowywaé od holokompleksu, dyfundowac lateralnie w kierunku
PSla i przekazywa¢ mu, po asocjacji, cze$¢ energii wzbudzenia elektronowego.
Taka redystrybucja podjednostek komplekséw funkcjonalnych btony tylakoidowej,
prowadzaca do sprzezenia funkcjonalnego LHCII i PSI(3, stanowi mechanizm krét-
koterminowych adaptacji btony tylakoidowej do zmieniajgcych sie warunkéw $ro-
dowiskowych [4].

Jak wspdtpracujg PSlip (non-QB-PSII) i PSip rozmieszczone w btonach stromy?
Z pewnoscig nie kooperujg w transporcie elektronéw, poniewaz PSlip niejest zdolny
do kierowania elektronéw w kierunku PSip. Mozna wiec sugerowac, ze PSip trans-
portuje elektrony samodzielnie, w sposob cykliczny, a sugestie te znajdujg petne
potwierdzenie w obserwacji, iz PSip moze in vitro redukowac ferredoksyne wy-
korzystujac askorbinian i dichlorofenolindofenol (DCPIP) jako donory elektronéw,
bez koniecznos$ci uzupetniania mieszaniny reakcyjnej o NADP+ i FNR [69]. Co
wiecej, udowodniono, ze dojrzewajace chloroplasty, jeszcze nie zawierajgce ufor-
mowanych stoséw granowych, a zawierajgce tylko niezespolone tylakoidy stromy,
wykazujg in vitro wytgcznie aktywnos$¢ PSI i fosforylacji cyklicznej [1]. Funkcja
PSlip pozostaje niejasna, sugeruje sie jednak, ze ta subpopulacja PSII jest pre-
kursorowa formg PSII. Wyniki niektérych badarh wydaja sie takze wskazywaé na
PSlip jako stadium przejSciowe w stale funkcjonujagcym cyklu naprawczym PSII,
wigzacym sie z intensywnym obrotem metabolicznym psbA [70].
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PROTEINS ENGAGED IN pre-RNA PROCESSING
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Streszczenie: Ostatnie lata przyniosty znaczny postep w poznaniu etapdw obrébki pre-rRNA. Niniejszy
artykut stanowi przeglad dotyczacy gtéwnie biatek uczestniczacych w tym ztozonym procesie. Przed-
stawiono w nim réwniez zaproponowany przez Tollerveya [106] model obrobki pre-rRNA Saccharo-
myces cerevisiae, uwzgledniajagcy fundamentalne znaczenie dla jego przebiegu wykrytych ostatnio
polipeptyd6éw, w tym biatka RRP5 oraz niektérych czasteczek U snoRNA.

Stowa kluczowe: obrobka pre-rRNA, U snoRNP, biatka jaderkowe, procesosom.

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

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

Wykaz skrotow. AA - aminokwas; A (Ala) - alanina; D (Asp) - kwas asparaginowy; E (Glu) - kwas
glutaminowy; ETS (ang. External Transcribed Spacers) - transkrybowane sekwencje zewnetrzne; F
(Phe) - fenyloalanina; G (Gly) - glicyna; I (lle) - izoleucyna; ITS (ang. Internal Transcribed Spacers)
- transkrybowane sekwencje wewnetrzne ; K (Lys) - lizyna; L (Leu) - leucyna; N (Asn) - asparagina;
NLS (ang. Nuclear Localization Sequence) - sekwencje lokalizacji jadrowej; nt - nukleotyd; P (Pro) -
prolina; R (Arg) - arginina; r.a. - reszta aminokwasowa; RNaza MRP (ang. Mitochondrial RNA
Processing) - RNaza zwigzana ze skfadaniem mitochondrialnego RNA; S (Ser) - seryna; T (Thr) -
treonina; U snoRNA -bogatourydylowy, niskoczgsteczkowy, jaderkowy RNA; U snoRNPs - bogatou-
rydylowe, niskoczasteczkowe, jaderkowe rybonukleoproteiny; V (Val) - walina; W (Trp) - tryptofan;
Y (Tyr) - tyrozyna.
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1. WSTEP

Wciaz stabo poznane mechanizmy obrébki pre-rRNA zaktadaja istotny w nim
udziat wielu biatek, ktére oznakowano nastepujgcymi symbolami: NOP1/fibrylaryna,
NOP3, NOP4, GAR1, GAR2, NSR1, SSB1, SNM1, POPI, POP2, POP3, RRP-5
i C23 [43-45, 51, 62, 63, 66, 68, 70, 80, 88, 93, 97, 101, 106, 110]. Eksperymenty
wykorzystujace klonowanie genéw kodujacych wymienione biatka, gtdwnie Sac-
charomyces cerevisiae i analiza ich sekwencji aminokwasowej wskazujg na wy-
stepowanie w nich domen wykrytych wczesniej w czasteczce nukleoliny, opisywanej
réwniez symbolem C23 [50, 54-56, 66, 80].

Wspélne elementy strukturalne obejmuja:

1° domeny wzbogacone w glicyne (G) i arginine (R) (gtéwnie dimetyloarginine),
tzw. domeny GAR (ang. Glycine-Arginine Rich Domains)',

2° motywy wigzace RNA (RRM - ang. RNA Recognition Motif) o ditugosci
okoto 80 reszt aminokwasowych wraz z sekwencjami zgodnosci biatek wigzacych
RNA (ang. RNP consensus sequence) w postaci oktameru RNP1l: EFEDPRDA
oraz heksameru RNP2: VYVGNL;

3° odcinki wzbogacone w aminokwasy kwasne, ktdre zawierajg sekwencje zgod-
nosci charakterystyczne dla kinazy kazeinowej Il, ti. DEGMS(P)EDED i p34all<-
SPKK (rys. 1) [13, 24, 35, 41, 68, 80, 97, 112].

Klasyczng domene GAR zidentyfikowano najpierw w fibrylarynie i biatku C23.
Okazato sig, ze szereg biatek jaderkowych wykrytych pézniej dzieli ze wspomnianymi
fosfoproteinami jaderkowymi zblizony uktad sekwencji, tj. Arg-Gly-Gly-Phe-Arg-
Gly-Gly lub Arg-Gly-Gly-Phe-Gly-Gly-Arg (z mozliwoscig podstawienia fenylo-
alaniny przez Ser, Tyr czy Ala), ktérych funkcje kojarzy sie z niespecyficznym
wigzaniem jednoniciowych kwaséw nukleinowych [97]. W domenach GAR biatek
jaderkowych arginina moze stanowi¢ okoto 25% wszystkich aminokwaséw [7, 38,
97]. Struktura drugo- lub trzeciorzedowa tych domen jest silnie zachowawcza. Ana-
lizy fragmentu peptydowego (tzw. peptyd plO), obejmujgcego domene GAR biatka
C23, przy zastosowaniu dichroizmu kotowego i transformacji Fouriera widm w
podczerwieni sugerujg, ze przyjmuje on powtarzajgcg sie strukture |3, ktéra umo-
zliwia wiazanie i destabilizacje heliksu RNA [36]. Motywy GAR sa zlokalizowane
w réznych regionach biatek jgderkowych i przyjmujg witasciwg im strukture dru-
gorzedowa, dzieki rozdzieleniu od pozostatej czeSci czasteczki przez reszty proliny
[38, 43, 45, 58, 80, 97].

Rola biologiczna domeny GAR wiaze sie z destabilizacjg heliksu RNA, ktory
jest nastepnie kooperatywnie wigzany przez motywy RRM. Inne postulowane funkcje
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GAR wskazujg najej oddziatywania typu biatko-biatko lub wjgderkowej lokalizacji
snoRNA [36]. Mechanizmy interakcji biatko-biatko i biatko-RNA podczas obroébki
pre-rRNA wciaz nie sg w petni wyjasnione [38, 97, 112]. Czes¢ biatek, np. C23,
NOP4 iNSR1 [13, 51, 80, 101], asocjuje bezposrednio z pre-rRNA za posrednictwem
fragmentow RRM przy wspétdziataniu domen GAR, za$ inne, np. NOP1, SOF1,
GAR1, POPI i SNM1 przytaczajg sie w formie snoRNP wykorzystujagc komple-
mentarno$¢ zasad U snoRNA i pre-rRNA [38, 43, 44, 62, 63, 93]. Polipeptydy
C23, NSR1 i NPI46 wigzg sie z biatkami juz przytgczonymi do rRNA. Dochodzi
woéwczas do miedzyczasteczkowej interakcji zasadowych aminokwaséw sekwencji
NLS (ang. Nuclear Localization Sequence) oraz domen kwasnych [5, 51, 96, 97,
112].

2. BIALKA UCZESTNICZACE W OBROBCE pre-rRNA

Jak dotad, najlepiej scharakteryzowano skiadniki rybonukleoproteinowego kom-
pleksu - U3 snoRNP komérek HelLa, ktéry zawiera polipeptydy o m.cz. 12,5,
13, 30, 36 kDa (fibrylaryna), 55 kDa oraz dwa ufosforylowane biatka o m.cz.
59 i 74 kDa [81]. Polipeptydy o m.cz. 15 50 i 55 kDa komérek CHO stanowig
elementy rdzeniowe czastek U3 snoRNP, z kolei fibrylaryna reprezentuje sktadnik
luzno zwigzany z tym kompleksem, tatwo oddysocjowujacy podczas izolowania.
Podczas odbudowy in vitro czgstek U3 snoRNP ustalono, ze biatko p55 taczy sie
bezposrednio z snoRNA tego kompleksu, prawdopodobnie w obrebie domen B
i C [47, 60]. W laboratorium Ltihrmanna [61] wydzielono i oczyszczono czgstki
snoR30 RNP S. cerevisiae. Ich sktadniki biatkowe o m. cz. 10, 23, 25 kDa (GAR1),
38 kDa (NOP1), 46, 48 i 65 kDa sedymentujg wspolnie podczas ultrawirowania
w gradiencie gestosci siarczanu cezu. Polipeptyd GARL1 jest silnie i zapewne bez-
posrednio zwigzany z snR30, gdyz kompleks ten jest stabilny nawet w 600 mM
roztworze KCI.

Dzieki mikroskopii elektronowej oszacowano, ze czastki snR30 RNP o roz-
miarach 14x20 nm budujg dwie przylegajace do siebie domeny. Badania sedy-
mentacyjne ekstraktow komorek Hela wykazaty, ze czgsteczki U8 i U13 snoRNA
wystepujg w obrebie dwdéch rodzajow agregatéw o odmiennej statej sedymentacji,
tj. okoto 10S i 80S. Czastki 10S reprezentujg monomery U snoRNP, za$ 80S stanowig
czastki prerybosomalnych rybonukleoprotein [109].

Stwierdzono, ze w obrebie agregatéw o statej sedymentacji okoto 15-20S i 80S
wystepuje wazny dla obrobki pre-rRNA enzym - RNaza MRP (ang. Mitochondrial
RNA Processing). W sktad wymienionych czgstek wchodzi okoto 10 indywidualnych
biatek, wsrod ktérych znajdujg sie SNM1 i POPI [58, 62, 94].
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Rysunek 1. Organizacja domenowa niektérych biatek jagderkowych uczestniczacych w obrébce prekur-
sorowych czgsteczek rRNA (wg [97] zmodyfikowany). Na rysunku uwzgledniono: domeny RRM i GAR,
odcinki wzbogacone w aminokwasy kwasne, zasadowe/obojetne oraz eksperymentalnie potwierdzong
zdolno$¢ wiazania do sekwencji typu NLS. Rysunek nie uwzglednia przypuszczalnych witasciwosci
wigzania tych biatek do NLS, ktdrych mozna oczekiwa¢ na podstawie podobieristwa do

uktadow sekwencji, ktore taka zdolnos$¢ okazujg

2.1. Fibrylaryna (NOP1)

Fibrylaryna (ang. Nucleolar Protein 1), wykryta przez Christensena i wsp. [19]
u $luzowca Physarwn polycephalum, zyskata swojg nazwe w laboratorium Buscha
[77] ze wzgledu na jej wybidrcza lokalizacje w fibrylarnych regionach jaderka
ssakow (gesty sktadnik fibrylarny i centra fibrylarne).

W 1991 r. Ochs i Smetana [78] dzieki immunomikroskopii elektronowej wykryli
to biatko w szkielecie jaderka komorek Xenopus Icievis, kury icztowieka. Odpowiada
ono opisywanemu przez innych badaczy zasadowemu biatku p34 [59, 98].

Znaczaca zawarto$¢ tego biatka w nieaktywnych transkrypcyjnie erytrocytach
kury wskazuje na istnienie przynajmniej dwdch populacji fibrylaryny:

1° zaangazowanej w proces skracania produktow transkrypcji pre-rRNA oraz

2° o funkcji zwigzanej z upakowaniem rRNA [78].

Analiza sekwencji cDNA fibrylaryny komoérek Hela potwierdzita, ze biatko
to o m. cz./pl - 38/10,98 buduje 321 reszt aminokwasowych (r.a.) [2]. Opisywany
polipeptyd wydzielony z komérek ludzkich wykazuje odpowiednio 67 i 81% ho-
mologii z biatkiem drozdzy i X. laevis [1,2, 43]. W fibrylarynie komérek HelLa
wyrodznia sie trzy domeny istotne dla jej funkcji [2]. W N-koficu czasteczki zlo-
kalizowany jest okoto 70-aminokwasowy segment, bogaty w glicyne i dimetylo-
arginine, w centrum okoto 90-aminokwasowy odcinek, przypuszczalnie
odpowiedzialny za wigzanie z RNA oraz w C-koncu - fragment a-helikalny (ok.
33 aminokwasy). Eksperymenty genetyczne wykazaty, ze fibrylaryna kregowcow
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powoduje supresje mutacji genu NOPJ u drozdzy. Poziom syntezy 18S i 25S rRNA
wraca do wartosci obserwowanej w komorkach prawidtowych [43]. Badania tempe-
raturowrazliwych mutantéw drozdzy uzyskanych po traktowaniu kwasnym siar-
czynem (bisulfit) cDNA, kodujacego polipeptyd NOP1 udowodnity, ze w
temperaturze niepermisyjnej zachodzg zakt6cenia syntezy 18S i 25S rRNA [97,
105]. Zblizone efekty fenotypowe obserwowano po zahamowaniu ekspresji genu
NOPI, pozostajgcego pod kontrolg promotora GALI w obecnosci glukozy. Do-
Swiadczenia autoradiograficzne z zastosowaniem [3H]-uracylu ujawnity brak in-
termediatow szlaku obrobki pierwotnego transkryptu 35S rRNA do 18S rRNA,
tj. 32S, 27SA i 20S. Na tej podstawie wywnioskowano, ze hamowane sg reakcje
przemian taricucha pre-rRNA w miejscach obrébki Aj i A? [por. 47, 93, 96, 105,
106]. Zapewne dochodzi tez do utraty stabilnosSci form prekursorowych 18S rRNA,
czego wyrazem jest pojawianie sie niewielkich ilosci 18S rRNA po przedtuzeniu
czasu inkubacji do 60 minut. Dodatkowym efektem braku ekspresji NOPI jest
zmniejszona ilo$¢ czasteczek U 14 snoRNA i snR190, co ostabia lub eliminuje od-
dziatywania pre-rRNA - snoRNA [35, 97, 104]. Inne mutanty punktowe genu
NOPI uzyskane za pomocg bisulfitu wykazujg zaktocenia procesu metylacji pre-
rRNA. Nie udato sie okresli¢, czy efekt ten powoduje nieobecno$¢ natywnego
biatka NOPI czy spadek poziomu zasocjowanych z nim czasteczek U 14 snoRNA
i SnR190. Hamowanie metylacji pierwotnych transkryptéw rRNA zaobserwowano
dokonujac witgczenia znakowanej na grupie metylowej [3H]-metioniny. Wydaje sie
jednak, ze proces ten nie wywiera bezpos$redniego wptywu na dojrzewanie pre-rRNA;
reakcji nie blokuje bowiem obecnos$¢ etioniny [105]. Mutacje genu NOPI zaktécaja
ponadto montaz czastek prerybosomalnych. W toku analiz sedymentacyjnych zaob-
serwowano, ze 18S i 25S rRNA wystepujag w obrebie prekursoréw podjednostek
rybosomalnych o statej sedymentacji nizszej niz 40S i 60S. Z kolei wyniki ele-
ktroforezy w zelu poliakryloamidowym (SDS-PAGE) ujawnity, ze nieprawidiowe
podjednostki sg pozbawione szeregu biatek. Nastepnie podlegajg one agregacji i
formujg struktury o statej sedymentacji powyzej 80S. Wydaje sie, ze brak interakcji
NOPI - pre-rRNA utrudnia badz uniemozliwia osiggniecie niezbednej do przebiegu
dojrzewania struktury drugo- i trzeciorzedowej pierwotnych transkryptéw polime-
razy RNA I

2.2. Biatko SOF1

Gen SOF1 (ang. suppressor offibrillarin 1) zidentyfikowano w toku poszukiwan
supresoroOw obrdbki pre-rRNA, wywotanych mutacjami genu NOPI [44, 97]. Na
podstawie analizy sekwencji cDNA ustalono, ze SOF1 drozdzy reprezentuje po-
lipeptyd o m.cz. 56,8 kDa, zbudowany z 489 r.a. [44, 105]. Analiza N- (1-82
r.a.) i C- (380-489 r.a.) koncdw jego tancucha nie wykazuje homologii z poznanymi
dotad biatkami. Segment C-koncowy czasteczki jest wzbogacony w aminokwasy
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obdarzone tadunkami. Okazuje sig, ze dwa aminokwasy, tj. lizyna iarginina, stanowig
az 34%, natomiast suma aminokwaséw kwasnych (Asp+Glu) - az 21% skiadu
aminokwasowego opisywanego polipeptydu. W czesci centralnej tancucha SOF1
stwierdzono obecno$¢ domeny GAR oraz 7 powtdrzen struktury oznakowanej jako
Gp, stanowigcej tancuch o diugosci od 40 do 60 r.a. [68, 97]. Typowe dla tej
struktury sg dipeptydy: tryptofan-kwas asparaginowy lub tryptofan-asparagina, po
ktérych nastepuje odcinek hydrofobowy i reszta kwasu asparaginowego lub aspa-
raginy w pozycji 6. wzgledem reszty tryptofanu. Analizy poréwnawcze sekwencji
aminokwasowej domeny Gp wskazujg, ze polipeptyd SOF1 zawiera 23% amino-
kwaséw identycznych, a 45% podobnych do biatka PRP4, ktére uczestniczy w
organizacji spliceosomdw, sktadaniu pre-mRNA u drozdzy i asocjuje z
U4/U6 snRNA [44, 68].

Polipeptyd SOF1 jest kolejnym, wykrytym po fibrylarynie supresorem mutacji
genu NOP1 [44, 68]. Okazato sie, ze w obecnosci fibrylaryny cztowieka wydatnej
supresji ulega tylko synteza czasteczki 25S rRNA, za$ 18S rRNAjest syntetyzowany
wolniej, co ustalono posrednio na podstawie szybkosci wiaczania [* S]-metioniny
do podjednostek rybosomdw 40S i 60S. Z kolei SOF1 zapewnia prawidtowy poziom
syntezy tancuchéw 18S i 25S rRNA oraz podjednostek rybosoméw 40S i 60S.
Wyniki uzyskane technikg hybrydyzacyjng Northern oraz przez znakowanie pulsowe
['FI]-urydyna wskazuja, ze blok ekspresji genu SOF1 powoduje wzrost poziomu
formy prekursorowej 35S pre-rRNA i utrate intermediatéw jego obrdbki, tj. 32S,
27SA i20S rRNA. Synteza 18S rRNA spada, za$ ilos¢ 25S rRNA nie ulega zmianie
[44].

2.3. Biatko SSB1

W 1986 roku opisano polipeptyd SSB1 (ang. Single Strand Binding 1) [15,
45], ktéry nagromadza sie w jaderkach oraz ciatach widknistych (ang. coiled body)
S. cerevisiae. Biatko to jest zbudowane z 293 r.a.; jego m. cz. wynosi 32 853
Da, a pi 6,0 [45]. Z analizy sktadu aminokwasowego wynika, ze N-koAcowy odcinek
czasteczki SSB1 (39. - 54. r.a.) wykazuje homologie z biatkami UP1 i UP2 grasicy
cielecia oraz hnRNP cztowieka. W centralnej czesci taficucha miedzy 125.-162.
r.a. wystepuje domena GAR, w ktérej wykryto pie¢ powtdrzen heksapeptydu:
RGGFRG. Z kolei w C-koncowym segmencie, miedzy 233.-245. aminokwasem,
znajduje sie odcinek homologiczny do sekwencji zgodnosci biatek wigzagcych RNA.
Na uwage zastuguje obserwacja, ze wsérdd 18 aminokwasow C-korica polipeptydu
SSB1 az 10 stanowig aminokwasy kwasne; cecha charakterystyczna dla proka-
riotycznych biatek wiazacych jednoniciowy DNA, a takze biatek eukariotycznych
wigzacych jednoniciowe RNA i DNA. Wielodomenowa budowa SSB1 sugeruje,
ze biatko to moze uczestniczy¢ nie tylko w obrébce pre-rRNA, ale réwniez w me-
tabolizmie jagdrowego/jaderkowego DNA [35, 45, 68, 97].
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2.4. Biatko GAR1

Polipeptyd GAR1 zidentyfikowano jako kolejne po NOP1 i SSB1 biatko S.ce-
revisiae za pomocg sondy cDNA, zawierajgcej domene GAR fibrylaryny X.laevis
[38, 97]. Skiada sie ono z 205 r.a, ma m. cz. 21,5 kDa i silnie zasadowe pi
okoto 12. To unikatowe biatko zawiera dwie domeny GAR w N-koncowej czesci
tancucha. Eksperymenty wykorzystujagce metode immunoprecypitacji i immuno-
cytochemicznej lokalizacji antygenéw potwierdzity obecno$¢ GAR1 przede wszy-
stkim w ciatach wtdknistych oraz jaderkach. Biatko to tworzy kompleksy z snRI1O
i snR30, ktdre mozna wytrgci¢ wykorzystujac przeciwciata skierowane przeciwko
GAR1 [38]. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze eliminacja GAR1 hamuje sktadanie
pre-rRNA w miejscach cie¢ nukleolitycznych A] i A0, za§ obrébka w miejscu
B] nie ulega zmianie (rys. 2). Dochodzi wiec do zatrzymania sktadania pre-rRNA
wiodgcego do 18S rRNA. Natomiast synteza 25S rRNA jest hamowana w niewielkim
stopniu. Efektem jest gromadzenie sie formy prekursorowej 35S pre-rRNA oraz
znaczny spadek intermediatéw: 32S, 27SA i 20S rRNA [35, 38, 68, 97].

2.5. Biatko GAR2

W drozdzach Schizosaccharomyces pombe opisano kolejny skiadnik - GAR2,
zaangazowany w proces obrébki pre-rRNA. Na podstawie sekwencji cDNA GAR?2
scharakteryzowano jego produkt ekspresji, ktorym jest dtugi polipeptyd (500 r.a.)
0 m.cz. 52 kDa. Wzgledna masa czgsteczkowa okre$lona w toku SDS-PAGE wynosi
72 kDa [39]. Badania struktury pierwszorzedowej GAR2 ujawnity znaczng jego
homologie z biatkami: C23 i NSR1. Odcinek N-koricowy nowoodkrytego biatka
(1-80 r.a.) zawiera liczne powtdrzenia lizyny w otoczeniu aminokwaséw hydro-
fobowych oraz potencjalne miejsca fosforylacji kinazy p34Clit2:S50PKK. Druga waz-
na funkcjonalnie domena GAR2 zawiera dtugie ciagi aminokwaséw kwasnych i
seryny, prawdopodobne miejsca fosforylacji przez kinaze kazeinowg Il. W obrebie
kolejnej istotnej domeny GAR2 wystepuja dwa fragmenty wigzace RNA o dtugosci
okoto 80 r.a. wraz zdwoma zespotami sekwencji zgodnosci biatek wigzacych RNA.
Efektami fenotypowymi eliminacji polipeptydu GAR2 w uktadzie sktadania pre-
rRNA in vitro sg spadek poziomu syntezy 18S rRNA i formowania podjednostek
rybosomalnych 40S. Natomiast powstawanie formy 25S rRNA nie ulega zaktdceniu
[39, 68, 97].

2.6. Biatko NSR1

Badania immunofluorescencyjne ujawnity, ze polipeptyd NSR1 wystepuje w ob-
rebie jaderka i poréw jadrowych S.cerevisiae [51, 52, 58]. Interesujacg wiasciwoscia,
wskazujacg najego udziat w transporcie jagdrowo-cytoplazmatycznym, jest wigzanie
sekwencji NLS duzego antygenu T wirusa SV40 i histonu H2B, co potwierdzono
w toku chromatografii powinowactwa [51, 52, 70]. Biatko NSR1 wspomnianych
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Rysunek 2. Model interakcji pierwotnego transkryptu polimerazy RNA | S.cerevisiae z wielosktadniko-
wymi kompleksami rybonukleoproteinowymi podczas jego obrobki (wg Tollerveya [106]; za zgoda
Autora). Wielosktadnikowy kompleks zawierajacy: U3, U14 snoRNA, snRIO i snR30 oraz biatka
zasocjowane z nimi, tj. NOP1, SOF1 i GAR 1wiaze si¢ z 5’ETS pierwotnego transkryptu wokot regionu
rozpoznawanego przez U3 snoRNA (+470 nt). Wtedy jest przenoszony do miejsc: Ao, Ai i A2. Miejsca
Ao i Ai pozostajg w bliskim sasiedztwie w pre-rRNA dzieki utworzonej w nim stabilnej strukturze typu
pien-petla, zaznaczonej na rysunku. Podczas obrébki do pierwotnego transkryptu przytacza si¢ kompleks
RNazy MRP w miejscu A3, zlokalizowanym w jego 1TS1, pozostajac przypuszczalnie w asocjacji z
egzonukleazami Ratl i Xrnl. Wysokoczasteczkowe biatko RRP5 stanowi prawdopodobnie czynnik
wigzacy obydwa opisywane kompleksy w czasie procesu obrébki pre-rRNA

drozdzy stanowi faricuch 414 r.a. o m.cz. 44 535 Da. Natomiast jego masa cza-
steczkowa okreslona technikg SDS-PAGE wynosi 67 kDa [58, 97]. W czasteczce
NSR1 wykryto trzy domeny funkcjonalne. Analiza sekwencyjna potwierdzita wy-
stepowanie w N-koncu jego czasteczki pieciu peptydéw, z ktérych kazdy skiada
sie z 7 reszt seryny w otoczeniu aminokwasow kwasnych. Grupy hydroksylowe
seryny w tym regionie reprezentujg potencjalne miejsca modyfikacji przez kinaze
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kazeinowg Il. W opisywanym fragmencie NSR1 wykryto ugrupowanie aminokwa-
séw: KKRKS, prawdopodobnie odpowiadajgce sekwencji NLS. Cze$¢ centralna
czasteczki, w ktérej zlokalizowano dwa motywy RRM (169.-238. r.a. i 268.-347.
r.a.) o dtugosci okoto 80 aminokwaséw moze by¢ rozpatrywana jako region ucze-
stniczagcy w dojrzewaniu pre-rRNA. Pozostaje jednak sprawg otwartg, czy bez-
posrednio oddziatuje on z RNA. W C-koncu tancucha zlokalizowano domene GAR
(351.-391. r.a.). Obecnie uwaza sie, ze NSR1 jest homologiem nukleoliny kre-
gowcow. Okazato sie, ze region centralny i C-koricowy czgsteczki NSR1 drozdzy
zawiera 37% identycznych i az 51% podobnych reszt aminokwasowych z ana-
logicznym segmentem wspomnianej fosfoproteiny jaderkowej organizméw wy-
zszych [58].

