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W tym Zeszycie

Czytelnik znajdzie w tym zeszycie na stronie 3 artykuł o chorobach 
prionowych. Został on napisany w związku z tegoroczną nagrodą Nobla 
w dziedzinie medycyny, którą otrzymał amerykański uczony prof. Stan
ley Prusiner za odkrycie prionów.

Białka rodziny 14-3-3 są wysoce konserwatywne. Białka te w cytopla- 
zmie oddziałują z fosfatydyloseryną wielu białek wiążąc je i sekwestru- 
jąc. Funkcję białek 14-3-3 może zilustrować następujący przykład. 
Rodzina białek Bcl-2 bierze udział w „decyzji” przeżycia komórki. Bcl-2 
i BcIxl hamują apoptozę. Inni członkowie tej rodziny -  Bad i Bax mogą 
zablokować aktywność Bcl-2 i BcIxl wiążąc się z nimi w niefunkcjonalne 
heterodimery. Czynniki zewnątrzkomórkowe konieczne do przeżycia 
komórek, takie jak IL3 dla pewnych linii komórkowych, powodują fosfo- 
rylację seryny w białkach Bad i Bax oraz dysocjację z kompleksu 
Bcl-2/Bad bądź Bcl-2/Bax. Oddysocjowane, ufosforylowane na serynie 
Bad i Bax są wiązane i sekwestrowane przez białka 14-3-3. Więcej o 
białkach 14-3-3 znajdzie Czytelnik na stronie 9.

Wzmiankę o apoptozie u roślin można znaleźć w artykule poświęconym 
starzeniu się roślin na stronie 63.

Poliaminy mogą tworzyć kompleksy z białkami i kwasami nukleinowymi 
oraz stymulować podstawowe procesy komórkowe. Informacje na te
mat syntezy i mechanizmów działania poliamin w komórce roślinnej 
znajdzie Czytelnik na stronie 33.

Rysbazy są to rybonukleazy o specjalnym działaniu biologicznym. 
Zabijają one komórki docelowe przez specyficzną hydrolizę rRNA i 
blokowanie syntezy białka. Rysbazy biorą udział w zapobieganiu samo- 
zapyleniu niektórych gatunków roślin. O tych i innych funkcjach rysbaz 
można przeczytać na stronach 51 i 75.

O dodtkowym sygnale w procesie aktywacji limfocytów T napisano na 
stronie 111. Sygnał ten jest wynikiem interakcji receptorów CD28 i 
CTLA-4 na limfocytach z ligandami B 7.1 i B 7.2 na komórkach prezen
tujących antygen. Nieprawidłowościom ekspresji genów CD28 i CTLA-4 
przypisuje się istotne znaczenie w patogenezie zaburzeń o podłożu 
immunologicznym, w tym w chorobach autoimmunologicznych.

Znakowanie sond molekularnych digoksygeniną i ich wykorzystanie 
opisano na stronach 125 i 135.
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W ŚCIEKŁE KROW Y I INNE CHOROBY PRIONOW E  
A NAGRODA NOBLA 1997 Z M EDYCYNY

Kazimierz OSTROWSKI 

Instytut Biostruktury AM, Warszawa

Popłoch, jaki wywołało zjawisko wściekłych krów, spowodował poważne za
burzenia zarówno w sferze politycznej, jak i ekonomicznej. Należałoby się temu 
zjawisku przyjrzeć od strony biomedycznej. Sprawa nie jest prosta, nie jest do 
końca wyjaśniona i co gorsza nie jest łatwa do zrozumienia, bez pewnych pod
stawowych wiadomości z dziedziny biologii komórki. Choroba wściekłych krów 
należy do chorób prionowych, a objawia się zmianami degeneracyjnymi w mózgowiu, 
które pod mikroskopem przybiera wygląd gąbki. Stąd zaliczamy to schorzenie do 
gąbczastego zwyrodnienia mózgowia, występującego zarówno u niektórych gatun
ków zwierząt, jak i u człowieka. Schorzenia prionowe nazwane zostały w mię
d zy n aro d o w ej nom enk latu rze  akronim em  TSE — transmissible spongiform  
encephalopathies.

Priony są białkami normalnie występującymi w neuronach całego mózgowia, 
a gen kodujący priony, zwany genem PrP, jest normalnym składnikiem genomu 
myszy i ludzi. Nie znamy zupełnie roli, jaką białko to spełnia w komórce. Natomiast 
wiadome jest, że spontaniczna zmiana konformacji tego białka albo zmiana in
dukowana wtargnięciem z zewnątrz zakaźnej postaci prionu powoduje lawinowe 
przekształcenia konformacyjne tego białka, jego gromadzenie się w komórce i jej 
obumieranie.

Prion, czyli zakaźne białko, jest fenomenem biologicznym, który stał się przed
miotem gorączkowych, aby nie powiedzieć burzliwych badań i dyskusji ogólnobio- 
logicznych. Prion jest czynnikiem zakaźnym, ale nie zawiera informacji genetycznej 
w postaci kwasów nukleinowych. W postaci zwykłej białko prionowe występuje 
w komórkach jako białko związane z błoną komórkową neuronów. Nie jest to 
jednak białko przezbłonowe i nie ma żadnej części wystającej ponad powierzchnię
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4 K. OSTROWSKI

komórki. Nie bardzo wiemy jaka jest jego rola, natomiast w niektórych okolicz
nościach białko to zmienia konformację, przybierając inny kształt. Jego cechą za
sadniczą po dokonanej zmianie konformacyjnej jest oporność na hydrolizę przez 
enzymy proteolityczne oraz to, że swą obecnością wpływa na zmiany konformacyjne 
normalnych cząsteczek białka prionowego. Choroby prionowe przechodzą z osobnika 
na osobnika, o czym najdobitniej świadczy schorzenie kuru-kuru, które występowało 
na Melanezji tak długo, jak długo istniało rytualne spożywanie mózgów zmarłych 
przodków. Wściekłe krowy w Anglii, pojawiły się na skutek dodawania do ich 
pokarmu mózgów owiec padłych na scrapie, będącą również chorobą prionową.

W spółczesne metody biologii molekularnej, zwane metodą knock-outu genety
cznego, pozwoliły na stworzenie szczepu myszy pozbawionych genu białka PrP. 
Zwierzęta pozbawione tego białka rodzą się zdrowe i nie chorują na choroby prio
nowe, nawet po zakażeniu ich aktywnym preparatem zakaźnym tego białka. Za 
ten immunitet drogo jednak płacą, ponieważ pozbawienie ich tego genu i jego 
produktu ujawnia się po kilku tygodniach życia w postaci narastającej silnej ataksji. 
Niezborność ruchów spowodowana jest masowym zanikaniem komórek Purkiniego 
w ich móżdżkach. Myszy te chorują na choroby powodowane prionami dopiero 
wtedy, gdy wprowadzi się im za pomocą manipulacji genetycznej ten gen z powrotem 
do ich genomu. Nie znamy dzisiaj żadnego sposobu leczenia tych chorób neuro- 
degeneracyjnych. Istnieją projekty przyszłej terapii opartej na wprowadzeniu oligo- 
nukleotydów antysensowych celem blokowania syntezy białka prionowego.

Uważa się obecnie, że trzy dziedziczne schorzenia degeneracyjne układu ner
wowego typu TSE są powodowane przez priony, a mianowicie rodzinna postać 
choroby Creutzfeldta-Jakoba (CJD), syndrom GSS, czyli Gerstmanna-Strausslera- 
Scheinkera i rodzinna postać śmiertelnej bezsenności (F F I- fa ta lfa m ilia l insomnia).

Dziedziczenie tych schorzeń nie jest sprzeczne z zakaźnością. Jak już powiedziano 
powyżej, białko prionowe jest normalnym białkiem występującym w każdej komórce 
zwierząt i ludzi. Białka te czasem spontanicznie ulegają zmianom konformacyjnym. 
Ta chorobotwórcza postać prionów może przenosić się z komórki do komórki, 
a także z organizmu do organizmu. Gąbczastym zwyrodnieniem mózgowia krów 
(tzw. chorobą wściekłych krów) może zapewne zakażać się człowiek w wyniku 
spożywania ich mięsa. Dowodem pośrednim, ponieważ nikt takich doświadczeń 
świadomie nie wykonał i nie wykona, jest nowa postać schorzenia Creutzfeldta- 
Jakoba, dotycząca ludzi młodych. To schorzenie zostało opisane w ostatnich latach 
i jest postacią odmienną od klasycznego przebiegu CJD (Creutzfeldt-Jakob Disease), 
dotyczącego ludzi w wieku ponad 60 lat. Istnieją także podejrzenia, że priony 
odgrywają rolę w powstaniu choroby Alzheimera.

Chociaż ostatnio ukazało się sporo publikacji na temat prionów i zagrożenia 
nowym rodzajem epidemii, to warto może dorzucić kilka nowych informacji, po
chodzących głównie z źródeł brytyjskich, ostatnio najbardziej tym problemem zain
teresowanych [1-8].
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Choroba wściekłych krów -  BSE (bovine spongiform encephalopathy) i scho
rzenie dotyczące ludzi -  Creutzfeld-Jakob disease (CJD) należą do tej samej grupy 
schorzeń degeneracyjnych, polegających na zaniku neuronów w mózgowiu i bardzo 
jednoznacznym  obrazie histopatologicznym tkanki mózgowej, wykazującej liczne 
ogniska rozpadu, stwarzające wrażenie struktury gąbczastej.

W zeszycie Nature [214;746, 1967] wydanym 29!!! lat temu ukazała się praca 
na temat czynnika zakaźnego, który powoduje gąbczaste zwyrodnienie mózgowia, 
a który -  jak już wówczas stwierdzono -  nie zawiera kwasów nukleinowych. Istota 
tego czynnika zakaźnego stanowi nadal, po niemalże 30 latach intensywnych badań 
-  nierozwiązaną zagadkę. Początkowo sądzono, że jest to wirus. Ale niezwykła 
odporność tego czynnika na promieniowanie jonizujące, w tym także promie
niowanie UV, oraz fakt, że jego zakaźność można zmniejszyć jedynie działaniem 
bardzo wysokiej temperatury lub przez przeprowadzenie czynnika zakaźnego w 
stan rozproszenia przy użyciu detergentów, uznano, że czynnik ten nie jest wirusem.

Ostatnio opisano w Anglii 10 przypadków odmiany schorzenia CJD, dotychczas 
nieznanej. To skłoniło rząd Wielkiej Brytanii do oficjalnego stwierdzenia, że może 
istnieć zależność pomiędzy pojawieniem się tych przypadków, a gąbczastym zwy
rodnieniem mózgowia u tzw. wściekłych krów. Te 10 przypadków zostało ujaw
nionych w ciągu ostatnich dwóch lat, przy czym średnia wieku chorych wynosiła 
26-27 lat, a wśród nich było 2 chorych w wieku lat kilkunastu. Z tych 10 chorych 
dwóch jeszcze żyje. Objawy schorzenia u tych chorych różnią się od spontanicznie 
i sporadycznie występującego CJD (1 przypadek/rok/milion populacji) tym, że przy
pominają raczej schorzenie kuru-kuru z silniejszymi objawami ataksji, czyli nie
zborności ruchowej niż demencji, czyli otępienia psychicznego.

Nie jest nadal jasne, czy ta nowa odmiana CJD jest w istocie spowodowana 
zakażeniem BSE. Przemawia jednak za tym fakt, że odmiany tej nigdy przedtem 
nie obserwowano oraz że schorzenie to wystąpiło u bardzo młodych ludzi, czego 
dotychczas również nie stwierdzono. Powołana przez Rząd Brytyjski Komisja spe
cjalistów od zwyrodnienia gąbczastego mózgu doszła do wniosku, że ujawnił się 
nowy czynnik ryzyka zachorowania na to schorzenie.

Obecnie powszechnie przyjęta jest hipoteza zakażenia białkiem zakaźnym -  prio- 
nami. Priony zakaźne są cząsteczkami białka normalnie występującego w komórkach 
ssaków, ale zmienionego pod względem konformacji. Białko to, które normalnie 
niczym nie zagraża, ulega zmianie w prion zakaźny, który jest oporny na trawienie 
proteazami i który powoduje lawinowe zmiany konformacyjne w normalnych czą
steczkach tego białka. Tak zmienione białko nie ulega proteolizie i stąd gromadzi 
się w komórce powodując jej obumarcie.

Normalne białko prionowe jest niezbędne do zaistnienia zakażenia. U myszy, 
u których białko prionowe nie występuje na skutek manipulacji genetycznej, zwanej 
knock-outem  genu białka prionowego, nie dochodzi do zakażenia prionami, albowiem 
nie ma substratu dla następowych zmian konformacyjnych.
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6 K. OSTROWSKI

M echanizm komórkowy działania prionów schematycznie wygląda następująco. 
Na skutek spontanicznej mutacji w genomie komórki, najczęściej nerwowej, dochodzi 
do punktowej zmiany w genie białka prionowego, dotyczącej jednego tylko kodonu. 
Do dziś poznano kilka lokalizacji takich mutacji z dokładną lokalizacją w genie 
białka prionowego. Na skutek takiej mutacji dochodzi do syntezy białka nieco 
odmiennego od białka normalnego, które nie różni się w zasadzie od białka nor
malnego sekwencją aminokwasową, ale ma inne właściwości fizyko-chemiczne. 
Zmutowane białko jest oporne na trawienie enzymami proteolitycznymi, jego czą
steczki zbijają się w agregaty wypełniające cytoplazmę komórki. Gdy agregaty 
te nagromadzą się także w jądrze komórkowym, komórka obumiera, a agregaty 
białka prionowego pojawiają się w substancji międzykomórkowej. Białko prionowe 
ma odmienną od normalnej strukturę przestrzenną. Jej obecność powoduje, że nor
malne cząsteczki tego białka zawarte w cytoplazmie ulegają konwersji i zmieniają 
się w białko prionowe. Nie istnieje jasne wyjaśnienie tego mechanizmu.

Ostatnio podano drugą informację o normalnej funkcji niezmienionego białka 
kodowanego przez gen PrP. U myszy pozbawionych tego genu stwierdzono wyraźne 
zaburzenia rytmu okołodobowego, polegające głównie na zaburzeniach snu. Za
burzenia te polegające m.in. na fragmentacji okresu snu, przypominają schorzenie 
o genezie prionowej, występujące u ludzi. Jest to występująca spontanicznie w 
niektórych rodzinach bezsenność kończąca się śmiercią, tzw. bezsenność rodzinna 
śmiertelna -  FFI -  fa ta l fam ilial insomnia.

Co do zakaźnego charakteru zmienionego konformacyjnie białka prionowego 
nie ma dziś wątpliwości. Zakażenie można doświadczalnie przekazywać z myszy 
na mysz preparatami nie zawierającymi żadnych elementów komórkowych. Nawet 
pewne właściwości przebiegu schorzenia charakterystyczne dla poszczególnych 
szczepów myszy zostają w ten sposób przekazywane. Zwiększenie ilości zmienionego 
konformacyjnie zakaźnego białka opornego na działanie proteaz można uzyskać 
przez zmianę konformacji in vitro, w warunkach, w których nie ma żadnych komórek 
w naczynku hodowlanym.

Problemów oczekujących rozwiązania jest mnóstwo. Nie wiemy mianowicie, 
jak wędruje czynnik zakaźny u krów karmionych pożywieniem zawierającym priony 
(domieszka mózgów owiec padłych na kołowaciznę -  scrapie) z przewodu po
karmowego do mózgowia. Istnieje uzasadniona hipoteza, że zakaźne białko jest 
resorbowane i przenika przez ścianę jelita, a następnie jest przenoszone naczyniami 
limfatycznymi do śledziony, skąd przez nerwy unerwiające śledzionę do rdzenia 
kręgowego i mózgowia. Istnieje możliwość, że układ immunologiczny odgrywa 
rolę w zakażeniu, ponieważ stwierdza się aktywność komórek mikrogleju.

Podstawowym zagadnieniem jest jednak to, czy człowiek może się zakazić 
schorzeniem BSE po zjedzeniu zakażonego mięsa, a więc czy ostatnio odkryte 
zmodyfikowane postaci CJD powstały w ten właśnie sposób. Zaplanowane jest 
przeprowadzenie doświadczenia, polegającego na wstrzyknięciu materiału uzyska
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CHOROBY PRIONOWE A NAGRODA NOBLA 1997 Z M EDYCYNY 7

nego od pacjentów chorych na CJD myszom. Jeżeli myszy zachorują, porówna 
się ich objawy z dobrze opisanymi objawami schorzenia myszy po wstrzyknięciu 
prionów BSE.

Oczywistym  problemem jest znalezienie sposobu leczenia zakażonych chorych. 
Próby użycia leków grzybobójczych i polianionów wymagały użycia dużych stężeń 
do leczenia chorych myszy, ale dały tak silne objawy uboczne, że ich przydatność 
w terapii człowieka okazała się nierealna.

Nie istnieje też żadna sprawdzona metoda diagnostyczna świadcząca o zakażeniu. 
M etoda Western blotting próbowana na myszach okazała się mało przydatna ze 
względu na słabą czułość. Bariera międzygatunkowa wymaga wstrzyknięcia myszy 
dawki białka 10 000 razy większej niż dawka powodująca zakażenie krowy. Po
szukiwania nowych technik diagnostycznych są w toku.

Prowadzi się usilne badania, których celem jest stwierdzenie, czy wzmiankowane 
na początku 10 przypadków CJD są rzeczywiście związane z zakażeniem BSE, 
co pomoże w przewidywaniu pojawienia się większej ilości takich przypadków 
w przyszłości.

Istnieje filogenetyczna mapa struktury biochemicznej białka prionowego uzy
skanego od 33 gatunków kręgowców. Drzewo genealogiczne tych białek jest ułożone 
na podstawie różnic w sekwencjach aminokwasowych. Zaledwie u 6 gatunków 
(w tym u człowieka) z wymienionych 33 występują choroby prionowe spontanicznie. 
Nie wiemy, czy nie stoimy u progu pojawienia się na Ziemi łańcucha nowych 
dotąd nie znanych schorzeń, do których zwalczania nie jesteśmy zupełnie przy
gotowani.

Odkrycie prionów indukuje poszukiwania sposobu ewentualnego leczenia cho
rób degeracyjnych układu nerwowego. Ukazała się praca doświadczalna [2] wy
konana na myszach pozbawionych genu białka prionowego. Są one oznakowane 
jako myszy Prnp - / - . Myszy takie są oporne na zakażenie prionami. Gdy myszom 
takim wprowadzi się do tkanki mózgowej przeszczep fragmentu mózgu pobranego 
od myszy Prnp +/+ i zakazi się domózgowo prionami kołowacizny owiec (priony 
scrapie), to przeszczep ulegnie zakażeniu, ale otaczająca go tkanka mózgowa po
zostaje oporna na zakażenie. Okazuje się, że w tym modelu doświadczalnym prze
szczep Prnp + /+ nie ulegnie zakażeniu, gdy priony wprowadzi się zwierzęciu 
dożylnie lub dootrzewnowo. Jeśli takim myszom wprowadzono dożylnie komórki 
szpiku od zwierzęcia wykazującego ekspresję genu prionowego, to po zakażeniu 
prionami drogą dożylną lub dootrzewnową, znajdowano ich znaczne stężenie w 
śledzionie, ale nie w przeszczepie Prnp + /+  w mózgu. W ydaje się, że ekspresja 
normalnego białka prionowego w tkankach zwierzęcia jest niezbędna dla zaistnienia 
infekcji. Brak tego białka w tkankach peryferyjnych nie pozwala na zakażenie 
przeszczepu tkanki nerwowej w mózgu, nawet po podaniu prionów drogą dożylną 
czy dootrzewnową. Rozważane są możliwości wykorzystania tej informacji w za
pobieganiu, a może nawet leczeniu chorób neurodegeneracyjnych.
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M ożna mieć nadzieję, że nagroda Nobla za priony nie jest pomyłką. W każdym 
razie odkrycie zakaźnego białka uruchomiło lawinę badań i stworzyło cień nadziei 
na leczenie nieuleczalnych dotąd schorzeń degeneracyjnych układu nerwowego.