Delecja genu NSR1 w doswiadczeniach genetycznych prowadzi do zahamowania
syntezy 18S rRNA, za$ stosunek 18S/25S rRNA zmniejsza sie trzykrotnie, tj. z
okoto 0,45 do 0,15. Wzrasta poziom pierwotnego transkryptu 35S rRNA, natomiast
zmniejsza sie ilos¢ intermediatow obrébki 27SB, 20S i 7S rRNA. Dochodzi do
hamowania przemian pre-rRNA w miejscach cie¢ nukleolitycznych Aj i A2. Z
kolei ciecie w miejscu B, odbywa sie bez zaktocen. Defekty obrobki pre-rRNA
mozna usuna¢ przywracajac prawidtowa ekspresje genu NSR1 [51, 52, 97]. Stwier-
dzono, ze NSR1 odgrywa istotng role w obrdbce pierwotnych transkryptéw po-
limerazy RNA | podczas szoku termicznego, indukowanego niska temperaturg [52].
Spadek temperatury z30°C do 10°C przyczynia sie do okoto 4-krotnie wyzszej
ekspresji genu NSR1 i okoto 3-krotnego podwyzszenia poziomu biatka NSR1 u
S.cerevisiae [35, 52, 97]. Polipeptyd ten wigze sie zaréwno z pre-rRNA, jak i z biat-
kami rybosomalnymi, zapewne utatwiajgc ich interakcje [112].

2.7. Biatko NOP3

Gen NOP3 S.cerevisiae koduje biatko (415 r.a.) o m.cz. 45 kDa [88, 97]. W
C-konicu jego czasteczki zidentyfikowano domene GAR, liczaca okoto 100 r.a.
Okazato sie, ze ten fragment biatka NOP3 zawiera az 72% podobnych, a 62%
identycznych aminokwaséw z analogicznym regionem GAR fibrylaryny. Wyniki
badan hybrydyzacyjnych udowodnity, ze zahamowanie ekspresji genu NOP3 pozo-
stajagcego pod kontrolg promotora GAL : nop3 w obecnosci glukozy powoduje
nagromadzenie pierwotnych transkryptéw 35S oraz intermediatow 27SB i20S rRNA,
a takze spadek poziomu dojrzatych form 18S i 25S rRNA. Taki stan przyczynia
sie do ograniczenia formowania dojrzatych czastek rybosomoéw, co potwierdzono
nasileniem wigczania [32S]-metioniny do podjednostek rybosomalnych 40S i 60S
[35, 68, 88, 97].
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2.8. Biatko NOP4/NOP77

Ekspresja cDNA NOP4 prowadzi do utworzenia tancucha polipeptydowego o dtu-
gosci 685 r.a. Jego m.cz. wynosi 77 824 Da, a pi 9,8 [97, 101]. Silnie zasadowy
punkt izoelektryczny powoduje, ze m. cz. biatka oznaczona w toku SDS-PAGE
jest znacznie wyzsza od tej wynikajacej z ilosci r.a. i wynosi okoto 100 kDa.
W N-konicu czasteczki opisywanego polipeptydu, miedzy 28. a 358. aminokwasem
wystepuja trzy tandemowe powtdrzenia motywdw RRM, natomiast w segmencie
miedzy 250. a 267. r.a. przewazajg aminokwasy kwasne (na 18 az 14 to kwas
asparaginowy i glutaminowy). Motywy RRM 1 i 3. zawierajg prototypy sekwencji
zgodnosci  biatek wigzacych RNA, tj. RNP1: RGFGFVSF i KGTAFVAF oraz
RNP2: LFVRSI i VFVRNV. Ugrupowania RNP1 i RNP2 w RRM 2. i 4. sag mniej
konserwatywne i mogg w nich mie¢ miejsce podstawienia reszt aminokwasowych,
np. Phe/Tyr 2, Gly/Lys 4 czy Leu/lle 6 w RNP2. Motyw RRM 4. wystepuje w
C-koncu czasteczki NOP4 miedzy 533.-574. r.a.; ta cze$¢ tancuchajest wzbhogacona
w aminokwasy obdarzone tadunkiem elektrycznym. Wsréd 68 C-koncowych ami-
nokwasow az 24 stanowig arginina i lizyna, za$ 13 - kwas asparaginowy i glu-
taminowy. Zespoty sekwencji: KRTR, KRRR, KKPKK i KRKRK obecne w tym
regionie rozpatruje sie jako potencjalne sekwencje NLS. Obecnos$é kilku motywow
RRM w biatku NOP4 stwarza dlan mozliwo$¢ oddziatywania z wiecej niz jedng
czasteczkg RNA. Wydaje sie, ze nie asocjuje ono z zadnym uczestniczagcym w
obrobce pre-rRNA snoRNA, gdyz przeciwciata skierowane przeciwko temu biatku
nieprecypitujgani U3, U 14 snoRNA, ani snRIO. AsocjacjaNOP4 z snR 190 wystepuje
dopiero po indukcji wigzan krzyzowych RNA-biatko za pomocg psoralenu i na-
Swietleniu promieniami UV.

Blokowanie ekspresji genu NOP4 pozostajgcego pod kontrolg promotora GAL-
1-NOP4 w $rodowisku zawierajacym glukoze hamuje pojawianie sie intermediatéw
obrébki 25S rRNA, tj. 32S, 27SA i 27SB. Ponadto nie dochodzi do tworzenia
podjednostek rybosomalnych o statej sedymentacji 60S [101]. Poziom syntezy 25S
rRNA w jadrze komdrkowym jest okoto 15-krotnie nizszy od 18S rRNA, ktdrego
dojrzewanie nie ulega zaktéceniu. Przebieg metylacji pierwotnych transkryptéw
polimerazy RNA | réwniez nie wykazuje zmian [68, 97, 101, 112].

2.9. Biatko C23/nukleolina

Klonowanie i sekwencjonowanie cDNA dla C23 wskazuje na ztozong i wie-
lodomenowa budowe tego biatka [50, 54-56, 66, 80, 97]. Cze$¢ N-koncowa (1-283
r.a.) opisywanego polipeptydu zawiera naprzemienne ciagi aminokwaséw zasado-
wych i kwasnych wraz z sekwencjami zgodnosci kinazy kazeinowej Il. Natomiast
w jego regionie centralnym (284-649 r.a.) wystepujg cztery motywy RRM, za$
w C-korficowym (650-713 r.a.) - domena GAR [50, 54, 80, 97]. Biatko to wigze
in vitro jednoniciowe odcinki DNA z wyjatkiem poli(dA) oraz dwuniciowe-d(G, C).
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Ten jaderkowy polipeptyd uczestniczy réwniez w reasocjacji komplementarnych
sekwencji DNA. Zapewne in vivo fosfoproteina C23 wigze sie z sekwencjami ITS
rDNA, ktére sag wzbogacone w pary AT [80, 90, 91]. Te wiasciwos¢ wykazuja
odcinki DNA zasocjowane z matriks jadrowg [75, 102], tzw. MAR (ang. Matrix
Attached Regions). Pozostajg one czesciowo niesparowane [8,9,79], zasC23 cechuje
zdolnos$c¢ preferencyjnego wigzania z jednoniciowymi odcinkami MAR [22]. Z kolei
motywy RRM, uwolnione w czasie traktowania bromocyjanem (CNBr) centralnej
czesci tancucha C23, asocjujg z 18S i 28S rRNA [13]. Segment N-koricowy C23
nie wigze kwas6w nukleinowych, natomiast uczestniczy w elektrostatycznej interakcj i
z zasadowymi domenami histonéw chromatyny jaderkowej, utatwiajac jej desta-
bilizacje i przebieg transkrypcji rDNA [50, 80, 91, 97].

Nagromadzenie polipeptydu C23 na granicy: centrum fibrylarne/gesty sktadnik
fibrylarny jaderek, uznawanej za miejsce transkrypcji rDNA, sugeruje jego udziat
w tym procesie [42, 67, 82, 83, 92]. Ponadto, ta wazna fosfoproteina jgderkowa
wydaje sie odpowiadaé za regulacje poziomu syntezy pre-rRNA, szybko$é jego
obrébki i organizacje podjednostek rybosomalnych [10, 11, 80, 97]. Eliminacja
tego kluczowego w aktywnosci jaderek biatka za pomoca przeciwciat monoklo-
nalnych powoduje wzrost syntezy 38S pre-rRNA u Chirononuis teutons [25].

2.10. Biatko RRP5

W ubiegtym roku w laboratorium Tollerveya [110] zidentyfikowano unikatowy
gen RRP5, kodujgcy biatko wysokoczgsteczkowe o naturze kwasowej (1729 r.a.,
m.cz. 193 kDa), nieodzowne dla zywotnos$ci S.cerevisiae [106, 110]. Okazato sie,
ze homologiczne polipeptydy wystepujg rowniez w organizmach tak odlegtych jak
cztowiek i Caenorhahditis elegans. Analiza struktury pierwszorzedowej czasteczki
RRP5 z tych trzech organizméw wykazuje 29% identyczno$ci oraz rozlegte, az
52% podobienstwo wsrdd budujacych je aminokwasow. Najbardziej konserwatywny
okazat sie C-koncowy region, w ktorym odnotowano 47% identycznosci, a 66%
podobienstwa w obszarze 280 r.a. miedzy opisywanym polipeptydem drozdzy i
cztowieka. Ta konserwatywno$¢ ewolucyjna znajduje zapewne funkcjonalne po-
twierdzenie na poziomie komérkowym. Badania z zastosowaniem techniki Northern
wykazujg, ze hamowanie ekspresji RRP5 powoduje silny spadek syntezy 18S RNA
i nieco mniejszy 25S rRNA oraz 5,85 rRNA. Miejsca zaktoconej obrdbki ziden-
tyfikowano na podstawie analiz intermediatéw dojrzewania 35S pre-rRNA. Pre-
kursorowe czgsteczki 35S pre-rRNA ulegajg nagromadzaniu wskutek braku obrébki
w miejscu ciecia AO. Mogg one jednak podlegac cieciu w obrebie 1TS2, przy braku
towarzyszacych reakcji obrébki w miejscach A(), Aj, A, i A3, co prowadzi do
powstania nieprawidtowych form 24S rRNA [106, 110]. Z kolei bardzo silny spadek
poziomu 32S i 20S Swiadczy o bloku przemian pre-rRNA w miejscach ciecia A,
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i A2. Hamowana jest reakcja dojrzewania pierwotnego transkryptu w miejscach
obrobki A3, co prowadzi do obnizonej syntezy formy 27SB rRNA [47, 106].

Biatko RRP5 jest zatem wyjatkowym sktadnikiem, ktory uczestniczy w reakcjach
cie¢ nukleolitycznych AO, A|, A9 i A3 prekursorowej czasteczki rRNA drozdzy.
Ich rownoczesne hamowanie wskazuje, ze biatko RRP5 petni role molekularnego
facznika (ang. bridgingfactor) miedzy dwoma wielosktadnikowymi kompleksami,
zbudowanymi z snoRNP i biatek o funkcji enzymatycznej oraz nie asocjujgcych
z snoRNA, tworzonymi w strategicznych miejscach obrdbki pre-rRNA (rys. 2)
[106, 110], dla ktorych Fournier i Maxwell zaproponowali nazwe wynikajacg przede
wszystkim z petnionej funkcji - procesosom [33, 35].

3. ENZYMY UCZESTNICZACE W OBROBCE pre-rRNA

W przemianach prekursorowych czgsteczek rRNA uczestniczy wiele enzymow,
wséréd ktérych wymienia sie metylotransferazy, egzo- i endorybonukleazy, helikazy
RNA zalezne od ATP, izomerazy cis-trans wiazania peptydylo-prolilowego oraz
wielosktadnikowy kompleks RNazy MRP [5, 21, 26-34, 53, 71, 80, 86, 87, 97,
99].

3.1. Metylotransferazy

W komoérkach guza wysiekowego Ehrlicha myszy wykryto i czeSciowo scha-
rakteryzowano jaderkowg 2’-0-metylotransferaze o m.cz. 145 kDa, ktéra przenosi
grupy metylowe z S-adenozylometioniny na grupe 2’-hydroksylowg rybozy [29,
30, 32, 53, 80]. Enzym ten modyfikuje syntetyczne homorybopolimery, oraz 18S
i 28S rRNA, wykazujac przy tym najwyzszg aktywno$¢ wobec fragmentow poli(C).
Whnikliwe badania przebiegu metylacji 28S rRNA, zsyntetyzowanego in vitro ujaw-
nity, ze opisywany enzym wybidrczo metyluje trinukleotydy AGC w obrebie jed-
noniciowego tancucha RNA, ktory tgczy dwie domeny 28S rRNA o silnie
konserwatywnej strukturze drugorzedowej. Centrum aktywne tego enzymu wigze
S-adenozylohomocysteine (SAH; Ka= 0,17 pM) w podobnym stopniu jak S-adeno-
zylometionine (SAM; Ka = 0,24 pM). Spadek wartosci ilorazu SAM/SAH w ko-
mérkach nowotworu myszy hamuje enzym, ktéry wydaje sie by¢ zaangazowany
w regulacje tempa ich wzrostu i poziomu syntezy rybosomow [32, 80].

Z kolei metylotransferaza o m.cz. 30 kDa, wydzielona z watroby szczura mo-
dyfikuje zaréwno 2’-hydroksylowe grupy rybozy, jak i zasady purynowe i piry-
midynowe rRNA oraz tRNA. Aktywnos$¢ tego enzymu jest wigzana z jaderkowym
antygenem komorek proliferujgcych cztowieka - pl120, zidentyfikowanym w ko-
morkach Hela [53].
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Wydaje sie, ze dla prawidtowego przebiegu obrébki tancucha pre-rRNA wy-
magana jestjedynie obecno$é metylotransferaz w obrebie makromolekularnych kom-
plekséw - procesosomoéw, a nie ich aktywno$¢ enzymatyczna. Wskazujg na to
wyniki badan nad dimetylazg DIM1 z S.cerevisiae, ktdra modyfikuje w pozycjach
2. i 6. pierscienia purynowego dwa nukleotydy adenylowe, tj. w pozycjach 1779.
i 1780. 3’ konca tancucha 18S rRNA. Zablokowanie ekspresji genu DIM1 hamuje
obrobke pre-rRNA, jednak wznowienie jego aktywnosci i ekspresja biatka DIM1
umozliwia prawidtowy przebieg dojrzewania pierwotnych transkryptéw rRNA, po-
mimo mutacji przez podstawienie adeniny guaning, ktéra blokuje przebieg metylacji.
Interakcje biatka DIM1 z pre-rRNA lub biatkami procesosomu sg zatem istotne
dla zachowania prawidtowej struktury i funkcji tego wielosktadnikowego kompleksu
(cyt. wg [70]).

3.2. Nukleazy

W dojrzewaniu czasteczki pre-rRNA uczestniczy bezposrednio zesp6t jaderko-
wych egzo- i endorybonukleaz [31, 34, 71, 99]. Dotychczas nie poznano w petni
mechanizmu ich interakcji ze sktadnikami procesosomu. Na wyjasnienie czeka row-
niez sposéb precyzyjnego wyboru miejsc ,,ciecia” pre-rRNA wobec braku aktywnosci
endonukleazowej wiekszosci poznanych U snoRNA [3, 4, 34, 35]. Cze$¢ wymie-
nionych probleméw znalazta swoje rozwigzanie w toku doswiadczen nad RNaza
I1i 1. Enzymy te zidentyfikowano w komérkach guza Ehrlicha myszy iS.cerevisiae
[27, 28, 31, 34, 80, 99]. RNaza Il (m.cz. 50-52 kDa) wykazuje aktywnos$¢ endo-
rybonukleazy, ktéra degraduje z jednakowg szybkos$cig fragmenty jednoniciowego
RNA: poli(C), poli(A) i poli(U), ale nie ma zdolnosci degradacji duplekséw po-
li(C)-poli(l) lub poli(A)-poli(U), co ujawnito trawienie fragmentow 5,8S rRNA
S.cerevisiae [27, 80]. Wspomniana endorybonukleaza tworzy in vitro kompleksy
z odcinkiem 5’ ETS pre-rRNA myszy, w ktérym miejsca obrdbki zlokalizowano
w pozycji +650 wraz z otaczajgcymi odcinkami RNA [31]. Delecja fragmentu
57 ETS zapobiega powstawaniu kompleksow. Interakcje 5 ETS pre-rRNA - biatko
potwierdzono za pomoca:

1° wirowania w gradiencie sacharozy,

2° tworzenia wigzan krzyzowych RNA-biatko po dziataniu psoralenem i pro-
mieniami UV oraz

3° spowolnienia ich migracji w zelu poliakryloamidowym (ang. gel shift assay).

Analiza sktadu biatkowego tych kompleksow wykazata obecnos$¢ trzech kom-
ponentéw o m.cz. 50, 48 i 45 kDa, z ktérych pierwszy cechuje aktywno$¢ endo-
rybonukleazy, za$ pozostate to produkty jej degradacji. Nalezy zaznaczy¢, ze wykryty
enzym jest zdolny do ciecia pierwotnego transkryptu rRNA, nawet po usunieciu
U snoRNA [31]. Endorybonukleaza - RNaza Il uczestniczy w dojrzewaniu 3’ konca
pre-rRNA zsyntetyzowanego in vitro (zawierajagcego 3’ koricowy region 18S rRNA



504 P. SZYMCZYK. Z. KILIANSKA

i odcinek ITS1). Enzym dokonuje ciecia w trzech pozycjach, tj. 3” koAca czagsteczki
18S rRNA oraz w odlegtosci 35 i 55 nt od tego miejsca w obrebie ITS1 [99].

Brak katalitycznej roli U3 snoRNA iudziat RNazy Ill w dojrzewaniu pre-rRNA
stwierdzono u S. cerevisiae. W badaniach wykorzystano temperaturowrazliwy allei

genu RNT1, kodujacy RNaze Ill. Analiza poréwnawcza poziomu intermediatow
obrébki 35S pre-rRNA w linii ,dzikiej” oraz zmutowanej przeprowadzona metoda
Northern sugeruje, ze RNaza Il inicjuje in vivo obrébke w miejscu Aq 5’ETS

oraz 3’ETS w odlegtosci 21 nt od korica taficucha 28S rRNA. Klonowanie i zse-
kwencjonowanie cDNA kodujagcego RNaze Il doprowadzito do poznania jej stru-
ktury pierwszorzedowej (473 r.a.) [34]. Udato sie stwierdzi¢ homologie tego biatka
u E. coliiSchizosaccharomycespombe. Segment C-koricowy RNazy Il S.cerevisiae
(230 r.a.) wykazuje 20 i 23% r.a. identycznych z analogicznym enzymem odpo-
wiednio E. coli i S. pombe. Enzym tych organizméw zawiera domeny wigzace
dwuniciowy RNA oraz motyw sekwencyjny: HNERLEFLGDS. Nalezy podkreslic,
ze RNaza Il uzyskana drogg inzynierii genetycznej jest zdolna in vitro dokonywac
cie¢ w obrebie syntetycznych 5°ETS i 3’ETS, nawet w nieobecnos$ci U3 snoRNA,
bezwzglednie wymaganego dla obrébki miejsca AO w obrebie 5’ETS in vivo. Takie
rezultaty przemawiajg za tym, ze U3 snoRNA nie petni in vivo funkcji katalitycznych,
lecz jedynie strukturalne. Mozna oczekiwaé, ze interakcje U3 snoRNA z pre-rRNA
in vivo zabezpieczajg pierwotne transkrypty przed przyjeciem konformacji, ktéra
nie jest efektywnie rozszczepiana przez RNaze IlI, tj. eksponuje miejsce obrobki
A() dla enzymu w procesosomach. Alternatywny model zakitada, ze U3 snoRNA
nie petni roli ,,molekularnej opiekunki” (ang. chaperone), lecz jest raczej bezpo-
$rednio zasocjowany z RNaza Ill i w ten spos6b oddziatuje z pre-rRNA in vivo
[34].

W degradacji odcinkéw ITS i ETS, wycinanych podczas obrébki pre-rRNA,
uczestniczg takze egzorybonukleazy jaderkowe [28, 71, 80]. W komérkach guza
Ehrlicha zidentyfikowano enzym o m.cz. 76 kDa, ktory atakuje 5° zakoriczenie
jednoniciowego RNA [57, 80]. Z komérek tego nowotworu wydzielono ponadto
egzorybonukleaze o m.cz. 100 kDa, charakteryzujacg sie zdolnosScig degradacji li-
niowych duplekséw lub fragmentéw jednoniciowego RNA w kierunku 3’—5’ [28.
80]. Aktualnie znany jest mechanizm dojrzewania 3 konca taficucha 5,8Ss i 5,8SL
rRNA (por. [47]). Proces ten obejmuje egzonukleolityczng degradacje odcinka o
dtugosci okoto 140 nt przy 3’ koncu jego form prekursorowych, tj. 7Ss i 7St
rRNA przez produkt genu RRP4 o m.cz. 39 kDa [71]. Biatko to wykazuje in vitro
aktywnos$¢é 3’—5’ egzorybonukleazy. Zapewne ten mechanizm obrébki 3’ konca
5,8S rRNA jest konserwatywny ewolucyjnie. Poréwnanie sekwencji aminokwasowej
biatka RRP4 S.cerevisiae oraz S.pombe i cztowieka wskazuje na wystepowanie
odpowiednio 52 i 43% identycznych aminokwasow.

Z kolei w dojrzewaniu 5’ konca 5,85 rRNA uczestniczg stabo poznane egzo-
rybonukleazy, opisywane symbolami Xml i Ratl (rys. 2) [40, 106].
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3.3. lzomerazy

W przemianach prekursorowego tancucha rRNA i organizacji podjednostek ry-
bosoméw wydajg sie uczestniczy¢ jaderkowe enzymy o aktywnosci izomeraz, kata-
lizujacych odwracalnag konwersje wigzania peptydylo-prolinowego cis-trans. Ta
aktywno$¢ wydaje sie by¢ istotna we wiasciwym zwijaniu tancuchéw polipepty-
dowych [5, 21, 96, 97, 112], w procesach montazu czastek pre-rRNP, obrobki
pre-rRNA i w organizacji procesosomow [5 96, 112].

Izomerazy wigzania peptydylo-prolilowego wigzg leki immunosupresyjne - cy-
klosporyne A i rapamycyne (FK506), ktére sg ich inhibitorami. Na tej podstawie
okresla sie je jako biatka FKBP (ang. FK506 binding protein) lub cyklofiliny [12,
21]. Immunosupresja wy wotana tymi zwigzkami nie wynika z hamowania aktywnosci
wymienionych izomeraz, lecz z blokowania zaleznej od Ca“+kalmoduliny fosfatazy
serynowo-treoninowej - kalcyneuryny [12]. W nastepstwie dochodzi do zatrzymania
dojadrowego importu podjednostki cytoplazmatycznej czynnika transkrypcyjnego
NF-AT, wymaganego do ekspresji genéw zwigzanych z aktywacjg limfocytow T
[12, 21].

Biatko FPR3 (ang. FK506 Binding Protein Rotamase 3), opisywane rowniez
symbolem NPI146 (ang. Nucleolar Proline Isomerase 46 kDa), wykryto w jaderkach
S. cerevisiae [5, 21, 96]; buduje go 413 r.a. (m. cz. 46 kDa). Enzym FPR3/NP146
asocjuje z sekwencjg NLS histonu H2b. Ta wiasciwos¢ zostata wykorzystana w
jego izolowaniu z ekstraktéw drozdzy w toku chromatografii powinowactwa [96].
W N-koncowym segmencie FPR3/NPI146 zidentyfikowano trzy regiony wzbogacone
w aminokwasy kwasne i dwa odcinki zasadowe. W obrebie domen kwasnych wy-
stepuje réwniez duza ilo$¢ seryny i treoniny, ktére podlegajg in vitro fosforylacji
przez kinaze kazeinowg Il [5, 96]. W jednym z odcinkéw zasadowych wystepuje
dwuczesciowa sekwencja NLS: KKRK i KKAKK. C-koricowy fragment taficucha
opisywanego biatka o dtugosci 106 r.a. jest w ponad 40% identyczny z analogicznymi
regionami biatek rodziny FKBP, wydzielonymi z komdrek cztowieka, drozdzy i
Neurospora crassa [56]. Z C-koncowym odcinkiem polipeptydu FPR3 (o diugosci
134 r.a.) wigze sie stwierdzona in vitro jego aktywno$¢ izomerazy cis-trans wigzania
peptydylo-prolilowego. Zahamowanie ekspresji genu FPR3/NP146 nie wywiera zna-
czgcego wptywu na poziom syntezy 18S i25S rRNA, wywotuje jednak nieznaczne
nagromadzenie formy prekursorowej 35S pre-rRNA. Reakcja izomeryzacji wigzania
peptydylo-prolilowego zachodzi z niewielkg szybkoscig in vivo, nawet w nieobe-
cnosci FPR3/NPI46. Zapewne enzym odgrywa istotng role w zmianach konfor-
macyjnych biatek, podczas zakldcen metabolizmu komoérkowego, np. szoku
indukowanego niska lub podwyzszong temperaturg. 1zomeraza FPR3/NPI146 umo-
zliwia wowczas prawidtowe utozenie biatek jaderkowych uczestniczacych w ob-
rébce pre-rRNA, tworzenie procesosomow lub eksport rRNP do cytoplazmy. Istnieje
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duze prawdopodobienstwo, ze enzym asocjuje wtedy z sekwencjami NLS biatek
jaderkowych [5, 96, 112].

3.4. Helikazy RNA

Réwnie istotny wptyw na przebieg biogenezy rybosomoéw wywierajg zalezne
od ATP helikazy RNA przez wptyw na rozmieszczenie odcinkéw jednoniciowego
RNA w obrebie pierwotnych transkryptéw i czasteczek réznych sno-RNA. Ich
aktywnos$¢ jest niezbedna w destabilizacji kompleksow snoRNA-snoRNA i snoR-
NA-pre-rRNA, po zakonczeniu serii wydarzen zwigzanych z dojrzewaniem pier-
wotnych transkryptow rRNA [86, 87, 89, 97].

Biatko DRS1

Biatko DRS1 nalezy do rodziny, ktéra jak dotad liczy 7 cztonkéw (DRS 1 -
7), niezbednych w powstawaniu rybosomoéw u S.cerevisiae [86, 87, 97]. Jest ono
zbudowane z 722 r.a. (m.cz. oznaczona technikg SDS-PAGE wynosi 116 kDa).
Polipeptyd ten charakteryzuje wysoka zawarto$¢ aminokwaséw kwasnych w N-koricu
czasteczki (1-172 r.a.), osiggajgca az 34% [86]. Z kolei w regionie zawartym miedzy
238. a 582. r.a. znajdujg sie domeny homologiczne z poznanymi dotgd helikazami
RNA, w tym motyw DEAD [86, 97]. Mutacje genu DRS1 powodujg spadek poziomu
syntezy 25S rRNA, nie okazujg wptywu na tworzenie czgsteczek 18S rRNA z formy
prekursorowej 20S rRNA. Towarzyszace temu zmniejszenie ilosci podjednostek
rybosomalnych 60S w poréwnaniu z 40S potwierdzono podczas wirowania w gra-
diencie sacharozy [86].