W niewielu przypadkach zagadnienia ekonomiczne i polityczne tak ściśle po
wiązały się z problemami czysto medycznymi. Można mieć pewność, że problem 
prionów wielokrotnie jeszcze powróci na łamy prasy i to nie tylko fachowej.
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BIAŁKA RODZINY 14-3-3, 
W YSTĘPOW ANIE I W ŁAŚCIW OŚCI*

T H E  14-3-3 F A M IL Y  O F P R O T E IN S , 
D IS T R IB U T IO N  A N D  P R O PE R T IE S

Grzegorz WILCZYŃSKI, Ewa M ARKIEW ICZ, Anna KULMA, Jan SZOPA 

Instytut Biochemii i Biologii Molekularnej Uniwersytetu W rocławskiego, W rocław

Streszczenie: Licznie reprezentowane, wysoce konserwatywne białka rodziny 14-3-3 po raz pierwszy 
w yizolow ano z m ózgów bydlęcych jako grupę kwaśnych białek o masie cząsteczkowej około 30 kDa i 
punkcie izoelektrycznym około 5. Od czasu odkrycia, wiele homologicznych białek o zróżnicowanej 
funkcji wydzielono z licznych organizmów włączając ssaki, owady, drożdże i rośliny. Ostatnie donie
sienia wskazują na udział tych białek w kontroli cyklu komórkowego i regulacji ekspresji genów. 
Poszczególne izoformy białek 14-3-3 aktywują syntezę neurotransmiterów i ADP-rybozylację białek, 
regulują aktywność kinazy C i endonukleazy macierzy jądrowej, asocjują z produktami protoonkoge- 
nów, onkogenów i genu cdc25. Szerokie spektrum aktywności sugeruje, że białka 14-3-3 mają wiele  
izoform i każda izoforma wykazuje unikalną funkcję. Zidentyfikowano co najmniej siedem izoform  
białka 14-3-3 ssaków i wiele takich izoform odnaleziono w większości komórek. Chociaż liczba ostatnio 
publikowanych prac na temat białek 14-3-3 zwiększa się niemal eksponencjalnie, to jednak ich funkcja 
pozostaje nadal nie w pełni wyjaśniona. W tej pracy podkreślono ważniejsze funkcje białek 14-3-3 i 
szczególnie skupiono się na ich roślinnych homologach.

Słowa kluczowe: białka 14-3-3, ekspresja genu, roślinne homologi 14-3-3

Summary: The abundant, highly conserved 14-3-3 family of proteins were originally isolated from bovine 
brain as a series o f  acidic proteins that had molecular masses o f around 30 kDa and an isoelectric point 
of around 5. Since discovery several related proteins with different functions have been found in a wide 
variety o f organisms including mammals, insects, yeast and plants. Recent findings point to a participation 
o f these proteins in the control o f the cell cycle and the regulation o f gene expression. Members o f the 
14-3-3 protein family activate neurotransmitter synthesis and ADP-ribosylation o f proteins, regulate 
protein kinase C and nuclear matrix endonuclease, associate with the products o f proto-oncogenes, 
oncogenes and cdc25 gene. The broad spectrum of activities suggests that the 14-3-3 proteins have several 
isoforms and that each isoform has its own unique function. At least seven mammalian isoforms o f 14-3-3

* Praca finansow ana z grantu K BN nr 6 P 0 4 A 0 4 3 10 oraz badań własnych.
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have been identified, and multiple isoforms are present in most cells. Although the number of recent 
pulications on 14-3-3 proteins increase near exponentially their biological function is as yet far frorr. 
clear. Here, we highlight most important functions of the 14-3-3 proteins, and in particular discuss plant 
14-3-3 homologs.

K ey words: 14-3-3 proteins, gene expression, plants homologs 14-3-3

WPROWADZENIE

Polipeptydy 14-3-3 zostały po raz pierwszy zidentyfikowane przez M oora i Pereza 
w wyniku systematycznej analizy białek mózgu wołu w elektroforezie dwukie
runkowej jako grupa kwaśnych białek o masach cząsteczkowych od 27 kDa dc 
30 kDa i punkcie izoelektrycznym w przedziale 4,3—4,9. Oznakowanie symbolerr. 
14-3-3 pochodzi od pozycji, jaką białka te przyjmują po zakończeniu rozdziału 
dwukierunkowego [61].

Dotychczas z mózgu ssaków wyizolowano osiem izoform białka 14-3-3 oz
naczonych kolejnymi literami alfabetu greckiego na podstawie ich rozdziału podczas 
HPLC [37]. W ystępowanie białek 14-3-3 jest powszechne. Ich homologi ziden
tyfikowano w wielu organizmach eukariotycznych, takich jak: drożdże (Saccha■ 
romyces cerevisiae [34] i Saccharomyces pombe [24]), nicienie, owady (Drosophilc 
melanogaster) [78], płazy (Xenopus laevis) [75], ryby, ptaki oraz ssaki. Obecne 
są również w wielu organizmach roślinnych, w tym w Arabidopsis thaliana [51 
71] i Solarium tuberosum  [88].

Wydzielono i scharakteryzowano kilkanaście, pochodzących z różnych źródeł 
białek 14-3-3. W iele z nich zostało sklonowanych i zsekwencjonowanych. Porów
nanie sekwencji zarówno nukleotydowej, jak i aminokwasowej pozwala stwierdzić 
wysoki stopień podobieństwa (60-90% ) występujący pomiędzy różnymi homolo- 
gami. W poszczególnych izoformach zidentyfikowano wysoce konserwatywne, iden
tyczne regiony niezmienne w całej rodzinie tych polipeptydów.

Białkom tym przypisywano szereg różnorodnych funkcji, np: aktywacja hydro- 
ksylaz tyrozyny i tryptofanu, regulacja aktywności kinaz białkowych Raf-1, Ber 
oraz kinazy białkowej C, udział w egzocytozie i cyklu komórkowym. Obecnie 
wydaje się, że białka te pełnią raczej rolę adaptacyjną w stosunku do białek 
biorących udział w przenoszeniu sygnałów wewnątrzkomórkowych modulując ich 
aktywność [3, 43].

STRUKTURA DRUGORZĘDOWA BIAŁEK 14-3-3

Analizą mieszaniny izoform polipeptydów 14-3-3 z owiec metodą dichroizmu 
kołowego stwierdzono, że białka te zawierają 63,7% a-h e lisy  i tylko 5,3% (3- 
struktury [69]. Badaniami krystalograficznymi wykazano, że białka 14-3-3 występują 
w formie dim erycznej. Monomer stanowi układ dziewięciu anty równoległych a-helis.
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zorganizowanych w dwie domeny. C-końcowa domena ma charakter kwaśny, na
tom iast cechą charakterystyczną domeny N-końcowej jest jej wysoka konserwa- 
tywność. Domena N-terminalna bierze udział w dimeryzacji białka, aminokwasy 
od 5 do 21 jednego monomeru oddziałują z resztami aminokwasowymi Ser58 i 
Glu89 drugiego monomeru [89,49]. Możliwe jest także tworzenie się heterodimerów 
wszędzie tam, gdzie następuje ekspresja więcej niż jednej izoformy [43], a ich 
skład może odgrywać kluczową rolę w fizjologicznej funkcji tych białek. Ponieważ 
reszty aminokwasowe od 9 do 16 domeny dimeryzacji są wysoce zmienne (rys. 
1 i 2), to prawdopodobnie jest ograniczona liczba możliwych homo- lub hetero
dimerów, co może być przyczyną pewnej swoistości ich tworzenia. Dimeryzacja 
prowadzi do utworzenia dużego kanału, w którego skład wchodzą niezmienne, 
negatywnie naładowane, reszty aminokwasowe N-końca polipeptydu, podczas gdy 
jego powierzchnię zewnętrzną budują aminokwasy zmienne. Fakt, że większość 
aminokwasów budujących kanał jest konserwatywna oraz że drożdżowy 14-3-3 
może regulować aktywność białek ssaków, sugeruje, że jest to miejsce wiązania 
wielu różnorodnych białek regulowanych przez 14-3-3. W konserwatywnym kanale 
rozpoznawane są wspólne cechy stmkturalne oddziałujących z 14-3-3 białek, na
tomiast specyficzność tych oddziaływań przypuszczalnie jest regulowana przez zew
nętrzną powierzchnię kanału lub/i skład dimerów [39].

BIAŁKA 14-3-3 ULEGAJĄ FOSFORYLACJI

W ystępujące w mózgu ssaków izoformy a  i 8 są fosforylowanymi formami 
izoform P i ę  Kinaza białkowa fosforylująca mózgowe izoformy 14-3-3 na reszcie 
S erl85  w motywie Ser-Pro-Glu-Lys (SPEK) nie jest jeszcze dokładnie scharakte
ryzowana, aczkolwiek najbardziej prawdopodobnymi enzymami wydają się być 
M APK kinaza i kinaza zależna od cyklin [5]. Struktura krystaliczna białka 14-3-3 
wskazuje, że miejsce fosforylacji w dystalnym regionie C-końcowej pętli jest eks
ponowane do środowiska zewnętrznego [89]. U ssaków głównym miejscem wy
stępowania fosfoizoform jest tkanka mózgowa, w innych tkankach ich poziom jest 
znacznie niższy [5]. Białka 14-3-3 są fosforylowane nie tylko na reszcie Ser 185 
i nie tylko przez MAPK kinazę i kinazę zależną od cyklin. Izoforma T z limfocytów

Rys. 1. Struktura domenowa białek 14-3-3
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Rys. 2. Porównanie sekwencji aminokwasowej wybranych białek 14-3-3. L 09110 -  A rabidopsis thalia- 
na, J03868 -  Dos taurus, U05038 -  Caenorhabditis elegans, X79445 -  Chlamydomonas reinhardi, 
X 76086 -  Cucurbitapepo, M 77518 -  D rosophilamelanogaster, U 13419 -  Entamoeba histolica, X80536
-  Homo sapiens, L29150 -  Lycopersicon esculentum, S76737 -  Nicotiana tabacum, S23305 -  Ovis 
orientalis, U 15036 -  Pisum sativum, D 17445 -  Rat rattus, X66206 -  Saccharomyces cerevisiae, X79206
-  Saccharom yces pom be, U24281 -  Schistosoma mansoni, X97724 -  Solanum tuberosum, M 86928 -

Xenopus laevis, M 96856 -  Zea m ays
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T jest fosforylowana przez serynowo-treoninową kinazę Ber. Sfingozyno-zależna 
kinaza może fosfory lować izoformy 14-3-3 (3, C, oraz x [59]. Postuluje się również 
fosfory lację 14-3-3 przez kinazę inną niż ta, która fosfory luje motyw SPEK, ponieważ 
w nerkowej izoformie w miejscu motywu SPEK występuje fosforylowany motyw 
NPEL [3].

LOKALIZACJA KOMÓRKOWA I TKANKOWA

Badania nad lokalizacją mózgowych białek rodziny 14-3-3 pozwoliły stwierdzić, 
że pomimo zdecydowanie cytosolowego występowania znaczna ich część (40%) 
wykazuje silną i selektywną asocjację z błonami. Za wiązanie z błonami odpo
wiedzialny jest N-końcowy fragment izoformy T o masie cząsteczkowej 12 kDa 
[44]. Udokumentowano oddziaływanie niektórych izoform białka 14-3-3 z fosfo
lipidami [73]. Kotwiczenie w błonach mogłoby nadawać tym białkom nową lub 
modyfikować posiadaną funkcję. Błonowe izoformy ulegają ekspresji w zróżni
cowany sposób w różnych typach neuronów i rozłożone są w swoistych kom- 
partmentach błonowych. Izoformy e, r|, y, p i C, są obecne w błonach synaptycznych, 
brak ich natomiast w błonach mitochondrialnych i otoczkach mielinowych. D o
datkowo izoformy r), 8, y są związane z połączeniami synaptycznymi, a izoformy 
(3 i ę wykazują lokalizację presynaptyczną. Te różnice w dystrybucji izoform sugerują, 
że pełnią one odrębne funkcje w różnych regionach synapsy. Taka lokalizacja białek 
14-3-3 wskazuje na ich możliwy udział w kontrolowaniu przekaźnictwa nerwowego 
[57].

Udział 14-3-3 w procesie syntezy neurotransmiterów

Pierwszą funkcją przypisaną białkom 14-3-3 była aktywacja hydroksylaz tyrozyny 
i tryptofanu, enzymów biorących udział w syntezie neurotransmiterów, odpowiednio 
katecholamin i serotoniny [37]. Enzymy te są aktywowane w wyniku fosforylacji 
przez kinazy białkowe: cAMP-zależną, cGMP-zależną i zależną od jonów wapnia 
i diacyloglicerolu. Pełną aktywność osiągają jednak dopiero po związaniu się z 
białkami 14-3-3. Region zawierający reszty aminokwasowe od 171 do 213 w izo
formie T) 14-3-3 oraz sekwencje aminokwasowe od 167 do 209 izoform t i ^ oddziałują 
z ufosforylowaną hydroksylazą tryptofanu [38]. Hydroksylazy są strukturalnymi 
homologami składającymi się z dwóch domen, C-końcowej -  katalitycznej i N- 
końcowej -  regulatorowej. Prawdopodobnie 14-3-3 wiąże się do regulatorowej do
meny hydroksylazy i aktywuje enzym przez indukcję zmiany konformacji. Tworzenie 
kompleksu hydroksylaza - 14-3-3 możliwe jest dopiero po uprzedniej fosforylacji 
hydroksylazy na reszcie seryny. Formowanie kompleksu nie ma jednak wpływu 
ani na zakres, ani na swoistość fosforylacji hydroksylazy [28, 37].
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MODULACJA AKTYWNOŚCI KINAZY BIAŁKOWEJ C (PKC)

Ostatnio wykazano, że polipeptydy 14-3-3 oddziałują z konserwatywnym mo
tywem znajdującym się w wielu białkach biorących udział w wewnątrzkomórkowym 
przenoszeniu sygnałów, co w pewnym stopniu wyjaśnia tak szerokie spektrum funkcji 
przypisywanych tym polipeptydom. Motyw ten o sekwencji R(S)X1,2S(P)X(P), 
gdzie S(P) oznacza fosfoserynę, funkcjonuje prawdopodobnie na zasadzie podobnej 
do domen SH2 (ang. Src homology2) wiążących się w sposób zależny od sekwencji 
do reszt fosfotyrozynowych. Głównym składnikiem motywu R(S)X1,2S(P)X(P) jest 
reszta fosfoseryny z Arg w pozycjach -3 lub -4 oraz Pro w pozycji +2 i Ser w 
pozycjach -2 lub -3 [65]. Niezbędność takiego motywu w oddziaływaniu i aktywacji 
białek przez polipeptydy 14-3-3 może tłumaczyć sprzeczne doniesienia dotyczące 
regulacji aktywności PKC przez 14-3-3. Wykazano zarówno stymulujący, jak i 
hamujący wpływ 14-3-3 na aktywność enzymatyczną PKC, zależnie od izoform 
PKC i 14-3-3 użytych do eksperymentów [1, 6, 40, 41, 44, 81,83, 89]. Rodzina 
kinaz białkowych C składa się co najmniej z 10 izoenzymów, a ich rozmieszczenie 
w różnych tkankach ssaków pokrywa się z dystrybucją 14-3-3 [1]. Izoforma T 
hamuje PKC w nieobecności klasycznych jej stymulatorów, takich jak  diacylglicerol 
i estry forbolu [44]. Obecność tych czynników może obniżyć hamujący efekt po- 
lipeptydu 14-3-3 do ok. 60%, co sugeruje, że region wiążący diacylglicerol i estry 
forbolu w PKC (bogata w cysteinę domena palców cynkowych) odgrywa istotną 
rolę w oddziaływaniu z 14-3-3. Fosforylacja reszty Serl85 w 14-3-3 wzmacnia 
jego powinowactwo do PKC in vitro [6]. Izoforma 14-3-3 wydzielona z mózgu 
owcy (KCIP1) ma domenę pseudosubstratową dla PKC (rys. 1) pomiędzy ami
nokwasami od 54 do 57 i wykazuje zdolność hamowania aktywności kinazy C. 
Domena ta o sekwencji Gly-Ala-Arg-Arg jest rozpoznawana przez PKC [34], ale 
nie ulega fosforylacji, ponieważ w miejsce Ser lub Thr, znajdujących się w pra
widłowym fosforylowanym substracie znajduje się reszta Ala [4, 82].

Fragment N-końcowy białka 14-3-3 (rys. 1) wykazuje wysoki stopień homologii 
do konserwatywnego, C-końcowego odcinka zależnych od jonów wapnia i DAG 
białek rodziny aneksyn [4]. Aneksyna V jest inhibitorem PKC [74]. Syntetyczny 
peptyd identyczny z tym regionem aneksyn hamuje wiązanie się PKC do białek 
RACK (ang. RACK -  receptors fo r  activated C kinase) [60]. W e wszystkich 14-3-3 
sekwencja KGDY domeny aneksynowej jest całkowicie konserwatywna (rys. 2). 
Mutacje w tej sekwencji nie miały jednak wpływu na aktywność PKC. Być może, 
ważniejsza jest tu dalsza, C-końcowa sekwencja domeny lub hydrofobowość oto
czenia tego motywu [7].

Białka rodziny 14-3-3 mogą również aktywować kinazę białkową C [4, 40]. 
Homolog 14-3-3, Exol, z wydzielniczych komórek gruczołu przytarczycznego wpły
wa za pośrednictwem kinazy C na Ca2+-zależną egzocytozę [63, 72]. Izoforma 
14-3-3 £ aktywuje około pięciokrotnie izoformę PKC £, około dwukrotnie izoformy
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PKC a , (3 i y izolowane z mózgu szczura, myszy oraz wołu, nie wykazuje żadnego 
wpływu na aktywność PKC 8. Zaobserwowano, że aktywacja kinazy C zachodzi 
niezależnie od obecności stymulatorów PKC, takich jak fosfatydyloseryna (PS) i 
estry forbolu (PMA), wymaga jednak obecności jonów wapnia i fosfolipidów [1].

Porównanie sekwencji wszystkich izoenzymów PKC z konserwatywnym  mo
tywem R(S)X 1,2S(P)X(P) białka 14-3-3 wykazało, że najbliższy tej sekwencji motyw 
ma izoforma £ PKC w swojej domenie regulatorowej, prawdopodobnie więc 
izoforma ta najsilniej asocjuje z 14-3-3. W yjaśnia to również największy wpływ 
izoformy £ 14-3-3 na aktywność e PKC [1 ,6]. Izoformy PKC a , [3, y i 8 zawierają 
sekwencje o mniejszej homologii do tego motywu, natomiast izoforma £ w ogóle 
nie ma sekwencji homologicznej do omawianego motywu białka 14-3-3. Zgodnie 
z oczekiwaniami polipeptyd 14-3-3 nie wywierał lub miał niewielki wpływ na 
aktywność izoform a , p, y i 8 kinazy C [3]. Nie wiadomo jednak, czy homolog 
motywu 14-3-3 w kinazie C (e PKC) jest fosforylowany.

UDZIAŁ W WEWNĄTRZKOMÓRKOWYM 
PRZENOSZENIU SYGNAŁÓW

Izoformy 14-3-3 P i C, oddziałują i prawdopodobnie aktywują kinazę białkową 
Raf. Ekspresja drożdżowego homologu 14-3-3 o symbolu BMH1 w komórkach 
ssaków stymuluje aktywność Raf zarówno w cy tosolu, jak i błonie cy toplazm atycznej. 
Asocjacja Raf z 14-3-3 jest niezbędna w jego aktywacji przez Ras [25, 26, 39]. 
Zwiększona ekspresja 14-3-3 w oocytach Xenopus przyspiesza ich dojrzewanie 
w reakcji zależnej od Raf [23,75]. Wykazano, że 14-3-3 oddziałuje z regulatorową 
domeną Raf w regionie CR1 zawierającym palce cynkowe, a także z bogatą w 
reszty Ser/Thr domeną CR2 oraz z domeną CR3 o właściwościach kinazowych 
[25, 39]. Przypuszcza się, że stymulacja aktywności R af przez 14-3-3 wynika raczej 
ze stabilizacji Raf przez 14-3-3 niż z bezpośredniej stymulacji aktywności kinazowej 
R af [2]. Duży wpływ ma najprawdopodobniej stopień fosforylacji obu składników, 
który jednak nie został jeszcze dokładnie poznany. Polipeptyd 14-3-3 i białko szoku 
termicznego hsp60 blokują defosforylację Raf, a przez to jego inakty wację. Natomiast 
stwierdzono, że dimer 14-3-3 wiąże się do N-końca (region CR1 i CR2) i C-końca 
(region CR3) kinazy Raf i może ją  utrzymywać w nieaktywnej konformacji [47, 
70]. Model aktywacji Raf przez Ras z udziałem polipeptydu 14-3-3 polega pra
wdopodobnie na tym, że zaktywowany Ras (Ras-GTP) zwalnia 14-3-3 z N-ter- 
minalnej domeny CR2 Raf, przy czym 14-3-3 ciągle jeszcze oddziałuje z C-końcową 
domeną Raf prawdopodobnie przez motyw zawierający fosfoserynę w pozycji 621. 
Następnie Ras powoduje przemieszczenie się rozwiniętej formy R af do błony, gdzie 
może ulegać dalszej fosforylacji i aktywacji. Szybka zmiana formy aktywnej enzymu 
do nieaktywnej możliwa jest dzięki temu, że 14-3-3 jest wciąż związany do C-końca
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kinazy Raf. M odel ten sugeruje, że 14-3-3 nie jest bezpośrednio regulatorem kinazy 
białkowej Raf, ale stabilizuje pewną jej konformację [70].

Aktywacja R af i transport do błony cytoplazmatycznej umożliwia jego oddzia
ływanie z innymi białkami funkcjonującymi również jako przekaźniki wewnątrz
komórkowe. Serynowo-treoninowa kinaza białkowa c-Bcr tworzy przez dimer 14-3-3 
kompleks z aktywnym, związanym z błoną Raf, co umożliwia ich właściwą orientację 
w błonie względem siebie i ich substratów [13]. Ludzka izoforma 14-3-3 T, spe
cyficzna dla limfocytów T, wiąże się i jest fosforylowana na reszcie Ser przez 
kinazę Ber. Kinaza Ber ma w swej sekwencji regiony podobne do domen CR1 
i CR2 kinazy Raf.

Powstające w wyniku transformacji nowotworowej białko fuzyjne Bcr-Abl (gen 
kodujący Ber jest miejscem dwóch możliwych pęknięć chromosomu i wzajemnej 
translokacji z protoonkogenem c-abl) może fosforylować 14-3-3 na reszcie Tyr 
[68].

Izoformy 14-3-3 asocjują z antygenem T (MT) wirusa polyoma (polyoma virus 
middle Tantigen), który z kolei oddziałuje z innymi białkami związanymi z regulacją 
proliferacji komórki. MT wiąże się do czynników She i Grb2, białek wiążących 
GTP i regulujących aktywność Ras, nadto do białek SOS, a także do kinazy 
3-fosfoinozytolu (PI3-kinaza), która modyfikuje aktywność kinazy Raf [67]. Dalsze 
badania wykazały bezpośrednie oddziaływanie izoformy i  14-3-3 z katalityczną 
podjednostką PI3-kinazy w stymulowanych antygenem M T limfocytach T. MT 
antygen asocjuje z domenami SH2 i SH3 regulatorowej podjednostki PI3-kinazy. 
Sugeruje to obecność dużego kompleksu sygnalnego, w którym białko 14-3-3 stanowi 
platformę (scaffold) dla interakcji domen SH2 i SH3 [11]. Bardzo podobne jest 
działanie izoform 14-3-3 £ i które asocjują z konstruktem rekombinacyjnym 
zawierającym C-terminalne domeny SH2 i SH3 onkoproteiny Vav. Onkoproteina 
działa prawdopodobnie jako swoisty dla komórek hematopoetycznych czynnik akty
wujący wymianę GDP na GTP w białkach rodziny Ras. Izoformy 14-3-3 nie wiążą 
się jednak z pełną cząsteczką rekombinacyjnego Vav, prawdopodobnie więc białka 
te nie oddziałują in vivo [77].

Dalsze powiązanie 14-3-3 z komórkowym przekazywaniem sygnałów wykazują 
badania, w których stwierdzono, że eukariotycznym czynnikiem, który aktywuje 
exoenzym S z Pseudomonas aeruginosa , jest izoforma £ 14-3-3. Exoenzym S ma 
zdolność ADP-rybozylacji białek Ras i innych białek wiążących GTP. ADP-ry- 
bozylacja Ras-podobnych, białek wiążących GTP zaburza transport pęcherzykowy 
podczas infekcji przez patogeny. Ponadto wykazano, że nie istnieje bezpośrednie 
oddziaływanie pomiędzy ADP-rybozylotransferazą a 14-3-3 [27].

Zidentyfikowano u drożdży S. cerevisiae dwa homologii 14-3-3, a mianowicie 
BMH1 i BMH2, biorące udział w transporcie pęcherzykowym. BMH2 i w mniej
szym stopniu BMH1 przywracają cechy szczepu dzikiego mutantom drożdżowym 
mającym delecję w genie kodującym ciężki łańcuch klatryny [31]. Roślinne 14-3-3
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z Arabidopsis uzupełniają mutanty drożdżowe, w których wprowadzono zmiany 
w genach kodujących BMH1 i BMH2 [35]. Sugeruje to albo nieswoistość izoform 
14-3-3 w ich oddziaływaniu z innymi białkami, albo że ich szerokie spektrum 
aktywności związane jest z obecnością motywu R(S)X1,2S(P)X(P).

KONTROLA CYKLU KOMÓRKOWEGO

W komórkach drożdżowych obok homologów 14-3-3 opisanych symbolami 
BMH1 i BMH2 (S. cerevisiae) zidentyfikowano dwa kolejne homologi rad24 i 
rad25 (S. pombe). Delecja obu izoform 14-3-3 w wymienionych szczepach drożdży 
jest letalna. Oporność komórek drożdżowych na promieniowanie UV jest zależna 
od ekspresji homologów 14-3-3, rad24 i rad25. Białka te są również zaangażowane 
w kontrolę cyklu komórkowego, a dokładniej w naprawę DNA. Mutanty ze zmianami 
w genach rad24 i rad25 wchodzą wcześniej w mejozę [24].

Fosfatazy cdc25 pełnią kluczową rolę w kontroli cyklu komórkowego przez 
wybiórczą defosforylację i następującą aktywację kinaz zależnych od cyklin. W y
kazano oddziaływanie ludzkich fosfataz cdc25A i cdc25B z dwiema izoformami 
14-3-3, a mianowicie z e oraz P zarówno in vitro , jak i in vivo. Polipeptyd 14-3-3 
nie wpływa jednak na aktywność fosfatazową cdc25A. Kinaza Raf, oddziałująca 
z 14-3-3, wiąże się również z cdc25A i stymuluje jej aktywność fosfatazową. Dodać 
należy, że białko 14-3-3 nie zmienia aktywności kinazowej R af względem cdc25A. 
Prawdopodobnie polipeptyd 14-3-3 ułatwia asocjację Raf z cdc25 in vivo biorąc 
udział w połączeniu między komórkowym przenoszeniem sygnałów a cyklem ko
mórkowym. Należy również dodać, że podobnie jak w przypadku kinazy Raf-1, 
fosfataza cdc25 nie wiąże się bezpośrednio z białkiem 14-3-3 w warunkach in 
vitro [18, 29].

W komórkach ssaków wykazano udział 14-3-3 w kontroli cyklu komórkowego 
przez jego oddziaływanie z keratynami K8 i K I8 filamentów pośrednich tkanek 
nabłonkowych. Oddziaływanie to jest regulowane przez fosforylację. Białko 14-3-3 
oddziałuje preferencyjnie z K18 podczas fazy S i w czasie przejścia komórek z 
fazy G2 do M. W prowadzenie mutacji w regionie K I8 ulegającym fosforylacji 
uniemożliwia powstanie tetramerycznych filamentów keratynowych K8-K18 w ko
mórkach zatrzymanych na granicy faz G2/M. Znanymi białkami asocjującymi z 
K8-K18 jest katalityczny fragment domeny PKC £ i dwa polipeptydy (hsp70) z 
rodziny białek szoku cieplnego [48].

INNE FUNKCJE

Białka 14-3-3 kompleksują z histonami i regulują ich fosforylację i defosforylację. 
Zdolność wiązania się kwaśnych białek 14-3-3 z histonami wykazano przy pomocy
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czynnika sieciującego (ang. dimethyl suberimidate) i chromatografii na złożu z 
immobilizowanymi histonami. Konsekwencją tworzenia się takich kompleksów mo
głaby być regulacja ekspresji genów. Polipeptyd 14-3-3 stymuluje fosforylację hi- 
stonów przez PKC, hamuje natomiast ich defosforylację katalizowaną przez Ser/Thr- 
specyficzne fosfatazy 1 (PP1) i 2A (PP2A). Hamowanie defosforylacji histonów 
przez 14-3-3 może być konsekwencją zarówno interakcji z fosfatazą, jak i z histonami 
[16]. W ykazano również zahamowanie defosforylacji, a zatem inaktywacji, zwią
zanego z błoną Raf przez fosfatazy PP1 i PP2A i tyrozynowo-specyficzną PTP1B 
w obecności 14-3-3 C, [21].

W proliferujących fibroblastach poziom jednej z izoform 14-3-3 jest znacznie 
obniżony w porównaniu do komórek transformowanych wirusem SV40 [15].

Wykazano również oddziaływanie in vitro 14-3-3 z białkiem NS2 parvowirusa 
myszy (ang. minute virus o f  mice) związanego z prowirusową amplifikacją DNA, 
jak  i efektywną produkcją wirusa w komórkach gospodarza [14].

Izoformy 14-3-3 asocjują z ATP-zależnym białkowym czynnikiem(ami) wątroby 
szczura, który stymuluje import białek prekursorowych do izolowanych mitochon- 
driów [8].

Izoformie £ 14-3-3 przypisywano również aktywność fosfolipazy A2 [92], ale 
ostatnie badania z zastosowaniem białek rekombinacyjnych wykazały brak tej aktyw
ności [64, 69].

Udokumentowano oddziaływanie 14-3-3 z łożyskową glikoproteiną GPIb-IX (re
ceptor czynnika von Willebranda) pośredniczącą w adhezji łożyska do naczyń krwio
nośnych [22, 87].

Białka 14-3-3 biorą udział w programowanej śmierci komórki (apoptozie). Czyn
nik promujący wejście komórki w apoptozę -  BAD, po fosforylacji przez inne 
czynniki wewnątrzkomórkowe (IL-3) na reszcie Ser wiąże się z 14-3-3 w cytosolu, 
uniemożliwiając wejście komórki w stan apoptozy. Niefosforylowany BAD tworzy 
dimery w błonie z BCL-XL i aktywuje wejście komórki na drogę apoptozy [91]. 
Białko 14-3-3 jest fosforylowane przez sfingozyno-zależną kinazę białkową [59]. 
W cyklu sfingomielinowym, zaktywowana sfingomielinaza przekształca błonową 
sfingomielinę w ceramidy, będące znanymi czynnikami hamującymi wzrost komórki 
oraz indukującymi apoptozę [32].

Ostatnio metodą screeningu dwuhybrydowego (ang. two hybrid screening system) 
wykazano oddziaływanie 14-3-3 z białkiem A20 -  inhibitorem apoptozy wywołanej 
czynnikiem martwicy nowotworu. W immunoprecypitacie ekstraktu komórek no
wotworu zidentyfikowano białka: 14-3-3, c-Raf i A20. W spółimmunoprecypitacja 
c-Raf i A20 zależy od obecności 14-3-3, co sugeruje jego adaptorową funkcję 
w oddziaływaniu kinazy Raf i białka A20 [86].

Analizą białek ekstraktu mózgu szczura precypitowanych za pomocą poliklo- 
nalnych przeciwciał skierowanych przeciw transferazie sjalowej wykazano obecność 
białka 14-3-3. Biorąc pod uwagę, że aktywność transferazy jest regulowana przez
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kinazę białkową C oraz że 14-3-3 wpływa na aktywność PKC, można przypuszczać, 
że polipeptyd 14-3-3 ma również regulatorowy wpływ na aktywność transferazy 
sjalowej [30].

Pomimo że aktywności przejawiane przez rodzinę białek 14-3-3 są dobrze zde
finiowane, to jednak zasób informacji o sposobie regulacji tych aktywności, np. 
w rozwoju organizmu czy przez warunki środowiskowe jest dość skąpy. U Drosophila 
melanogaster poszczególne izoformy 14-3-3 ulegają ekspresji w tkankowo-spe- 
cyficzny sposób. Gen kodujący 14-3-3 charakteryzuje się zróżnicowanym wzorem 
ekspresji, syntetyzowany jest mRNA o trzech różnych długościach, z których każdy 
pojawia się w ściśle określonym przedziale czasowym w rozwoju organizmu. mRNA
0 długości lkb jest intensywnie produkowany w zapłodnionym jaju i dziedziczony 
matczynie, mRNA o długości 1,9 kb pojawia się w embrionach i utrzymuje się 
na wysokim poziomie podczas embriogenezy, a 2,9 kb mRNA ulega specyficznej 
ekspresji w tkance nerwowej głowy. Trudno jest jednak połączyć te informacje 
ze sposobem, w jaki poszczególne izoformy są regulowane oraz z funkcją, jaką 
pełnią w ściśle określonych przedziałach czasowych [78]. Mutanty Drosophila ze 
zmianą w genie kodującym 14-3-3 w tzw. mushroom bodies miały obniżoną zdolność 
uczenia się i rozpoznawania zapachów. M utacja nie miała wpływu na anatomię 
mózgu. W ysunięto przypuszczenie o uczestnictwie białek 14-3-3 w procesach uczenia 
się i zapamiętywania [76].

ROŚLINNE BIAŁKA 14-3-3

Białka 14-3-3 zostały również zidentyfikowane w wielu organizmach roślinnych, 
w tym u Arabidopsis [51, 71], w ryżu [54], pomidorze [46], kukurydzy [84], dyni 
patison [79, 80] i ziemniaku [88]. Polipeptydy roślinne wykazują wysoki, około 
60% stopień homologii do izoform ssaczych zarówno w sekwencji nukleotydowej, 
jak i aminokwasowej (rys. 2). Roślinne 14-3-3 mają właściwości analogiczne do 
ich homologów zwierzęcych. Izoformy izolowane z Arabidopsis, szpinaku, grochu
1 ryżu hamują aktywność PKC z mózgu owcy [33]. Rekombinacyjna izoforma 
co 14-3-3 z Arabidopsis aktywuje enzym exoS oraz pochodzące z mózgu szczurzego 
hydroksylazę tryptofanu i PKC w sposób podobny do wołowej 14-3-3. Jak wspo
mniano wcześniej, rekombinacyjne białko 14-3-3 pochodzące z Arabidopsis przy
wraca cechy typu dzikiego szczepom drożdżowym o zmutowanych białkach 14-3-3
[53].

Roślinna izoforma 14-3-3 co wiąże jeden jon Ca +. Roślinne homologi mają 
konserwatywną resztę Gly w C-końcowym regionie [52]. Region ten przypomina 
motyw „EF-hand” wiążący Ca2+. Reszta ta jest ważna dla funkcji tego motywu 
i nie występuje w ssaczych izoformach, nie wykazano również wiązania jonów 
C a"+ przez te izoformy [7].
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14-3-3 a regulacja transkrypcji. Jako jedne z pierwszych zostały sklonowane 
i wydzielone homologi 14-3-3 z Arabidopsis i kukurydzy i nazwane „G F14” z 
powodu ich zdolności wiązania się do G boxow (G-box Factor, 14-3-3 homolog) 
[50]. Regulacja ekspresji genów na poziomie transkrypcji zależy od interakcji se
kwencji regulatorowych genu z elementami cis oraz czynnikami trans. Motywy 
sekwencji DNA, tzw. „G-boxy” (5’-CCACGTGG-3’) są ważnym elementem obe
cnym w wielu genach, w tym w kodującym dehydrogenazę alkoholową i genach 
indukowanych czynnikami środowiska, takich jak geny dla syntazy chalkonu i małej 
podjednostki RuBisCo [51]. Dalsze badania wykazały jednak, że GF14 nie od
działuje bezpośrednio z DNA, a wiązanie do sekwencji „G-box” odbywa się przez 
inne białko o nazwie G-box Binding Factor (GBF). GF-14 nie ma bowiem motywu 
palców cynkowych, charakterystycznego dla białek klasy bZIP wiążących DNA. 
Ma natomiast powtórzony motyw Ileu-Leu (niepełny motyw zamka leucynowego) 
odpowiedzialny za oddziaływanie białko-białko, oraz kwaśny N-końcowy fragment 
mogący tworzyć amfipatyczną a-helisę charakterystyczną dla czynników aktywu
jących transkrypcję [85]. Równie istotną domeną obecną w GF14 jest motyw „EF- 
hand”, zlokalizowany w C-końcowym fragmencie białka i odpowiedzialny za 
wiązanie jonów wapnia dzięki obecności kwaśnych reszt aminokwasowych zlo
kalizowanych wewnątrz pętli strukturalnej domeny: helisa-pętla-helisa. Motyw 
„EF-hand” jest wysoce konserwatywny we wszystkich 14-3-3 zarówno roślinnych, 
jak i zwierzęcych. Rekombinacyjny GF14 z Arabidopsis wiąże jony wapnia in 
vitro w warunkach fizjologicznych (1 atom na monomer) i jest fosforylowany w 
warunkach fizjologicznych na reszcie Ser przez endogenną kinazę białkową. Poprzez 
wiązanie się do motywów ,,G-box” białka 14-3-3 biorą udział w regulacji transkrypcji, 
jak również stanowią połączenie pomiędzy szlakami przenoszenia sygnału i czyn
nikami trans wiążącymi DNA. Jako część kompleksu białkowego wiążącego się 
do elementów promotora licznych genów, GF14 może stanowić ważny regulator 
wzrostu, rozwoju i odpowiedzi środowiskowej roślin [52].