Biatko DRS2

Inne biatko tej rodziny - DRS2 hamuje przemiany 20S do 18S rRNA iprzyczynia
sie do zmniejszenia ilosci podjednostek rybosomalnych 40S. Dzieki otrzymaniu
klonu cDNA DRS2 ijego zsekwencjonowaniu ustalono, ze kodowane przezen hiatko
wykazuje wiasciwosci zblizone do transmembranowej ATPazy zaleznej od jondw
Ca2+ [87].

Biatko SPB4

Z kolei inne biatko o aktywnosci helikazy - SPB4 (m.cz. 69,4 kDa, pi 9,9)
zawiera 606 r.a. [89, 97]. Jego homologia z pozostatymi polipeptydami rodziny
SPB w obrebie konserwatywnej domeny o diugosci 370 r.a. osigga okoto 25%.
Enzym SPB4 zawiera az 38 z 48 konserwatywnych aminokwaséw. Mutacje w
genie SPB4 powodujg okoto 2,5-krotny spadek syntezy czgsteczek 25S rRNA, nie
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okazujagc wplywu na ilo$¢ tworzonego 18S rRNA. Jego role wigze sie ze spra-
wowaniem kontroli szybkosci formowania podjednostek 60S z 25S rRNA i biatek.
Blokowanie ekspresji kodujgcego je genu powoduje zaktocenia rozmieszczenia frag-
mentdw jednoniciowych w obrebie 25S rRNA, co przyczynia si¢ do zmiany sktadu
i wielkosci podjednostek rybosomalnych o statej sedymentacji 60S [89].

3.5. Kompleks RNazy MRP

Bardzo istotnym wydarzeniem, ktore zawazyto na stworzeniu podstaw modelu
obrobki pierwotnego transkryptu polimerazy RNA | byto wykrycie RNazy MRP
[17, 18]. Aktywno$¢ tego enzymu poczatkowo kojarzono z atakiem na RNA kom-
plementarny do mitochondrialnych miejsc inicjacji replikacji DNA w komorkach
kregowcéw [18, 72, 84]. Szacuje sie, ze az okoto 90% RNazy MRP wystepuje
w jaderkach [49, 85, 113]. W sktad tego niezwykiego enzymu obok RNA, ktdrego
tancuch zawiera od 260 do 340 nt [84], wchodzg biatka SNM1 i POPI, opisane
niemal réwnoczes$nie przez Lygerou i wsp. [62] oraz Schmitta i Claytona [93].
Ponadto w ostatnich publikacjach z laboratorium Tollerveya [23, 106] przedstawiono
sygnalne informacje o dodatkowych polipeptydach warunkujgcych aktywno$¢ RNazy
MRP, tj. biatkach opisanych symbolami POP2 i POP3. W drozdzach S.cerevisiae,
w ktérych jak dotad najlepiej poznano szczegOty przebiegu dojrzewania pre-rRNA,
RNaza MRP dokonuje ciecia w obrebie ITS1 transkryptu, tj. w miejscu A3 (rys.
2). Jej aktywnos¢ jest bezwzglednie potrzebna do wkasciwej obrébki 5° konca 5,8S
rRNA [20, 62, 72, 94, 95].

Biatko SNM1

Biatko SNM1 (ang. Suppressor of Nuclear Mitochondrial endorihonuclease 1)
okazato sie pierwszym zidentyfikowanym skiadnikiem, zasocjowanym z RNazg
MRP in vivo [93]. Badania ultrastrukturalne przyczynity sie do wykrycia na prawym
ramieniu chromosomu IV S. cerevisiae genu SNM I. Klon cDNA dla SNM1 koduje
niskoczasteczkowe (m.cz. 22,5 kDa) biatko o dtugosci 198 r.a. [93]. W N-koricu
(1-35 r.a.) jego czasteczki wystepujg serie powtérzen leucyny (6-8), ktére moga
tworzyc¢ strukture zamka leucynowego i w ten sposéb uczestniczy¢ w dimeryzacji
biatka SNM1. W czesci centralnej tancucha (61-109 r.a.) zidentyfikowano dwa
ugrupowania cysteiny, zdolne do wigzaniajonéw Zn~+in vitro. W C-korcu tafcucha
polipeptydowego (136-198) obserwuje sie zwiekszong zawarto$¢ seryny i argininy
(odpowiednio 15i 16 r.a.). Wysoka reprezentacja tych aminokwasdw zostata wykryta
w tzw. domenie SR, typowej dla biatek spliceosoméw, zwigzanych ze skladaniem
pre-mRNA [48, 64, 65, 68, 93, 103, 114].

Okazato sie, ze SNM1 powoduje supresje mutacji genu NME-1, ktéry koduje
RNA RNazy MRP S.cerevisiae i przywraca wyjsciowy poziom syntezy 5,85 rRNA
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[68, 93]. Aktualnie uwaza sie, ze SNM1 nalezy obok TFIIIA do biatek, ktére
wigzg rRNA za pomocg motywu ,palca cynkowego” (cyt. wg [24]).

Biatko POPI

Na lewym ramieniu chromosomu XIV S. cerevisiae zidentyfikowano, a nastepnie
sklonowano gen POPI, ktérego ekspresja dostarcza polipeptydu zbudowanego z
876 r.a. (m.cz./pl 100,5/9,8). Na uwage zastuguje, ze homologi biatka POPI u
ludzi i Caenorhabditis elegans cechujg inne parametry dtugosci tancucha i m.cz./pl,
odpowiednio: 1024 r.a., 114/9,86 i 746 r.a., 86,2/10,42. Okazato sie, ze POPI czto-
wieka (hPOP 1)jest autoantygenem, ktéry zawiera determinanty wspélne z antygenem
Th [62, 63, 68]. Analiza struktury pierwszorzedowej trzech opisanych biatek POPI
wskazuje na ich ograniczong konserwatywno$¢ ewolucyjng. Dla petnienia funkcji
hPOPI okazaty sie istotne trzy krotkie, konserwatywne fragmenty:

1° - odcinek bogaty w argining w N-kofcu taricucha miedzy 133. a 159. r.a;
dodatni tadunek elektryczny umozliwia jego asocjacje z RNA. Region ten tacznie
z motywami NLS w pozycjach 182.-192. i 382.-387. moze uczestniczy¢ w wigzaniu
pre-rRNA, RNA RNazy MRP lub RNazy P;

2° - tzw. ,,W-skrzynka” (ang. W-box) zlokalizowana miedzy 200.-222. r.a.: wérod
22 aminokwasOw az 11 jest identycznych, za$§ 8 stanowig konserwatywne pod-
stawienia. Sposrdd identycznych reszt aminokwasowych az trzy stanowi tryptofan
(W), ktéry moze uczestniczy¢ w bezposredniej asocjacji z RNA;

3° - w czesci C-koncowej czasteczki hPOPI (pozycje 963.- -985.) peptyd o
strukturze ,,G-skrzynki” (ang. G-box). W obrebie ugrupowania 22 aminokwasow
wykryto 5 konserwatywnych czasteczek glicyny i 7 reszt aminokwaséw hydro-
fobowych [63]. Mutacje genu hPOPI ograniczajg obrébke tafcucha pre-rRNA w
miejscu ciecia A3 (rys. 2). Stosunek powstatych form 5,8Ss rRNA do 5,8SL rRNA
zmienia sie wtedy z okoto 1:8 do 1:1. Ostatnie doniesienia sugerujg, ze brak pra-
widtowej czasteczki hPOPI przyczynia sie do bitednego umieszczenia snoRNP
w miejscu obrobki pierwotnego transkryptu lub uniemozliwia bezpos$rednia jego
interakcje z RNazag MRP [62, 63, 68].

Biatko POP2

Stosunkowo stabo scharakteryzowane biatko POP2, koduje gen zlokalizowany
na lewym ramieniu chromosomu VII S.cerevisiae, a zidentyfikowany w toku po-
szukiwan supresoréw mutacji rrp2-1 RNazy MRP [20]. Jego zsekwencjonowanie
wskazuje na istnienie homologii z serynowo-treoninowymi kinazami biatkowymi
oraz biatkami regulatorowymi: YGLO023 z S.cerevisiae oraz Pumilio z Drosophila
melanogaster [16].
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Biatko POP3

Ostatnio ukazaty sie doniesienia o wykryciu kolejnego biatka zwigzanego z RNazg
MRP. W jego sktadzie stwierdzono 196 r.a. o tacznej m.cz./pl 22,6/9,64 [23]. Po-
lipeptyd ten asocjuje zaréwno z RNazg MRP, jak i RNazg P. Okazato sie, ze
przeciwciata skierowane przeciwko POP3 in vitro precypitujg okoto 50% i az 90%
odpowiednio RNazy MRP i RNazy P. Zahamowanie ekspresji genu POP3 blokuje
obrébke pre-rRNA w miejscu ciecia A3 oraz 3° i 5 zakonczer pre-tRNA. Ten
ostatni proces wymaga RNazy P. Wydaje sie, ze POP3 nie wptywa na stabilnos¢
RNazy MRP iRNazy P, gdyz poziom obydwu enzymdw nie zmienia sie po usunigciu
tego polipeptydu. Natomiast prawdopodobnie umozliwia on prawidtowg lokalizacje
komorkowg tych kluczowych dla dojrzewania pre-rRNA i tRNA enzymow [23].
Efekty fenotypowe braku ekspresji POP3 przyczyniajg sie do spadku poziomu syn-
tezy 5,8Ss rRNA i pojawienia sie nieprawidtowej formy prekursorowej 5,85 rRNA
z zestawem nukleotydéw przy 5’ korcu, siegajagcym az do miejsca ciecia AOpier-
wotnego transkryptu. Przy jego braku nie obserwuje sie zaktécen dojrzewania pre-
rRNA w pozycji Ag. 1los¢ 35S rRNA oraz intermediatow jego obrdbki, tj. 27SA,
20S oraz 18S i 25S nie ulega zmianie.

4. MAKROMOLEKULARNA ORGANIZACJA PROCESU
OBROBKI pre-rRNA

Na podstawie intensywnych badan ostatnich lat zarysowuje sie poglad, zgodnie
z ktorym w ztozonym procesie obrébki pre-rRNA uczestniczag makromolekularne
kompleksy rybonukleoproteinowe - procesosomy, ztozone z U3 snoRNA oraz sze-
regu innych U snoRNA i biatek [33, 35, 46, 73, 74].

Analizy w mikroskopie elektronowym wskazujg, ze kompleksy o statej sedy-
mentacji 20S, zawierajgce U3 snoRNA sg identyczne z ,terminalnymi kulkami”
(ang. terminal balls, knobs), jakie obserwowano na zakoriczeniach 5’ pierwotnych
transkryptow polimerazy RNA klasy | [73, 100, 107].

Formowanie komplekséw in vitro zachodzi na odcinkach pre-rRNA o dtugosci
zaledwie okoto 400 nt, za$ przemiany w obrebie 5’ETS zachodzg jeszcze przed
zakonczeniem transkrypcji w 90% czasteczek pre-rRNA [73, 111]. Okazato sie,
ze tworzenie kompleksow o statej sedymentacji okoto 20S i dojrzewanie czasteczki
pre-rRNA w obrebie 5°ETS nie wymagajg hydrolizy ATP, co rézni 6w szlak me-
taboliczny od reakcji powstawania spliceosoméw podczas sktadania pre-mRNA
[46, 48, 70, 76].

Aktualnie przyjmuje sie, ze tworzenie procesosomu jest zainicjowane przez przy-
taczenie fosfoproteiny C23 do regionu 5’ETS pierwotnego transkryptu przepisanego
przez polimeraze RNA | [37, 97]. Eksperymenty selekcyjne ujawnity konserwatywny
ewolucyjnie motyw strukturalny pre-rRNA, z ktérym specyficznie oddziatuje biatko
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C23. Stanowi on 18-nukleotydowy odcinek rRNA, ktéry przyjmuje strukture pnia
(5 pz.) i petli (8 nukleotydow), w ktérej znajduje sie konserwatywny motyw: UC-
CCGA. Mutacja nukleotydu cytydylowego lub guanylowego w jego obrebie po-
woduje hamowanie interakcji z fosfoproteing C23. Analiza immunocytochemiczna
dostarczyta wynikoéw wskazujgcych, ze C23 w najwyzszym stopniu asocjuje z 47S
pre-rRNA. Nastepnie stopniowo odtgcza sie od pierwotnego transkryptu w czasie
jego dojrzewania [11, 80]. Okazato sie, ze tylko niewielka pula polipeptydu C23
wystepuje w obrebie podjednostek prerybosomalnych o statej sedymentacji 40S
i 60S. Brak go natomiast w dojrzatych rybosomach 80S. Uwaza sieg, ze ta fosfoproteing
umozliwia przytgczanie do pre-rRNA szeregu biatek zwigzanych z jego obrobka.
Kompleksy C-23 ze wspomnianymi biatkami albo powstajg w jaderku, albo w cy-
toplazmie, skad sg transportowane do jaderka [37].

Polipeptyd ten jest réwniez zaangazowany w usuwanie duplekséw utworzonych
miedzy U snoRNA-rRNA po zakonczeniu obrobki pierwotnych transkryptéw po-
limerazy RNA 1. W warunkach in vitro C23 rozpoznaje dupleksy RNA-RNA o
dtugosci do 41 nt, co znacznie przekracza diugo$¢ opisywanych oddziatywan
U snoRNA-rRNA (do 21 nt) [3, 108].

Ostatnie doSwiadczenia Mediny [14, 69] i Bevena [6] sugerujg, ze procesosomy
nie ulegajg petnemu rozpadowi wraz z dezorganizacjg jaderka podczas mitozy.
Analizy hybrydyzacyjne i immunocytochemiczne potwierdzity wspotwystepowanie
fibrylaryny i fosfoproteiny C23 oraz pre-rRNA, zsyntetyzowanego w fazie G2 cyklu
komorkowego. Rozmieszczenie wymienionych sktadnikéw procesosomu zalezy od
fazy mitozy itypu badanych komérek. Okazato sig, ze na granicy: metafaza - anafaza
tworzg one sie¢ otaczajgca chromosomy. Z kolei przy przejsciu z anafazy do telofazy
stwierdza sie je w obrebie prekursorow ciatjaderkowych (ang. pre-nucleolar bodies),
z ktérych powstajg jaderka po zakonczeniu mitozy [69]. W prawidtowych komorkach
merystemow korzeniowych cebuli sg wykorzystywane w poréwnywalnym stopniu
trzy wymienione wyzej miejsca ,,przechowywania” sktadnikéw procesosomu. Na-
tomiast w komoérkach HelLa dominuje lokalizacja okotochromosomowa, za$ w ko-
mérkach jajnika chomika CHO - elementy matriks jaderkowej. Ostatni sposob
dotyczy gtownie komdrek o zaktéconym metabolizmie, np. zablokowanych w fazie
GO cyklu komérkowego za pomoca kofeiny.

Model zaproponowany ostatnio przez Tollerveya [106] usituje wyjasni¢ interakcje
pomiedzy ztozonymi kompleksami uczestniczagcymi w obrébce pierwotnego trans-
kryptu rRNA (rys. 2).

Aktualny stan wiedzy zaktada, ze w tym procesie biorg udziat wspotpracujace
wielosktadnikowe kompleksy rybonukleoproteinowe:

1° - zawierajagcy U3, Ul4 snoRNA, snRIO, snR30 oraz biatka NOP1, SOF1,
GAR1; prowadzacy przemiany transkryptu pre-rRNA przy 5°ETS i ITS1 oraz

2° - zbudowany z RNazy MRP zasocjowanej z biatkami POPI, POP2, SNM1
oraz egzonukleazami Rati i Xml, dokonujacy obrébki w miejscu A3 izapewniajacy
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uwolnienie dojrzatej formy 5,85 rRNA i wiasciwego zakonczenia 5’ 27SBs. O
wystepowaniu 5°—3’ egzonukleaz $wiadczy bardzo krétki ,,okres zycia” 27SA3,
utworzonego przez nukleolityczne ciecie w pozycji A3. W ciggu okoto 2 sekund
ulega on przemianie w forme 27SBs. Opisane przez Tollerveya [106] kompleksy
dziatajg w spos6b skoordynowany. Wskazuje na to wystepowanie sprzezenia miedzy
przemianami w miejscach A2 i A3, ktére znajduja sie zaledwie w odlegtosci 72
nt. Mutacje pre-rRNA, ktére zakidcajg dojrzewanie w jednym z wymienionych
miejsc, blokuja reakcje obrdbki w pozycji drugiej. Jednoczesne mutacje miejsc
Ao i A3 prowadza do utworzenia nieprawidtowej formy pre-rRNA, ktérej 5 koniec
znajduje sie w obrebie 18S rRNA. Heterogenno$¢ zakorczenia 5’ transkryptu wska-
zuje, ze jest on produktem dziatania egzonukleaz.

Zapewne funkcje molekularnego tgcznika w przedstawionym modelu peini wy-
kryte ostatnio biatko RRP5 [106, 110]. Okazato sie, ze hamowanie ekspresji ko-
dujacego je genu blokuje asocjacje obu kompleksow iich wspdétdziatanie w procesie
obrébki pre-rRNA. W nastepstwie dochodzi do jednoczesnego hamowania doj-
rzewania pierwotnych transkryptéw w czterech pozycjach, tj. AO, Aj, A, i A3
(rys. 2) [106].

5. PODSUMOWANIE

Liczne badania dotyczgce niskoczgsteczkowych jaderkowych RNA, biatek od-
dziatujagcych zaréwno z tg podklasg RNA, jak i z prekursorowymi transkryptami
polimerazy RNA | zaowocowaly opracowaniem schematu obrébki pre-rRNA u
prostych organizméw eukariotycznych - S.cerevisiae. Model Tollerveya [106] przy-
blizanam przemiany towarzyszace dojrzewaniu pre-rRNA drozdzy, ktére u wyzszych
Eukaryota sg zapewne bardziej ztozone. Wydaje sie, ze w najblizszej przysztosci
mozna oczekiwa¢ wyjasnienia czy u kregowcéw, w tym u cztowieka, funkcjonuja
w spos6b zblizony kompleks RNazy MRP oraz homologiczne do tych w drozdzach,
biatka wchodzgce w interakcje z pre-rRNA i z r6znymi czgsteczkami snoRNA.
Liczba tych ostatnich zapewne nie zostata jeszcze zamknieta.
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Autorzy pragng podziekowa¢ Panu mgr Janowi Gierakowi za przygotowanie
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ENDOGENNE PEPTYDY OPIOIDOWE:
NOWE CYTOKINY? *

ENDOGENOUS OPIOID PEPTIDES: NEW CYTOKINES?

Jarostaw PASNIK

Zaktad Patofizjologii Katedry Nauk Patofizjologicznych WAM, tédz

Streszczenie'. Uktad immunologiczny przez dlugi czas uwazany byt za autonomiczny. W ciggu ostatniej
dekady zebrano wiele informacji o powigzaniach pomiedzy obydwoma uktadami: odporno$ciowym i
neuroendokrynnym. Endogenne peptydy opioidowe znane byly jako neuromediatory przeciwbdlowe.
Opisano takze ich role w stresie fizjologicznym, uczeniu sie, pamieci i innych. Wykazano ponadto, ze
zmieniaja wiele funkcji uktadu odpornosciowego. Praca ta podsumowuje wptyw endogennych peptydéw
opioidowych na komdrki uktadu odpornosciowego. Szczegétowo omoéwiono udziat peptydéw opioido-
wych w regulacji funkcji komérek uktadu odpornosciowego: limfocytéwT i B, makrofagéw, monocytow
i granulocytéw. W dalszej czesci opisano wptyw peptydaz na biodegradacje peptydéw opioidowych w
osoczu krwi obwodowej.

Stowa kluczowe: peptydy opioidowe, receptory opioidowe, (3-endorfina, enkefalina, limfocyty, komérki
NK, komoérki T, komoérki B, granulocyty, cytokiny

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

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

Uktad odpornosciowy do niedawna uwazany byt za system dziatajagcy autono-
micznie. Jednak coraz wiecej danych przemawia za istnieniem wzajemnych powigzan
z uktadem neuroendokrynnym. Nieznane sgjeszcze szczeg6towo mechanizmy prze-
noszenia informacji pomiedzy tymi uktadami. Przypuszczalnie jedng z mozliwych
drég komunikacji jest dziatanie endogennych peptydéw opioidowych, zwanych
opioidami. W warunkach doswiadczalnych stwierdzano, ze wptywajg one na szereg
proceséw odpornosciowych tak typu humoralnego, jak i komdrkowego. Zmieniaja
dystrybucje narzgdowg komorek odpornosciowych, mobilizujg populacje komorek
w poszczeg6lnych przedziatach organizmu, wptywajg na ich mobilizacje w miejscu
gromadzenia sie patogendw. Zmieniajg takze ekspresje czastek receptorowych na
powierzchni komérek odpornosciowych, zmieniajg ich zdolno$¢ do podziatow, wpty-
wajg na aktywacje gendw dla cytokin i przeciwciat.

Rys historyczny

Obecnos$¢ endogennych substancji o dziataniu przeciwbélowym podejrzewano
od wielu lat. W 1973 roku przedstawiono dowody na istnienie stereospecyficznych
miejsc wigzania znakowanych radioaktywnie opiatéw z grupy morfiny w tkance
nerwowej [76]. Przyjeta wtedy hipoteza zaktadata istnienie naturalnych wewnatrz-
ustrojowych agonistow receptoréw opioidowych. Dwa lata p6Zniej z m6zgdéw Swinek
morskich wyizolowano i scharakteryzowano pierwsze endogenne ligandy o wta-
Sciwosciach opiatopodobnych [39]. Odpowiadaty one sekwencji aminokwaséw: Tyr-
Gly-Gly-Phe- zakoniczonej leucyng lub metioning. Dwa najwcze$niej odkryte opioidy
nazwano: leu- i met-enkefaling. Obecnie znanych jest okoto trzydziestu endogennych
peptydéw opioidowych [98].

Podziat, budowa, biosynteza i uwalnianie

Endogenne peptydy opioidowe nazywane opioidami dzieli sie na trzy podstawowe
grupy: enkefaliny, endorfiny i dynorfiny [98]. Sposréd nich najmniejszg czastke
ma enkefalina; sktada sie ona z 5 aminokwas6w, najwiekszg za$ (3-endorfina zbu-
dowana z 31 aminokwaséw. Cechag wspdlng wszystkich peptydéw opioidowych
jest znajdujaca sie na N-koncu kazdego peptydu sekwencja 5 aminokwasow Tyr-
Gly-Gly-Phe-Met lub Leu, ktéradecyduje o ich aktywnosci biologicznej [13]. Peptydy
opioidowe, uwalniane przez r6zne typy komoérek organizmu, majg zwykle wspdlny
gen dla pre-hormonu [48]. Zlokalizowano i scharakteryzowano do tej pory trzy
geny odpowiedzialne za wytwarzanie trzech prekursoréow peptydéw opioidowych:
proenkefaliny, proopiomelanokortyny i prodynorfiny [13, 48]. Po translacji z form
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prekursorowych enzymatycznie odcinany jest peptyd sygnalny, a nastepnie powstajg
peptydy o roznej dtugosci tarcucha [48].

Wstrzas o réznej etiologii, endotoksemia indukujg uwalnianie poszczeg6lnych
peptydéw opioidowych z prekursoréw. Wydzielanie endogennych peptydéw opioi-
dowych wybitnie zwieksza sie podczas stresu [2, 75, 84]. Poziom B-endorfiny i
met-enkefaliny w osoczu krwi obwodowej (stezenia odpowiednio 10 1-1(T12 M/I
i 10 -1(T  M/Il) zwieksza sie kilkukrotnie pod wptywem bodZca stresowego
[3]. Uwalnianie tych peptydow regulowane jest przez czynniki genetyczne, a takze
przez specyficzne dla poszczeg6lnych tkanek ukiady enzymatyczne [48, 75, 109].

Prekursorem najwczesniej odkrytych opioidow jest proenkefalina; sktadajgca sie
z 263 aminokwasOw. Oprocz met-enkefaliny powstajg z niej takze inne diuzsze
peptydy opioidowe: metorfamid, amidorfina, peptydy E, F, BAM-12P, BAM-20P,
BAM-22P, heptapeptyd i oktapeptyd [48, 98]. Synteza proenkefaliny odbywa sie
w neuronach posredniczacych, krdtkoaksonowych; wystepujagcych we wszystkich
strukturach osrodkowego uktadu nerwowego - szczegdlnie w prazkowiu, ciele mig-
datowatym, hipokampie, podwzg6rzu, w istocie szarej Srodkowej moézgowia, w
jadrach szwu mostu irdzenia przedtuzonego oraz w rdzeniu kregowym - w rogach
tylnych istoty szarej [98, 113].

Komoérki zasadochtonne przedniego ptata iczesci posredniej przysadki syntetyzuja
prohormon o masie czagsteczkowej 31 000 kDa zawierajacy 131 aminokwasow
zwany proopiomelanokortyng - POMC [108]. Ekspresja genu dla tego prekursora
wzrasta w komorkach przysadki pod wptywem IL-1 i IL-2 [18, 51]. Po usunieciu
N-koncowego peptydu sygnalnego w przedniej czesci przysadki prekursor rozcinany
jest na ACTH i (3-LPH (rys. 1) [18, 51].

(3-endorfina powstaje przede wszystkim w neuronach jgdra tukowatego pod-
wzgo6rza, w komérkach kortykotropowych i melanotropowych przysadki moézgowej
w wyniku degradacji 91-aminokwasowego taficucha beta-lipokortyny ((3-LPH) [98].
W niektérych doniesieniach sugerowany jest udziat IL-1 w regulacji uwalniania
tego peptydu. Wykazano indukujgcy wptyw tej cytokiny na sekrecje [3-endorfiny

Rys. 1 Proopiomelanokortyng (POMC) ijej fragmenty (wg [12] zmodyfikowany)



522 J. PASNIK

z preparatow przysadek zwierzecych in vitro [18, 71]. Synteza tego peptydu zachodzi
takze w komorkach oskrzeli i pecherzykéw ptucnych, przewodu pokarmowego,
tozyska, a takze w komorkach uktadu odpornosciowego [72]. [3-endorfina skiada
sie z 31 aminokwasow i stanowi fragment tancucha (3-LPH (rys. 2). Jest najsilniej
dziatajagcym analgetykiem spos$rdod wszystkich endogennych opioidéw [34, 46]. Ma
piecio-aminokwasowg sekwencje: Tyr-Gly-Gly-Phe-Met identyczng jak w met-en-
kefalinie, a decydujaca o aktywnosci biologicznej [13]. W obrebie osrodkowego
uktadu nerwowego wyodrebniono obustronnie przebiegajacy uktad neuronéw bo-
gatych w (3-endorfine. Rozpoczyna sie¢ on w okolicach jadra tukowatego i konczy
w istocie szarej okotowodociggowej. Stymulacja elektryczna tego uktadu neuronéw
u zwierzat wywotuje analgezje [70].