Ostatnio zidentyfikowano gen kodujący GF14 określony jako GRF-GFM ^. Po
równanie sekwencji tego genu z sekwencjami cDNA kodującymi inne białka 14-3-3 
wykazało, że najbardziej konserwatywne domeny kodowane są przez pierwsze trzy 
eksony, a charakteryzujący się dużą różnorodnością C-koniec przez zmienny czwarty 
ekson specyficzny dla danej izoformy. Ekspresja genu [3-glukuronidazy, znajdującej 
się pod kontrolą promotora genu GRF-GF14^ w transgenicznych Arabidopsis wy
kazała jego najwyższą aktywność w korzeniach zarówno dojrzałych, jak i młodych 
roślin. W młodych kwiatach najsilniejszą ekspresję zlokalizowano w pąkach, w 
dojrzałych kwiatach -  w znamieniu, pręcikach i pyłku. W niedojrzałych owocach 
aktywność promotora GF14^ początkowo obserwowano w podstawie słupka, a na
stępnie w całych dojrzałych owocach. Hybrydyzacja in situ antysensem RNA/RNA 
wykazała najwyższą ekspresję mRNA w tkance epidermalnej korzeni, okwiacie, 
płatkach kwiatowych, pączkach kwiatowych, komórkach papillamych kwiatów, owo
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cach i endospermie dojrzałych nasion. Dane te wskazują, że ekspresja 14-3-3 
jest komórkowo- i tkankowo-specyficzna [20], podobnie jak to obserwowano dla 
ssaczej tkanki mózgowej.

Udział 14-3-3 w przenoszeniu sygnałów ze środowiska zewnętrznego. Białka 
14-3-3 mogą też być czynnikami zamieniającymi sygnał zewnętrzny w stymulację 
specyficznej transkrypcji. Podczas infekcji jęczm ienia przez patogenny grzyb (E ry- 
siphe graminis) znacznie wzrasta poziom mRNA kodującego białko 14-3-3. In
dukowane nagromadzenie 14-3-3 w komórkach jęczm ienia koreluje się z innymi 
formami odpowiedzi na infekcję, np: z nabytą odpornością na następną infekcję 
czy tworzeniem się wtórnych struktur ściany komórkowej. Sugeruje się, że pod
wyższony poziom 14-3-3 w odpowiedzi rośliny na patogen może być związany 
z jego wpływem na aktywność kinaz białkowych. Badania nad komórkami roślinnymi 
wskazują, że ich odpowiedzią na inwazję patogenu są zmiany w fosforylacji białek 
[12]. Udział 14-3-3 w zmianie wzoru fosforylacji białek w roślinach pod wpływem 
patogenu nie jest jednak udokumentowany, opiera się raczej na analogii z komórkami 
zwierzęcymi i znanymi aktywnościami tych polipeptydów. Niedawno stwierdzono, 
że roślinny receptor toksyny grzybowej -  fusikoksyny (FCBP) należy do rodziny 
białek 14-3-3 [45, 58, 66]. Związany z błoną receptor FCBP wiąże fusikoksynę 
(FC) i kompleks ten aktywuje H+-zależną ATP-azę. Przypuszcza się, że zmiany 
metaboliczne wywołane przez fusikoksynę i aktywację FCBP, mogą przebiegać 
przez swoiste reakcje fosforylacji angażujące kinazy białkowe. Odcinek C-końcowy 
roślinnej H+-ATPazy ma kilka miejsc potencjalnej fosforylacji, a defosforylacja 
enzymu prowadzi do zwiększonej jego aktywności. Kinaza zależna od jonów wapnia 
i fosfolipidów, fosforylująca H+-ATPazę została częściowo oczyszczona z korzeni 
owsa. Proponuje się model, w którym wiązanie FC do FCBP wpływa na aktywność 
kinazy białkowej, tak że ATPaza nie ulega fosforylacji. Białko 14-3-3 pełni tu 
funkcję nie tylko receptora, wiążąc fusikoksynę, ale również reguluje kinazę białkową 
swoistą dla ATPazy [62] w sposób podobny do regulacji PKC w komórkach zw ie
rzęcych [45].

Zaobserwowano, że białka 14-3-3 biorą także udział w procesach adaptacji roślin 
do warunków środowiska. Z biblioteki cDNA etiolowanych i zaaklimatyzowanych 
do niskiej temperatury kiełków Arabidopsis wyizolowano dwa klony RCI1 i RCI2 
(ang. Rare Cold-Inducible), wykazujące wysoki stopień homologii do rodziny białek 
14-3-3. Ekspresja obu genów jest indukowana niską temperaturą, niezależnie od 
organu rośliny (w równych ilościach w liściach, łodygach i kwiatach) oraz jej 
stadium rozwojowego (w etiolowanych kiełkach i w dorosłych roślinach). Chociaż 
oba geny kodują bardzo podobne białka, ich ekspresja wydaje się być regulowana 
w sposób zróżnicowany. Kodujący RC I1 mRNA nagromadza się szybciej i w większej 
ilości niż mRNA dla RCI2, co świadczy o zróżnicowanej odpowiedzi tych genów 
na stres zimna. Po przeniesieniu roślin do temperatury pokojowej ilość mRNA 
dla RCI1 zmniejsza się szybciej, osiągając prawidłowy poziom po 24 godzinach,
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a dla RCI2 po 7 dniach. W porównaniu do innych opisanych do tej pory białek 
regulowanych niską temperaturą, indukcja RCI następuje wolniej, osiąga niższy 
poziom końcowy oraz wolniej wraca do stanu wyjściowego po usunięciu induktora. 
Ta zróżnicowana ekspresja może stanowić odzwierciedlenie zmian w regulacji trans
krypcji albo w stabilności mRNA. W przeciwieństwie do większości innych akty
wowanych niską temperaturą genów roślinnych ekspresja RCI nie jest indukowana 
kwasem abscysynowym (ABA) i stresem wodnym, co wskazuje na uczestnictwo 
polipeptydów 14-3-3 w niezależnym od kwasu abscysynowego szlaku przenoszenia 
sygnałów [42].

Również zwiększone zasolenie środowiska powoduje wzrost ekspresji genu ko
dującego 14-3-3. Z biblioteki cDNA tytoniu zaadaptowanego do ekstremalnych 
stężeń NaCl wyizolowano klon cDNA kodujący białko 14-3-3 stymulujące ADP- 
rybozylującą aktywność ExoS in vitro. Poziom transkryptu mRNA jest znacznie 
podwyższony u roślin zaadaptowanych do wysokich stężeń NaCl. Krótkoterminowe 
traktowanie NaCl, ABA lub etylenem nie wywołuje takiego efektu. Ekspresja jest 
tkankowo swoista. Najwyższy poziom transkryptu obserwuje się w korzeniach i 
kwiatach. Rekombinacyjny polipeptyd wykazuje aktywność hamującą PKC in vitro. 
Podobnie jak  14-3-3 z kukurydzy, izoforma z tytoniu asocjuje z motywem „G -box” 
promotora genu osmotyny, którego ekspresja jest regulowana stężeniem soli w 
środowisku [17].

14-3-3 regulują metabolizm wewnątrzkomórkowy. U roślin wyższych pier
wszym enzymatycznym etapem w asymilacji azotu jest redukcja azotanu do azotynu 
katalizowana przez NADH:reduktazę azotanową (NR). Regulacja aktywności tego 
enymu odbywa się przez kontrolę poziomu jego ekspresji oraz fosforylację i defo- 
sforylację białka enzymatycznego. Fosforylacja NR nie jest wystarczającym czyn
nikiem kontrolującym aktywność enzymu. W yizolowano białkowy inhibitor (IP) 
z liści szpinaku, któn/ oddziałuje i hamuje fosforylowaną aktywną formę NR w 
obecności jonów Mg“ lub Ca . Oddziaływanie fosfo-NR z IP swoiście hamuje 
przepływ elektronów pomiędzy hemem a domeną kofaktora molibdenowego, naj
prawdopodobniej przez zmiany konformacyjne. Wykazano, że IP należy do rodziny 
białek 14-3-3. Rekombinacyjny GF14 co również hamuje aktywność NR [10]. 
Regulacja NR przez fosforylację na reszcie Ser-543 jest procesem dwustopniowym: 
najpierw Ser-543 w NR (ze szpinaku) jest fosforylowana przez Ca_+-zależną NR- 
kinazę, a następnie fosfo-NR oddziałuje z IP tworząc nieaktywny kompleks. Jak 
wspomniano wcześniej, 14-3-3 są białkami oddziałującymi specyficznie w sposób 
zależny od sekwencji z motywem RSXS(P)SXP. Motyw ten jest podobny do fo- 
sforylowanego i regulatorowego motywu NR o sekwencji RTAS(P)TP. 14-3-3 
wiąże się do fosforylowanego miejsca regulatorowego NR i chroni je przed atakiem 
endogenych fosfataz [9, 62]. Wykazano, że fusikoksyna może blokować aktywność 
14-3-3 jako inhibitora fosfo-NR [62].
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Ostatnio zasugerowano funkcję 14-3-3 w kontroli obumierania komórek bakte
ryjnych i roślinnych. W badaniach modelowych zademonstrowano, że nadekspresja 
cDNA kodującego 14-3-3 z Cucurbita pepo i jego skróconej wersji AN-14-3-3, 
pozbawionej domen dimeryzacji i pseudosubstratowej dla PKC powoduje zmiany 
we wzroście i przeżywalności komórek bakteryjnych E. coli (XL-1). Bakterie za
wierające pełny klon proliferują szybciej i przeżywają dłużej niż te z nadekspresją 
klonu AN-14-3-3. Nadekspresja 14-3-3 lub jego fragmentu z delecją ma również 
wpływ na integralność bakteryjnego chromosomu. Nadekspresja AN-14-3-3 po
woduje szybką degradację genomowego DNA, natomiast w komórkach z pełnym 
klonem proces ten jest znacznie opóźniony w porównaniu do komórek zawierających 
pusty plazmid [56]. Rekombinacyjny 14-3-3 z C. pepo  oddziałuje w warunkach 
in vitro i in vivo z roślinną endonukleazą 32 kDa. Sugeruje to udział 14-3-3 w 
kontroli obumierania komórek roślinnych [55]. Podobnie do komórek bakteryjnych, 
rośliny transgeniczne (ziemniaki) ekspresjonujące 14-3-3 z C. pepo  w orientacji 
sensowej lub antysensowej mają odpowiednio wydłużony bądź skrócony okres we
getacji w stosunku do roślin kontrolnych [55, 88].

W  warunkach indukowanego ciemnością starzenia, liście ziemniaków kontrolnych 
obumierają znacznie szybciej niż liście roślin transgenicznych z nadekspresją 14-3-3. 
W warunkach ciemności w liściach roślin kontrolnych znacznie szybciej spadał 
poziom 14-3-3, a wzrastał poziom nukleaz w porównaniu do ziemniaków z na
dekspresją, korelując się z poziomem dezintegracji genomowego DNA. Hodowane 
w ciemności rośliny kontrolne znacznie szybciej traciły chlorofil i wykazywały 
objawy starzenia niż rośliny z nadekspresją 14-3-3. Sugeruje to, że poziom 14-3-3 
może być markerem starzenia u roślin [55].

W liściach ziemniaka zidentyfikowano i sklonowano 6 izoform białka 14-3-3, 
również analiza w western biot ekstraktów liściowych pokazuje obecność 5 pasm 
reagujących z przeciwciałami anty-rekombinacyjne białko 14-3-3. W ekstraktach 
z liści obserwuje się zmienny poziom całkowitej ilości wszystkich izoform 14-3-3, 
jak i stosunek ilości tych izoform względem siebie w zależności od piętra rośliny, 
z którego liście zostały pobrane. Świadczy to o regulacji poziomu ekspresji po
szczególnych izoform w trakcie rozwoju organizmu. Prawdopodobnie więc geny 
białek 14-3-3 podlegają różnorodnej kontroli w trakcie wzrostu i rozwoju organizmu 
[88].

PODSUMOWANIE

W  pracy dokonano przeglądu aktualnych doniesień na temat nowej rodziny białek 
opisanych symbolem 14-3-3, ich występowania i właściwości ze szczególnym uwz
ględnieniem polipeptydów pochodzących z roślin. Białka rodziny 14-3-3 występują 
w wielu izoformach we wszystkich tkankach organizmów, z wyjątkiem proka- 
riotycznych, z wyraźnie zaznaczającą się ewolucyjną zależnością pomiędzy spe-
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Rys. 3. Drzewo ewolucyjne rodziny białek 14-3-3
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Tabela 1. Białka wiążące się do białek 14-3-3 i ich funkcje

Białka wiążące 14-3-3 Funkcje

Hydroksylaza tyrozyny 
Hydroksylaza tryptofanu 
N-acetylo transferaza serotoninowa 
Kinaza białkowa C (PKC) 
c-Raf-1, B-Raf

Ber (breakpoint cluster region protein)

Antygen T (MT) wirusa polyoma

Onkoproteina Vav

Enzym exoS 
cdc25 fosfatazy

K8/K18 składniki nabłonkowych 
filamentów pośrednich 
Histony 
Białko NS2

ATP-zależny czynnik białkowy 

Glikoproteina GPlb-IX 

BAD
Białko A20 
Transferaza sialowa 
Kinaza fosfoinozytolowa

Kinaza białkowa weel

Roślinne czynniki stymulujące transkrypcję

Roślinna H+-ATPaza

Roślinna reduktaza azotynowa

Roślinna nukleaza 32 kDa

enzym biorący udział w symtezie dopaminy 
enzym biorący udział w syntezie serotoniny 
enzym biorący udział w syntezie melanin [ 19] 
zależna od fosfolipidów Ser/Thr kinaza białkowa 
Ser/Thr kinaza białkowa; bierze udział w Ras-zależnym 
mitogennym przekazywaniu sygnałów wewnątrzkomórkowych 

aktywuje GTP-azową aktywność p21Rac; ma również 
aktywność Ser/Thr kinazy białkowej, 
mysi antygen wirusa polyoma, oddziałuje z białkami 
związanymi z regulacją proliferacji komórki 
swoisty dla komórek hematopoetycznych czynnik aktywujący 
wymianę GDP na GTP w białkach rodziny Ras, 
ADP-rybozylacja białek wiążących GTP 
Thr specyficzne fosfatazy biorące udział w cyklu komórkowym 
aktywujące kinazy zależne od cyklin 
biorą udział w cyklu komórkowym

białka stabilizujące strukturę DNA
białko wirusa myszy, związane z prowirusową
amplifikacją DNA i namnażaniem wirusa
pochodzący z wątroby szczura czynnik stymuluje
import białek prekursorowych do mitochondrii
receptor czynnika vonWillebranta, pośredniczy w adhezji
łożyska do naczyń krwionośnych
czynnik biorący udział w apoptozie
czynnik hamujący apoptozę indukowaną TNF-a
modyfikacja glikoprotein [30],
enzym biorący udział w wewnątrzkomórkowym
przenoszeniu sygnałów [90]
mysia kinaza białkowa współoczyszczająca
się z miki, fosforyluje p34 na Tyrl5 [36]
białka wiążące się do G boksów, cis-działających
elementów promotorów indukowalnych genów
błonowa pompa protonowa aktywowana przez kompleks
fusikoksyna/14-3-3
enzym biorący udział w asymilacji azotu; redukuje azotany 
do azotynów
degraduje komórkowy DNA; bierze udział w starzeniu się roślin
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cyficznymi izoformami w różnych gatunkach roślin i zwierząt (rys. 3). Ustalono, 
że polipeptydy 14-3-3 oddziałują z wieloma białkami (tab. 1) uczestniczącymi w 
wewnątrzkomórkowym przenoszeniu sygnałów, takimi jak Raf, kinaza 3-fosfatydy- 
loinozytolu, Bcr-Abl, glikoproteina GPIb-IX, fosfataza cdc 25, białko A20, en- 
donukleaza 32 kDa. Lista białek oddziałujących z 14-3-3 stale się powiększa. Niestety 
nie udało się, jak dotychczas, rozpoznać funkcjonalnych konsekwencji takiego od
działywania. Biorąc pod uwagę powszechność występowania 14-3-3, mnogość izo- 
form  i ogrom ną ilość różnorodnych białek, z którym i oddziałują, jed y n ą  
przekonującą, potencjalną funkcją białek 14-3-3 jest funkcja adaptorowa polegająca 
na ułatwianiu składania się wieloskładnikowych kompleksów uczestniczących w 
przekaźnictwie komórkowym. Ta potencjalna funkcja jest aktualnie weryfikowana 
na roślinach najskuteczniejszą, jak  dotychczas, technologią „sense-antisense”, w 
której eliminowana lub wzmacniana jest ekspresja poszczególnych izoform i analiza 
biochemiczno-morfologiczna organizmów transgenicznych winna dostarczyć prze
konujących danych odnośnie procesów regulowanych przez poszczególne izoformy 
białka 14-3-3.
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POLIAM INY W KOM ÓRCE ROŚLINNEJ: 
SYNTEZA, M ECHANIZM Y DZIAŁANIA I FUNKCJE*
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Streszczenie: Poliaminy są związkami alifatycznymi powszechnie występującymi we wszystkich orga
nizmach żywych. U roślin są zlokalizowane głównie w ścianie komórkowej, wakuolach, chloroplastach, 
mitochondriach oraz na obszarze jądra i jąderka. Poliaminy mogą tworzyć specyficzne kompleksy ze 
substancjami wielkocząsteczkowym i, w tym z białkami i kwasami nukleinowymi, i stymulować procesy 
replikacji, transkrypcji i translacji. Wykazano również udział poliamin w regulacji rozwoju roślin in vivo 
i in vitro. Związki te pełnią ważne funkcje w procesach tworzenia pędów, korzeni, organów kwiatowych 
oraz w powstawaniu owoców. Stwierdzono także ich udział w inicjacji lub stymulacji somatycznej 
embriogenezy wielu gatunków roślin. Poliaminy wykazują działanie przeciwstawne w stosunku do 
etylenu i opóźniają procesy starzenia.

Słowa kluczowe: poliaminy, metabolizm, transport, synteza DNA i RNA, przekazywanie sygnałów, 
morfogeneza.