Prekursorem trzeciej grupy peptydéw opioidowych jest prodynorfina zbudowana
z 256 reszt aminokwasow. W wyniku enzymatycznego rozpadu powstajg z niej
dynorfiny: A i B, 32, 1-8, leu-enkefalina, a- i (3-necendorfiny, rimorfinai leumorfina
[97]. Najwiecej mMRNA dlaprodynorfiny stwierdzono w podwzgdrzu (jadro tukowate,
nadwzrokowe i przykomorowe), jadrze ogoniastym, ciele migdatowatym, hipokam-
pie, komorkach gonadotropowych przysadki iwrdzeniu kregowym [97, 113]. Synteza
isekrecjaendogennych peptydéw opioidowych regulowana jest przez podwzgo6rzowy
czynnik uwalniajagcy kortykotropine (CRF- od ang. corticotropin releasingfactor)
[46]. Aktywnos$é tego czynnika zwieksza sie pod wptywem wazopresyny [98].

Jak juz wspomniano, peptydy opioidowe syntetyzowane sg takze przez komorki
uktadu odpornosSciowego. W 1981 roku Smith i Blalock odkryli, ze [3-endortina
wytwarzana jest przez jednojadrzaste leukocyty cztowieka [93]. W nastepnych latach
potwierdzono, ze synteza opioidow odbywa sie takze w innych komdrkach uktadu
odpornosciowego [5]. Wyniki tych badan, prowadzonych przy pomocy metod
immunocytochemicznych i radioimmunologicznych potwierdzono w latach naste-
pnych wykorzystujac techniki biologii molekularnej (hybrydyzacji in situ). Wykazano
obecno$¢ mRNA dla prekursorow peptydéw opioidowych w limfocytach, makro-
fagach i granulocytach [48]. Czynnikami pobudzajgcymi synteze i uwalnianie pep-

Rys. 2. (3-cndorfina ijej fragmenty aktywne, doktadny opis w tekscie (wg [12,40] zmodyfikowany)
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tydéw w komorkach uktadu odpornosciowego sg katecholaminy, CRF, IL-1, LPS
i wirusy: NCDV (Newcastle Disease Virus) i EBV [71, 85, 87].

Niektére wtasnosci biologiczne

Peptydy opioidowe t3gczg sie ze specyficznymi receptorami postsynaptycznymi
[48]. Wptywajg w ten sposdb na wiekszo$¢ proces6w biochemicznych i neuro-
fizjologicznych, majacych miejsce w osrodkowym i obwodowym uktadzie ner-
wowym [98]. Wiele obserwacji potwierdza udziat peptyddw opioidowych w regulacji
odbioru bodzcéw boélowych [24, 46, 77]. Prawdopodobnie analgetyczne dziatanie
tych peptydéw polega na presynaptycznym hamowaniu uwalniania substancji P
przez neurony i hamowaniu przez to natezenia bodzca bélowego [46]. Peptydy
opioidowe wykazujg zroznicowane dziatanie analgetyczne [1, 46, 37]. Jest ono
zalezne od dtugosci taricucha peptydowego. Im wigksza bowiem liczba aminokwasow
w tancuchu, tym pdzniej jest on rozktadany itym dtuzej utrzymuje sie jego dziatanie
przeciwbdlowe [103]. Najsilniejsze dziatanie przeciwhélowe wykazuje B-endorfina
[46]. Endogenne peptydy opioidowe majg dziatanie przeciwdrgawkowe, wykazano
ich role w procesie uczenia sie i pamieci [63]. Sugerowany jest udziat opioidéw
w patogenezie niektorych choréb psychicznych: schizofrenii, depresji endogennej
i anorexii czy tez w zespole autyzmu dzieciecego, a takze schorzen neurologicznych,
takich jak: niektére postaci padaczki, migrena [8, 9, 10, 37]. Zmiany aktywnosci
endogennych peptyddw opioidowych (met-enkefaliny i R-endorfiny) w osoczu i
w ptynie mdzgowo-rdzeniowym obserwowano u noworodkéw z mdézgowym po-
razeniem dzieciecym, w zespole nagtej Smierci noworodka, a takze u 0séb z chorobg
Alzheimera [65, 92]. Wedtug niektorych autoréw peptydy opioidowe wplywaja
takze na osrodki pragnienia i taknienia w podwzgérzu [46, 63]. Podkreslana jest
rola tych peptydéw w modulowaniu przekaznictwa noradrenergicznego, seroto-
ninoergicznego, dopaminergicznego, GABA-ergicznego i w regulacji funkcji ptytki
ruchowej [24]. Sprzeczne sg doniesienia dotyczace wptywu peptydéw opioidowych
na obwodowe ci$nienie tetnicze. Wykazano, ze peptydy o diuzszych tancuchach
aminokwasowych silnie hamujg aktywno$¢ wspdtczulng uktadu autonomicznego,
zmniejszajg cisnienie tetnicze, zmniejszajg zaopatrzenie mézgu w krew i tlen. Z
drugiej strony u 0séb z nadci$nieniem tetniczym stwierdzano zwigkszong aktywnos$¢
endorfin w oSrodkowym uktadzie nerwowym [1,4, 19]. Zaréwno [B-endorfina, jak
i met-enkefalina dziataja kurczaco na miesniowke gtadkag oskrzeli [19]. Peptydy
te przez udziat w regulacji wydzielania wody, sodu i potasu wptywajg na czynnosé
nerek. Obserwowano wzrost stezenia peptydéw opioidowych we krwi 0s6b z upo-
$ledzeniem czynno$ci nerek [16]. Szczegdlnie wazng role odgrywa R-endorfina,
ktéra przez niektérych uwazana jest za homon tropowy dla nerki. Moze ona takze
przyczynia¢ sie¢ do rozwoju kiebuszkowego zapalenia nerek ze wzgledu na swoj
indukujgcy wptyw na proliferacje komérek mezangium [16].
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Endogenne peptydy opioidowe wspo6tuczestnicza w kontroli wydzielania we-
wnetrznego. Pobudzaja wydzielanie prolaktyny, oksytocyny i hormonu wzrostu,
hamujg wydzielanie gonadotropin, hormonu folikulotropowego, luteinizujgcego oraz
hormonu tyreotropowego [15, 56]. Mozliwy jest ich wptyw na wydzielanie gluko-
kortykoidéw iandrogendw [15]. Hamujg ponadto wydzielanie insuliny przez komorki
B-wysp trzustkowych i mogg uczestniczy¢ w rozwoju cukrzycy [45]. Postulowany
jest udziat peptydéw opioidowych w etiopatogenezie niektérych schorzen derma-
tologicznych i chorob z autoimmunizacji [68, 84, 109]. W warunkach ekspery-
mentalnych B-endorfina utatwia penetracje i rozw6j wirusa HIV w komérkach
o$rodkowego uktadu nerwowego [99, 100].

Receptory opioidowe na komdrkach uktadu odpornosciowego

Endogenne peptydy opioidowe sg agonistami receptoréw opioidowych [83]. Obe-
cno$¢ duzych ilosci tych receptoréw stwierdzono w osrodkowym uktadzie ner-
wowym; zwiaszcza w uktadzie limbicznym [48]. W mysl zaproponowanej w 1976
roku przez Martina i Gilberta, a nastepnie rozbudowanej teorii wieloreceptorowej
wyroznia sie kilka klas receptorow opioidowych; dotychczas odkryto i opisano
6 nastepujacych typow: fi, 8, k, 8, a, X [48, 83]. W ostatnim okresie wyrézniono
podklasy receptorow opioidowych rézniace sie specyficznosciq i sitg wigzania na-
turalnych i syntetycznych opioidéw np. p- p2ip3 8 8]i8? K- Kj, kn i
k3 [48]. Biatka receptorowe poszczegdlnych typéw receptoréw sa prawdopodobnie
kodowane przez odmienne geny [48]. Endogenne peptydy opioidowe nie sg se-
lektywnymi agonistami okre$lonego typu receptora opioidowego. Wykazano, ze
zaréwno pentapeptydy: met- i leu-enkefalina, jak i B-endorfina sg wigzane z po-
réwnywalnym powinowactwem przez receptory p i g oraz ze stosunkowo nizszym
przez receptory k [48]. Uwaza sig, ze peptydy o dtuzszych tancuchach amino-
kwasowych sg naturalnymi Ugandami receptoréw k, peptydy bedace produktami
rozpadu proenkefaliny pobudzajg zardwno receptory p, jak i 8. 8 -endorfina natomiast
ma prawie jednakowe powinowactwo do receptora p i 8 [48, 52].

Receptory opioidowe zbudowane sg z taicucha polipeptydowego, zawierajgcego
402-590 reszt aminokwasowych. Do wywotania odpowiedzi komoérki po aktywacji
tego typu receptora nie jest konieczne wnikniecie do jej wnetrza substancji sygnalnej
[28]. Aktywacja receptora opioidowego zapoczatkowuje szereg proceséw meta-
bolicznych z udziatem biatek G. Przytgczenie agonisty (np. morfina) katalizuje
reakcje fosforylacji GDP do GTP ipowoduje oddysocjowanie z biatka G podjednostek
a i R Podjednostka a pozostaje dalej w kontakcie z receptorem, modulujgc jego
funkcje. Dzieki aktywnos$ci GTP-azowej hydrolizuje GTP i doprowadza do od-
tworzenia pierwotnego kompleksu [28, 83]. Aktywacja receptoréw opioidowych
w o$rodkowym uktadzie nerwowym: hamuje synteze cCAMP, inozytolu-IP3, zwieksza
przepustowos$¢ kanatu potasowego [55]. Analogiczne szlaki transdukcji sygnatu uru-
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chamiane sg w trakcie pobudzenia receptorow opioidowych na komdrkach uktadu
odpornosciowego, wywotujac okre$lone efekty biologiczne [28, 83].

Do poszukiwan specyficznych receptoréw opioidowych takze na tych komorkach
sktonity badaczy obserwacje dotyczace reakcji komorek ukladu odpornosciowego
na zwigzki opioidowe. Pierwsze sugestie dotyczace obecno$ci takich molekut po-
jawity sie w 1979 roku. Tworzenie rozet ludzkich limfocytéw krwi obwodowej
z krwinkami barana podczas ekspozycji na morfine zalezne byto wedtug Wybrana
i wspotpr. od receptoréw opioidowych [1 11]. W nastepnych latach wykazano obe-
cno$¢ miejsc wiazacych dla opiatéw i peptyddw opioidowych na erytrocytach, ptyt-
kach krwi, tymocytach, limfocytach, monocytach, makrofagach i granulocytach [26,
32, 52]. Metodami genetyki molekularnej ustalono, ze receptory opioidowe obecne
na komaérkach o$rodkowego uktadu nerwowego i komérkach uktadu odpornoscio-
wego sg produktami tych samych genéw [32, 80, 108]. Badano obecnos$¢ poszcze-
goélnych podklas receptoréw opioidowych na komorkach uktadu odpornosciowego.
Wyniki dotychczasowych badan przedstawia tabela 1L Wykazano, ze niektére zmiany
funkcji komorek immunokompetentnych pod wptywem peptyddw opioidowych sg
odwracalne po zadziataniu antagonistow receptoréw opioidowych, takich jak na
przyktad nalokson - antagonista nieselektywny [59].

Receptory niewrazliwe na nalokson na komdrkach uktadu odpornos$ciowego

Fakt, ze nie wszystkie zmiany czynnosci komorek pod wptywem peptydéw opioi-
dowych byty zalezne od receptorow opioidowych sktonit badaczy do poszukiwan
receptordw innych niz opioidowe, a wigzacych te peptydy.

Madden wykazatl obecnos$¢ receptoréw niewrazliwych na nalokson, ktére byty
specyficzne dla neuropeptydéw [58]. Hazum w 1979 opisywat specyficzne miejsca
wigzace dla [3-endorfiny na limfocytach, ktére nie ulegaty zablokowaniu pod wpty-
wem antagonistow receptorow opioidowych. Receptory te taczyly sie z karboksy-
lowym koricem peptydu obejmujgcym sekwencje H-Leu-Phe-Lys-Asn-Ala-
-Leu-Lys-Asn-Ala-Tyr-Lys-Gly-Glu-OH. a-endorfina, nie majgca takiej sekwencji
C-konicowej, nie wykazywata powinowactwa do tych miejsc wigzacych [33]. Wy-
kazano obecno$¢ podobnych receptoréw dla (3-endorfiny na monocytach U937,
na limfocytach $ledziony [88]. Shahabi wyizolowat z komdrek ludzkiego guza hi-
stiocytarnego U-937 receptory specyficzne dla [3-endorfiny iniewrazliwe na nalokson.
Receptor taki sktadat sie z trzech podjednostek biatkowych o masie 44, 59, 66
kDa, ktére po przytaczeniu ligandu tworzg kompleks szybko ulegajacy internalizacji.
Proces ten zalezny jest od kalmoduliny [88].

Ekspresja receptoréw niewrazliwych na nalokson zalezna jest od stanu fizjo-
logicznego komorki. Splenocyty mysie stymulowane mitogenem wykazywaty wie-
ksza ekspresje receptorédw specyficznych dla [3-endorfiny, w poréwnaniu do komérek
niestymulowanych [42]. Shaker opisywat istnienie na tymocytach miejsc wysoko-
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Tabela 1 Obecnos$¢ niektorych receptoréw opioidowych na ludzkich komoérkach uktadu
odpornosciowego

Podklasa receptora Typ komérek Zrédio
5 limfocyty T , B 12
monocyty 12
granulocyty (5i i82) 59
A3 monocyty 98
makrofagi 98
granulocyty 98
komérki endotelialne 98
K limfocyty 52
makrofagi 52
tymocyty 52
Specyficzne limfocyty T 58
dla naloksonu granulocyty 58
Specyficzne dla dihydromorfiny granulocyty 58

i niskospecyficznych dla (3-endorfiny. Stymulacja tych komoérek przy pomocy ConA
zmniejszata ekspresje miejsc wysokospecyficznych [89]. Opisano rowniez inne czyn-
niki modyfikujace wiazanie tych receptoréow ze swoistym ligandem. Inkubacja ma-
krofagdbw mysich z prostaglandyng E2 zwiekszata ekspresje receptorow spe-
cyficznych dla [3-endorfiny w badaniach Gelfanda i wspétpr. [27]. Autorzy ci wy-
kazali, ze funkcje receptoréw regulowane sg przy udziale cAMP. Zastosowanie
izobutylometyloksantyny - inhibitora fosfodiesterazy zwiekszato powinowactwo
tych receptoréw do [3-endorfiny.

DZIALANIE PEPTYDOW OPIOIDOWYCH NA KOMORKI
UKLADU ODPORNOSCIOWEGO

Mineto 130 lat od doSwiadczen Cantacuzene, ktéry opisat hamowanie pod wpty-
wem morfiny ameboidalnych ruchéw ludzkich biatych ciatek krwi [11]. Od tamtego
czasu wielu badaczy potwierdzato udziat egzogennych opiatéw i endogennych pep-
tydéw opioidowych w regulacji funkcji komdrek uktadu odpornosciowego. Ostatnie
dwudziestolecie przyniosto wiele nowych danych. Utarty do niedawna poglad, we-
dtug ktérego enkefaliny pobudzaja, a (3-endorfina hamuje procesy immunologiczne,
ulega dzieki tym badaniom gtebokiej weryfikacji.
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Tabela 2. Wptyw wybranych peptydéw opioidowych na niektére lunkcje ludzkich komérek
uktadu odpornosciowego

Komorka Peptyd Dziatanie Zrodio
Limfocyt T met-enkefalina proliferacja aktywowana PHA, ConA + 104
synteza IL-2 aktywowana mitogenem + 2
R-endorfina proliferacja aktywowana PHA -, + 64
synteza IL-2 aktywowana mitogenem + 34, 64
ekspresja receptora dla IL-2 + 114
ekspresja HLA DR + 114
autologiczna mieszana reakcja limfocytow (AMLR) - 21
Limfocyt B met-enkefalina sekrecja Ig w obecnos$ci Stapli. aureus + 77
B-endorfina sekrecja Ig w obecnosci Stapli. aureus + 66
sekrecja Ig w obecnoséci Herpes S.+ 66
NK met-enkefalina naturalna cytotoksyczno$é + 2,79
R-endorfina naturalna cytotoksycznos¢ +, - 21,79
synteza IFN-y stymulowana ConA + 14
Monocyt met-enkefalina chemotaksja stymulowana kazeing + , - 77,78
B-endorfina generowanie CL +, - 34
chemotaksja stymulowana kazeing + , - 78, 86
ekspresja HLA DR i CR3 - 78
Makrofag met-enkefalina generowanie O2- +, - 34,77
fagocytoza +, - 3,77
synteza glutationu stymulowana PM A - 77
B-endorfina generowanie 0'_+ 34
fagocytoza + 40
dynorfina generowanie O24 + 29
Mastocyt R-endorfina uwalnianie histaminy + 90
Granulocyt met-enkefalina wybuch tlenowy + 29, 30
preaktywacja + 29
B-endorfina chemotaksja + 20
adherencja do HUYEC + 20, 110

+ stymulacja, - hamowanie

Limfocyty T

Peptydy opioidowe mogg wpitywaé na proliferacje komérek uktadu odporno-
$ciowego. W badaniach prowadzonych na zwierzetach (3-endorfina zwiekszata
odpowiedz proliferacyjng szczurzych limfocytéw na PHA i ConA [35]. W badaniach
Van der Bergha efekt ten zalezny byt od dawki peptydu [105]. Takze met-enkefalina
zwigkszata proliferacje ludzkich limfocytéw T [3]. Heijnen, a nastepnie Miller wska-
zali na wysoka, indywidualnie zmienng odpowiedz proliferacyjng komoérek po eks-
pozycji na peptydy opioidowe. (3-endorfina w zalezno$ci od dawcy i daty pobrania
zarbwno wzmacniata, jak i zmniejszata aktywowang mitogenem proliferacje lu-
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dzkich limfocytéw T [34, 64]. Efekt dziatania peptydéw na odpowiedz proliferacyjna
limfocytéw stymulowang mitogenami: PHA, ConA czes$ciowo lub w ogole nie byl
znoszony pod wplywem antagonisty receptora opioidowego - naloksonu [25].

Pojawity sie takze doniesienia 0 mozliwym udziale peptydéw opioidowych w
procesach zwigzanych z rozpoznaniem i swoistg odpowiedzig na alloantygeny. W
obecnosci B-endorfiny obserwowano zalezne od klasycznych receptoréw opioido-
wych hamowanie autologicznej, mieszanej reakcji limfocytéw (AMLR) [21]. Wy-
kazano takze wzrost ekspresji antygenéw HLA DR na komorkach jednojadrzastych
po ich ekspozycji na (3-endorfine [3].

Wptyw na uktad odpornosciowy peptydy opioidowe moga wywieraé takze po-
przez indukcje uwalniania cytokin. Endogenne peptydy opioidowe mogg zmieniaé
produkcje niektérych limfokin iekspresje receptoréw na stymulowanych limfocytach.
Opisywano wzrost syntezy IL-2, IFN-yi IL-1przez limfocyty indukowane mitogenem
w obecnosci endorfin i enkefalin [104, 114]. Efekt dziatania peptydu w tych
badaniach byt niezalezny od klasycznych receptoréw opioidowych; nie zmieniat
sie pod wptywem naloksonu. [3-endorfina zmieniata takze ekspresje receptora dla
IL-2 na powierzchni ludzkich limfocytéw T [72]. Wykazano hamujacy wptyw
[3-endorfiny i met-enkefaliny na produkcje czynnika chemotaktycznego i wzmac-
niajacy sekrecje IFN-y przez ludzkie limfocyty [3, 81, 104]. Efekty te czesciowo
znoszone byty pod wptywem naloksonu.

Zaréwno [3-endorfina, jak i met- i leu-enkefalina zwiekszaty migracje limfocytéw
T [34]. Efekt dziatania peptydéw ulegat zahamowaniu pod wptywem antagonisty
receptorow opioidowych - naloksonu.

Limfocyty B

Niejednoznaczne sg obserwacje dotyczace wptywu peptydéw opiocidowych na
limfocyty B. Johnson opisywat zmniejszenie wydzielania przeciwciat przez mysie
splenocyty pod wptywem a-endorfiny i met-enkefaliny [34]. Wykazano hamowanie
syntezy przeciwciat przez szczurze limfocyty B pobudzane przez krwinki czerwone
barana [36]. Obserwowano zahamowanie sekrecji immunoglobulin przez ludzkie
limfocyty B indukowane Staphylococcus aureus w obecnosci (3-endorfiny i met-
enkefaliny [43, 66]. Peptydy uzyte w tych badaniach nie hamowaty proliferacji
komoérek; dziatanie hamujace nastepowato dopiero w p6zniejszych etapach aktywacji
badz po proliferacji. Efekt widoczny byt jedynie w przypadku przeciwciat klasy
IgG i IgM, nie obserwowano wptywu peptydow na sekrecje przeciwciat klasy IgA.

W regulacji syntezy przeciwcial przez opioidy postulowany jest udziat receptoréw
opioidowych. Pobudzenie przez selektywnych agonistow receptoréw p, k i 5 pro-
wadzito do spadku sekrecji przeciwciat przez ludzkie limfocyty B [66].

Obserwowano dualistyczny efekt dziatania peptydéw na odpowiedz humoralna.
[3-endorfina i met-enkefalina w zalezno$ci od dawcy zwiekszaty lub hamowaty
wtdrng odpowiedz limfocytow B na toksyne tezca [69]. W zaleznosci od stosowanych
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dawek leu- i met-enkefaliny produkcja przeciwciat przez szczurze limfocyty B
wzrastata przy niskich, a zmniejszata sie przy wysokich dawkach peptydéw [17].
Podobny efekt obserwowano w badaniach invivo\  (3-endorfina hamowata pierwotng
i zwiekszata wtérng odpowiedZz humoralng na antygeny u szczuréw [82].

Komoérki NK

Komdrki NK majg wiasciwos$¢ spontanicznego zabijania komdérek nowotworo-
wych itransformowanych wirusem. Efekt cytotoksyczny tych komoérek nie podlega
restrykcji w zakresie gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej MHC [110]. Mimo
ze komérki NK w samej swej naturze majg whasciwos$¢ spontanicznego niszczenia
komérek nowotworowych, istnieje wiele czynnikow, ktore moga modyfikowac te
wiasciwosci. Pewne dane wskazuja, ze udziat w takiej regulacji biorg takze peptydy
opioidowe.

We wczesnych obserwacjach notowano wzrost efektu cytotoksycznego komorek
NK w stosunku do komorek linii biataczkowej K562 pod wpltywem peptyddéw
opioidowych [96]. W badaniach in vitro met-enkefalina zwiekszata aktywnos$¢ cyto-
toksyczng komorek NK pochodzacych od zdrowych ochotnikéw iod 0s6b z chorobg
nowotworowg [79]. Takie dziatanie peptydow moze nie$¢ potencjalne mozliwosci
wykorzystania ich w terapii przeciwnowotworowej. Obserwowano zahamowanie
rozwoju nowotworu pod wptywem peptyddéw opioidowych; wydtuzenie czasu prze-
zycia myszy biataczkowych, spadek ilosci przerzutow czerniaka (B-16), guza neu-
roblastycznego (S20Y), miesaka (PYB6) u myszy po iniekcjach met-enkefaliny
[96]. Zmianom tym towarzyszyt wzrost liczby $ledzionowych komoérek NK. Wyniki
innych badahn nie okazaly sie jednak juz tak jednoznaczne. Obserwowano zaha-
mowanie aktywnos$ci cytotoksycznej komérek NK pod wptywem (3-endorfiny w
badaniach Chiappelli i wspotpr. [14].

Efekt dziatania peptydu w innych badaniach byt osobniczo zmienny i rézny
w zalezno$ci od jego dawki, pici i wieku dawcy, a takze pory dnia, w Kktorej
pobierano komérki [68]. Wedtug Mozanica aktywno$é komérek NK i poziom uwal-
nianiaendogennych peptydow opioidowych podlegajg podobnym rytmom dobowym.
Maksimum aktywnosci komorek, atakze najwiekszy poziom peptydéw opioidowych
w osoczu obserwuje sie w godzinach rannych, najnizsze aktywnosci natomiast w
godzinach wieczornych [68]. Takze rézne stany chorobowe mogg zmienia¢ wra-
zliwos¢ komorek cytotoksycznych NK na peptydy opioidowe. Preaktywacja z
(3-endorfing lub z met-enkefaling komérek limfatycznych pochodzacych od oséb
z ostrymi epizodami migrenowymi, os6b chorych na stresowg chorobe pourazowsg
{post traumatic stress disorder - ,,Vietnam veterans”) zmniejszata aktywnos¢ cyto-
toksyczng komorek NK [67].

Badano takze wptyw peptydow na synteze i uwalnianie cytokin przez komarki
NK. (3-endorfina zwiekszata synteze interferonu przez komérki NK i inne komarki
jednojadrzaste [23]. W odpowiedzi na dozylne dawki leu-enkefaliny u zwierzat
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obserwowano wzrost aktywnosci komdérek cytotoksycznych i zwiekszenie sekrecji
IFN-y [23].

Niejednoznaczne sg wyniki badan w warunkach in vivo. Met-enkefalina i
R-endorfina podawane zwierzetom dootrzewnowo czy tez dokomorowo zwiekszaty
liczbe aktywnych $ledzionowych komorek NK [23]. W innych badaniach wzrost
uwalniania B-endorfin z przysadki mozgowej u zwierzat w czasie doSwiadczalnego
wstrzgsu korelowat ze zmniejszaniem aktywnos$ci cytotoksycznej komorek NK [22,
23]. Ostatnio opisano, ze dziatanie B-endorfiny na aktywne komorki NK zalezne
jest od receptorow opioidowych w osrodkowym uktadzie nerwowym. Dokomorowe
podanie peptydu zwiekszato u zwierzat efekt cytotoksyczny komorek NK w sposéb
zalezny od naloksonu [44]. Podobnych zmian nie obserwowano po podskérnych
dawkach opioidu. Warto doda¢, ze dziatanie met-enkefaliny na komorki NK pra-
wdopodobnie jest niezalezne od osi podwzgdrze-przysadka-kora nadnerczy. Podczas
gdy supresyjny efekt pentapeptydu na proliferacje limfocytéw zalezny byt in vivo
od wzrostu poziomu osoczowego ACTH i kortykosterydéw; to podobnej korelacji
nie udato sie ustali¢ w przypadku komorek NK [61]. Preinkubacja ludzkich lim-
focytéw wzbogaconych w komérki NK z kortykosterydami nie zmieniata ich od-
powiedzi na met-enkefaline [47]. Co wiecej; adrenalectomia u zwierzat nie znosita
indukujgcego aktywno$¢ tych komérek wpltywu met-enkefaliny [61]. Prébowano
stosowaé met-enkefaline u myszy, ktdrym zainfekowano wirus HIV. W trakcie
trwania takiej terapii obserwowano wzrost aktywnosci komérek NK [91, 95].

Efekt dziatania R-endorfiny na komdrki NK w warunkach in vitro i in vivo
byt czesciowo lub catkowicie znoszony pod wplywem antagonistéw receptorow
opioidowych: naloksonu i naltreksonu [47, 61].