Summary: Polyamines are aliphatic compounds which commonly occur in all living organisms. They 
are mainly located in cell walls, vacuoles, chloroplasts and mitochondria, and also in the cell nuclei and 
nucleoli. Polyamines may bind to other macromolecules, such as nucleic acid and proteins, and stimulate 
DNA replication, transcription and translation. It has been shown that polyamines are involved in 
regulation o f plant development in vivo and in vitro. They have some functions in shoot formation, 
rhizogenesis, differentiation of floral organs and fruits. Another function o f these compounds is related 
to somatic embryogenesis o f many plant species. Polyamines act as antagonists of ethylene and inhibit 
or delay physiological processes related to the senescence.

* Pracę w ykonano w ramach grantu KBN nr 5S 301 018 07.
**Aleksandra N iklas jest doktorantką Instytutu H odowli i Aklim atyzacji Roślin. Adres stały: 
Katedra G enetyki, H odow li R oślin i Nasiennictwa, Akadem ia T echniczno-R olnicza, K aliskiego 7,
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Key words: polyamines, metabolism, transport, DNA and RNA synthesis, signal transduction, morpho
genesis.

1. WSTĘP

Poliaminy występują powszechnie w komórkach organizmów prokariotycznych 
i eukariotycznych [90, 92]. Funkcje i mechanizmy działania tych związków w 
roślinie są intensywnie badane przy wykorzystaniu metod cytologicznych, bioche
micznych i molekularnych.

Liczne dane dotyczące roli poliamin w procesach fizjologicznych uzyskano w 
wyniku zastosowania specyficznych inhibitorów blokujących poszczególne etapy 
syntezy putrescyny, spermidyny czy sperminy [10, 32, 55, 73, 90]. Efekty działania 
niektórych z nich omówiono w kolejnych rozdziałach pracy i podsumowano w 
tabeli 1.

Udział poliamin w regulacji wzrostu i rozwoju roślin jest również analizowany 
na podstawie zmian zawartości tych związków w przebiegu określonych procesów 
życiowych [10, 17, 24, 60] i modyfikującego wpływu egzogennych poliamin na 
te procesy [31, 61, 66, 93].

Cennych danych dostarczają badania mutantów genetycznych wykazujących za
burzenia syntezy poliamin [27, 39, 45, 78] (tab. 2). Molekularna analiza genomu 
tych roślin ujawniła zmiany w genach struktury lub genach regulujących wytwarzanie 
dekarboksylazy argininowej i omitynowej [67].

Rozwój genetyki i biologii molekularnej -  szczególnie szybki w ostatnich kilku 
latach -  umożliwił identyfikację, izolację i sklonowanie genów kodujących enzymy 
uczestniczące w syntezie poliamin: dekarboksylazę argininową (ADC), dekarbo- 
ksylazę ornitynową (ODC) i dekarboksylazę S-adenozylometioniny (SAMDC) [59, 
67, 71, 79]. Pozwoliło to z kolei na rozpoczęcie prac nad uzyskaniem roślin trans- 
genicznych zawierających w swoim genomie dodatkowe kopie tych genów lub 
też sekwencje antysensowne w stosunku do określonego genu [11, 59, 68, 74, 
100]. Rośliny takie wykazują zaburzenia ekspresji enzymów związanych z syntezą 
poliamin i liczne anomalie fenotypowe (tab. 3).

2. BIOSYNTEZA I DEGRADACJA POLIAMIN

Podstawowym źródłem putrescyny u roślin jest cykl mocznikowy, w którym 
dekarboksylacji mogą podlegać różne aminokwasy (rys. 1). Synteza putrescyny 
zachodzi zarówno przy udziale dekarboksylazy omitynowej (ODC) z ornityny, jak 
też dekarboksylazy argininowej (ADC) z argininy [91]. Proces enzymatycznego
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Tabela 1. W pływ inhibitorów syntezy poliamin na procesy morfogenetyczne roślin

Inhibitor Efekt biochemiczny Efekt morfologiczny Literatura
DFMA hamowanie aktywności 

dekarboksylazy argininowej 
(ADC)

-  zmniejszenie masy pędów i liści 
-zahamowanie ryzogenezy
-  zaburzenia procesów embriogenezy 

somatycznej i gametofitowej
-  wzrost wrażliwości na warunki stresowe

[3, 19, 35, 44, 
73, 86, 98]

DFMO hamowanie aktywności 
dekarboksylazy ornitynowej 
(ODC)

-  zmniejszenie masy pędów
-  zahamowanie ryzogenezy i tuberyzacji 
-zaburzenia kwitnienia
-  zaburzenia embriogenezy somatycznej

[32, 49, 62]

CHA hamowanie aktywności 
syntazy spermidyny

-zahamowanie ryzogenezy
-  zaburzenia kwitnienia
-  obniżenie odporności na stres
-  stymulacja kiełkowania nasion

[32, 41, 54, 
85, 86]

MGBG hamowanie aktywności 
dekarboksylazy S-adenozylo- 
metioniny (SAMDC)

-  zahamowanie wzrostu pędów i liści
-  zaburzenia kwitnienia
-  zaburzenia somatycznej embriogenezy 
-zahamowanie ryzogenezy

[19, 32, 86]

DM FA -  dwufluorometylarginina, DMFO -  dwufluorometylomityna, CHA -  cykloheksyloamina, 
MGBG -  metylglioksal-bis(guanylohydrazon)

usuwania grupy karboksylowej wymaga obecności fosforanu pirydoksalu jako ko
enzymu. W wyniku dekarboksylacji argininy powstaje agmatyna, która pod dzia
łaniem  specyficznej hydrolazy ulega rozkładowi do putrescyny i m ocznika. 
Dekarboksylacji podlega również omityna oraz niekiedy cytrulina [90]. W nastę-

COOH

COOH

Agmatyna

NH, NH;

Mocznik

Rys. 1. Schemat syntezy putrescyny u roślin. W wyniku dekarboksylacji argininy, katalizowanej przez 
dekarboksylazę argininową (ADC), powstaje agmatyna, która ulega hydrolizie do putrescyny i mocznika. 

Dekarboksylacja ornityny przez dekarboksylazę ornitynową (ODC) prowadzi bezpośrednio
do wytworzenia putrescyny
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pstwie dekarboksylacji lizyny powstaje kadaweryna -  poliamina będąca homologiem 
putrescyny -  a jej synteza przebiega niezależnie od cyklu mocznikowego [42].

Synteza spermidyny i sperminy w komórkach roślinnych i zwierzęcych przebiega 
podobnie (rys. 2). W procesie tym S-adenozylometionina (SAM) ulega dekarbo
ksylacji, a następnie przy udziale syntazy spermidyny łączy się z cząsteczką pu
trescyny. W efekcie powstaje spermidyna oraz 5-metylotioadenozyna (5-MTA). 
Kondensacja spermidyny z drugą cząsteczką zdekarboksylowanej formy S-adeno- 
zylometioniny prowadzi do syntezy sperminy i kolejnej cząsteczki 5-metylotio- 
adenozyny, która wchodzi do tzw. cyklu Yanga i uczestniczy w regeneracji 
metioniny [53].

Rozkład putrescyny, spermidyny i sperminy polega na oksydacyjnej deaminacji 
tych poliamin katalizowanej przez oksydazę diaminową (DAO) oraz oksydazę po- 
liaminową (PAO). Enzymy te są metaloflawoproteinami nie wykazującymi ścisłej 
specyficzności substratowej [32]. Oksydaza diaminowa z nasion orzecha ziemnego 
(.Arachis hypogea) jest homodimeryczną proteiną zawierającą miedź [47]. Natomiast 
oksydaza poliaminowa w liściach lilii {Lilium longiflorum) jest glikoproteiną za
w ierającą 1 cząsteczkę dinukleotydu flawinowo-adeninowego (FAD) [105].

Rys. 2. Schemat syntezy spermidyny i sperminy. Dekarboksylacja S-adenozylo-metioniny (SAM ) przy 
udziale dekarboksylazy S-adenozylometioniny (1) prowadzi do wytworzenia zdekarboksylowanej czą
steczki SAM. Łączy się ona z putrescyną przy udziale syntazy spermidyny (2) z wytworzeniem spermi
dyny i 5-metylotioadenozyny. Kondensacja spermidyny z drugą cząsteczką zdekarboksylowanej SAM  

prowadzi do syntezy sperminy, katalizowanej przez syntazę sperminy (3)
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W wyniku działania oksydazy diaminowej pierwszorzędowa grupa aminowa pu- 
trescyny przekształca się w grupę aldehydową i dodatkowo powstaje cząsteczka 
H20 2, zgodnie z reakcją;

R-CH2-NH2 + H 20  + 0 2 -4  R-CHO + NH3 + H20 2

Dalsze przemiany aminoaldehydów prowadzą do ich cyklizacji, z wytworzeniem 
układów pirolidonowych i piperydynowych, które są wykorzystywane w syntezie 
niektórych alkaloidów [42, 56].

3. LOKALIZACJA SUBKOMÓRKOWA

Głównym miejscem nagromadzenia poliamin jest ściana komórkowa, co stwier
dzono badaniem frakcji komórkowych. Pochłania ona około 70% egzogennie po
dawanej spermidyny i 30% egzogennej putrescyny. Mechanizm akumulacji poliamin 
w ścianie polega prawdopodobnie na elektrostatycznym oddziaływaniu dodatnio 
naładowanych grup aminowych z komponentami ściany komórkowej o ładunku 
ujemnym, takimi jak np. pektyny [70, 84]. W ścianie komórkowej zlokalizowane 
są również enzymy utleniające poliaminy [5, 63, 82, 89], takie jak oksydaza dia- 
minowa i oksydaza poliaminowa, które utleniają pierwszo- i drugorzędowe grupy 
aminowe poliamin z wytworzeniem H 9CU aminoaldehydów i amoniaku lub 1,3- 
diaminopropanu [5, 82]. Nadtlenek wodom jest z kolei rozkładany przez apoplastowe 
peroksydazy, aktywnie zaangażowane w syntezę ściany wtórnej, jej lignifikację 
i suberynifikację.

Poliaminy gromadzą się również w wakuolach, co wykazano w eksperymentach 
z protoplastami marchwi. Wakuole niezwykle szybko akumulują egzogennie po
dawane poliaminy, tak że ich zawartość w tych organellach osiąga wartość około 
1 mM i znacznie przekracza stężenia fizjologiczne [73]. Poliaminy gromadzą się 
także w mitochondriach i chloroplastach [4, 88], i jak się uważa, wpływają sta
bilizująco na membrany tylakoidów [12, 15, 37, 58, 99] oraz regulują syntezę 
chlorofilu [12].

Eksperymenty z użyciem przeciwciał poliklonalnych wytworzonych przeciwko 
putrescynie, spermidynie i sperminie ujawniły podwyższony poziom poliamin w 
zdekondensowanych obszarach chromatyny oraz w jąderku [2].

4. TRANSPORT POLIAMIN DO KOMÓRKI

Transport egzogennych poliamin do komórki jest intensywnie badany w pro
toplastach, które otoczone są jedynie błoną plazmatyczną. Kinetyka transportu pu
trescyny i spermidyny do protoplastów  zależy od ich stężenia w środowisku
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zewnętrznym [7]. W niskim zewnątrzkomórkowym zakresie stężeń poliamin, tzn. 
od 0,1-0,25 pM , transport zachodzi ze stałą szybkością (system I), natomiast przy 
wysokich zewnętrznych stężeniach poliamin, tzn. powyżej 0,5 mM, kinetyka trans
portu ma charakter liniowy (system II). Uważa się, że system I reprezentuje spe
cyficzny układ przenośników poliamin, natomiast system II funkcjonuje na zasadzie 
utraty selektywności plazmolemy wobec poliamin lub uaktywniania się kanałów 
jonowych, co umożliwia przepływ poliamin zgodnie z gradientem stężeń [7, 26].

W transporcie poliamin ważną rolę odgrywają jony C a2+, których nie mogą 
zastąpić inne kationy, takie jak Mg2+ czy też K+ [6]. W obecności Ca2+ w środowisku 
szybkość transportu poliamin wzrasta co najmniej dwukrotnie. Przypuszcza się, 
że aktywacja białkowego przenośnika poliamin zachodzi w wyniku związania okre
ślonej liczby jonów Ca+2, co jest możliwe dopiero przy zewnątrzkomórkowej za
w artości tego pierw iastka rzędu 1 mM. Jak dotąd, przenośnika takiego nie 
wyizolowano, tak więc kwestia ta pozostaje nie wyjaśniona. Substancje blokujące 
plazmolemalne kanały wapniowe, np. werapamil, jony La3+ czy jony G a3+, hamują 
w dużej mierze przemieszczanie się poliamin, nawet w obecności jonów  Ca [7]. 
Fakt ten sugeruje, iż transportowi poliamin towarzyszy przepływ jonów  wapnia 
do komórki przez kanały jonowe błony plazm atycznej. W roztworze 1 mM CaCl9 
transport putrescyny i spermidyny jest również stymulowany przez sperminę [6].

Transport przez plazmolemę wykazuje następujące cechy [8]:
a. Jest częściowo pasywny, a więc zachodzi zgodnie z gradientem stężeń.
b. M oże zachodzić aktywnie, a więc przeciwko gradientowi stężeń; w plazmolemie 

obecne są dwa niezależne przenośniki, z których jeden działa w niskich, a drugi 
w wysokich zewnątrzkomórkowych stężeniach poliamin.

c. Jest stymulowany obecnością jonów Ca2+ w środowisku.
d. Jest energozależny, zostaje zahamowany przez protonofor cyjanokarbonylo-p- 

(trifluorometoksy)fenylohydrazon (FCCP) oraz wanadan sodu będący inhibito
rem ATP-az typu P.

5. MECHANIZM DZIAŁANIA POLIAMIN

5.1. Udział w syntezie DNA, RNA i biosyntezie białek
Oddziaływania grup aminowych poliamin z grupami fosforanowymi kwasów 

nukleinowych stanowią molekularną podstawę stabilizacji podwójnej helisy DNA, 
a także końców i pętli w cząsteczkach rRNA, mRNA i tRNA [42, 80, 97]. Zmiana 
struktury przestrzennej kwasów nukleinowych w wyniku przyłączenia poliamin może 
być czynnikiem modyfikującym procesy syntezy DNA i RNA w komórkach Eu- 
karyota [50]. Badania in vitro potwierdziły, że egzogenne poliaminy przyspieszają 
transkrypcję w protoplastach mezofilowych owsa [1]. Stwierdzono udział poliamin
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w biosyntezie białka dzięki ich wiązaniu z tRNA i aktywacji polimerazy RN A 
[88]. W ykazano również, że poliaminy mogą stymulować ekspresję genów u roślin, 
w tym sekwencji regulujących podziały komórkowe [38]. Powodują też oddyso- 
cjowania niektórych białek od DNA, m.in. białka HMG1 fang. high mobility group), 
co może być związane z indukowaniem przez poliaminy zmian konformacyjnych 
DNA ze struktury prawoskrętnej helisy na formę lewoskrętną [104]. Rozważana 
jest możliwość udziału poliamin w posttranslacyjnych modyfikacjach białek ro
ślinnych zapośrednictw en transglutaminaz [34 ,44,75,87]. Niektóre z tych enzymów 
katalizują syntezę wiązania izopeptydowego pomiędzy y-karboksylową grupą kwasu 
glutaminowego a pierwszorzędową grupą aminową poliaminy. Połączenie drugiej 
grupy aminowej z kolejną cząsteczką białka prowadzi do kowalencyjnego związania 
polipeptydów.

Poliaminy uczestniczą również w podziałach komórkowych. W intensywnie dzie
lących się mikroorganizmach oraz tumorach skorzonery (Scorzonera hispanica) 
zawartość poliamin jest szczególnie wysoka [91]. Wykazano również, że egzogenne 
poliaminy stymulują podziały protoplastów izolowanych z liści owsa (Avena sativa)
[54], protoplastów z ogonków liściowych słodkich ziemniaków (Ipomoea batatas) 
[31] i protoplastów zawiesinowych buraka cukrowego (Beta vulgaris) [66], jak 
również komórek glonu Dunaliella primolecta [52] i zawiesin komórkowych Ca- 
tharanthus roseus [72].

5.2. Stabilizacja błon komórkowych
W ykazano stabilizujące działanie poliamin na błony plazmatyczne, w tym pla- 

zmolemę i wewnętrzną błonę chloroplastów [12, 15, 95]. Efekt ten może częściowo 
wynikać z przyłączania polikationów, jakimi są poliaminy, w miejsce kationów 
dwuwartościowych, np. C a2+ [21, 65, 107]. Spermina i spermidyna wypierają jony 
wapnia z błon protoplastów buraka cukrowego, natomiast putrescyna nie wykazuje 
takiego działania [64]. Ponadto sugeruje się udział poliamin w hamowaniu pe- 
roksydacji lipidów błonowych oraz ograniczaniu syntezy kwasu 1-aminocyklopro- 
pano-1-karboksylowego (ACC), będącego prekursorem etylenu [18, 29, 40, 101]. 
Kwestie te zostały omówione we wcześniejszych pracach przeglądowych [53, 88].

5.3. Uczestnictwo w przekazywaniu sygnałów
Rośliny wykształciły szereg swoistych mechanizmów odbioru i przekształcania 

sygnałów zewnątrzkomórkowych, działających za pośrednictwem chemicznych sub
stancji przekaźnikowych. Są nimi m.in. fosfolipidy inozytolowe (IP) zlokalizowane 
w błonach komórkowych [57, 83]. Badania in vitro ujawniły, że poliaminy mogą 
tworzyć stabilne kompleksy z grupami fosforanowymi umieszczonymi wokół pier
ścienia mezo-inozytolowego w pozycji 1, 4 i 5 [69]. Kompleksowanie cząsteczek
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inozytolo-l,4 ,5 -trisfosforanu(IP3) może powodować częściowe zahamowanie uw al
niania jonów wapnia z wakuol i siateczki śródplazmatycznej do cytosolu.

W hypokotylach Brassica inkubowanych w roztworze spermidyny następuje 
wyraźny wzrost zawartości fosfatydyloinozytolo-4-fosforanu (PIP) i fosfatydyloino- 
zytolo-4,5-bis-fosforanu (PIPo) oraz zmniejszenie puli fosfatydylo-1-inozytolu (PI), 
inozytolo-l,4-bisfosforanu (IP->), a także inozytolo 1 ,4,5-trisfosforanu (IP3) w po
równaniu z hypokotylami inkubowanymi w roztworze fitohormonów [30]. Sugeruje 
to udział spermidyny w hamowaniu enzymatycznej hydrolizy fosfatydyloinozytoli 
obecnych w błonie komórkowej.

Udział poliamin w procesach fosforylacji i defosforylacji białek komórkowych, 
może wskazywać na ich pośrednią rolę w regulacji niektórych procesów fizjo
logicznych. Spermina może aktywować jedną z roślinnych kinaz serynowo-treo- 
ninowych obecnych w jądrze komórkowym. Wykazano, że w komórkach tytoniu 
putrescyna nie ma wpływu na fosforylację białek plazmolemalnych, natomiast sper- 
midyna i spermina wzmacniają fosforylację seryny i treoniny w trzech białkach 
błonowych o masach 66.5, 34 i 60 kDa [106].

6. UDZIAŁ POLIAMIN W PROCESACH FIZJOLOGICZNYCH

6.1. Regulacja procesów somatycznej embriogenezy
Rola poliamin jako regulatorów rozwoju zarodków somatycznych została szcze

gólnie dobrze zbadana w kulturach zawiesinowych marchwi (Daucus carota). Kul
tury te wykazują zdolność do wytwarzania zarodków po wyeliminowaniu lub 
znacznym obniżeniu zawartości auksyn w pożywce [103]. Oprócz fitohormonów, 
znaczącą rolę w tym procesie odgrywają poliaminy, a zahamowanie ich syntezy 
zmniejsza liczbę wytwarzanych zarodków [33, 103].

Synteza i akumulacja endogennych poliamin towarzyszy także procesowi so
matycznej embriogenezy u innych gatunków roślin [46, 51]. Jednakże zawartość 
poliamin jest inna u poszczególnych gatunków i zmienia się w zależności od fazy 
rozwojowej zarodków [3, 73, 81].

6.2. Stymulacja morfogenezy
Poliaminy regulują u roślin szereg procesów morfogenetycznych, takich jak 

tworzenie pędów i korzeni, tuberyzację, różnicowanie organów kwiatowych oraz 
zawiązywanie nasion i powstawanie owoców. Rozwojowi tkanek i organów to
warzyszą zmiany zawartości endogennych poliamin [17]. Rola poszczególnych po
liamin w tych procesach jest ostatnio przedmiotem intesywnych badań [85].
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W pływ egzogennych poliamin oraz inhibitorów ich syntezy na procesy mor- 
fogenetyczne bada się w ściśle kontrolowanych warunkach in vitro [98]. Egzogenne 
poliaminy mogą stymulować organogenezę i regenerację roślin z eksplantatów tkan
kowych, a w konsekwencji zwiększać efektywność namnażania in vitro [25, 93, 
94]. Regulują także przyrost świeżej masy części nadziemnych i podziemnych, 
przy czym efekt działania różnych poliamin może być przeciwstawny. W kulturach 
ziemniaka (Solanum tuberosum ) spermina stymuluje tubery zację, spermidyna hamuje 
ten proces, a putrescyna nie wykazuje żadnego wpływu [35, 36].

Rozwój systemu korzeniowego w kulturach tytoniu (Nicotiana tabacum) wymaga 
obecności putrescyny. Zablokowanie zaś biosyntezy tej dwuaminy przez dwufluoro- 
metylargininę (DFMA) bądź dwufluorometylomitynę (DFMO) hamuje wzrost ko
rzeni [19, 20].

Niekiedy efektywne różnicowanie się roślin z tkanek kalusowych wymaga ob
niżenia zawartości endogennych poliamin, co można wykazać stosując inhibitory 
dekarboksylazy ornitynowej lub argininowej [ 10,98]. Zapotrzebowanie na poliaminy 
podczas morfogenezy może być zatem różne u poszczególnych gatunków roślin, 
a także w zależności od fazy rozwojowej.

6.3. Wpływ na kwitnienie i wytwarzanie owoców
Putrescyna jest niezbędna do rozpoczęcia kwitnienia niektórych gatunków roślin, 

np. Sinapis alba [49] i Chrysanthemum morifolium  [9]. Inicjacja organów gene- 
ratywnych następuje w wyniku transportu tej diaminy z liści do wierzchołków 
pędu [9, 21-24, 49, 55] lub też w wyniku jej syntezy de novo [43].

Zmniejszenie zawartości putrescyny (np. w wyniku działania dwufluorometyl- 
omityny) powoduje zaburzenia rozwoju łodyg i liści oraz mniej obfite kwitnienie. 
Prawidłowy rozwój organów wegetatywnych i generatywnych może zostać przy
wrócony po dostarczeniu egzogennej putrescyny [9].

Inicjacja pąków kwiatowych w kulturze tytoniu jest skorelowana ze znacznym 
wzrostem zawartości spermidyny [96]. Ponadto wykazano, że obecność 1-5 mM 
tej poliaminy w pożywce stymuluje tworzenie zawiązków kwiatowych. Zahamowanie 
syntezy poliamin przez cykloheksyloaminę (CHA) i dwufluorometylomitynę po
woduje zmniejszenie zawartości endogennej spermidyny i wzrost liczby pąków 
wegetatywnych [55]. Dwufluorometylarginina nie wywołuje żadnych zmian m or
fologicznych, co sugeruje wyłączny udział omityny w procesie biosyntezy poliamin 
u tytoniu. Inne inhibitory spermidyny, takie jak cykloheksyloamina i metylglio- 
ksal-bis(guanylohydrazon) (MGBG), wywoływały szklistość liści, ciemnienie zna
mion słupków, deformacje w budowie pręcików i niską płodność roślin.

W czesna faza rozwoju owoców związana jest z intensywnymi podziałami ko
mórkowymi, którym towarzyszy wyraźny wzrost zawartości endogennych poliamin.
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Po ustaniu podziałów, kiedy wzrost owocu zachodzi głównie w wyniku powiększenia 
objętości poszczególnych komórek, zawartość poliamin ulega obniżeniu [60, 77].

7. PODSUMOWANIE

Mechanizmy działania poliamin nie zostały, jak dotąd, precyzyjnie określone. 
Wiadomo jednak, że dodatnie grupy aminowe mogą tworzyć połączenia z ujemnie 
naładowanymi komponentami komórki, np. z grupami fosforanowymi DNA i RNA, 
fosfolipidami błonowymi czy grupami karboksylowymi aminokwasów, co może 
prowadzić do zmian ich konformacji przestrzennej, a w konsekwencji wpływać 
na przebieg określonych procesów molekularnych. Poliaminy regulują kluczowe 
dla rośliny procesy metaboliczne, w tym fosforylację białek i przemiany fosfa- 
tydyloinozytoli. Przeciwdziałają degradacji błon cytoplazmatycznych i zbyt wy
sokiemu stężeniu etylenu, przez co opóźniają procesy starzenia. Poliaminy zostały 
wyodrębnione w grupę szczególnych regulatorów wzrostu i rozwoju roślin, różną 
od fitohormonów [97].
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CYTOTOKSYCZNE RYBONUKLEAZY  
O SZCZEGÓLNYM  DZIAŁANIU BIOLOGICZNYM  

(RYSBAZY): RYSBAZY DROBNOUSTROJÓW  
I ROŚLIN

CYTOTOXIC RIBONUCLEASES WITH SPECIAL 
BIOLOGICAL ACTIONS (RISBASES): 

MICROORGANISM AND PLANT RISBASES

Andrzej W IERZBICKI, Adam SOBKOWIAK, Wiesław H. TRZECIAK 

Katedra i Zakład Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Poznaniu

Streszczenie: Rysbazy są to rybonukleazy o specjalnym działaniu biologicznym. Omówiono budowę, 
mechanizm działania i funkcje niektórych rysbaz bakteryjnych, grzybowych i roślinnych. Kolicyna E3 
i kloacyna DF13 z bakterii mają podobny mechanizm działania do RNazowych toksyn grzybowych, 
takich jak a-sarcyna. Zabijają one komórki docelowe przez specyficzną hydrolizę rRNA i blokowanie 
syntezy białka. W roślinach kwiatowych występują białka RIP: rycyna i PAP. Rycyna, jako N-glikozy- 
daza, także degraduje rRNA w jego pętli a-sarcyny. Białka PAP mają funkcję antywirusową. Inny typ 
rysbazy -  S-RNaza odgrywa rolę w zapobieganiu zapłodnieniu u roślin przez zatrzymanie wzrostu 
niezgodnej łagiewki pyłkowej. W ten sposób białka te uniemożliwiają samozapylenie, a co za tym idzie 
krzyżowanie w pokrewieństwie u niektórych gatunków roślin kwiatowych.

Słowa kluczowe: rysbazy, rybonukleazy, cytotoksyczność

Summary: Risbases are ribonucleases with special biological actions. Structure, mechanism of action and 
functions o f some bacterial, fungal and plant risbases were described. Colicin E3 and Cloacin D F13 from 
bacteria have a similar mechanism of action to that o f the fungal RNase toxins such as a-sarcin. They 
kill their target cells by cleaving the rRNA and blocking protein synthesis. Flowering plants have a RIP 
proteins such as ricin and PAP wchich have a cytotoxic actions. Ricin, as a N-glycosidase, also degrades 
rRNA in their a-sarcin loop. PAP proteins have an antiviral function. Other type of risbase -  S-RNase 
plays a role in prevention o f fertilization in plants by arresting incompatible pollen tube growth. In this 
way this protein makes impossible self-pollination and in consequence inbreeding in some species o f  
plants.

Key words: risbases, ribonucleases, cytotoxic
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WSTĘP

Rybonukleazy (RNazy) są enzymami hydrolizującymi kwas rybonukleinowy. 
Należą do nich: fosfodiesterazy, hydrolizujące wiązania fosfodiestrowe rybozonu- 
kleozydofosforanowego łańcucha RNA oraz glikozydazy, hydrolizujące wiązania 
pomiędzy zasadą azotową i węglem C l rybozy. Poszczególne RNazy charakteryzują 
się różną specyficznością substratową i parametrami kinetycznymi reakcji.

Do niedawna wiedza o funkcji RNaz w organizmach żywych była niewielka. 
W iadomo było, że hydrolizują one RNA specyficznie podczas ekspresji genu i 
niespecyficznie w przewodzie pokarmowym [9]. W miarę postępu badań okazało 
się, że wiele czynników aktywnych biologicznie to RNazy. D ’Alessio zaproponował 
dla nich nazwę Ribonucleases with Special Biological Actions (RISBASEs) [4]. 
W szystkie Rysbazy są wydzielane pozakomórkowo i wykazują specyficzną aktyw 
ność biologiczną, z reguły cytotoksyczną. Niektóre z nich działają na wszystkie 
komórki różnych organizmów (np. a-sarcyna działa na komórki ssaków), inne na 
określone komórki pewnych typów (angiogeniny -  np. na śródbłonek naczyń krwio
nośnych [27], a S-RNazy -  na komórki niektórych roślin).

Rysbazy spełniają różne funkcje m. in.: zabezpieczenie przed samozapłodnieniem, 
indukcja tworzenia się naczyń krwionośnych, zwalczanie pasożytów, zwalczanie 
nowotworów, antywirusowe, działanie antybiotyczne i immunosupresyjne. Aby peł
nić swą biologiczną rolę, Rysbazy muszą być aktywne rybonukleolitycznie. Po 
ich inaktywacji za pomocą inhibitora lub drogą konstruowania wersji enzymu ze 
zmienionym centrum katalitycznym metodą ukierunkowanej mutagenezy ich aktyw
ność biologiczna zanika.

Celem pracy jest przedstawienie najnowszych badań dotyczących struktury i 
funkcji najważniejszych rysbaz mikroorganizmów i roślin, ze szczególnym uw z
ględnieniem ich funkcji cytotoksycznych.

1. RYSBAZY DROBNOUSTROJÓW

1.1. a -S a rc y n a

a-Sarcyna (EC 3.1.27.10) należy do rodziny RNaz T l [16], a jej nazwa pochodzi 
od czynnika wyizolowanego z pleśni Aspergillus giganteus, który wykazywał aktyw
ność przeciwnowotworową (antisarcoma). Jego obecność stwierdzono w moczu 
pacjentów zainfekowanych przez grzyby z rodzaju Aspergillus i białko to jest 
uważane za jeden z głównych czynników patogennych [30]. Ustalono, że a-sarcyna 
wykazuje właściwości cytotoksyczne również wobec komórek prawidłowych [24, 
30].
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a-Sarcyna zbudowana jest z 150 aminokwasów, a jej masa cząsteczkowa wynosi 
ok. 17 kDa. W ystępuje w postaci monomeru, choć ma skłonność do dimeryzacji, 
a aminokwasami czynnymi katalitycznie są reszty histydyny [ 10,16]. Bardzo podobne 
do tego białka (80% identyczności) są dwie homologiczne RNazy z Aspergillus 
restrictus: restryktocyna (restrictocin) i mitogilina (mitogillin), które różnią się m ię
dzy sobą tylko dwiema resztami aminokwasowymi [24]. Są to monomeryczne białka 
zasadowe o masie cząsteczkowej około 17 kDa, wykazujące podobną strukturę 
II- i III-rzędową.

Białka te, dzięki występowaniu na ich powierzchni zarówno obszarów silnie 
zasadowych, jak  i hydrofobowych, dostają się do komórek docelowych przypu
szczalnie oddziałując z obdarzoną ujemnym ładunkiem dwuwarstwą fosfolipidową. 
W warunkach doświadczalnych a-sarcyna powoduje łączenie się pęcherzyków fo- 
sfolipidowych i zmianę ich właściwości termotropowych [1 0 , 16].

W komórkach Eukaryota  enzym ten powoduje swoistą hydrolizę rRNA pod- 
jednostki większej rybosomu: 26S u drożdży i 28S u ssaków. W łaśnie w tych 
rRNA występują konserwatywne sekwencje AGUACGAG i  AGGAC ( i  -  m iejsce 
hydrolizy) [24, 28], z którymi wiążą się czynniki elongacyjne eEF-2. Zgodnie z 
nazewnictwem przyjętym dla E. coli sekwencje te, określane jako szypuła i pętla 
a-sarcyny (a-sarcin stem-loop , u Prokaryota c 2646_g~6745 u Eukaryota A 308- 
U ~ ), występują w domenie VI 23S rRNA, co u Eukaryota odpowiada domenie
VII 28S rRNA (rys. 1) [17, 28]. Sekwencje te są specyficznie rozpoznawane przez 
a-sarcynę i pokrewne enzymy oraz grupę specyficznych N-glikozydaz roślinnych, 
określanych jako Ribosome inactivating proteins (RIP) [241. a-Sarcyna katalizuje 
reakcję hydrolizy wiązania fosfodiestrowego pomiędzy G 26 1 i A2662 w 23S rRNA 
i po 3 ’ stronie G w 28S rRNA, co uniemożliwia wiązanie czynników elon- 
gacyjnych [8 , 17]. Powoduje to w komórkach Eukaryota zahamowanie translokacji 
zależnej od eEF-2 i utrudnia tworzenie kompleksu inicjującego 80S. Jeżeli substratem 
dla oc-sarcyny są rybosomy, to 5S, 5.8S i 18S rRNA pozostają nietknięte, a hy- 
drolizowane jest tylko jedno wiązanie w 28S rRNA. Rybosomy E. coli są odporne 
na działanie tego enzymu, a wolny 23S rRNA jest trawiony niespecyficznie, choć 
z mniejszą szybkością [8].

1.2. K olicyny

Białka bakteryjne -  kolicyny zostały odkryte w 1925 roku przez E. Gratia, a 
dopiero po 50 latach stwierdzono, że niektóre z nich -  kolicyny E3 i E6 oraz 
kloacyna DF13 wykazują aktywność rybonukleolityczną [4]. Białka te, jak  inne 
kolicyny, są wydzielane przez bakterie w odpowiedzi na stres środowiskowy, co 
ma istotne znaczenie w współzawodnictwie między poszczególnymi szczepami i 
gatunkami [30]. Są one kodowane przez plazmidy bakteryjne, np. kloacyna przez 
plazmid CloDF13 [6].
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Kloacyna to białko o masie cząsteczkowej ok. 59 kDa, zbudowane z 561 am i
nokwasów. Jej hydrofobowy N-koniec, zawierający dużo reszt glicyny, jest przy
puszczalnie odpowiedzialny za translokację białka przez błonę komórkową, a 
C-koniec, bogaty w aminokwasy zasadowe, tworzy domenę o aktywności RNazy
[6]. RNazy te rozpoznają specyficzne receptory na powierzchni wrażliwych bakterii. 
Są to receptory dla witaminy B12 (kolicyna) i ferrichromu aerobaktyny (kloacyna).

Kolicyny przekraczają błonę komórkową bakterii korzystając z układu trans
portowego Tol, wykorzystywanego również przez niektóre bakteriofagi [30]. M e
chanizm działania kolicyny E3 i E6 oraz kloacyny DF13 polega na hamowaniu 
biosyntezy białka przez hydrolizę pojedynczego wiązania w 16S rRNA podjednostki 
30S rybosomu w pozycji 1493, tj. około 50 nukleotydów od końca 3 ’. W ten 
sposób unieczynniają one rybosom, uniemożliwiając wiązanie mRNA i blokując 
translację [30]. Nie hydrolizują one jednak wolnego rRNA. Komórka wytwarzająca 
kolicynę zabezpiecza się przed jej działaniem wytwarzając inhibitor Imm (Immunity). 
Jest to białko o masie cząsteczkowej ok. 10 kDa, które wiąże się specyficznie 
z kolicyną, blokując jej działanie cytotoksyczne na komórki wydzielające daną 
kolicynę. Geny kodujące kolicynę i jej inhibitor znajdują się w bezpośrednim są
siedztwie w plazmidowym DNA. Kolicyny mają bardzo dużą aktywność katalityczną. 
Jedna cząsteczka kloacyny inaktywuje około 480 rybosomów/min, a do spowo
dowania śmierci komórki wystarcza 12 cząsteczek tej RNazy [30].

2. RYSBAZY ROŚLINNE

2.1. B ia łka  inaktyw ujące rybosom y

Roślinne białka inaktywujące rybosomy (ang. Ribosome Inactivating Proteins 
-  RIP) występują u wielu roślin wyższych. Z uwagi na ich strukturę wyróżnia 
się RIP I, monomery podjednostki A (określane również jako SCRIP -  single 
chain RIP) i RIP II, tworzące dimery złożone z podjednostek A i B [11]. Do 
RIP I zaliczane są m.in. gelonina, dodekandryna, trichosantyna, trikokiryna, bryo- 
dyna, M AP (M irabilis antiviral protein), BRIP (Barley ribosome-inactivating pro 
tein), PAP (Pokeweed antiviral protein), saporyna, luffina i momordyna [24].

M echanizm podobny do działania RIP I (zahamowanie metabolizmu komórki 
zainfekowanej wirusem), występuje także w przypadku indukowanej przez interferon 
rybonukleazy L.

Funkcją RIP II w organizmach roślinnych jest przypuszczalnie obrona przed 
spożyciem nasion przez zwierzęta, a RIP I -  obrona przeciwwirusowa.

Najlepiej zbadanym białkiem zaliczanym do RIP II jest rycyna (ricin), enzym 
katalizujący swoistą hydrolizę wiązania N-glikozydowego między adenozyną i ry- 
bozą w pozycji 4324 w eukariotycznym 28S rRNA (rys. 1). Jest to heterodimeryczna
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Rys. 1. Struktura pętli a-sarcyny rRNA: a -  struktura przestrzenna w konformacji rozpoznawanej przez 
a-sarcynę; b -  schemat budowy w konformacji rozpoznawanej przez a-sarcynę; kreską oznaczono miejsce 
hydrolizy wiązania fosfodiestrowego katalizowanej przez a-sarcynę; c -  schemat budowy w konformacji 
rozpoznawanej przez rycynę, oznaczono adenozynę, w której rycyna hydrolizuje wiązanie

N-glikozydowe między adeniną i rybozą

glikoproteina o masie cząsteczkowej około 32 kD, złożona z podjednostek A i 
B (267 i 262 reszty aminokwasowe) połączonych ze sobą wiązaniem disiarczkowym 
[7].