Ostatnio opisano istotng role jonéw Ca“+ w regulacji aktywno$ci komérek NK
przez peptydy opioidowe. Wiasciwosci cytotoksyczne komorek NK zwigzane sg
gtéwnie z obecnoscig perforyn i granzymoéw w ich ziarnisto$ciach azurofilnych
[57, 101]. Jony wapniowe sg niezbedne do wiasciwego uwalniania perforyn i za-
wierajgcych proteinazy granzyméw A [57, 101]. Wykazano, ze peptydy opioidowe
zwiekszajg wyptyw jonéw wapniowych z mysich limfocytow i komoérek Jurkat
T [81]. Niezbedne wydaje sie wyjasnienie roli endogennych peptydéw opioidowych
w regulacji wewngtrzkomdrkowych stezen Ca“+ i ich znaczenia w mobilizacji ko-
modrek NK.

Monocyty, makrofagi i mastocyty

Wiasciwosci cytotoksyczne i bakteriobdjcze jednojadrzastych komorek fagocy-
tarnych zalezne sg od zdolnoSci generowania wolnych rodnikéw tlenowych, takich
jak 0 ?_i H-,0-,. Wykazano indukujacy efekt R-endorfiny na generowanie reaktywnych
form tlenu przez izolowane ludzkie monocyty [78, 86]. Odmienne okazaty sie re-
zultaty badan prowadzonych w krwi petnej, gdzie zaobserwowano hamowanie uwal-
niania wolnych rodnikow przez monocyty pod wptywem B-endorfiny [78, 86].
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Zdaniem autoréw tego doniesienia; pod wptywem uzytego opioidu obecne w ptynie
doswiadczalnym limfocyty uwalniaty nieznane substancje hamujace aktywno$¢ mo-
nocytarnej NADPH-oksydazy odpowiedzialnej za wybuch oddechowy. W badaniach
Prieto peptydy opioidowe zwiekszaty aktywno$¢ fagocytarng, wptywaty na zmiany
konformacji sktadowych cytoszkieletu (wimentyny), zwiekszaty ekspresje niektoérych
molekut adhezyjnych na powierzchni monocytéw [78].

W badaniach in vitro zaobserwowano, ze stymulowane przez LPS makrofagi
szpiku kostnego wytwarzajg i uwalniajag wiecej IL-1 w obecnosci (3-endorfiny [3,
40]. Peptyd samoistnie nie indukowat produkcji tej cytokiny, lecz dziatat syner-
gistycznie z LPS zastosowanym w suboptymalnych stezeniach. Efekt ten byt cat-
kowicie znoszony przez nalokson. W innych badaniach opisano stymulujacy wptyw
suboptymalnych dawek (3-endorfiny i dynorfiny na produkcje 02_przez ludzkie
makrofagi otrzewnowe [40]. Zjawisko to hamowat nalokson. Met-enkefalina wy-
kazywata zalezny od dawki i osobniczo zmienny wptyw na aktywno$¢ makrofagéw,
produkcje 0 2_i fagocytoze [3]. Niektore peptydy opioidowe ([3-endorfina, leu- i
met-enkefalina) in vivo wzmacniaty aktywno$¢ przeciwguzowg mysich makrofagéw
stymulowanych IFN-yi LPS [31]. Wykazano ponadto efekt pobudzajgcy fagocytoze
makrofagéw ludzkich przez [3-endorfine [40].

Autorzy podkre$lajg udziat receptora 5 obecnego na powierzchni makrofagow
w regulacji uwalniania ELO02. Zablokowanie tego receptora przez wysoce sele-
ktywnego antagoniste - ICl 174864 znosito efekt dziatania peptydéw opioidowych
na makrofagi otrzewnowe szczura [81]. Jak wskazujg ostatnie obserwacje, mozliwy
jest takze udziat receptoréw opioidowych w réznicowaniu makrofagéw. [3-endorfina
(w sposdb odwracalny pod wptywem naloksonu) stymulowata réznicowanie sie
makrofagow w obecnosci M-CSF w mieszanych hodowlach komérek mysiego szpiku
kostnego [66].

Wykazano, ze pod wptywem peptydéw opioidowych nastepuje wzrost uwalniania
przez mysie makrofagi mediatoréw zapalnych, takich jak: IL-2, IL-4, IL-6 oraz
IFN-y[22, 81]. Natomiast po aktywacji receptoréw wysoce selektywnymi agonistami
(nie bedacymi peptydami opioidowymi) obserwowano zmniejszanieuwalnianiaprzez
ludzkie makrofagi IL-1, IL-6 i TNF-a [60].

Zdolnos$¢ do adherencji decyduje o szybkim dotarciu komérek fagocytujacych
zkrgzenia do tkanek objetych procesem zapalnym. Peptydy opioidowe, jak wskazujg
badania in vitro, moga odgrywaé role regulacyjng w tym procesie. W badaniach
Sacerdote [3-endorfina i met-enkefalina zwiekszaty spontaniczng i stymulowang
kazeing chemotaksje komérek monocytarnych [85].

Wielu autoréw zwraca uwage na mozliwos¢ udziatu peptydéw opioidowych w
regulacji funkcji komoérek tucznych. Wydaje sie, ze biatka te mogg bra¢ udziat
w reakcjach nadwrazliwosci. W sposéb niezalezny od naloksonu [3-endorfina in-
dukowata uwalnianie histaminy ze szczurzych mastocytéw w badaniach Shanahana
i wspOtpr. [90]. Dziatanie opioidu czesSciowo ulegato zahamowaniu pod wptywem
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kromoglykanu sodowego. Analogiczny efekt wykazywaty niektére egzorfiny - pep-
tydy opioidowe wystepujace w mleku i bedace fragmentami taincucha kazeiny. Ob-
serwowano zwiekszone wydzielanie histaminy z komoérek tucznych zwierzat i ludzi
pod wpltywem R-kazomorfiny-7 [50].

Granulocyty

Nieliczne sg doniesienia na temat roli peptydédw opioidowych w regulacji funkcji
granulocytéow. Badano wptyw peptydéw opioidowych na wybuch tlenowy granu-
locytéw. Met-enkefalina i leu-enkefalina w sposéb zalezny od dawki zwiekszaty
uwalnianie przez ludzkie neutrofile (spoczynkowe i stymulowane estrami forbolu
- PMA) anionorodnika ponadtlenkowego - O2- [29, 73]. Obserwowany efekt byt
osobniczo zmienny, lecz we wszystkich badanych przypadkach obserwowano in-
dukujacy wptyw peptydow w stezeniu 10 » M. Haberstok i wspdtpr. wykazali
wzrost uwalniania O-- przez neutrofile stymulowane fMLP w obecno$ci met-en-
kefaliny [29, 30]. Efektowi temu towarzyszyt wzrost poziomu DAG w btonie ko-
moérkowej neutrofildw, obserwowano przemieszczanie sie kinazy biatkowej C z
cytozolu do powierzchni komérek i wyptyw jonéw wapniowych z magazynéw
wewnatrzkomoérkowych na zewnatrz komoérek. Efekt dziatania pentapeptydu byt
znoszony pod wptywem inhibitora kinazy biatkowej C - H7 [29, 30]. Takze inni
autorzy potwierdzajg indukujacy wptyw peptydéw opioidowych na wybuch tlenowy
granulocytow. Wykazano, ze dziatanie to zalezne byto od receptoréw opioidowych.
Nie stwierdzano natomiast efektu stymulacji po zastosowaniu peptyddéw ze zmo-
dyfikowanym koricem aminowym [72, 73]. R-endorfina wykazywata zdolno$¢ do
zwiekszania chemotaksji komérek granulocytarnych [20, 110]. Po preaktywacji ko-
morek endotelialnych tym peptydem obserwowano zalezny od receptorow opioi-
dowych wzrost migracji ludzkich neutrofildw [109]. Ostatnie badania dowiodty,
ze w warunkach in vitro met-enkefalina moze dziata¢ jako typowy preaktywator
wzmagajac uwalnianie anionorodnika ponadtlenkowego O-- przez ludzkie neutrofile
stymulowane takimi czynnikami, jak: fMLP, IFN-y [29, 73].

W pracach Fischera i wspotpr. RB-endorfina zwiekszata in vitro adherencje
neutrofili do ludzkich komérek $rodbtonkowych z zyty pepowinowej (HUVEC od
ang. human umbilical vein endothelial cells) [20]. Badano takze zachowanie sie
granulocytéw po ekspozycji na opioidy in vivo. Wykazano zahamowanie chemotaksji
spontanicznej i stymulowanej fMLP granulocytédw u o0s6b uzywajacych heroine
lub bedgcych w trakcie terapii metadonowej [62]. W badanych grupach obserwowano
wzrost liczby receptoréw opioidowych na neutrofilach. Zdaniem tych autoréw re-
ceptory opioidowe odgrywajg decydujgcq role w odpowiedzi chemotaktycznej ko-
moérek na peptydy opioidowe i alkaloidy opium.
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BIODEGRADACJA PEPTYDOW W KRAZENIU
OBWODOWYM - ROLA PEPTYDAZ

Peptydy opioidowe charakteryzujg sie krotkotrwatg aktywnoscig biologiczng. Obe-
cne w krazeniu peptydy ulegaja szybko hydrolizie enzymatycznej. Okres poéttrwania
enkefalin wynosi 5-15 min, natomiast [3-endorfiny 40 min [46, 75]. W osoczu
krwi i na powierzchni komérek ukitadu odpornosSciowego obecne sg specyficzne
peptydazy, ktore majg aktywnos¢ lityczng w stosunku do opioidéw [38, 46]. Enzymy
te pod wptywem niektérych czynnikbw moga by¢ uwalniane do krazenia przez
komorki uktadu odpornosciowego [38]. Aktywowane na przyktad przeciwciatem
anty-CD3 limfocyty CD4(+) i CD8(+) uwalniajg metalopeptydazy tiolowe meta-
bolizujgce [3-endorfing [7]. W badaniach Bongiomo i wpdtpr. wykazano wzrost
uwalniania peptydaz w stymulowanych komérkach jednojadrzastych, ktéremu to-
warzyszyto zwiekszenie rozktadu hydrolitycznego leu-enkefaliny [7].

Szczegblng uwage badacze poswiecajg obecnie tym peptydazom, ktére obecne
sg na powierzchni komorek uktadu odpornosciowego. Ze wzgledu na tatwy dostep
i potencjalne mozliwo$ci ich blokowania np. przez zastosowanie przeciwciat mo-
noklonalnych istnieje mozliwos¢ regulowania funkcji tych molekut. Enzymy te sg
egzopeptydazami. Wystepujg na komorkach jako integralne biatka btonowe [38].
Wiekszo$¢ z nich w centrum aktywnym zawiera atom cynku; jedynie peptydaza
dwupeptydowa IV jest peptydazg serynowg [38]. Obecnos$¢ tych enzymoéw wykazano
na komorkach osrodkowego uktadu nerwowego, na kosmkach jelitowych, nabtonku
migawkowym nerki, na komorkach tozyska [38, 102].

W najwiekszej iloSci wystepuje obojetna endopeptydaza NEP 24.22 (EC
3.4.24.11). Jest to kluczowy enzym, ktéry inicjuje hydrolize peptydéw opioidowych,
tachykinin i peptydu natriuretycznego. Wraz z kilkoma innymi aminopeptydazami
uczestniczy w degradacji peptydéw opioidowych uwalnianych w synapsach [102].
Ze wzgledu na aktywno$¢ hydrolityczng nazywany jest takze enkefalinazg. Enzym
ten obecny jest na makrofagach pecherzykéw ptucnych, monocytach, limfocytach
T, limfocytach B [102]. Metodami genetyki molekularnej ustalono, ze sekwencja
aminokwasowa enkefalinazy (EC 3.4.24.1 1) jest identyczna z sekwencjg antygenu
CALLA (od ang. common acute lymphoblastic leukaemia antigen) opisywanym
jako CD10 [54].

Inny enzym aminopeptydaza N (EC 3.4.11.2) wykazuje natomiast analogie do
glikoproteiny gp 150 opisywanej jako antygen CD 13 [55]. Antygen ten obecny
jest na komdrkach s$rédbtonka, nabtonkowych jelita i nerek, na btonach synap-
tycznych, roznicujacych sie komérkach hematopoetycznych linii mielo- i limfoi-
dalnych, granulocytach, monocytach oraz limfocytach T [38].

Peptydazy mogga regulowaé réwniez aktywnosé niektérych cytokin. W badaniach
z uzyciem ludzkich komorek grasiczych stwierdzano, ze w warunkach in vitro
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Rys. 3. Miejsca hydrolizy tafncucha aminokwasowego enkefalin i fragmentu aktywnego peptydéw
opioidowych przez peptydazy (wg [96] zmodyfikowany)

endopeptydaza EC 3.4.24.11 inaktywuje IL-I8 i czynnik grasiczy THF (od ang.
thymic humoral factor) [41]. Istotna wydaje sie takze rola peptydaz w kontroli
procesu zapalnego. Obojetna endopeptydaza NEP 24.11 (EC 3.4.24.11) ma zdolno$¢
hydrolizowania fMLP [6, 53]. Enzym ten wykazuje dziatanie immunosupresyjne
poprzez zdolno$¢ konwersji hormonu adrenokortykotropowego ACTH do a-MSH
- hormonu stymulujgcego melanocyty, ktory ma dziatanie immunosupresyjne [94].
Ma to znaczenie w zespole AIDS, gdzie wirus HIV moze indukowa¢ synteze ACTH,
apowstaty pojego konwersji pod wptywem endopeptydaz a-MSH hamuje odpowiedz
immunologiczng ustroju [94].

Bodzce stresowe, a takze niektdre choroby moga zmieniaé aktywnos$é uktadu
enzymatycznego hydrolizujacego peptydy opioidowe. Wykazano wzrost stezen ami-
nopeptydazy w osoczu krwi obwodowej u os6b cierpigcych na migrene i chorobe
Alzheimera [48, 92]. Zwigkszong biodegradacje R-endorfiny czy tez leu-enkefaliny
obserwowano u ludzi podczas przewlekiego stresu [75, 97].

Aktywno$¢ peptydaz obecnych w osoczu kontrolowana jest przez naturalne in-
hibitory tych enzymoéw [6]. Czynione sg proby wyizolowania takich substancji.
Opublikowano pierwsze korzystne wyniki badan nad zastosowaniem syntetycznie
uzyskanych inhibitoréw peptydaz w leczeniu zmian miazdzycowych [49].
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MOZLIWE MECHANIZMY DZIALANIA PEPTYDOW
OPIOIDOWYCH NA KOMORKI UKLADU
ODPORNOSCIOWEGO

Wielu autoréw wskazuje na dualistyczny (zar6wno immunostymulujacy, jak i
immunosupresyjny) efekt dziatania peptydéw opioidowych. Jakie sg przyczyny tak
niejednakowego oddziatywania peptydéw opioidowych na funkcje komoérek uktadu
odpornosciowego? Nalezy sadzi¢, ze dziatanie opiodow zalezy od:

- dawki stosowanych in vitro peptydéw opioidowych,

- interakcji z receptorami opioidowymi i niewrazliwymi na nalokson receptorami,
opisywanymi jako nieopioidowe.

Dla wyjasnienia mechanizmu dziatania peptydéw opioidowych na komdrki uktadu
odpornosciowego interesujgce wydajg sie spostrzezenia van den Bergha. Autor wy-
kazat indukujacy wptyw korcow karboksylowych (3-endorfiny ((3-endorfina6 3| i
(3-endorfina]8 3j) na proliferacje limfocytébw wzmacniang mitogenem [107]. W in-
nych badaniach stwierdzano, ze nieopioidowe receptory specyficzne dla 3-endorfiny
wrazliwe sg wiasnie na karboksylowe fragmenty faricucha peptydowego [106]. Zda-
niem tych autoréw mozliwa jest dwukierunkowa regulacja aktywnosci limfocytéw
przez (3-endorfing. taczenie peptydu koncem karboksylowym z receptorem nie-
wrazliwym na nalokson doprowadza do wzrostu proliferacji limfocytow. Efekt ten
ulega natomiast odwréceniu po interakcji kofica aminowego ligandu z receptorem
opioidowym. Powinowactwo obu typdw receptoréw przypuszczalnie zmienia sie
w zaleznos$ci od stezen stosowanych peptydéw i od stanu czynnosciowego komorek.

Dziatanie peptydéw opioidowych podlega kontroli uktadu podwzg6rzowo-przy-
sadkowo-tarczycowego. Zdaniem wielu autorow uktad ten wydaje sie odgrywac
kluczowa role w fizjologicznej integracji osi neuro-immuno-endokrynnej [74]. Dzia-
tanie peptyddéw podlega regulacji przez uktad hydrolizujacych je enzyméw, w tym
w szczegblnosci naturalnych endopeptydaz specyficznych dla niektérych opioidow.
Istotnym elementem interakcji pomiedzy uktadem neuroendokrynnym i odporno-
Sciowym jest takze zdolnos$¢ syntezy cle novo peptydéw opioidowych przez komorki
uktadu odpornosciowego.

Przedstawione powyzej wyniki badan mozna przyjaé¢ jako dowdd na istnienie
powigzan czynnos$ciowych pomiedzy uktadem odpornosciowym i neuroendokryn-
nym. Peptydy opioidowe prawdopodobnie odgrywajg role komunikujgcg pomiedzy
tymi uktadami. W tym miejscu warto nadmienié, ze pojawity sie ostatnio sugestie,
aby jeden z tych peptydéw: met-enkefaline sklasyfikowac¢ jako cytokine [77]. Do-
strzega sie obecnie wiec coraz wiekszg role peptydéw opioidowych w regulacji
prawidtowego funkcjonowania uktadu odpornosciowego. Wyniki dotychczasowych
badan pozwalajg przypuszczac takze istnienie mozliwosci wykorzystania peptydéw
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Osrodkowy ukfad nerwowy

podwzgorze
przysadka
y
ACTH
HOOC (3-endorfina NDi
r. niewrazliwy r. opioidowy

na nalokson
komorka uktadu odpornosciowego:
granulocyt, limfocyt, makrofag

Rys. 4. Przypuszczalny mechanizm dziatania (3-endorfiny na komérki uktadu odpornosciowego (wg [ 103,
104, 105] zmodyfikowany)

opioidowych w terapeutycznej immunomodulacji. Wymaga to jednak dalszych in-
tensywnych badan na tym polu.
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Streszczenie: W pracy dokonano przegladu najnowszych danych dotyczacych czynnikéw wptywajacych
naruchliwo$¢ plemnikow ssakéw. W kolejnych podrozdziatach oméwiono budowe anatomiczng aparatu
koordynacji ruchu plemnikdéw (axonema), biochemiczny mechanizm regulacji ruchliwosci meskich
komaérek piciowych oraz wskazano na gtéwne systemy enzymatyczne zaangazowane w kontroli czyn-
nosci axoncmy, z uwzglednieniem wptywu réznych czynnikdéw chemicznych na aktywno$¢é omawianych
enzymoéw. Podkres$lono role plazmy nasienia jako zrodta substancji aktywujacych i hamujacych aparat
ruchu plemnikéw, w tym peptydéw i biatek. Przedstawiono réwniez metody oceny ruchu plemnikéw
stosowane w diagnozowaniu ptodnosci meskiej.

Stowa kluczowe: plemnik, plazma nasienia, dodatkowe gruczoty ptciowe, axonema, cyklaza adenylano-
wa, CAMP

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

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

Plemniki zwierzat wyrdzniajg sie specyficznymi mechanizmami regulacyjnymi
w zakresie ich gtéwnych funkcji fizjologicznych, tj. zdolnos$ci do ruchu izaptodnienia
komorki jajowej. Kazda z wymienionych funkcji zwigzana jest z okreSlonymi stru-
kturami morfologicznymi plemnika zabezpieczonymi systemami bton biologicznych
i zwigzanymi z nimi uktadami enzymatycznymi.

Ruch plemnikéw mozliwy jest dzieki wstawce i witce. Struktury te zawierajg
aparat koordynacji ruchu komdrek (axonema) oraz enzymatyczny system syntezy
zwigzkdw energetycznych.

Gtéwnym Zrddiem substancji regulujgcych ruchliwo$¢ meskich komdérek picio-
wych jest plazma nasienia. Nalezg do nich przede wszystkim nisko- i wysokoczg-
steczkowe zwigzki azotowe, dziatajagce w wiekszosci za posrednictwem wtdrnego
przekaznika - adenozyno-3’,5’-monofosforanu (cAMP).

BUDOWA APARATU RUCHU PLEMNIKOW

Axonema zbudowanajest zdwoch widkien (mikrotubul) usytuowanych centralnie,
wokot ktérych skupionych jest 9 par mikrotubul obwodowych (9 + 2). Kazda z
mikrotubul obwodowych zbudowanajest z cylindrycznej mikrotubuli A, zawierajgcej
13 profilamentéw, oraz przylegajagcego do niej niepetnego cylindra mikrotubuli
B zawierajagcego 11 profilamentéw [23, 70]. Opisany uktad wiokien, otoczony do-
datkowo spiralg mitochondrialng i potgczony specjalnymi wypustkami miedzywitd-
kienkowymi oraz ramionami mikrotubul, tworzy jedng funkcjonalng jednostke
podlegajacg mechanizmom regulacyjnym, warunkujagcym ruch plemnikéw (rys. 1).

Axonema jest kompozycjag dwoch podstawowych biatek. Jednym z nich jest
tubulina wystepujgca w formie dimeru (Mr 110 kDa) zbudowanego z dwéch pod-
jednostek a i [3 z ktorych kazda zwigzana jest z jedng czasteczkg GDP lub GTP.
Omawiane biatko wchodzi w sktad $cian mikrotubul. Drugim gtéwnym biatkiem
axonemy jest dyneina, wykazujgca aktywno$¢ ATP-azowa, zalezng od jondw mag-
nezowych. Wchodzi ona w sktad ramion mikrotubul. Dyneina, podobnie jak miozyna
wiokna miesniowego, jest biatkiem wysokoczasteczkowym (Mr 500 kDa), jednakze
biatka te réznig sie sktadem aminokwasowym [55]. Zasadniczg funkcjg ATP-azy
dyneinowej jest udziat w procesie skurczu wiokien axonemy, co z kolei zwigzane
jest z ruchem plemnika. Ruch witki plemnika polega na tworzeniu przegie¢ w
réznych czesciach wymienionej struktury. Zanik przegie¢ witki wystepuje w wyniku
aktywnego $lizgania sie peryferyjnych par mikrotubul, jedna o druga. Dochodzi
wowczas, podobnie jak we widknie migsniowym, do zamykania i rozwierania sie
mostkéw dyneinowych. Do zamykania mostkéw niezbedna jest obecno$é jonow
M g2+, natomiast wigzanie i hydroliza ATP warunkujg ich rozerwanie i kierunkowe
§lizganie sie mikrotubul.
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Rys. 1 Struktura axonemy

Obok wymienionych podstawowych biatek, w axonemie wystepuje jeszcze okoto
200 innych, z czego tylko 30% zwigzanych jest bezposrednio z omawiang struktura.
Rola pozostatych komponentéw biatkowych nie zostata dotagd poznana [23].

UDZIAL cAMP W REGULACJI RUCHLIWOSCI
PLEMNIKOW

Szczeg6lng role w regulacji metabolizmu i ruchliwosci plemnikéw petni cAMP,
gtdwnie przez udziat w procesach fosforylacji biatek kontrolujgcych skurcz witki
[24, 63].

Na rysunku 2 przedstawiono role cAMP w regulacji omawianych proceséw.
Poziom cAMP zalezy gtdéwnie od aktywnosci cyklazy adenylanowej (EC 4.6.1.1),
enzymu plazmolemy plemnika [3, 47] oraz od dostepnosci ATP, substratu oma-
wianego enzymu [37]. Usytuowanie mitochondridw w blisko$ci axonemy sprzyja
procesom syntezy, magazynowania i przekazywania energii dla aparatu ruchu ple-
mnikoéw. tadunek energetyczny plemnika zalezy od réwnowagi miedzy ciggami
reakcji wykorzystujagcymi ATP iszlakami metabolicznymi wytwarzajacymi ten zwig-
zek. Szczegdblna role petni tu proces utleniania aktywnego octanu [55]. Tym niemniej
nalezy nadmieni¢, ze zasadniczg reakcjg metaboliczng plemnikéw ssakow jest zu-
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Rys. 2. Udziat cAMP w regulacji metabolizmu i ruchliwosci plemnikéw

zywanie cukrow prostych do syntezy zwigzkow makroergicznych. Wszystkie he-
ksozy, w tym rowniez fruktoza, metabolizowane sg do kwasu pirogronowego lub
mlekowego drogg glikolizy fosforylujace;j.

Budowa i mechanizm aktywacji cyklazy adenylanowej w komoérkach somaty-
cznych poznano stosunkowo dobrze. Kluczowg role w aktywacji omawianego en-
zymu peinig biatka btonowe wigzgce nukleotydy guanylanowe (tzw. biatka G).
Biatko Gs uczestniczy w aktywacji, zas Gi w hamowaniu aktywnos$ci cyklazy ade-
nylanowej, gtéwnie przez oddziatywanie z podjednostkg katalityczng enzymu. Oma-
wiane biatka to heterotrimery zbudowane z podjednostki a- wigzgcej GDP lub
GTP oraz podjednostek @iy [44]. Wymienione substancje sg uniwersalnym #3-
cznikiem pomiedzy receptorami btonowymi a wewnatrzkomérkowymi biatkami efe-
ktorowymi. Nalezy dodaé, ze efektorami dla biatek G mogg byé¢, oprocz cyklazy
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adenylanowej, rowniez inne enzymy, takie jak: cyklaza guanylanowa, fosfolipaza
C oraz fosfolipaza A9.

W dostepnym pismiennictwie znaleziono niewiele danych dotyczacych obecnosci
biatek G w plazmolemie. W plemnikach myszy zlokalizowano biatko Gi, ktore
wydaje sie uczestniczy¢ w regulacji aktywnos$ci cyklazy adenylanowej [21, 84].
Brak danych dotyczacych obecnosci biatka Gs w plemnikach wskazywaé moze
na inny mechanizm regulacji aktywnos$ci omawianego enzymu w gametach meskich,
w poréwnaniu do komérek somatycznych.

Sposob aktywacji cyklazy adenylanowej w plemnikach ssakow jest specyficzny
gatunkowo. Yoshi i in. [86] stwierdzili, ze w plemnikach knura i cztowieka jony
weglanowe stymulujg synteze cAMP przez aktywacje cyklazy adenylanowej. Z
kolei Morisawa [57] szczeg6lng role w regulacji aktywnosci tego enzymu przypisuje
proteinazom. Wedtug autora trypsyno-podobna proteinaza, zwigzana z plazmolemg
plemnikdw z najadrzy knura, hamuje aktywnos$¢ cyklazy itym samym obniza poziom
cAMP w plemnikach. Gtéwnym miejscem sekrecji inhibitoréw proteinaz u knura
sg gruczoty pecherzkowe [79], stad substancje te obecne w plazmie nasienia po
ejakulacji moga hamowac aktywnos¢ proteinaz. Zjawisko powyzsze powoduje wzrost
poziomujonéw HCO03, gtownych aktywatoréw plemnikowej cyklazy adenylanowej.
Towarzyszacy temu procesowi wzrost poziomu cAMP w plemnikach uruchamia
kaskade reakcji biochemicznych inicjujacych ruch plemnikow (rys. 3).