Rycyna jest syntetyzowana jako polipeptyd złożony z domen A i B, łączącego 
je odcinka o długości 12 aminokwasów i N-końcowej sekwencji sygnałowej o 
długości 24 aminokwasów. Na skutek modyfikacji potranslacyjnej, te ostatnie odcinki 
polipeptydu są specyficznie wycinane przez proteazy, a obie domeny A i B są 
glikozylowane i łączone wiązaniem disiarczkowym (rys. 2) [24]. Gen rycyny powstał 
przypuszczalnie w wyniku duplikacji pra-genu, na co wskazuje duże podobieństwo 
struktury podjednostek A i B.

Rycyna występuje m.in. w nasionach rącznika (Ricinus communis), a także Abrius 
precatorius. Jest to białko inakty wujące rybosomy Prokaryota [7]. Komórki docelowe 
dla rycyny mają na swej powierzchni glikoproteiny lub glikolipidy zawierające 
(3-D-galaktozę. Są one rozpoznawane przez łańcuch B, który jest lektyną mającą 
na swej powierzchni dwa miejsca silnie wiążące reszty galaktozy [24]. Po rozpoznaniu 
receptora następuje internalizacja i transport przez układ endosomalny do aparatu 
Golgiego. Tu przypuszczalnie ulegają redukcji wiązania disiarczkowe, co um ożliwia 
łańcuchowi A przejście z endosomów do cytozolu (rys. 3). Pojedyncza cząsteczka
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Rys. 2. Przemiany cząsteczki proenzymu rycyny w 
komórkach organizmu syntetyzującego to białko; 
zaznaczono sekwencję sygnałową zawierającą 24 
aminokwasy na N-końcu proenzymu, łańcuch A i B 
rozdzielony fragmentem łączącym o długości 12  
aminokwasów, strzałkami oznaczono miejsca dzia
łania proteaz w obróbce potranslacyjnej, podjedno- 
stki A i B rycyny połączone są wiązaniem disiarcz- 
kowym oraz licznymi wiązaniami hydrofobowymi

Rys. 3. Schemat wnikania rycyny do komórek 
docelowych: podjednostka B rozpoznaje na po
wierzchni komórek galaktozę glikoprotein lub 
glikolipidów, następuje internalizacja rycyny i 
transport do komórki przez układ endosomalny, 
w którym zachodzi redukcja wiązania disiarczko- 
wego, odłączenie podjednostek powoduje odsło
nięcie regionów niepolamych w podjednostce A, 
które ułatwiają jej transport do cytozolu, jedno
cześnie następuje zmiana konformacji podjedno- 
stki A, powodująca ujawnienie się aktywności 

rybonukleolitycznej

rycyny może zabić komórkę, inaktywując rybosomy z szybkością 1 500-1 777/min
[7]. Enzym ten hydrolizuje prokariotyczne 16S i 23S rRNA oraz eukariotyczny 
28S rRNA. Strukturą rozpoznawaną przez rycynę jest ramię z pętlą zawierającą 
sekwencję GAGA (porównaj rozdział a-sarcyna) [7, 28]. Pętla ta, podczas trans- 
lokacji zachodzącej w czasie wydłużania łańcucha peptydowego, zmienia cyklicznie 
swą konformację. Jedna z tych konformacji jest przypuszczalnie rozpoznawana 
przez a-sarcynę, a druga przez rycynę (rys. 1 ).

Podobna pod względem struktury i funkcji jest grupa bakteryjnych shiga-toksyn 
(SLTs: shiga-like toxins, homologów toksyny z bakterii Shigelladysenteria). Toksyny 
te zawierają pojedynczą, aktywną katalitycznie podjednostkę typu A i liczne (6 
do 7) podjednostki typu B, wiążące się ze specyficznymi receptorami komórkowymi 
[25].

Roślina Phytolacca americana zawiera trzy białka zaliczane do RIP I o podobnych 
właściwościach przeciwwirusowych: PAP, PAP II i PAP-S, występujące odpowie
dnio w liściach rozwijających się, rozwiniętych i nasionach. Białko PAP występuje
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w ścianie komórkowej i na powierzchni błony komórek mezofilu liści i może być 
łatwo wydzielone z ekstraktów wodnych zmacerowanej tkanki. Spełnia ono funkcję 
obronną, przeciwwirusową. Przypuszczalnie PAP wnika do wnętrza komórki razem 
z wirusem i, unieczynniając rybosomy, powoduje zahamowanie biosyntezy białka 
oraz hamuje replikację wirusa [15, 24]. Pokrycie powierzchni liści innych roślin 
białkiem PAP całkowicie zabezpiecza je  przed przeniesieniem różnych niespo- 
krewnionych wirusów.

Białko PAP hamuje replikację wirusów u roślin i w hodowlach komórek ssaków. 
Gen PAP wprowadzono do tytoniu (N. tabacum ) i uzyskano jego ekspresję, co 
zabezpieczyło rośliny przed chorobami wirusowymi wywoływanymi przez wirusy 
PVX, PVY {potato virus X i Y) i CMV {cucumber mosaic virus) [31].

W irusy mogą działać jako czynnik przenoszący te enzymy z zewnętrznej po
wierzchni do wnętrza, bądź to razem z częścią błony komórkowej, bądź też wiążąc 
się z nimi bezpośrednio. Badania mechanizmu wnikania białek PAP do komórki 
znajdą być może zastosowanie w hodowli roślin odpornych na wirusy. W iele grzy
bowych RNaz zachowuje się zgodnie z tym modelem -  dostają się do komórki 
podczas infekcji przez picomawirusy, adenowirusy i wirusa Semliki Forest [31]. 
Ponadto w hodowlach komórek ssaków PAP hamuje namnażanie wirusów grypy 
i poliowirusa [31]

Podobne działanie wykazują abryna {abriń), bryodyna {bryodiń) [31] i tricho- 
santyna GLQ 223 {trichosantiń) [11, 13]. Szczególnie wiele uwagi poświęca się 
badaniom tego ostatniego białka, wyizolowanego z rośliny Trichosantes kirilowii, 
stosowanej w chińskiej medycynie ludowej [11, 13]. Czynnikiem aktywnym za
wartym w tej roślinie są dwa białka należące do RIP I: trichosantyna (wykazująca 
56% homologii sekwencji z rycyną) i jej homolog TAP 29. Obecnie prowadzone 
są badania kliniczne nad przeciwnowotworowymi i przeciwwirusowymi właści
wościami tych RNaz. Białko TAP 29 jest bardziej odpowiednie do ewentualnych 
zastosowań medycznych z uwagi na wysoką aktywność anty-HIV, mierzoną zdol
nością do hamowania ekspresji antygenu p24 i aktywności odwrotnej tran skry ptazy, 
przy znacznie niższej od trichosantyny cytotoksyczności. Aktywność przeciwwiru- 
sowa, która ma miejsce w stężeniach nie hamujących jeszcze syntezy DNA i białek 
gospodarza, sugeruje sposób działania inny niż inaktywacja rybosomów [11]. Pew
nym zaskoczeniem było wykazanie, że trichosantyna, rycyna i sarcyna mają aktyw
ności D N azy. B iałka te hydrolizują DNA w ystępujący w postaci kolistej i 
superskręconej, a nie działają na DNA w formie liniowej [13, 14].

2.2. S -R N azy

U roślin z rodziny psiankowatych (Solanaceae) S-RNazy (S-RNases) tworzą 
układ zabezpieczający przed samozapłodnieniem. Są one produktami przynajmniej 
20 alleli [10] jedynego genu S [1, 3, 12, 20]. Gen ten umiejscowiony jest w locus
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S, w którym występuje kilka genów: pyłkowy, słupkowy i specyficzności, a pro
duktem jednego z nich są RNazy S. Ekspresja glikoprotein kodowanych przez 
allele genu S zachodzi na znamieniu i w szyjce słupka oraz w łagiewce pyłkowej. 
Stopień ekspresji genów znajdujących się w locus S w gametoficie żeńskim rośnie 
wraz z dojrzewaniem kwiatów [2]. Jeżeli w pyłku kiełkującym na znamieniu ulega 
ekspresji taki sam allel, jak jeden z dwóch, które uległy ekspresji w słupku, wzrost 
łagiewki pyłkowej jest zahamowany i nie dochodzi do zapłodnienia [3, 18, 19, 
20, 21, 22] (rys. 4).

S-RNazy to białka zbudowane z około 260 aminokwasów, o masie cząsteczkowej 
29 kDa i zawierające 8 reszt cysteiny, N-końcową sekwencję sygnałową oraz miejsca 
rozpoznające reszty cukrowcowe w N-glikanach. Na podstawie sekwencji ami- 
nokwasowej zostały zaliczone do rodziny RNaz T2 [23]. Porównanie sekwencji 
znanych do tej pory RNaz S pozwoliło wyróżnić w nich pięć ewolucyjnie kon
serwatywnych domen: C 1-C5. Dwie z nich, hydrofobowe C l i C5, tworzą przy
puszczalnie rdzeń enzymu. Z kolei hydrofilowe domeny C2 i C3, zawierające dwie 
reszty histydyny (funkcja katalityczna), mają sekwencję homologiczną do przy
puszczalnego miejsca aktywnego niespecyficznych RNaz tworzących rodzinę T2 
i występujących u grzybów (RNaza T2 z Aspergillus oryzae i RNaza Rh z Rhizopus 
niveus [1, 30]. U organizmów tak odległych ewolucyjnie, jak bakterie, wirusy oraz 
owady (Drosophila), stwierdzono sekwencje homologiczne do sekwencji C l i C2, 
rozdzielone 30-40 resztami aminokwasowymi [1]. Najbardziej zachowawcza część

Rys. 4. Udział S-RNaz w układzie niedopuszczającym do zapłodnienia u roślin kwiatowych; w przypadku 
obecności takich samych alleli genu S w pyłku i słupku następuje zahamowanie wzrostu łagiewki 
pyłkowej w wyniku hydrolizy rRNA przez S-RNazy i nie dochodzi do zapłodnienia komórki jajowe
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składa się z 33 reszt aminokwasowych, w tym 8 reszt cysteiny. Pozostałe sekwencje 
wykazują bardzo dużą zmienność.

S-RNazy są enzymami wydzielanymi zewnątrzkomórkowo, a ekspresja ich genu 
następuje w dojrzałym słupku i w znacznie mniejszym stopniu w rozwijających 
się ziarnach pyłku [5, 19, 26]. Przypuszczalnie S-RNazy dostają się do wnętrza 
niezgodnych, czyli identycznych pod względem alleli, łagiewek pyłkowych podczas 
ich przerastania przez słupek i hydrolizują rRNA. Powoduje to obumarcie łagiewki, 
gdyż geny rRNA nie ulegają ekspresji w ziarnach pyłku [4, 19, 21]. Analiza rRNA 
ze słupków roślin zapylanych ziarnami pyłku zgodnego i niezgodnego wykazała, 
że rRNA z kiełkującego pyłku zgodnego (czyli niezgodnego pod względem alleli) 
był niezhydrolizowany, a z ziaren pyłku zawierającego allele locus S, takie same 
jak  w słupku, został zhydrolizowany. Sposób przedostawania się S-RNaz przez 
ściany i błony komórkowe nie jest całkowicie poznany [3].

Obecność właściwości katalitycznych w S-RNazach potwierdza też obserwacja, 
że samopylna odmiana pomidora (Lycopersicon peruvianum) nosiła zmutowaną, 
nieaktywną formę enzymu [26].

RNazy homologiczne do S-RNaz z N. alata stwierdzono u petunii, ziemniaka 
i pomidora [18]. W tytoniu S-RNazy występują w bardzo małych ilościach i przy
puszczalnie właśnie dzięki temu możliwe jest u tej rośliny samozapłodnienie. Homo
logiczne glikoproteiny stwierdzono u jabłoni (Malus domestica) i czereśni (Prumis 
avium) [ 1 ].

W roślinach transgenicznych, syntetyzujących S-RNazę nieaktywną katalitycznie, 
dochodziło do samozapłodnienia. Podobnie pyłek z tym samym allelem genu S, 
który w słupku zapładniał komórki jajowe, jeżeli w gametoficie następowała eks
presja RNA antysensownego do genu S-RNazy [12, 21]. Z kolei ekspresja takiego 
allelu S-RNazy w roślinie transgenicznej, w której normalnie on nie występował, 
powoduje odrzucenie pyłku zawierającego taki sam allel, podczas gdy w roślinie 
nietransformowanej pyłek nie był odrzucany. Oznacza to, że S-RNaza jest wy
starczającym czynnikiem do odrzucenia izoallelicznego pyłku, zapobiegając samo- 
zapłodnieniu [2 0 ].

Funkcja kontrolna S-RNaz jest ewolucyjnie nowa, a enzymy o bardzo podobnej 
budowie i właściwościach biorą udział w metabolizmie RNA. Dowiedziono, że 
ich aktywność wzrasta szczególnie w procesach dojrzewania, starzenia i niedoboru 
fosforanów [29].

Zjawisko samosterylności zwiększa genetyczną zmienność roślin i ułatwia ich 
dostosowanie się do środowiska [ 1 2 , 18], jednak w hodowli roślin jest czynnikiem 
negatywnym. W sadach w klimacie umiarkowanym większość drzew jest samo- 
sterylna częściowo lub całkowicie. Powoduje to konieczność sadzenia, oprócz głów
nej odmiany towarowej, drzew -  zapylaczy (w ilości około 1 0 % wszystkich drzew). 
Ich owoce są często niższej jakości niż głównej rośliny uprawowej. Sądzi się, 
że wyeliminowanie samosterylności w odmianach towarowych pozwoliłoby na upra
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wy jednoodmianowe, dające wyższy plon z jednostki powierzchni uprawy [1, 32]. 
Czynnikiem powodującym bezpłodność są również S-RNazy. W celach hodowlanych 
u tytoniu i rzepaku uzyskano rośliny męskosterylne, dzięki wprowadzeniu do roślin 
skonstruowanych w tym celu genów-hybryd. Geny te złożone są z genu kodującego 
RNazę (T l z Aspergillus oryzae lub bamazy zBacillusamyloliąuefaciens) i promotora 
powodującego ekspresję kontrolowanego przez siebie genu w tapetum -  warstwie 
wyściełającej woreczek pyłkowy. Ponieważ gen ten ulega ekspresji tylko w tapetum, 
następuje zniszczenie wyłącznie tej tkanki i nie dochodzi do wytworzenia pyłku. 
Przekształcone w ten sposób rośliny, zawierające geny-hybrydy, mają wiele cennych 
właściwości hodowlanych.

UWAGI KOŃCOWE

Cechą wspólną omówionych Rysbaz pochodzących z drobnoustrojów i roślin 
kwiatowych jest ich cytotoksyczność. Wszystkie te białka wykazują specyficzną 
aktywność rybonukleolityczną w stosunku do różnych rodzajów rRNA. Skutkiem 
tej aktywności enzymatycznej jest unieczynnianie rybosomów, co biologicznie m a
nifestuje się, zależnie od pochodzenia Rysbazy bądź zwalczaniem konkurencyjnych 
komórek (Kolicyny), bądź działaniem przeciwwirusowym (RIP) lub ochroną przed 
samozapłodnieniem (S-RNazy).

Enzymy te są wydzielane zewnątrzkomórkowo, a ich przedostawanie się przez 
osłony lub błony do komórek docelowych jest niedostatecznie wyjaśnione. Za
gadnienie to jest bardzo istotne ze względu na możliwość zastosowania Rysbaz 
w celach praktycznych, np. wyhodowaniu roślin odpornych na wirusy i ich odmian 
samosterylnych oraz wykorzystaniu ich właściwości przeciwnowotworowych i anty
wirusowych (HIV) w terapii.
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RO ZPAD APARATU FOTOSYNTETYCZNEGO  
W TRAKCIE STARZENIA SIĘ LIŚCI

T H E  D E C O M P O S IT IO N  O F P H O T O S Y N T H E T IC  A P P A R A T U S  
D U R IN G  T H E  S E N E S C E N C E  O F L E A V E S

Grzegorz JACKOWSKI 

Zakład Fizjologii Roślin, Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Poznań

Streszczenie: Starzenie jest końcową fazą ontogenezy liści, bezpośrednio poprzedzającą ich śmierć i 
opadanie. W toku starzenia następują zmiany degeneracyjne ultrastruktury szeregu organelli komórko
wych, jednak procesy degradacji zachodzą na największą skalę w chloroplastach. Zanikanie wielu białek 
chloroplastowych oraz barwników fotosyntetycznych prowadzi do całkowitego rozpadu aparatu foto- 
syntetycznego. Masowemu zanikaniu składników chloroplastów towarzyszy indukcja ekspresji starze- 
niow o-specyficznych białek, produktów starzeniowo-specyficznych genów. W ostatnich latach 
zgromadzono wiele nowych danych dotyczących mechanizmów zanikania i degradacji ważnych białek 
chloroplastowych i chlorofilu, a także scharakteryzowano niektóre starzeniowo-specyficzne geny.

Słowa kluczowe: starzenie, liść, chloroplast, błona tylakoidowa, degradacja, zanikanie, białko, chlorofil, 
programowana śmierć komórkowa

Summary': Senescence is a final phase o f leaf ontogenesis that occurs just prior to the leaves death and 
abscission. During the course o f senescence numerous subcellular organelles show signs o f deterioration 
but the m ost evident decomposition events take place inside chloroplasts. The disappearance and 
degradation o f many chloroplast proteins and photosynthetic pigments results in a total disruption of 
photosynthetic machinery. The massive degradation is accompanied by the increase in abundance of 
senescence-associated proteins, the products o f senescence-associated genes. In the last few years 
considerable progress has been achieved with regard to the mechanisms underlying the disappearance 
and degradation of seminal chloroplast proteins and chlorophyll. Some senescence-associated genes have 
been characterized.

Key words: senescence, leaf, chloroplast, thylakoid membrane, degradation, disappearance, protein, 
chlorophyll, programmed cell death
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WSTĘP

Końcową fazę ontogenezy liścia stanowi jego starzenie. W komórkach starze
jących się liści dochodzi do poważnych zmian ekspresji genów i przebiegu procesów 
metabolicznych, których konsekwencją jest rozpad struktur subkomórkowych, a 
w końcu śmierć i opadanie liścia. Metabolity i związki odżywcze nagromadzone 
w liściu w trakcie wcześniejszych faz jego ontogenezy są podczas starzenia hy- 
drolizowane, a produkty hydrolizy wycofywane i wykorzystywane do budowy 
struktur innych organów, dopiero wkraczających w fazę wzrostu lub dojrzałości, 
np. młodszych liści, kwiatów, owoców czy nasion. Liście mogą wkraczać w fazę 
starzenia w odpowiedzi na abiotyczne i biotyczne sygnały środowiskowe, takie 
jak zacienienie lub ciemność, wysoka dawka światła, deficyt substancji mineralnych 
w glebie, susza, a także atak organizmu patogennego [7,39,54]. Jeśli takie sygnały 
nie napływają, liście wchodzą w fazę starzenia po osiągnięciu określonego wieku 
[25], a pojawieniem się syndromu starzeniowego sterują regulatory wzrostu. Są 
wśród nich zarówno liczne substancje promujące starzenie, np. kwas jasmonowy 
i jego pochodne, etylen oraz kwas abscysynowy [4,49,52], jak  i regulatory o aktyw
ności anty starzeniowej, a mianowicie cytokininy i ich rybozydy [40,41]. W przypadku 
dobrze rozpoznanego modelu starzenia się liści soi ustalono, że do inicjacji starzenia 
dochodzi w rezultacie zmniejszenia się strumienia rybozydu dwuhydrozeatyny do
cierającego z korzeni do liścia. Niezbędne jest także odebranie przez liść pozytywnego 
sygnału starzeniowego, którego źródem -  podobnie jak sygnału obniżającego poziom 
cytokininy w korzeniach -  są nasiona dojrzewające w strąku [41]. Natura chemiczna 
cząsteczek sygnalnych produkowanych przez nasiona nie została jeszcze wyjaśniona.