Odmienny wydaje sie by¢ mechanizm aktywacji cyklazy adenylanowej w ple-
mnikach buhaja. Ostatnio, z nasienia tego gatunku, wyodrebniono i scharakteryzo-
wano trypsyno-podobng proteinaze, nazwang przez autoréw "ninhibing" (Mr 40
kDa), ktéra aktywuje cyklaze adenylanowg przez blokowanie biatka btonowego
Gi [3].

Wedtug Vijayaraghavan i Hoskins [82] jednym z regulatoréw aktywnosci cyklazy
adenylanowej z plemnikéw jest adenozyna i jej analogi. Wymienione substancje
dodane do nasienia buhaja, zwiekszaty poziom cAMP oraz powodowaty wzrost
ruchliwo$ci plemnikéw pochodzacych z ogona najadrzy. Morisawa [52] stwierdzit,
ze cyklaza adenylanowa plemnikéw knura pobudzana jest przez niskoczasteczkowy,
termostabilny czynnik pochodzacy z plazmy nasienia, oddziatujgcy bezposrednio
z podjednostka katalityczng enzymu. Nalezy doda¢, ze jony Mn"+, Mg-+, a szcze-
go6lnie Ca“+ mogg stymulowaé plemnikowga cyklaze réznych gatunkéw zwierzat
[22].

Sposrdd innych regulatorow aktywnos$ci omawianego enzymu w plemnikach wy-
mieni¢ nalezy kalmoduline - biatko wigzace jony wapniowe [48]. Toscano i Gross
[80] wykazali stymulujgcy wptyw kalmoduliny na aktywnos$¢ cyklazy adenylanowej
plemnikow konia. Zastosowane w badaniach stezenia jonéw Ca# przekraczaty
jednak znacznie wartosci fizjologiczne.

Poziom cAMP w plemnikach uzalezniony jest nie tylko od aktywnosci cyklazy
adenylanowej, ale réwniez od aktywnosci fosfodiesterazy cAMP (EC 3.1.4.17)),
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j Aktywnos$c¢ proteazowa
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dyneiny

Regulacja aktywnosci ATP-azy,
(Slizganie sie mikrotubul)

Inicjacja i aktywacja ruchu
plemnikéw
Rys. 3. Mechanizm inicjacji ruchliwos'ci plemnikéw ssakow

zwigzanej przede wszystkim z plazmolemg i frakcjg cytozolowg plemnika [23].
Omawiany enzym dodany do mieszaniny zawierajacej plemniki knura lub chomika
pozbawione plazmolemy wyraznie hamowat ich ruch poprzez obnizenie poziomu
cAMP [30].

Nie w petni wyjasniony jest udziat jonéw Ca“+ i kalmoduliny w regulacji aktyw-
nosci plemnikowej fosfodiesterazy cAMP. Zjednej strony jony Ca-+ sg potencjalnym
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aktywatorem cyklazy adenylanowej, z drugiej natomiast mogg stymulowac aktyw-
no$¢ fosfodiesterazy [48]. Wedtug Lindeman i Goltz [50] dziatanie jonéw wa-
pniowych na kluczowe enzymy regulujace poziom cAMP, a w konsekwencji
ruchliwo$é plemnikoéw, uzaleznione jest od zewnatrz-, jak i wewngatrzkomdrkowego
pH. W niskim pH, w najgdrzach, dominowa¢ moze aktywacja fosfodiesterazy, na-
tomiast w czasie kapacytacji, w uktadzie rozrodczym samicy, gdzie pH jest znacznie
wyzsze, dochodzi do stymulacji cyklazy adenylanowej wskutek wzrostu stezenia
jonéw Ca_+, a w konsekwencji do "hyperaktywacji" plemnikéw [83]. Badania
Chaundry i Casillasa [11] potwierdzity hipoteze o stymulujgcym wptywie kalmo-
duliny na aktywno$¢ fosfodiesterazy cAMP. Po dodaniu Ca“+ i kalmoduliny do
mieszaniny inkubacyjnej, zawierajgcej pozbawione plazmolemy plemniki buhaja,
obserwowano wyrazny wzrost aktywnos$ci omawianego enzymu oraz drastyczne
obnizenie poziomu cAMP. Z kolei Bhatnagar i Anad [8] stwierdzili w witce ple-
mnikéw bawotu obecnosé dwoch typdw fosfodiesterazy o podobnym powinowactwie
do cAMP i cGMP. Nalezy nadmienié, ze cGMP w przypadku plemnikoéw niektdrych
gatunkow zwierzat petni podobng funkcje regulacyjng w stosunku do axonemy
jak cAMP.

W piSmiennictwie Swiatowym istnieje wiele doniesienn odnos$nie wptywu me-
tyloksantyn - naturalnych inhibitorow fosfodiesterazy cAMP na ruchliwo$é ple-
mnikéw. Dodatek kofeiny (1,3,7-trimetyloksantyna), gtownego inhibitora
fosfodiesterazy cAMP i antagonisty receptor6w adenozyny, do mieszanin inku-
bacyjnych zawierajgcych plemniki réznych gatunkéw zwierzat powodowat wzrost
tempa fruktolizy, oddychania oraz ruchliwosci tych komoérek [76]. Podobny efekt
obserwowano w przypadku dziatania teofiliny (1,3-dimetyloksantyna) na plemniki
cztowieka [13]. Substancja ta znalazta rowniez zastosowanie w ocenie zdolno$ci
zaptadniajacej plemnikow cztowieka [51]. Dodatek bowiem teofiliny do plemnikow
z zaburzeniami ruchliwos$ci, wyraznie poprawiat ich zdolno$¢ zaptadniajaca. Gould
i in. [27] stwierdzili, ze substancja ta w stezeniu 50 mM wyraznie przyspieszata
inicjacje ruchu plemnikéw szympansa pochodzacych z ogona najadrzy. Zjawisku
temu towarzyszyt wzrost poziomu cAMP.

W ostatnich latach szczeg6lng uwage zwrdcono na role pentoksyfiliny (3,7-di-
metylo-1-5-oksoheksyloksantyna) w stymulacji ruchliwosci plemnikow cztowieka.
Shen iin. [67] wykazali, ze 3-miesieczna terapia pacjentéw z zastosowaniem tego
zwigzku wyraznie zwiekszata ruchliwo$é plemnikéw. Tarlatzis iin. [74] orazTesarik
i in. [77] obserwowali dodatni wptyw pentoksyfiliny na niektére parametry ruchu
plemnikéw u mezczyzn z zaburzeniami ptodnos$ci. Inni autorzy stwierdzili, ze dodatek
omawianej substancji w stezeniu 3,6 mM wydatnie poprawiat progresywny ruch
plemnikoéw cztowieka [81]. Nalezy doda¢, ze dodatek metyloksantyn (szczeg6lnie
pentoksyliliny) do plemnikéw wptywa dodatnio na przebieg reakcji akrosomowej
[76]. Z drugiej jednak strony pentoksyfilina moze pobudzaé peroksydacje lipidéw
btonowych plemnikow cztowieka, a wytworzone w tym procesie duze ilosci dial-
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dehydu malonowego mogg wptywac niekorzystnie na meskie komarki piciowe
[26].

Podstawg ruchu plemnikow ssakdw sg procesy fosforylacji i defosforylacji biatek
axonemy, w ktorych uczestnicza plemnikowe fosfotransferazy oraz fosfohydrolazy
fosfoproteinowe [18, 45, 72].

Fosfotransferazy, reprezentowane sg w plemnikach, miedzy innymi, przez kinazy
biatkowe zalezne od cAMP (kinazy A) (EC 2.7.1.37.). Enzymy te zbudowane sg
z dwéch podjednostek, wykazujg wtasciwosci katalityczne w obecnosci wysokich
stezen cAMP. Nukleotyd ten tgczy sie z podjednostkg regulacyjng kinazy, co
powoduje oddysocjowanie podjednostki katalitycznej, odpowiedzialnej za fosfo-
rylacje biatek axonemy [46, 54, 57, 59]. Nalezy nadmieni¢, ze aktywno$¢ kinaz
biatkowych uwarunkowana jest, miedzy innymi, odpowiednim poziomem ATP w
plemnikach.

Druga, alternatywna droga regulacji aparatu ruchu plemnikéw dokonuje sie przy
udziale kinazy C, zlokalizowanej przede wszystkim w plazmolemie. Bezpo$rednim
aktywatorem enzymu jest 1,2- diacyloglicerol (DAG), produkt rozpadu 1,4-difo-
sforanu fosfatydyloinozytolu [78]. Aktywno$¢ kinazy C uzalezniona jest réwniez
od odpowiedniego poziomu jonéw Ca“+. Ostatnio omawiany enzym zlokalizowano
w czesci wstawkowej ejakulowanych plemnikédw cztowieka [61] oraz najadrzowych
plemnikéw buhaja [10]. Rotem i in. [61, 62] wykazali, stymulujacy wptyw akty-
watoréw kinazy C na ruchliwos¢ plemnikéw cztowieka.

Mechanizm aktywacji ruchu plemnikéw z udziatem kinazy C nie jest w petni
poznany. Tym niemniej wydaje sie, ze pod wptywem omawianego enzymu dochodzi
do fosforylacji okreslonych biatek odpowiedzialnych za ruch tych komérek. Opisany
mechanizm moze by¢ alternatywng drogg regulacji ruchu plemnikdw, niezalezng
od cAMP.

Kinaze C zlokalizowano réwniez w plemnikach drobiu, nie stwierdzono jednak
istotnego wptywu tego enzymu na ruchliwo$é¢ meskich komoérek piciowych [7].

W warunkach in vivo aktywacja plemnikéw moze by¢é hamowana przez inhibitory
kinaz, w tym fosfohydrolaze fosfoproteinowg (EC 3.1.3.16.). Tash i Bracho [75]
stwierdzili, ze zwiekszonej aktywnosci fosfatazy towarzyszyt wzrost poziomu Ca-+
w plemnikach cztowieka i psa, korespondujacy ze spadkiem ruchliwosci tych ko-
morek.

Istotng role w kontroli systemdw enzymatycznych axonemy plemnika peinig
sktadniki $srodowiska zwnatrzkomoérkowego. Zwiaszcza sprawno$é plazmolemy w
transporcie jonowym warunkuje odpowiednig stabilnos¢ wewnatrzkomoérkowego
pH. Specyficzny wptyw na ruchliwo$¢ plemnikéw wywieraja przede wszystkim
jony Ca“+. Jak juz wcze$niej wspomniano, omawiane jony realizujg swa funkcje
przez regulacje aktywnosci cyklazy adenylanowej i fosfodiesterazy cAMP. Badania
Fenga i in. [20] wykazaty, ze ruchliwo$¢ plemnikéw chomika, zawieszonych w
mieszaninie inkubacyjnej pozbawionej jonéw Ca"+ byta hamowana, natomiast do-
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datek jondw Ca_+ powodowat aktywacje ruchu omawianych komorek. Odwrotny
efekt obserwowano w przypadku plemnikéw pozbawionych btony plazmatycznej.
Wskazywaé to moze, ze inicjacja ruchliwosci plemnikéw chomika nastepuje poprzez
bezposrednig aktywacje cyklazy adenylanowej, a nie przez wzrost wewnatrzkomor-
kowego stezenia jonow wapniowych.

Jony Ca"+ petnig wyjatkowg role podczas procesu kapacytacji plemnikéw w
zenskim uktadzie rozrodczym. Po kapacytacji zmienia sie rodzaj i charakter ruchu
plemnikéw z progresywnego i liniowego na bardzo energiczny, "przypadkowy",
nieprogresywny i nieliniowy. Zjawisko powyzsze okre$la si¢ jako "hyperaktywacja"
plemnikdw. Luconi iin. [52] wykazali, ze "hyperaktywacji" plemnik6w towarzyszyto
nasilenie transportu jonéw Ca-+ do wewnatrz plemnika. Sprawno$¢ omawianego
transportu, uzalezniona miedzy innymi od wartosci pH Srodowiska, mogta by¢ ha-
mowana przez zmiany zewnatrzkomoérkowego poziomu jonéw HCO03.

Jony Ca“+ odgrywaja istotnag role w obnizaniu intensywnosci oddychania ko-
moérkowego pod wptywem glukozy (tzw. efekt Crabtree). Cecha charakterystyczng
komérek wykazujacych efekt Crabtree (w tym réwniez plemnikéw) jest wysoka
zdolno$¢ do beztlenowej glikolizy oraz zmniejszania szybko$ci syntezy ATP w
mitochondriach. Zjawisko powyzsze wywotane jest nastepujagcym ciggiem zdarzen:
glukoza powoduje wzrost stezenia Ca_+ w cytoplazmie, co sprzyja akumulacji tych
jonow w mitochondriach powodujac jednocze$nie hamowanie aktywnosci kompleksu
syntazy ATP i obnizenie mitochondrialnych proceséw oddechowych.

PLAZMA NASIENIA JAKO ZRODEO SUBSTANCJI
REGULUJACYCH APARAT RUCHU
PLEMNIKOW

Plazma nasienia ssakOw jest mieszaning wydzielin jader, przewodow wypro-
wadzajacych i dodatkowych gruczotéw piciowych. Z ptynem tym zwigzane sg réz-
norodne filzjologiczne i biochemiczne funkcje nasienia. Wsrod wielu komponentow
plazmy nasienia substancje peptydowe i biatkowe petniag szczeg6lna role w regulacji
procesu zaptodnienia jaja i ptodnosci samca [68].

Peptydy i biatka plazmy nasienia uczestniczg rowniez w mechanizmach regulacji
aparatu ruchu plemnikéw. Acott i Hoskins [1] oraz Acott i in. [2] po raz pierwszy
zidentyfikowali iopisali glikoproteine wydzielang przez ogon najgdrzy buhaja. Biatko
to nazwane "biatko mchu postepowego” (forward motility protein) inicjuje ru-
chliwos$¢ plemnikéw najgdrzowych przez udziat w mechanizmie transportu jonow
Ca"+ przez plazmoleme oraz stymulacje syntezy cAMP w plemnikach. Johnson
in. [38] wyizolowali z plazmy nasienia mezczyzn dwie frakcje glikoproteinowe,
pobudzajgce ruchliwo$¢ plemnikdéw. Wedtug Juang i in. [40] czynnikiem pobu-
dzajagcym ruchliwo$¢ plemnikéw moze byc¢ relaksyna. Ten peptydowy hormon (Mr
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6 kDa), obecny zaréwno w meskim i zenskim uktadzie rozrodczym, dodany do
nasienia $wiezego i poddanego kriokonserwacji wyraznie stymulowat ruchliwo$¢
plemnikéw. Poziom relaksyny w plazmie nasienia korelowat dodatnio z ruchliwoscia
plemnikow. Z kolei stymulujacy wptyw omawianego peptydu na ruchliwo$¢ meskich
komorek ptciowych mogt by¢é hamowany przez dodatek surowicy odpornosciowej
anty-relaksyna do mieszanin inkubacyjnych. Interesujace jest, ze wcze$niejsza pre-
inkubacja anty-surowicy z EDTA lub kofeing neutralizowata jej niekorzystny wptyw
na ruchliwosé plemnikow [39]. Mechanizm dziatania relaksyny na aparat ruchu
plemnikéw nie jest w petni poznany. Tym niemniej, przypuszcza sie ze hormon
ten moze wptywaé na podniesienie poziomu cAMP oraz zmiany stezenia jonéw
Ca"+ w plemnikach.

Istotng role w regulacji aparatu ruchu plemnikéw petni réwniez system Kkalli-
kreina-kinina, obecny w plazmie nasienia wielu gatunkéw zwierzat [66]. Najwaz-
niejszym komponentem omawianego systemu jest bradykinina- hormon peptydowy,
powstajacy z plazmowego kininogenu pod wptywem syntetyzowanego w prostacie
enzymu proteolitycznego kallikreiny. Sato i Schill [64] stwierdzili stymylujgcy wptyw
kallikreiny i bradykininy na aktywno$¢ aparatu mchu plemnikéw cztowieka. Z
kolei Muller i in. [58] wykazali stymulujacy wptyw bradykininy na ruchliwos$é
plemnikow tryka. Autorzy obserwowali dodatni wptyw omawianego hormonu za-
réwno na ruchliwo$é plemnikéw $wiezych, jak i poddanych kriokonserwacji, co
sugerowa¢é moze receptorowy mechanizm dziatania bradykininy.

Czynniki stymulujace ruchliwo$¢ plemnikéw moga pochodzi¢ réwniez spoza
meskiego uktadu rozrodczego. Ostatnio Lee i in. [49] wyizolowali i oczyscili sty-
mulator ruchu plemnikéw z ptynu pecherzykowego lochy. Wyodrebniona substancja
(glikoproteina o Mr 52 kDa) pobudzata ruchliwo$¢ plemnikéw knura w zaleznosci
od jej stezenia w mieszaninie inkubacyjnej.

Obok czynnikéw stymulujacych ruchliwo$¢ meskich komorek ptciowych, w pla-
zmie nasienia zidentyfikowano wiele substancji inhibitorowych dziatajagcych na
aparat ruchu plemnikéw. Najczesciej sg to niskoczasteczkowe biatka lub peptydy.

Garcia i Graham [25] stwierdzili, ze usuniecie przez dialize niskoczgsteczkowych
biatek plazmy nasienia przed zamrozeniem plemnikéw buhaja, istotnie zwiekszato
odsetek komorek ruchliwych po rozmrozeniu.

Ostatnio Al-Somai i in. [5, 6] wykazali, ze biatkowe komponenty plazmowe
0 masach czasteczkowych od 2 do 16 kDa, uzyskane po dializie plazmy nasienia
buhaja, stanowig kompleks inhibitorow ruchliwosci plemnikéw. Omawiane formy
biatek niskoczasteczkowych moga ponownie agregowa¢ do wysokoczgsteczkowych
biatek plazmy. Wskazywac¢ to moze na funkcjonowanie w nasieniu zwierzat spe-
cyficznego mechanizmu molekularnych modyfikacji biatek plazmowych, opartego
na zjawiskach agregacji i dezagregacji. W ten sposéb peptydy i biatka plazmy
nasienia mogg modulowa¢ metabolizm i ruch plemnikdéw.
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Badania nad inhibitorami ruchu plemnikdéw z plazmy nasienia sa wyjatkowo
zaawansowane. Po raz pierwszy obecnos$¢ inhibitora w plazmie nasienia buhaja
tryka i krolika stwierdzili de Lamirande i Gagnon [16] oraz de Lamirande i in.
[15]. Dziatanie omawianego inhibitora ruchu plemnikéw hamowane byto przez
dodatek ATP. Wyniki te sugerowaty, ze istnieje wspotzawodnictwo pomiedzy wy-
mienionymi substancjami o wspolne miejsca receptorowe na plazmolemie plemni-
kéw. Gtéwnym Zrédtem omawianej substancji okazaty sie gruczoty pecherzykowe
i w mniejszym stopniu prostata [17]. Iwamoto i Gagnon [31] scharakteryzowali
inhibitor ruchliwosci plemnikow cztowieka (pozbawionych plazmolemy). Omawiana
substancja, peptyd o Mr 13-15 kDa, okazata sie stabilna w szerokim zakresie pH
od 5 do 10. Stwierdzono ponadto niespecyficzny gatunkowo mechanizm dziatania
inhibitora, ktéry hamowat ruchliwos¢ plemnikéw nie tylko cztowieka, ale réwniez
buhaja i szczura. Najwyzsza aktywno$¢ omawianej substancji stwierdzono w ptynie
gruczotéw pecherzykowych [53]. U cztowieka inhibitor syntetyzowany jest w formie
biatka prekursorowego (Mr 52 kDa), ktére podczas procesu uptynniania ejakulatu
podlega degradacji do mniejszych polipeptydéw przez proteazy pochodzace z pro-
staty. Dzieki temu zjawisku plemniki odzyskujg zdolno$¢ do ruchu [60]. Iwamoto
i in. [34] wyodrebnili ponadto termostabilny inhibitor ATP- azy dyneinowej (SPMI)
z plazmy nasienia knura. SPMI okazat sie heterogennym biatkiem o szerokim op-
timum pH, zawierajgcym sie w przedziale 6-11, ktéry hamowat ruchliwos¢ ple-
mnikéw pozbawionych plazmolemy przez oddziatywanie z funkcjonalnym
ramieniem dyneiny mikrotubul axonemy. Po ustaleniu sekwencji aminokwasowej
omawianego inhibitora [32], stwierdzono jego homologie z biatkiem AQN 3, na-
lezagcym do grupy tzw. spermadhezyn, wigzgcych sie po ejakulacji na plazmolemie
plemnikow knura i zaangazowanych w procesie interakcji plemnikéw z ostong
przejrzystg jaja [9]. Najwyzszg aktywnosé SPMI stwierdzono w ptynie gruczotéw
pecherzykowych, nizszg w plazmie nasienia i ptynie ogona najadrzy [33].

Ostanio Jeng i in. [35] opisali dwa inhibitory (Mr 15kDa) ruchliwosci plemnikéw
z plazmy nasienia knura. Omawiane substancje wywieraty ponadto inhibitorowy
wptyw na aktywno$¢ chymotrypsyny. Autorzy wykazali, ze ruchliwo$é plemnikow
mogta by¢ przywrocona po inkubacji tych komoérek z ptynem pecherzykowym lochy.

Rowniez w naszym laboratorium oczyszczono i czeSciowo scharakteryzowano
peptydowy czynnik hamowania ruchu plemnikéw z plazmy nasienia knura (SMIF)
[72]. Peptyd ten (Mr 5,7 kDa) ma zdolno$¢ naruszania wewnatrzplemnikowej ho-
meostazy, co przejawia sie inaktywacjg aparatu ruchu plemnikéw réznych gatunkéw
zwierzat oraz zdecydowanym obnizeniem poziomu ATP w tych komérkach [43].
Wyniki badan z zastosowaniem metyloksantyn wykazaty, ze SMIF dziatajac przez
adenozynowe receptory plazmolemy (zw#aszcza receptor A9) stymulowat cyklaze
adenylanowa i w konsekwencji powodowat wzrost cAMP w komérce [41]. Ostatnio
stwierdzono, ze SMIF jest komponentem wielofunkcyjnej cynkoglikoproteiny pla-
zmy nasienia knura opisanej przez Hotodego i in. [29] oraz Strzezka i Hotodego
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Tabela 1 Wybrane czynniki fizjologiczne biorgce udziat w regulacji aparatu ruchu plemnikéw

Czynnik Pochodzenie

cAMP meski i zenski uktad roz-

rodczy

biatko ruchu ogon najadrzy

postepowego

glikoproteina 52 kDa  ptyn pgcherzykowy lochy

kompleks biatek pla- plazma nasienia
zmowych (2-16 kDa)

biatkowy inhibitor ru- gruczoty pecherzykowe,
chliwosci plemnikéw  prostata

biatkowy inhibitor ATP- gruczoty pecherzykowe,
azy dyneinowej (SPMI) ogon najadrzy

peptydowy  czynnik gruczoty pecherzykowe
hamowania ruchliwosci

plemnikéw knura

(SMIF)

biatkowy czynnik hamo- plazma nasienia
wania ruchliwos$ci ple-
mnikéw koguta

seminalplasmin plazma nasienia

biatkowe inhibitory ru- plazma nasienia
chliwosci plemnikéw
(SMI1 1, SMI 2)

Sposéb dziatania PiSmiennictwo

aktywacja kinazy A, inicjacja San Awugustin i
ruchliwosci plemnikow Witman, 1994, Co-
wart i in., 1994

stymulacja syntezy cAMP, ini-Acolt i Hoskins,
cjacja ruchliwosci plemnikow 1981, Acolt i in.,
1983

stymulacja ruchu plemnikéw Lec i in., 1992

hamowanie ruchliwosci ple-Al-Somai i in.,
mnikéw 1994a, 1994b

hamowanie ruchliwo$ci ple- De Lamirande i

mnikéw pozbawionych pla- Gagnon, 1983,1984,

zmolcmy De Lamirande iin.,
1986, 1987

hamowanie aktywnosci ATP-lwamoto i in.,
azy dyneinowej, hamowanie 1992, 1993, 1995
ruchliwosci plemnikéw pozba-

wionych plazmolemy

spadek poziomu ATP w ple-Strzezek i in.,
mnikach, hamowanie ruchli- 1992, Kordan i
wosci plemnikéw Strzezek 1992,

Kordan i in., 1997

hamowanie ruchliwosci ple- Mohan i in., 1995
mnikow

hamowanie ruchliwosci ple- Scheit i in., 1985,
mnikow 1986

hamowanie ruchliwosci ple-Jeng i in.,, 1993
mnikéw

[71]. W innych badaniach [42] wykazano miedzy innymi, ze omawiany inhibitor
powodowat zmiany morfologiczne plazmolemy w regionie akrosomowym, hamowat
peroksydacje lipidow [12] oraz stabilizowat chromatyne plemnikow knura [42].
Oprocz wymienionych wihasciwosci, stwierdzono réwniez antybakteryjng aktywnosé
SMIF w stosunku do niektdrych szczepow bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych
[72].

Ostatnio Mohan iin. [56] oczyScili z plazmy nasienia koguta wysokoczasteczkowy
(Mr 78 kDa), biatkowy czynnik hamowania ruchliwosci plemnikéw (SMIF), ktéry
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wykazywat ponadto wiasciwosci antybakteryjne. Autorzy nie obserwowali zmian
w poziomie ATP w plemnikach pod wptywem SMIF. Sugerowa¢ to moze inny
sposéb inaktywacji aparatu ruchu plemnikéw przez omawiany inhibitor, w porow-
naniu z opisanym przez nas [43].

W plazmie nasienia buhaja stwierdzono obecno$¢ peptydu "seminalplasmin™ (Mr
5,4 kDa), ktory obok wiasciwosci hamowania ruchu plemnikoéw i reakcji akro-
somowej wykazywat wiasciwosci bakteriostatyczne wobec réznych szczep6éw ba-
kterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych [65].

W tabeli 1 zestawiono omawiane wcze$niej wazniejsze czynniki uczestniczace
w regulacji aktywosci aparatu ruchu plemnikdw, jednakze doktadne poznanie me-
chanizmu dziatania tych substancji wymaga dalszych badan.

METODY OCENY RUCHU PLEMNIKOW
W DIAGNOZOWANIU PLODNOSCI

Ocena ruchu plemnikéw przy zastosowaniu konwencjonalnej metody z uzyciem
mikroskopu Swietlnego jest mato precyzyjna, a jej wynik w duzej mierze uzalezniony
jest od subiektywnej oceny osoby przeprowadzajgcej badania. W ostatnich latach
zastosowano z powodzeniem komputerowe systemy oceny jakos$ci nasienia, w tym
system CASA (Computer-Assistecl Semen Analysis). Zaletg tego systemu jest mo-
zliwos$¢ precyzyjnej oceny indywidualnego ruchu plemnikéw, z uwzglednieniem
predkosci poszczeg6lnych komoérek w jednostce czasu. Dodatkowo system CASA
klasyfikuje rodzaj ruchu plemnikéw na postepowo-liniowy, nieliniowy oraz cyr-
kulacyjny [14].

Gunzel-Apel iin. [28] wykazali, ze odsetek plemnikéw z ruchem postepowym
i liniowym jest istotnym parametrem w ocenie przydatnosci omawianych komoérek
do kriokonserwacji. Wskazniki te korelowaty rowniez z ruchliwos$cig plemnikow
po rozmrozeniu. Z kolei Yeung i Nieschlag [85] stwierdzili, ze precyzyjna ocena
induwidualnego ruchu plemnikéw pomocnajest w diagnozowaniu ptodnosci meskiej,
a prawidtowe parametry ruchu korelowaty z szybkoS$cig transportu plemnikéw w
zenskim uktadzie rozrodczym. Nalezy zaznaczyé, ze system CASA uzywany jest
czesto do oceny zmian w parametrach ruchu, jakie zachodzg podczas hyperaktywacji
plemnikéw poddanych procesowi kapacytacji [73]. Stachecki i in. [69] stwierdzili
istotne r6znice w parametrach mchu pomiedzy plemnikami z normospermia a wyka-
zujacymi zmiany morfologiczne w regionie witki. Autorzy wykazali, ze ruch po-
stepowy uzalezniony jest od czestotliwosci uderzen witki, za$ uszkodzenia zaréwno
wstawki, jak i witki powodujg obnizenie predkosci ruchu plemnikéw. Generalnie
najwazniejszym parametrem w ocenie przydatnosci plemnikéw do zaptodnienia
jest ruch liniowy. Aitken i in. [4] obserwowali obnizenie predkosci ruchu liniowego
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oraz wartosci odchylenia gtowek plemnikéw u mezczyzn nieptodnych. Parametry
te korelowaty ze zdolnosciag zaptadniajacg plemnikdw przy uzyciu testu penetracji
jaj chomika [19]. Jeulin i in. [36] wykazali natomiast istotne korelacje pomiedzy
warto$cig omawianych wskaZznikdw a powodzeniem zaptodnienia in vitro u czto-
wieka.

Znajomos$¢ molekularnych mechanizméw kontroli aparatu ruchu plemnikéw oraz
dobér odpowiedniej metody oceny ruchliwosci omawianych komoérek wydajg sie
by¢ podstawg petniejszego zrozumienia zjawisk towarzyszacych procesowi zaptod-
nienia u ssakow.
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APOPTOZA W UKELADZIE ODPORNOSCIOWYM -
ROLA Fas, bcl-2 I INTERLEUKINY 2

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

Jacek ROLINSKI

Zaktad Immunologii Klinicznej i Klinika Hematologii AM w Lublinie

Streszczenie: Apoptoza odgrywa istotng role w rozwoju i w funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego.
Mozna wyr6zni¢ dwa mechanizmy prowadzace do apoptozy komdrek ukfadu odpornosciowego: 1)
dodatnie sygnaty indukujgce apoptoze poprzez potgczenie Uganda (Fas-L) do receptora na powierzchni
komérki (Fas) 2) negatywna indukcja poprzez utrate sygnatow hamujacych apoptoze (utrata hamujacego
dziatania cytokin). Rodzina biatek bcl-2 odgrywa centralng role w regulacji apoptozy zwigzanej z
brakiem sygnatéw pochodzacych od cytokin. Zwiekszona ekspresja niektérych cztonkéw rodziny (np.
bcl-2 ibcl-xij hamuje apoptoze w przypadku niedoboru cytokin. Nadmierna ekspresja innych cztonkéw
rodziny (np. bax i bad) ttumi sygnaty pochodzace od receptorow cytokinowych i indukuje apoptoze.
Artykut przedstawia obydwa mechanizmy $mierci zachodzace w aktywowanych komdrkach uktadu
odpornosciowego.

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

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

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

Przezycie organizmu zalezy nie tylko od namnazania sie i réznicowania od-
powiedniej liczby komérek, ale takze od ich obumierania. W rozwoju organizmu
umieranie komorek jest réwnie wazne, jak ich namnazanie. Liczba komoérek w
réznych narzadach (wielko$¢ narzad6éw) zalezy od rownowagi pomiedzy proliferacja
komorek a ich $miercig [3]. Nadmierna proliferacja, jak i rowniez zaburzenia umie-
rania komorek mogg by¢ przyczyng wielu choréb. Zmniejszone umieranie komorek
moze wigzaC sie z patogenezg nowotwordw, chor6b autoimmunologicznych czy
infekcji wirusowych. Z drugiej strony ich nadmierne umieranie moze lezeé u podtoza
schorzen neurodegeneracyjnych (choroba Alzheimera, Parkinsona), AIDS, osteo-
porozy czy zespotéw mielodysplastycznych oraz niedokrwistosci aplastycznej [13].

Rozr6znia sie obecnie dwa rodzaje $mierci komorki [35,38]:

- $mier¢ patologiczna znanajako martwica (nekroza), zwana takze przypadkowsa
$miercig komorki (ang. accidental celi death) lub morderstwem komoérki —spo-
wodowana nieodwracalnym jej uszkodzeniem,

- $mier¢ fizjologiczna, programowana (ang. programmed celi death), okreslana
rowniez jako apoptoza [19], $mier¢ samobodjcza lub altruistyczna - jest to taki
rodzaj $mierci, ktdrg komorka planuje i odpowiednio sie do niej przygotowuje.

Nadmierna aktywacja uktadu odporno$ciowego moze sama prowadzi¢ do wie-
kszych patologicznych zniszczen niz inwazja antygenu/patogenu. Muszg wiec istniec¢
skuteczne mechanizmy kontrolujagce odpowiedz immunologiczng. Wydaje sie, ze
usuniecie aktywowanych limfocytdw T drogg apoptozy w procesie okreslanym jako
Smier¢ komoérek indukowana aktywacja (ang. AICD - activation-induced-cell death)
po wykonaniu przez nie swojego zadania lezy u podstaw homeostazy uktadu odpo-
rnosciowego [4].

O uruchomieniu programu $mierci (apoptozy) decyduje bardzo wiele réznych
czynnikéw zaréwno endo-, jak i egzogennych [18]. Do czynnik6éw endogennych
moga naleze¢ btedy w samym DNA, do czynnikéw egzogennych hormony iczynniki
wzrostowe obecne w ptynach ustrojowych [41]. Sygnaly uruchamiajgce program
$mierci pochodza najczesciej z zewnatrz i docierajg do komorki przez odpowiednie
receptory. W przypadku limfocytéw sygnatem uruchamiajgcym program S$mierci
moga byc¢:

* przeciwciata przeciwko:

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

- CD95 (Fas/APO 1) [42,30],

 receptor TNF (receptor czynnika martwicy nowotworéw (ang. TNF - tumor
necrosis factor)) [5],

* swoiste antygeny czy tez r6znego rodzaju migoteny (np. LPS, PHA).
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SzczegO6lnie silnym induktorem apoptozy w ukiadzie odpornosSciowym sg au-
toantygeny.

Apoptoza w przeciwienstwie do nekrozy jest genetycznie kontrolowanym pro-
cesem samounicestwiania sie niepotrzebnych organizmowi komoérek. Proces ten
odgrywa tez kluczowag role w rozwoju i funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego.

Apoptoze w uktadzie immunologicznym obserwujemy:

1) wczasie rozwoju uktadu odporno$ciowego, kiedy ponad 95% mtodych limfocy-
téw T w grasicy iok. 75% prekursoréw limfocytéw B w szpiku ginie w procesie
Smierci samobdjczej [23]. W grasicy brak sygnatu przez TCR wywotuje zawsze
apoptoze tymocytéw, podczas gdy stymulacja przez TCR moze prowadzi¢ albo
do przezycia i réznicowania si¢ w dojrzate limfocyty (pozytywna selekcja) badz
do apoptozy (negatywna selekcja) [1].

2) w czasie aktywacji uktadu odpornosciowego, kiedy niszczenie komérek zakazo-
nych wirusem lub komoérek nowotworowych przez limfocyty cytotoksyczne
odbywa sie w drodze apoptozy. Limfocyty CD 8+ moga indukowa¢ apoptoze
zaroOwno przez aktywacje receptora Fas na powierzchni niszczonej komorki, jak
i przez wprowadzenie do jej wnetrza proteaz serynowych, takich jak granzymy
A i B, co réwniez daje poczatek programowi $mierci [11,5]. Granzymy byty
wczesniej nazywane fragmentynami, co wynikato z ich zdolno$ci do indukowania
fragmentacji DNA komorki docelowej. Morfologiczny obraz fragmentacji DNA
jest typowy dla apoptotycznej $mierci komorki.

3) poprzez apoptoze dochodzi do wyciszenia procesow’odpornosciowych. Aktywa-
cja, a nastepnie proliferacja limfocytow w odpowiedzi na antygen prowadzgca do
zwiekszenia ich liczby musi podlegac sprawnej kontroli. Po zakonczeniu odpo-
wiedzi immunologicznej zwiekszona masa aktywowanych komérek powinna
powrécié do stanu wyjsciowego z zachowaniem niezbednej ilosci dtugo zyjacych
komorek pamieci CD45RA-/CD45R0O+ [40,26]. Sa one konieczne do szybkiej
odpowiedzi przy ponownym kontakcie z tym samym antygenem. Po wykonaniu
swojego zadania wiekszos¢ aktywowanych limfocytow T i B wybiera droge
samounicestwienia, a ilos¢ komorek i wielkos¢ zmienionych zapalnie obwodo-
wych narzadow limfatycznych wraca do normy.

Przyktadem moze by¢ koncowa faza zakazenia wirusem Epstein-Barr (EBV)

u chorych na mononukleoze zakazng. Eliminacja nadmiernej ilosci (juz niepotrzeb-
nych) aktywowanych (HLADR+) limfocytéw T powstatych na skutek odpowiedzi
przeciw zakazonym EBV komérkom B odbywa sie w drodze apoptozy [48]. U
chorych tych zaréwno limfocyty CD4+/45R0+, jak i CD8+/CD45R0O+ ulegajg
spontanicznej apoptozie, a tylko niewielka ich cze$¢ przetrwa jako dtugo zyjace
limfocyty T pamieci. Moze wskazywa¢ to na fizjologiczny spos6b pozbywania
sie limfocytow T aktywowanych infekcja wirusowg. W ,,umierajgcych” limfocytach
obserwuje sie spadek ekspresji genu bcl-2, a wiec czynnika blokujgcego program
$mierci komorki, co umozliwia spontaniczng apoptoze. W przeciwienstwie do ob-
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serwowanych w mononukleozie zmian, u 0s6b zdrowych nieaktywowane limfocyty
T CD45 RO+ (komérki pamieci) cechuje silna ekspresja bcl-2 i staba tendencja
do spontanicznej apoptozy w ocenie in vitro [48].

ROLA FAS | FAS-L W UKLADZIE ODPORNOSCIOWYM

Wiele danych wskazuje, ze apoptoza aktywowanych limfocytow T moze odbywac
sie za posrednictwem antygenu CD95 (Fas/APO-1). Fas (CD95) nazywany réwniez
»czynnikiem $mierci” (the Fas death factor) zostat po raz pierwszy wyizolowany
w 1989 r. przez dwie niezalezne grupy [30]. Powierzchniowy antygen rozpoznawany
przez przeciwciato klasy IgM zostat nazwany Fas, natomiast ten sam antygen wykryty
przez drugg grupe badaczy wigzacy przeciwciato klasy 1gG3 okreslony zostat jako
APO-1 [30]. U ludzi pojedynczy gen kodujacy antygen CD95 lezy w chromosomie
10 [18]. Antygen CD95 jest glikoproteing btony komérkowej o masie czasteczkowej
40-50 kD. CD 95 nalezy do nadrodziny receptoréw, takich jak: TNF-R (receptor
czynnika martwicy nowotworéw), NGF-R (receptor czynnika wzrostu neuronow),
antygen OX, glikoproteiny CD27, CD30, CD40 [1]. Je$li idzie o role antygenu
CD95, to wykazano ze stransformowane mysie linie komdérkowe ze statg ekspresja
CD95, stymulowane przeciwciatem anty-Fas, umierajg w drodze apoptozy w ciggu
okoto 5 godzin [30]. Swiadczy to o mozliwoéci przewodzenia sygnatu indukujacego
apoptoze przez antygen CD95.

CD 95 wystepuje na niewielkim odsetku spoczynkowych (ang. resting) komdrek
T i B krwi obwodowej i ok. 5% spoczynkowych komoérek NK oraz subpopulacji
monocytéw [31]. Ekspresja CD95 charakteryzuje takze subpopulacje limfocytow
T (TCR a/+) pamieci immunologicznej CD45R0O zar6éwno CD4, jak i CD8 oraz
limfocytow T CD45RO (TCRy/5+) [26]. Natomiast limfocyty dziewicze (ang. naive)
CD45RA+ nie wykazujg ekspresji CD95. Wsrod limfocytéw B, jedynie komorki
bez powierzchniowej IgD (slgD-) cechuje ekspresja CD95, limfocyty IgD+ nie
wykazujg ekspresji CD95 [26]. Wydaje sie wiec, ze ekspresja antygenu CD95 na
limfocytach T i B krwi obwodowej moze odzwierciedlac¢ ich stan aktywacji anty-
genowej. Przeciwciato monoklonalne anty-APO-1 sprzezone z fikoerytryng reaguje
z wiekszoscig tymocytéw, chociaz zageszczenie antygenu CD95 na powierzchni
tych komérek jest znacznie mniejsze niz na spoczynkowych limfocytach T i mo-
nocytach [31]. Ekspresja CD95 na aktywowanych komédrkach T,B i NK oraz na
limfocytach stransformowanych wirusami HTLV-1, HIV i EBV istotnie wzrasta
[30]. Wystepowanie CD95 charakteryzuje rowniez limfocyty biataczki T komor-
kowej, chtoniaka B-komdrkowego Srodpiersia i choroby Hodgkina [36]. Wstepnie
wykazalismy (Rolinski i wsp. praca zgtoszona do druku) znaczng ekspresje Fas
nabiataczkowych limfocytach B krwi obwodowej od chorych na przewlektg biataczke
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limfatyczng. Ekspresja antygenu CD95 na spoczynkowych limfocytach i monocytach
nie uposledza zywotnosci komoérek. Natomiast inkubacja aktywnych komérek B,
T i NK z przeciwciatem anty-CD95 indukuje apoptoze. Szczegdlny region ztozony
z 68 aminokwaséw w domenie cytoplazmatycznej CD95 przypuszczalnie odgrywa
zasadnicza role w przekazywaniu apoptotycznego sygnatu. Przeciwnie natomiast,
koniec-C biatkaCD95 ztozony z 15 aminokwasdw negatywnie reguluje przewodzenie
tego sygnatu [36].

Przez dtuzszy czas trwaty poszukiwania liganda dla receptora Fas. W 1994
roku wyizolowano i oczyszczono ligand (Fas-L) dla antygenu Fas [42,43]. Oczy-
szczony Fas-L jest biatkiem o masie czgsteczkowej okoto 40 000 kD, wykazujgcym
silng cytotoksycznos¢ przeciwko Fas-t- komérkom. Mysi i ludzki Fas-L (Fas-ligand)
sgw 76,9% identyczne w sekwencji aminokwasOw icechujg sie zmiennym dziataniem
[30]. Fas-L jest powierzchniowg molekutg nalezaca do rodziny czynnika martwicy
nowotworéw-a (TNF-a - tumor necrosisfactor-a). Do rodziny tej nalezg réwniez:
limfotoksyna nazywana inaczej czynnikiem martwicy nowotworéw-(3 (TNF-[3),
CD40ligand (gp39), CD27 ligand,CD30ligand [1,43]. PotgczenieFas-Fas-L indukuje
apoptoze w komérkach z ekspresjg Fas. Fas-L jest obecny prawie wytgcznie na
aktywowanych limfocytach T, na tych samych komorkach stwierdza sie rdwniez
ekspresje receptora Fas [30]. Ekspresja Fas i Fas-L na dziewiczych nieaktywowanych
limfocytach T jest niska. Aktywowane limfocyty T wykazujgce ekspresje zar6wno
receptora Fas, jak ijego liganda, stajg sie ,podatne na $mier¢” przez mechanizm
Fas-Fas-L. Interakcja dwoch aktywowanych limfocytéw T moze prowadzi¢ do prze-
kazania sygnatu $Smierci przez jedng komarke drugiej [50]. Proces ten czesto okre$la
sie mianem $mierci bratobojczej, w przeciwienstwie do $mierci samobdjczej, kiedy
Fas iFas-L znajdujg sie najednej komdrce ina zasadzie autokrynnej moga indukowac
swojg zagtade [7,39]. Pojedynczy gen dla Fas-L jest zlokalizowany na chromosomie
1u ludzi imyszy [45,43]. Jakjuz wczes$niej wspomniano, w uktadzie odpornosciowym
Fas i Fas-L sg odpowiedzialne za wyhamowanie odpowiedzi immunologicznej oraz
posredniczg w cytotoksycznosci indukowanej przez limfocyty T. Ostabienie funkcji
uktadu Fas - Fas-L moze by¢ przyczyng limfoproliferacji, czy zaostrzenia choréb
auto-immounologicznych, natomiast nasilenie jego aktywnos$ci prowadzi do usz-
kodzenia tkanek [28,10,27].

Badania prowadzone na myszach Lpr (od lymphoproliferatiori) noszacych na
chromosomie 19 zmutowany gen, ktory koduje produkt homologiczny do antygenu
CD95 i myszach gid (od generalized lymphoproliferative disease) majacych zmu-
towany gen na chromosomie 1 potwierdzity role ukladu Fas-Fas-L w chorobach
limfoproliferacyjnych i autoimmunologicznych [44,37,12]. Choroby te charakte-
ryzuje akumulacja nieprawidtowych komdrek T i wytwarzanie autoprzeciwciat klasy
IgG i IgM anty-DNA i czynnika reumatoidalnego. U myszy Ipr i gid dochodzi
do powiekszenia weztow chionnych i $ledziony, rozwija sie kiebkowe zapalenie
nerek lub reumatoidalne zapalenie stawow. Zwierzeta te ging ok. 5 miesigca zycia.
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Wydaje sie ze nieprawidtowa ekspresja genéw kodujacych Fas i Fas-L zmniejsza
apoptoze autoreaktywnych limfocytow. A zatem Fas odgrywa role zaréwno w eli-
minacji klonéw autoreaktywnych komorek T, jak i aktywnych limfocytéw T, po
zakonczeniu ich odpowiedzi na obce antygeny [44,39].

Inkubacja limfocytow T z przeciwciatami anty-TCR lub anty-CD3 w poczat-
kowym okresie prowadzi do aktywacji limfocytow, a p6zniej prowadzi do frag-
mentacji DNA i $mierci komorki [7]. Ciekawe jest, ze sygnaly prowadzace do
aktywacji i proliferacji przez kompleks TCR/CD3 sg czesto takie same jak sygnaty
prowadzace do $mierci komdrki. Wiadomo jest, ze zardwno dojrzate limfocyty
T, jak i niedojrzate komérki T (tymocyty) stymulowane przez TCR/CD3 ulegajg
apoptozie. Jednak zjawiska te przebiegajg inaczej w dojrzatych limfocytach T i
tymocytach. Jest to prawdopodobnie zwigzane z rolg drugiego sygnatu niezbednego
do aktywacji limfocytéw. W wyniku kontaktu antygenu z kompleksem TCR/CD3,
limfocyty, otrzymujg tzw. pierwszy sygnat, ktéry prowadzi do aktywacji lub $mierci
komorki. Droga, ktorg wybierze komorka: aktywacja (proliferacja) czy Smier¢, zalezy
przypuszczalnie od drugiego kostymulacyjnego sygnatu. W przypadku dojrzatych
komorek, drugim sygnatem jest potaczenie sie CD28 na limfocytach T ze strukturg
B7(CD80) na komérkach prezentujacych antygen, czy tez kontakt pomiedzy CD40
na limfocytach B ze swoim ligandem L-CD40 na limfocytach T [34,47]. Drugi
sygnat w przypadku dojrzatych limfocytdw moze prowadzi¢ do zwiekszenia poziomu
bcl-xL, homologu bcl-2, ktéry rowniez hamuje $Smieré¢ komodrek [6,47]. Natomiast
w tymocytach drugi sygnat moze by¢ sygnatem $mierci prowadzgcym do klonalnej
delecji [34]. W przypadku tymocytéw CD30 moze by¢ czasteczka przewodzaca
drugi sygnat [26]. Tymocyty myszy z uszkodzonym genem dla CD30 nie przechodzg
negatywnej selekcji w grasicy. W chwili obecnej niewiadomo dlaczego sygnat ko-
stymulujacy w jednych komoérkach prowadzi do aktywacji, a w innych do $mierci.
Byé moze tymocyty sg bardziej podatne na $mier¢ po otrzymaniu drugiego sygnatu
niz dojrzate limfocyty T [14]. W kompleksie CD3 sktadajgcym sie z pieciu tancuchow,
tancuch r| jest szczeg6lnie istotny w przekazywaniu sygnatdw prowadzacych do
$mierci.

Dheim i wsp. [16] udowodnili, ze indukcja apoptozy w limfocytach T przez
kompleks TCR/CD3 odbywa sie przy udziale APO-1 Przeciwciata anty-CD3 nasilaty
ekspresje Fas-L i prowadzity do apoptozy aktywowanych przez przeciwciato anty-
CD3 komorek (rys. 1). Proces ten byt hamowany przez zablokowanie receptora
Fas przez przeciwciata anty-Fas. Autorzy sugerujg ze apoptoza indukowana przez
TCR w aktywowanych komérkach T moze odbywac sie w drodze ,,autokrynnej
$mierci samobdjczej” wyzwalanej przez Fas-Fas-L (rys. 1). Apoptoza indukowana
przez Fas rézni sie od indukowanej przez przeciwciata anty-CD3 szybszym prze-
biegiem [16]. Rdznice w czasie przebiegu apoptozy mozna ttumaczyé bezposrednim
(Fas) i posrednim (anty-CD3) wptywem tych czynnik6w na proces programowanej
$mierci komorki. Posrednia indukcja przez CD3 wymaga zaangazowania wigkszej
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Rys. 1 Schemat ,,autokrynnej $mierci samobdjczej” wyzwalanej przez Fas-L. Stymulacja limfocytow

przez kompleks TCR/CD3 prowadzi do aktywacji i namnazania sie komorek, indukujac jednoczesnie

apoptoze. Antygen lub przeciwciata anty-CD3 wyzwalajg ekspresje Fas-L na limfocytach, co jest
sygnatem do fragmentacji DNA

ilosci wewnatrzkomdrkowych czynnikéw i zdarzer prowadzacych do ekspresji Fas
mRNA i Fas-L.

W regulacji procesu apoptozy przez system Fas-Fas-L bierze réwniez udziat
rozpuszczalna forma antygenu Fas (sFas) trudno wykrywalna w surowicy Kkrwi
u ludzi zdrowych, natomiast obecna w wysokim stezeniu u pacjentéw z toczniem
rumieniowatym trzewnym (SLE), ponad 60% chorych. Cheng i wsp. [10] stwierdzili,
ze podwyzszony poziom sFas u chorych z SLE hamuje apoptoze limfocytéw in-
dukowanych przez antygen Fas in vitro, a takze wykazali istotny wptyw rozpu-
szczalnej formy sFas na roznicowanie i proliferacje limfocytow w odpowiedzi na
wilasne antygeny. Sugeruje to role sFas w chorobach z autoagres;ji.

W ustroju cztowieka sg miejsca (przednia komora oka, mézg, jadra) o obnizonej
reaktywnosci na przeszczepy allograficzne. Poczatkowo sgdzono, ze brak odrzucania
przeszczepu wigze sie z istnieniem bariery krew-tkanki blokujgcej dostep allore-
aktywnych limfocytow do przeszczepionych komérek. Obecnie wiadomo, ze eks-
presja Fas-L w tych tkankach (np. na komdrkach parenchymalnych w przedniej
komorze oka czy komdrkach Sertoliego w jgdrach) indukuje apoptoze alloreaktyw-
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nych limfocytéw przez receptor Fas, eliminujac w ten sposéb komorki zdolne do
odrzucenia przeszczepu [17].

UDZIAL BCL-2 | IL-2 W REGULACJI APOPTOZY

Inwazja antygenu (patogenu) w organizmie prowadzi do aktywacji i ekspansji
pobudzonych limfocytéw, makrofagow, granulocytéw, ,nadmiernego” gromadzenia
sie ich w narzadach i tkankach objetych procesem chorobowym. W okresie zdrowia
pula limfocytéw T w organizmie pozostaje stata, a ich liczba zalezy wytacznie
od ,,pojemnosci” tkanki limfoidalnej niezbednej do utrzymania homeostazy. Chociaz
ilos¢ limfocytow T wydaje sie by¢é wzglednie niezmienna, proporcje poszczegélnych
komoérek specyficznych (swoistych) dlaréznych antygendw moga wahac sie znacznie
zaleznie od czasu, jaki uptynat od ostatniego wtargniecia danego patogenu. Wy-
nikiem tego jest wieksza ilos¢ limfocytéw T swoistych wobec powszechnie wy-
stepujacych antygendéw, z ktérymi kontaktuje sie organizm, niz wobec rzadko
spotkanych antygendw.

Wydaje sie, ze apoptoza komérek aktywowanych w drodze AICD i uktad Fas
i Fas-L sg niewystarczajgce do wyhamowania odpowiedzi immunologicznej. Drugim
istotnym mechanizmem, ktérego znaczenie podkresla sie ostatnio, moze byé niedob6r
cytokin i rola mikrosrodowiska komdrkowego jako zrddta tych czynnikéw [3].
Cytokiny i mikrosrodowisko komdrkowe obok AICD stanowig wazny mechanizm
regulujacy odpowiednie proporcje pomiedzy aktywowanymi limfocytami a komaér-
kami pamieci (CD45R0O+). Wydaje sie, ze ratowanie aktywowanych limfocytow
T od $Smierci samobdjczej przez stymulujace dziatanie cytokin jest istotnym czyn-
nikiem utrzymujacym pokazng pule komérek CD45RO+. Pod koniec odpowiedzi
immunologicznej, kiedy stezenie antygenu jest niskie, aktywowane limfocyty T
uruchamiajg program $mierci, ktory wyzwalany jest obnizeniem poziomu cytokin
(rys. 2). Indukcja apoptozy przez Fas na tym etapie nie ma wiekszego znaczenia
[3]. Natomiast w okresie duzego stezenia antygenu sygnaty wysytane przez receptory
cytokinowe nie sg w stanie zapobiec $mierci indukowanej przez Fas. Moze stanowi¢
to system obronny przed nadmierng stymulacjg uktadu odpornosSciowego [3]. Akty-
wowane limfocyty T wymagajg statej obecnosci interleukiny 2 w celu podtrzymania
klonalnej ekspansji i przeciwdziatania apoptozie. IL-2 blokuje samobdjczg Smieré
aktywowanych limfocytéw T przez zwiekszenie ekspresji biatek hamujacych apo-
ptoze, takich jak produkt genu bcl-2 [3]. Usuniecie IL-2 ze Srodowiska aktywowanych
limfocytow T in vitro zmniejsza ekspresje bcl-2 i indukuje apoptoze. Linie ko-
morkowe limfocytéw T CD45RO+ zalezne od IL-2 cechuje wysoka ekspresja bcl-2
w obecnosci IL-2 w hodowli in vitro. Usuniecie IL-2 z pozywki prowadzi do
gwattownego spadku ekspresji bcl-2 i apoptozy hodowanych komorek. Doswiad-
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Dwa mechanizmy indukcji apoptozy w aktywowanych
limfocytach T

stymulacja antygenowa

Limfocyt dziewiczy T antygen/patogen
(CD45RA+) (Naive T celi) I
Aktywowany
limfocyt T
Apoptoza Apoptoza wywotana
poprzez stymulacje spadkiem poziomu cytokin
Fas/APO-1 Bcl-2  Bcl-xL
Spadek
ekspresiji
Zwiekszenie
ekspresiji
Fas/APO-1

Komérka pamieci
(CD45R0O+) (Memory T celi)

Rys. 2. Rola 1L-2 i innych cytokin w regulacji proceséw umierania komorek. Aktywacja limfocyto\
prowadzi do apoptozy przez uktad Fas-Fas-L. Obnizenie stezenia IL-2 wywotuje réwniez apoptoze
zwigzang ze spadkiem ekspresji bcl-2

czenia te potwierdzajg istotng role 11-2 w regulacji ekspresji bcl-2 w aktywowanych
mysich liniach T komadrkowych.

Krazace limfocyty T od chorych z infekcjg wirusowg cechuje niski poziom bcl-2.
Komoérki te w hodowli in vitro ulegajg gwattownej apoptozie, dopéki do pozywki
nie doda sie IL-2. Co wiecej, dodanie IL-2 do hodowli aktywowanych limfocytéw
T CD45R0O+ otrzymanych od pacjentow z ostrg infekcjg wirusowg prowadzi do
zwiekszenia ekspresji bcl-2 i ratuje te komérki przed apoptoza [3].

Biatka regulujace apoptoze moga utatwia¢ lub hamowac programowang $mieré
komorki. W przeciwienstwie do uktadu Fas-Fas-L kierujgcego komorki w strone
Smierci, inne biatko bcl-2 (od B-cell leukemia/lymphoma) hamuje ten proces. Gen
bcl-2 zostat odkryty i sklonowany przez Tsujimoto i Croce w 1984 r., zlokalizowano
go w ditugich ramionach chromosomu 18 (18q21.3) [46]. Produkt genu bcl-2 biatko
p26 jest integralnym biatkiem btony mitochondrialnej i btony jadrowej oraz bton
retikulumendoplazmatycznego. Bcl-2jest gtdwnym czynnikiem wydtuzajacym zycie
spoczynkowych limfocytdw T i B przez hamowanie apoptozy [21]. U myszy z
wytgczonym genem bcl-2 spoczynkowe limfocyty T sg bardziej podatne na apoptoze
niz bcl-2+ spoczynkowe komorki T. Takiej réznicy nie stwierdza sie w przypadku
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aktywowanych limfocytéw T. Limfocyty B bcl-2- (ujemne) cechuje krotszy czas
zycia [15].

Ekspresja czynnikéw regulujacych proces $mierci zmienia sie w czasie rozwoju
i r6znicowania limfocytéw w centralnych i obwodowych narzadach limfatycznych
warunkujac ich podatno$¢ na apoptoze. Mtode tymocyty ulegajg bardzo tatwo apo-
ptozie (95% tych komérek umiera w obrebie grasicy). Bcl-2 obecny jest gtéwnie
w limfocytach rdzenia grasicy [22,49]. Miode korowe tymocyty, ktérych wiekszos$¢
umiera, nie wykazujg ekspresji bcl-2 [49]. Z drugiej strony dojrzate dziewicze
limfocyty T sg oporne na apoptoze, a po aktywacji ponownie stajg sie komdrkami
podatnymi na programowang $mier¢ komorki. Zmiany te korelujg z poziomem
bcl-2 w komoérce [49].

Ekspresja bcl-2 jest szczegblnie zaznaczona w obwodowych narzgdach limfa-
tycznych, w ktorych zachodzi apoptoza [25]. Takim przyktadem sg centra rozrodcze
grudek limfatycznych wystepujace miedzy innymi w weztach chtonnych [24]. W
pobudzonej przez antygen grudce limfatycznej obserwuje sie r6zng ekspresje bcl-2
w limfocytach B zaleznie od strefy, w ktorej sie on znajduje [20,32], i tak na
przykiad:

—Dtugo zyjace kragzace limfocyty B IgM+IgD+ znajdujgce sie w obszarze ptaszcza
(follicular mantle) cechuje wysoka ekspresja bcl-2.

—Proliferujgce centroblasty z obszaru ciemnego (dark zone) wykazujg brak lub
bardzo stabg ekspresje bcl-2.

—W centrocytach zjasnego obszaru (light zone), ktérych wiekszos$¢ ginie w drodze
apoptozy, réwniez nie stwierdza sie ekspresji bcl-2.

-Plazmoblasty i komorki pamieci obecne w grudkach limfatycznych cechuje obe-
cno$¢ bcl-2 proteiny.

Omawiajac role bcl-2 nalezy réwniez wspomnie¢ o innych cztonkach rodziny
bcl-2 [33,54]. Rodzine gendw bcl-2 przedstawiono w tabeli 1[8,9,53]. Bel-xL (large)
ibcl-xs (smali) sg produktami genu bcl-x. Podczas gdy bcl-xLhamuje $mieré¢ komorki,
bcl-xs wywiera przeciwstawne dziatanie. Obecno$¢ bcl-xL stwierdzono gtéwnie w
grasicy, gdzie jest on istotnym czynnikiem hamujgcym apoptoze niedojrzatych ty-
mocytéw. Cztonkowie rodziny bcl-2 tworzg zwykle homo- lub heterodimery. Uwaza
sie, ze homodimery bax/bax sg bezposrednimi induktorami $mierci [1,51]. Bcl-2
i bcl-xLreagujac z bax mogg blokowaé tworzenie sie homodimerdw bax/bax hamujac
w ten sposdb apoptoze. Z drugiej strony, bad i bak reagujac z bcl-2 i bcl-xL mogg
utatwia¢ apoptoze przez wypieranie tych dwoéch protein z potgczenia z bax. Tak
wiec hamowanie lub utatwianie apoptozy przez rodzine bcl-2 zalezy od interakcji
i proporcji pomiedzy poszczeg6lnymi cztonkami tej rodziny.

Wydaje sie, ze lokalne stezenie w tkankach IL-2 i innych cytokin moze odgrywac
istotng role w regulacji proceséw umierania komoérek in vivo. Spadek lokalnego
stezenia IL-2 w tkankach, gdzie patogen zostal zniszczony, prowadzi¢ bedzie do
obnizenia ekspresji bcl-2 w limfocytach T, predysponujac limfocyty bcl-2 -(ujemne)
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TABELA 1 Rodzina genéw bcL?2

Geny hamujace apoptoze Geny utatwiajgce apoptoze
bcl-2 bax

bel-X[_ (large) bcl-xs (smali)

E1B 19kD (biatko adenowirusa) bak

ced-9 (gen nicienia Caenorhabditis elegans) bad
ced (ang. celi death-geny $mierci)

do apoptozy (rys. 2). Lokalne obnizenie poziomu IL-2, umozliwia wiec usuniecie
aktywowanych limfocytow T z ,gojacych sie” tkanek, wygasniecie odpowiedzi
immunologicznej i powrét okolicznych weztéw chtonnych do normalnej wielkosci
[2]. Przedstawiona wczes$niej rola drugiego sygnatu w regulacji apoptozy wydaje
sie potwierdza¢ znaczenie IL-2 w tym procesie. Kostymulacja przez antygen CD28
moze obnizaé¢ apoptoze aktywowanych limfocytéw T [6,14,29]. Niewiadomo, czy
wigze sie to ze wzrostem ekspresji bcl-2. Z drugiej strony sygnat kostymulujgcy
prowadzi do zwiekszenia stabilnosci mRNA dla IL-2, co w konsekwencji nasila
synteze i sekrecje IL-2. Tak wiec hamowanie apoptozy przez CD28 wigze sie
raczej z posrednim efektem wywieranym przez IL-2, prowadzgcym do zwiekszenia
ekspresji bcl-2 niz z bezposrednim wptywem stymulacji CD28 [6,29].

W ciggu ostatnich lat wiedza na temat apoptozy ogromnie sie poszerzyta. Cytokiny
jako czynniki regulujgce namnazanie sie i réznicowanie komérek poznane zostaty
dos$¢ dobrze. Ostatnie badania potwierdzajg ich znaczenie jako czynnikéw przezycia
komérek. Obecno$¢ cytokin jest niezbedna do przezycia aktywowanych limfocytow.
Limfocyty, ktére przegrywajg w konkurencji z innymi o dostep do cytokin, gina.
Niektére z cytokin, takie jak TNF i byé moze Fas-L, moga same indukowaé proces
Smierci komorki. Wydaje sie, ze najblizsze lata wyjasnig, czy sajeszcze inne cytokiny
mogace aktywowa¢ program $mierci limfocytow i udzielg odpowiedzi na wiele
innych pytan zwigzanych z umieraniem komérek.
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INTRODUCTION

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

However, these systems have several possible disadvantages, including the:

a) time required to achieve equilibrium distribution of a mitochondrial membrane
probe;
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b) degree of passive (unspecific) binding of probes to a membrane component,
such as in the case of NAO, which detects mitochondrial mass as it binds to
cardiolipin [1], or Rh123, which has several energy-independent binding sites [2];

c) toxic effects of probes on mitochondrial functional integrity;

d) sampling procedures;

e) interference from light scattering changes and from absorption changes of
mitochondrial components;

f) requirement of large amounts of biological materials.

TPP electrode affords an easy and precise tool to measure due to the:

i) low interference between bound TPP+ and the membrane; and

ii) lack of responses of the electrode to species different from TPP+.

However, this method requires discrete amounts of biological samples and, in
contrast to isolated mitochondria, uptake of this lipophilic cation by several intact
mammalian cells is a slow process.

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

THE TECHNIQUE AND FLOW CYTOMETRY

Take a cell suspension, adjust it to a density of 0.5-1 xIO6 cells/mL and incubate
in complete medium (RPMI 1640 with 10% fetal calf serum, but many other culture
media work as well) for at least 10-15 min. at room temperature in the dark
with 5-10 |ig/mL JC-1. Incubation can also be done in a 37°C incubator, for
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10 min. The temperature and length of incubation depend on the cell type,but
the right conditions have to be found.

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

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

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

Another good control is that of mitochondrial mass, that can be done with nonyl
acridine orange (NAO), a probe capable to bind mitochondria independently of
their energization state [1], whose fluorescence is detectable in FL1. Typically,
cells are incubated at the concentration of 0.5-1 x1O6 cells/mL with 10 pM NAO
for 10 min in the dark at room temperature, washed twice in cold PBS and
immediately analyzed. The result you obtain gives you an idea of the mass of
mitochondria present within a cell, and allows you to be sure that the changes
you see with a potential-sensitive probe are not dependent upon the simple loss
of organelles.

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

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

OTHER PROBES

Clearly, A\j/ has been previously studied by FCM techniques, mostly by evaluating
the changes in fluorescence of different dyes. Researchers used first Rh123 [8,9],
then other molecules such as 3,3-dihexiloxocarbocyanine iodide [DiOC6(3)] [10].
Typically, the signal coming from cells whose mitochondria had a low potential
was much lower than that of control samples, and in a classical histogram depolarized
populations go to the left. As after the shift to the left the peaks (i.e. that of
controls and treated cells) are not always perfectly separate, the operator has to
decide where the population of cells with depolarized mitochondria begins. These
two fluorescent probes have this and other problems, and we have spent some
time in analyzing them, and in understanding which is their correct use.

Rh123 binding to mitochondria is difficult to calculate when the cell presents
a certain mitochondrial heterogeneity due, for example, to a high number of mature
or immature organelles, as occurs in a continuously growing cell line. Moreover,
it has been reported that in rat liver mitochondria different binding sites for Rh123
exist, i.e. sites which are freely accessible whatever the energy status of the mi-
tochondria and sites which are hidden in the energized state and freely accessible
in the deenergized form of the organelle [2]. This has been attributed to different
maturative states of the organelles. Thus, in a single cell, organelles can have
different Rhl23 binding sites with consequent different fluorescence emissions.
As a result, it is very difficult to ascertain whether or not mitochondria bind Rh123
in an energy-dependent or energy-independent manner. However, the probe is perfect
when used in association with propidium iodide, as this combination allows a clear
and elegant distinction between dead and living cells.
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DiOC6(3) is more reliable for analysis of plasmamembrane potential rather than
for studies on A\W. Indeed, the first application of this probe in FCM was for
the analysis of plasmamembrane potential [11]. After this, DiOC6(3) was used
in isolated mitochondria to detect A\jt changes [10]. Obviously, it worked: any
cationic molecule goes to negative sites, and is released when the charge changes.
If that molecule is fluorescent, the signal decreases when the membrane potential
of the organelle is lost. The problems start when intact cells are used. In our
hands, DiOCG6(3) reacted properly when U937 cells were treated with FCCP, but
such behaviour was not observed in cells treated with valinomycin. Moreover,
when cells were kept in the presence of plasmamembrane depolarizing agents such
as ouabain or high doses of extracellular K+, a consistent decrease in DiOC6(3)
fluorescence was noted, indicating a consistent sensitivity of the probe for plas-
mamembrane (Figures 3 and 4).

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

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

Surprisingly enough, DiOC6(3) has been widely used to detect A\t changes during
apoptosis [13-18], and a theory has been put forward stating that loss of Ay/ is
an early event - ifnot the cause-of programmed cell death [19]. The methodological
analysis of the fluorescence distribution of DiOC6(3), together with several reports
from our and other groups [20-27], cast some doubts on those studies which,
using a PMP-sensitive probe such as DiOC6(3) for analyzing A\/, generalized that
mitochondria depolarization is one of the first events occurring during apoptosis.

SOME APPLICATIONS AND FUTURE DIRECTIONS

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Actually, we are involved in several other studies on mitochondria physiology
and function, and our future goals will be to see whether JC-1 technique could
be useful in ascertaining the status of organs such as liver and kidney before their
transplantation; to see cellular damages induced by a variety of drugs used in
the therapy of cancer, HIV or different infection, and other diseases, and the eventual
protection from those damages with antioxidants or other molecules; to further
study the functionality of mitochondria during the aging process.

ACKNOWLEDGEMENTS

We are grateful to all the scientists with whom we had the pleasure to collaborate
in these years, and especially to Professors Edwin L. Cooper, Walter Malorni,
Alberto Masini, Valentina Bobyleva, Barbara S.Polla, Christoph Richter and Umberto
Muscatello, and of Drs. Daniela Monti, Miriam Capri, Daniela Barbieri, Leonarda
Troiano, Franco Tropea, Sabrina Macchioni.



ANALYSIS OF MITOCHONDRIAL MEMBRANE POTENTIAL . 581

Figure 1 Effects of the incubation with the depolarizing agent valinomycin on A\j/. Note the relevant shift
towards the lower right part of the panel

Figure 2. Intracellular distribution of JC-1 before and after the depolarization of mitochondria with

valinomycin (VAL). Note that 3 events occur: 1) cytoplasmic loading, which is dependent upon

plasmamembrane potential; 2) mitochondrial loading, dependent upon ; 3) endoplasmic reticulum (E.R.)

loading, that theoretically can take place after the fall in Ajy. In the case of JC-1, aggregates are no more
present when the dye is released from mitochondria
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EFFECTS OF IpM VALINOMYCIN IN U937 CELLS

Figure 3. Effects of ouabain and of the incubation in Figure 4. Comparison between the fluorescence of
a K+-rich medium on the fluorescence intensity of JC-1 and DiOC6(3) after the treatment of U937
U937 cells stained with bioc6(3). Note the extreme cells with valinomycin, that collapses Ayj. Note that
sensitivity of the probe to agents that depolarize  in this case DiIOC®&(3) is not sensitive to the loss of
plasma membrane but do not affect mitochondrial membrane potential. In ordinate: %
of cells whose fluorescence indicates the depolari-

zation of mitochondria

LOADING

Figure 5. Intracellular distribution of DiOC6(3) before and after the depolarization of mitochondria with

valinomycin (VAL.). Note that also in this case 3 events can occur: 1) cytoplasmic loading, which is

dependent upon plasmamembrane potential; 2) mitochondrial loading, dependent upon A\j/; 3) endoplas-

mic reticulum (E.R.) loading, that theoretically can take place either after the fall in A\ or after the

cytoplasmic loading. This model can explain the apparent lack of effects of valinomycin on U937 cells

stained with this probe, as the fluorescence signal that is produced within the cell is poorly related to A\/
values
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Sprawozdanie z kursu i konferencji cytometrii, czerwiec 1997

W dniach 10-13 czerwca odbyt sie kurs praktyczny obrazowania konfokalnego,
cytometrii przeptywowej ianalizy obrazu. Kurs byt zorganizowany przez dr Jerzego
Dobruckiego w Instytucie Biologii Molekularnej UJ w Krakowie. Wyktady podczas
kursu byty ogdlnie dostepne. Wygtosili je doskonali znawcy tematu:

F. Brakenhoff - Confocal principle, imaging modes and optimalization of confocal
imaging,
- Confocal contrast modes, photon budgets and real time imaging,
- New confocal techniques, two photon microscopy.
A. Cossarizza - Cytometric analysis of mitochondria
Z. Darzynkiewicz - Cytometric methods of detection of apoptosis and accidental
cell death (necrosis).
- Cytometry of cyclins and CDKs inhibitors in cell cycle analysis.

J. Dobrucki - Deconvolution of wide field and confocal images

G. Durack - Instrumental aspects of flow cytometry

H. Malak - Novel multiphoton and timeresolved fluoroscence techniques
in microscopy

N. Opitz - Ratio imaging

J. Pryjma - Detection of tumor cells in peripheral blood by flow cytometry

B. Rajwa - Image analysis

J. P, Robinson - Flow cytometry and confocal microscopy: similar measurment

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

F. Sansonetti - Platelet activation studies by flow cytometry

J. Watson - Drug resistance assays in flow cytometry

N. White - Multidimensional confocal microscopy of intct, living tissues.
G. Valet - Cell function in flow cytometry.

Udziat w kursie wziety 42 osoby, ktore niewatpliwie zyskaly szeroka wiedze
z zakresu analizy obrazu i analizy wynikéw cytometrii przeptywowej.
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Zaraz po kursie, w dniach 14-15 czerwca 1997 r. odbyta sie w Warszawie
3 Konferencja Cytometrii. Celem Konferencji byta szeroka wymiana doswiadczen
miedzy réznymi krajowymi pracowniami postugujgcymi sie cytometrig przepty-
wowg. Wyktady dotyczyly:

P. Btachut - Zastosowanie tréjkolorowej fluorescencji w oznaczaniu
frakcji limfocytéw
A. Cossarizza - Mitochondrial functionality and the apoptotic process,
- The immune system in human againg and longevity
J. Kawiak - Cytometric assay for IL-3.
K. Madalinski, - Zastosowanie cytometrii w diagnostyce niedoboréw
J. Michatkiewicz, odpornosSci u dzieci.
E. Kostecka

J. M. Witkowski P-glycoprotein and aging of the T lymphocytes

B. Zupanska - Application of flow cytometry to transfusion medicine

and immunohaematology

Short report on the activity of the European Working Group
on clinical cell analysis EWGCCS

Nowe odczyniki i mozliwosci cytometrii przeptywowej

G. Zydowicz

Przedstawiono ponad 30 posteréw, ktére bytly dyskutowane. Tresé dziesieciu
wybranych posteréw przedstawili podczas specjalnej sesji:

G. Hoser, E. Jaruga, P. Kopinski, G. Korczak-Kowalska, T. Motyl, T. Oidak,
K. Piwocka, A. Winnicka.

Obecnych na konferencji byto ok. 50 oséb. Wyktady cieszyty sie duzym po-
wodzeniem i byly dyskutowane do ostatniej chwili. Zgtoszono zamiar zorgani-
zowania nastepnej konferencji cytometrii w Gdansku jesienig w 1998 r.

Omawiana konferencja byta zorganizowana przez

Zarzad Polskiego Towarzystwa Cytometrii wspdlnie z Siecig UNESCO/PAN,
Komitetem Cytobiologii PAN i Komisjg Hodowli Komérek i Tkanek PAN.
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KOMUNIKATY

Komunikat Fundacji Biologii Komdrki i Biologii Molekularnej

Zarzad Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej przyznaje doroczng
nagrode naukowa, w tym réwniez w roku 1996 i 1997, za wyr6zniajaca sie oryginalng
prace z zakresu biologii komorki, indywidualng lub zespotowa, wykonang wytgcznie
w krajowej placowce naukowej, opublikowang w ostatnich dwdch latach w cza-
sopi$mie figurujacym w Current Content bgdz Medline.

Zgtoszenia wraz z dwoma odbitkami nalezy kierowa¢ do dnia 15 listopada
kazdego roku pod adresem Fundacji. Regulamin nagrody ponizej.

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

Regulamin

dorocznej nagrody Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej

*

1. Raz w roku przyznawana bedzie jedna nagroda za wyrdzniajaca sie,
oryginalng prace z zakresu biologii komorki, indywidualng lub zespotowa,
wykonang wytgcznie w krajowej placowce naukowe.

2. Praca musi by¢ wydrukowana w czasopi$mie naukowym referowanym
w Current Content.

3. Praca powinna by¢ opublikowana nie wczesniej niz w ostatnich dwoch
latach poprzedzajgcych nadanie nagrody.

4. Preferowane beda prace mtodych autorow.

5. Wysoko$¢ nagrody w danym roku kalendarzowym ustala Zarzad Fun-
dacji.

6. Zgtaszaé prace do nagrody moze kazdy.

7. Prace nalezy zgtasza¢ do Zarzadu Fundacji ul. Marymoncka 99,
01-813 Warszawa, pokéj 314 do 15 pazdziernika kazdego roku.

8. Ocene kwalifikujaca prace do nagrody przeprowadza Komisja Nagrod
powotana przez Zarzad Fundacji zasiegajgc w razie potrzeby opinii specja-
listow.

9. Decyzja Komisji ogtaszana bedzie w "Postepach Biologii Komorki".
10. Nagroda wreczana bedzie w czasie jednej z konferencji naukowych z
zakresu biologii komorki.
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MOLECULAR AND CELLULAR BASIS OF ANGIOGENESIS
THE ROLE OF GROWTH FACTORS

(A workshop of the Annual Meeting of European Society for Clinical Investigation
Cracow, April 16-19, 1998)
* Organizers: Professor Heinrich M. Schulte,
dr Amal K. Mukhopadhyay

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

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

STYPENDIUM DOKTORANCKIE W USA

Jednoroczne lub dwuletnie stypendia w Centrum Naukowym Kimmela na Uni-
wersytecie Thomasa Jeffersona w Filadelfii w dziedzinie biologii molekularnej no-
wotwordw. Centrum Rakowe Kimmela (dyr. dr Carlo Croce) skupia naukowcow
badajacych molekularne mechanizmy onkogenezy oraz lekarzy wdrazajgcych nowe
metody leczenia choréb nowotworowych. Jest to obecnie jeden z przodujacych
os$rodkéw w USA w dziedzinie onkologii eksperymentalnej i klinicznej.

Po zakonczeniu stypendium mozliwe jest kontynuowanie pracy w Zaktadzie
Cytologii Klinicznej CMKP w Warszawie we wspoétpracy z Uniwersytetem Thomasa
Jeffersona.

Kandydaci powinni mie¢ tytut doktora oraz wiasny dorobek naukowy. Zyciorys
wraz z nazwiskami (+telefony) 3 os6b mogacych udzieli¢ informacji o kandydacie
nalezy przesytaé¢ do

dr Tomasza Skérskiego
Thomas Jefferson University, Kimmel Cancer Center
BLSB 630, 233 South 10th Street, Philadelphia, PA 19107, USA
tel. (215) 503-4524, fax (215) 923-0249, E-mail: skorskil @jeflin.tju.edu
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XXVIlI Konferencja szkoleniowa z zakresu biologii komarki

Uprzejmie zawiadamiamy, ze Zarzad Gtowny Polskiego Towarzystwa Anatomi-
cznego i Polskiego Towarzystwa Histo- i Cytochemikow oraz Redakcja Postepdw
Biologii Komdrki organizujg doroczng konferencje szkoleniowg na temat:

Ultrastruktura i funkcja jadra komorkowego - wybrane zagadnienia,

ktéra odbedzie sie w dniu 13 grudnia (sobota) 1997 r. w Warszawie, w sali
wyktadowej im. L. Paszkiewicza w Anatomicum Akademii Medycznej przy ul.
Chatubinskiego 5. Poczatek obrad o godz. 10.00.

Optata za uczestnictwo 5 zt, ptatna na miejscu obrad. W ramach optaty uczestnicy
otrzymuja suplement 6 PBK zawierajacy materiaty Konferencji.

Program konferencji:

Otwarcie konferencji

Wybrane metody badania struktury ifunkcjijagdra komoérkowego - Stanistaw Orkisz
(Wojskowa Akademia Medyczna, £6dz)

Funkjonalna organizacja otoczki jadrowej - Jacek Godula (Instytut Zoologii, UJ)

Modelowanie DNA w jadrach limfocytéw - Barbara Ptytycz (Instytut Zoologii UJ)

Pozachromosomowa amplifikacja rDNA - Janusz Kubrcikiewicz (Instytut Zoologiczny,
Uniwersytet W roctawski)

Sekwencje mikrosatelitarne w genomach roslin - Tomasz Sakowicz (Katedra Cytologii
i Cytochemii Roslin)

Ciatka jadrowe -organizacja i aktualne poglady na funkcje - Szczepan Bilinski, Maja
Adamska (Instytut Zoologii UJ)

Podsumowanie

Uczestnikom Konferencji zostang réwniez udostepnione po nizszej cenie zeszyty
PBK.

Warszawa, wrzesien 1997 r.

Organizatorzy

Wskazowki przygotowania rysunkéw do publikacji w PBK

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny by¢ napisane w Wordzie, wersja
6,0 lub wczesniejsza. Jesli w tekst zostaty wstawione rysunki, powinny one zostac
umieszczone osobno na dyskietce. Powinny to by¢ albo mapy bitowe (.TIF, ,PCX),
albo pliki z Corela, wersja 5,0 lub wczesniejsza. Kazda wersja Worda lub Corela
pozwala na zachowanie pracy w formacie wersji wczesniejszej.

Cennik odbitek prac dla Autoréw w 1997 r.

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

Zamoéwienie na odbitki musi by¢ ztozone wraz z przestang korekta pracy.



ERRATA

Sprostowanie do artykutu B. Bilinskiej: Regulacja procesu steroidogenezy w
komérkach Leydiga ssakdw. Rola biatka StAR. Postepy Biologii Komorki 1997;
24, 2: 181-202.

Na str. 185 rysunek 1 powinien mie¢ nastepujaca postac:

Podobnie rysunek 3 na str. 87 powinien by¢ umieszczony w nastepujacej postaci:

Za zaistniate pomytki Redakcja serdecznie przeprasza Autora i Czytelnikow.
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NR 1
W tym Zeszycie 1
CZARNECKA M., HAUS O.: Najczestsze aberracje strukturalne chromosomoéw
w ostrych biataczkach szpikowych de novo 3
NIKLAS A.: Zastosowanie protoplastow buraka cukrowego (Beta vulgaris L.)
w manipulacjach genetycznych 19

RUPNIEWSKA M, ROZYNKOWA D, KUROWSKA M.: Rodzina genéw BCL-2 33
BRYS M., KRAJEWSKA W. M.: Receptor androgenowy - struktura, funkcja

oraz udziat w nowotworzeniu gruczotu krokowego 49
SOBKOWIAK A.. WIERZBICKI A., TRZECIAK H. W.: Budowa i funkcja receptora

lutropiny (LH/hCG) 67
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