Starzeniu się liści towarzyszą liczne degeneracyjne zmiany ultrastruktury organelli, 
zwłaszcza błon, jednak procesy rozpadu są najlepiej widoczne w chloroplastach. 
Są one konsekwencją degradacji wielu elementów aparatu fotosyntetycznego, tzn. 
białek, lipidów i barwników fotosyntetycznych; jednym z najbardziej charaktery
stycznych symptomów starzenia liścia jest jego żółknięcie, spowodowane inten
sywnym katabolizmem chlorofilu [34]. W przebiegu starzenia w chloroplastach 
dominują procesy rozpadu i degradacji, ale starzenie jest sekwencją wydarzeń obej
mującą nie tylko zanikanie różnych składników aparatu fotosyntetycznego, ale i 
wybiórczą ekspresję specyficznych genów i białek [54]. W ciągu ostatnich kilku 
lat uzyskano wiele nowych danych dotyczących kinetyki i mechanizmów zanikania 
białek strukturalnych i enzymatycznych chloroplastu oraz zidentyfikowano niektóre 
spośród genów indukowanych specyficznie w toku procesów starzeniowych [13,42]. 
Jednocześnie osiągnięto zasadniczy przełom w badaniach nad enzymatyką i we- 
wnątrzchloroplastową kompartmentacją towarzyszącego starzeniu szlaku katabo
lizmu chlorofilu [12]. Przedmiotem niniejszego opracowania jest przegląd tych 
dokonań.
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ZANIKANIE BIAŁEK CHLOROPLASTOWYCH

W trakcie starzenia liści stwierdza się spadek poziomu bardzo znacznej liczby 
białek chloroplastowych, czemu towarzyszy obniżanie się wydajności procesów 
fotosyntetycznych wyrażające się, między innymi, spadkiem intensywności produkcji 
tlenu i asymilacji CO? [53]. Zanikanie białek chloroplastowych jest procesem o 
kluczowym znaczeniu dla realizacji ontogenetycznej funkcji starzenia, jaką jest 
odżywianie młodych organów produktami hydrolizy makromolekuł pochodzących 
ze starzejących się liści. Szacuje się, że ok. 90% puli azotu odprowadzanego ze 
starzejącego się liścia stanowi azot pochodzenia chloroplastowego. Większość tej 
puli jest wykorzystywana dla syntezy de novo aparatu fotosyntetycznego młodego 
liścia [33]. W yniki wielu doświadczeń sugerują, że główną przyczyną spadku in
tensywności fotosyntezy w starzejących się liściach jest spadek poziomu karbo- 
k sy lazy /oksygenazy  rybu lozo-1 ,5 -b isfosfo ranu  (RuBP) [14], stanow iącej u 
niektórych gatunków ok. 50% rozpuszczalnego białka liści [5]. Również inne, ope
rujące w stromie, białka enzymatyczne związane z fazą ciemniową fotosyntezy 
zanikają lub tracą aktywność wraz z postępami procesu starzenia; dotyczy to np. 
dehydrogenazy triozofosforanowej [18] i kinazy rybulozo-5-fosforanu [5,6]. Bardzo 
wyraźnie spada, mierzony immunologicznie, poziom białek błon tylakoidowych 
zaangażowanych w fotosyntetyczny transport elektronów i fotofosforylację. Dane 
potwierdzające tę prawidłowość uzyskano w przypadku cytochromu f [ 18, 2 1 , 
33] oraz polipeptydów a  i (3 podjednostki C F| syntazy ATP. Spada także poziom 
polipeptydów głównej anteny energetycznej PSII -  LHCII [19, 21, 23, 33] oraz 
polipeptydów wewnętrznych anten energetycznych i rdzenia centrum reakcji PSII 
i PSI [43]. Tempo spadku poszczególnych polipeptydów LHCII (LHCPII) jest nie
jednakow e, co jest przyczyną tego, że już po krótkich czasach starzenia w liściach 
jęczm ienia stwierdza się zmienione, w porównaniu do liści nie starzejących się, 
stosunki stechiometryczne tych polipeptydów [23]. Konsekwencją zmian stosunków 
stechiometrycznych wiążących LHCPII są modyfikacje struktury LHCII na poziomie 
trimerycznych subkompleksów, wyrażające się spadkiem względnej reprezentacji 
subkompleksów wzbogaconych w szybciej zanikające LHCPII [23]. Wielu badaczy 
uważa, że poziom LHCPII, niezależnie od wewnętrznego zróżnicowania kinetyki 
ich zaniku, spada w starzejących się liściach wolniej niż poziom wewnętrznych 
anten energetycznych PSII -  kompleksów chlorofil a - białko CP47 i CP43, a 
dowodzić tego mają liczne obserwacje pośrednie, wskazujące, że postępowi sta
rzenia towarzyszy spadek stosunku ilościowego chlorofil a/ chlorofil b w błonach 
tylakoidowych [19, 33, 46]. Pogląd ten musi jednak budzić poważne wątpliwości, 
ponieważ trudno sobie wyobrazić, w jaki sposób mogłyby utrzymywać integralność 
strukturalną cząstki fotosystemu II (PSII) zawierające zlokalizowany peryferycznie 
LHCII, natomiast pozbawione rdzenia (CP47 + CP43). Ponadto intensywniejsza
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kinetyka zaniku polipeptydów CP47 i CP43 (psbB/psbC) wobec LHCPII nigdy 
nie została udowodniona bezpośrednio [22, 43]. Oznaczenia zmian stosunku ste- 
chiometrycznego chlorofil a/chlorofil b oczyszczonych cząstek PSU sugerują, że 
mamy raczej do czynienia z sytuacją odwrotną, tzn. LHCPII zanikają szybciej 
niż psbB/psbC [22]. Spadek stosunku chlorofil a/  chlorofil b stwierdzany dla cał
kowitych błon tylakoidowych może zatem odzwierciedlać np. wyższe tempo zaniku 
fotosystemu I (PSI) w porównaniu do PSII; w starzejących się liściach fasoli i 
ryżu PSI zanika rzeczywiście szybciej niż PSII [29].

W przypadku karboksylazy/oksygenazy RuBP, LHCPII oraz cytochromu f udo
wodniono, że równolegle ze spadkiem mierzonego immunologicznie poziomu tych 
białek w starzejących się liściach jęczm ienia i fasoli ma miejsce spadek ekspresji 
sekwencji kodujących te białka [1 ,2 1 ], co dowodzi, że starzeniowo-specyficzny 
zanik tych ważnych białek chloroplastowych jest regulowany na poziomie trans
krypcji. Z kolei zawartość białka psbA (dawniej określanego jako D l) jest re
gulowana na poziomie stabilności (degradacji) białka, na co wskazuje obserwacja, 
iż poziom psbA spada do zera już na bardzo wczesnych etapach starzenia liści, 
mimo iż transkrypty DNA kodującego to białko są wykrywalne aż do ostatnich 
faz starzenia [21]. Nie jest wykluczone, że zanik karboksylazy/oksygenazy RuBP 
jest częściowo regulowany na poziomie posttranskrypcyjnym (być może przez de
gradację), ponieważ w toku starzenia się liści jęczm ienia kinetyka zaniku tego 
białka nie jest ściśle skorelowana z kinetyką spadku ekspresji sekwencji kodujących 
[21]. Co ciekawe, wydaje się że duża i mała podjednostka enzymu zanikają w 
toku starzenia w niejednakowym tempie [21, 55]. Jeśli rzeczywiście poziom kar
boksylazy/oksygenazy RuBP może być, przynajmniej częściowo, regulowany po
przez jego  degradację, to pojawia się interesujące pytanie: jak  wytłum aczyć 
niejednakowe tempo degradacji podjednostek operujących przecież jako holokom- 
pleks w tym samym przedziale chloroplastu (stromie) i w jednakowym  stopniu 
dostępnych dla proteaz? Nie jest wykluczone, że odpowiedzią na to pytanie jest 
istnienie odrębnych enzymów proteolitycznych, trawiących starzeniowo-specyficz- 
nie podjednostki enzymu z niejednakową wydajnością. W stromie chloroplastów 
grochu wykryto co prawda metaloproteazę (zależną od Zn2+), zdolną do trawienia 
dużej podjednostki karboksylazy/oksygenazy RuBP, a jednocześnie niezdolną do 
hydrolizy mniejszej podjednostki [3, 57], jednak na razie nie ma żadnych danych 
na temat ewentualnej starzeniowo-specyficznej ekspresji tej proteazy. Starzenio
wo-specyficzny wzrost aktywności stwierdza się natomiast u licznych gatunków 
roślin dla innych proteaz, trawiących szersze spektrum substratów, np. endopeptydaz
[8]. W zrost ten może być skutkiem aktywacji transkrypcji odpowiednich genów 
-  u Arabiclopsis i kukurydzy już na wczesnych etapach starzenia pojawiają się, 
nieobecne w dojrzałych liściach, transkrypty sekwencji homologicznych do sekwencji 
zwierzęcych i roślinnych proteaz cysteinowych [17, 32, 50]. Aktywacja transkrypcji 
genów proteaz cysteinowych jest jednym  z przykładów potwierdzających tezę, iż
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starzenie jest procesem, w trakcie którego dochodzi nie tylko do zaniku określonych 
białek, ale i do uruchomienia specyficznej informacji genetycznej. Zidentyfikowano 
już kilka starzeniowo-specyficznych genów i białek, ale są one w większości związane 
z procesami innymi niż rozpad aparatu fotosyntetycznego [13, 16, 27, 42, 50, 51].

Nie wiadomo, jakiej natury sygnały decydują o wyborze białek przeznaczonych 
do zaatakowania przez proteazy, ustalono natomiast, że pewną rolę w kierowaniu 
już wybranych białek do strawienia może odgrywać proces ubikwitynacji. Sta- 
rzeniowo-specyficzna aktywacja ubikwitynacji jest wynikiem uruchomienia trans
krypcji genów poliubikwityny i enzymu koniugującego ubikwitynę [2 , 1 0 , 1 1 ]. 
W iększość enzymów proteolitycznych wchodzących w skład proteasomów trawią
cych białka wyznakowane ubikwityną należy do rodziny proteaz treoninowych [2 ], 
nie są to więc białka tożsame z opisanymi powyżej proteazami cysternowymi; 
na razie nie wiadomo, czy proteazy treoninowe proteasomów są białkami starze- 
niowo-specyficznymi czy konstytutywnymi.

W ostatnich latach ujawniono obecność w chloroplastach kilku nowych proteaz 
ATP-zależnych, w tym enzymów homologicznych wobec niezwykle intensywnie 
badanych bakteryjnych proteaz ClpA oraz FtsH [31, 44, 57]. Rola chloroplastowych 
homologów ClpA i FstH w starzeniu liści pozostaje jednak niejasna [20].

DEGRADACJA CHLOROFILU

Degradacja chlorofilu i będące jej konsekwencją żółknięcie liści (rys. 1) jest 
znanym od dziesięcioleci objawem starzenia, jednak pierwsze informacje dotyczące 
szlaku katabolizmu chlorofilu w starzejących się tkankach uzyskano dopiero w 
ciągu ostatnich kilku lat. Degradację chlorofilu zawsze poprzedza obniżenie tempa 
jego biosyntezy, ale nie ustalono jeszcze, których enzymów biosyntetycznych dotyczy 
obniżenie ekspresji i na jakim  poziomie biosyntezy białka zachodzą procesy re
gulacyjne [12]. Pierwszym etapem degradacji chlorofilu najprawdopodobniej jest 
enzymatyczne odcięcie łańcucha fitolu i przekształcenie w ten sposób chlorofilu 
w chlorofilid. Reakcję tę katalizuje chlorofilaza, enzym uczestniczący także w pro
cesie syntezy chlorofilu [12]. Uwolniony fitol podlega w obecności singletowego 
tlenu oraz rodników ponadtlenkowych dalszym procesom degradacyjnym, a ich 
produktami są liczne izoprenoidy, dokładnie scharakteryzowane w przypadku sta
rzejących się liści owsa i pietruszki [45]. Dalsze losy tych izoprenoidów pozostają 
nieznane. Drugi produkt defitylacji chlorofilu -  chlorofilid ulega natomiast pro
cesowi dechelatacji, tzn. odszczepienia M g2+. Produktem reakcji jest feoforbid, 
a katalizuje ją  dechelataza, enzym opisany z chloroplastów rzepaku [30]. Odszcze- 
pienie reszty alkoholu metylowego estryfikującej pierścień karboksycykliczny zwią
zany z III pierścieniem pirolowym może być kolejnym etapem degradacji. W wyniku
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Rys. 1. Degradacja chlorofilu w starzejących się liściach jęczmienia. W źdźbłach dziesięciodniowych  
siewek jęczm ienia (Horde um vulgare L.) indukowano procesy starzenia przez odcięcie od rośliny m acie

rzystej i inkubację w ciemności, w zlewkach z wodą, przez 0 -8  dni

tego procesu mogłaby powstawać porfiryna o nazwie pirofeoforbid [ 1 2 ], a dalsze 
etapy procesów katabolicznych obejmowałyby degradację szkieletu porfirynowego. 
W iększość badaczy uważa jednak, że już na etapie feoforbidu następuje rozpad 
szkieletu porfirynowego, a pierwszy etap rozpadu ma katalizować enzym roboczo 
nazwany dioksygenazą feoforbidu, opisany z chloroplastów starzejących się liści 
jęczm ienia [36, 48]. Produkt dioksygenacji feoforbidu jest już związkiem bezbarw
nym, podobnie jak wszystkie dalsze metabolity chlorofilu. Udowodniono, że dio- 
ksygenaza jest białkiem starzeniowo-specyficznym, pojawiającym się dopiero w 
starzejących się chloroplastach [47]. Czynnikiem aktywującym dioksygenazę jest 
zredukowana ferredoksyna [48]. Obserwacja ta interesująco koreluje z faktem, że 
w trakcie starzenia liści kukurydzy następuje specyficzna aktywacja ekspresji genu 
kodującego białko o wysokim stopniu homologii sekwencyjnej do ferredoksyny
[50]. W przeciwieństwie do dioskygenazy feoforbidu, chlorofilaza i dechelataza 
są konstytutywnymi enzymami chloroplastowymi [47], udowodniono jednak, że 
chloroplasty liści nie starzejących się zawierają nieaktywną formę obu enzymów. 
Starzeniowo-specyficzna aktywacja chlorofilazy i dechelatazy wymaga nie zakłó
conej syntezy na rybosomach cytoplazmatycznych jakiegoś, nieznanego jeszcze ,. 
czynnika regulacyjnego [56].
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W szystkie trzy scharakteryzowane dotąd enzymy katabolizmu chlorofilu -  chlo- 
rofilaza, dechelataza i dioksygenaza -  są zlokalizowane w otoczce chloroplastowej 
[36, 37]. Jest to fakt zaskakujący, zważywszy, że chlorofil pozostaje, w formie 
kompleksów barwnikowo-białkowych, wyłącznie w błonach tylakoidowych. Nie
którzy badacze sugerują, że cząsteczki chlorofilu, oddysocjowawszy na wczesnych 
etapach starzenia od wiążących je białek, są transportowane przez jakieś starzeniowo- 
specyficzne białko do miejsca degradacji, tj. otoczki chloroplastowej [37].

Dlaczego w ogóle chlorofil jest degradowany w trakcie starzenia? Takie pytanie 
jest, wbrew pozorom, zupełnie uzasadnione. O ile bowiem związki zawierające 
azot uwolniony z degradowanych białek starzejących się liści są bardzo istotnym 
budulcem dla młodych organów rośliny, o tyle azot zawarty w cząsteczkach chlorofilu 
stanowi w skali liścia zaledwie 3-5%  puli azotu pochodzenia białkowego [35], 
trudno zatem mówić o istotnej roli troficznej azotu chlorofilowego. Sądzi się, że 
katabolizm chlorofilu jest strategią ochrony przed niebezpieczeństwami wynika
jącym i z pojawienia się w chloroplastach tego związku w wolnej chemicznie postaci, 
po oddysocjowaniu w trakcie starzenia od wiążących go białek. Niezwiązany w 
formie kompleksów barwnikowo-białkowych chlorofil staje się cząsteczką foto- 
dynamiczną, która może, w obecności tlenu tripletowego (30 9), generować tlen 
singletowy ( ] 0 2) , czynnik o wielkiej sile destrukcji wobec środowiska komórkowego 
(zdolny do inicjowania peroksydacji lipidów błonowych, niekontrolowanej degra
dacji białek itp.) Niekontrolowana destrukcja różnych komponentów komórkowych 
spowodowana obecnością 10 -, mogłaby skutecznie zaburzyć przebieg procesu sta
rzenia, który -  choć obejmuje głównie procesy degradacji -  jest degradacją kon
trolowaną, uzależnionądo niezakłóconej biosyntezy białka, metabolizmu pośredniego 
i produkcji energii metabolicznej [35].

Równolegle z rozkładem chlorofilu w starzejących się liściach degradowane 
są karotenoidy, tempo ich destrukcji jest jednak wyraźnie niższe od tempa destrukcji 
chlorofilu i właśnie ta okoliczność oraz fakt, że już po kilku reakcjach katabolicznych 
chlorofil przekształcany jest w bezbarwne pochodne, decyduje o przebarwieniu 
starzejących się liści na żółto [12]. Czerwona lub purpurowa barwa starzejących 
się liści niektórych gatunków roślin jest natomiast konsekwencją intensywnej syntezy 
antocyjanów i tanin [ 1 2 ].

Zanikanie białek i barwników fotosyntetycznych prowadzi do poważnych zmian 
w ultrastrukturze chloroplastów. Zmiany te zostały dokładnie rozpoznane i wy
czerpująco opisane ponad dwadzieścia lat temu, ultrastruktura chloroplastów sta
rzejących się liści jest więc dziedziną badań nad procesami starzenia, w której 
nie obserwuje się już znaczącego przyrostu nowych faktów. We wczesnych fazach 
starzenia liści dochodzi do stopniowego rozpadu tylakoidów stromy, a następnie 
tylakoidów gran. Etapem przejściowym w procesie degeneracji systemu tylakoi- 
dowego może być u niektórych gatunków pojawianie się wydłużonych, luźno uło
żonych tylakoidów lub gęsto upakowanych gran olbrzymich. Zanikowi systemu
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tylakoidów towarzyszy rozpad ziaren skrobi. Na zaawansowanych etapach destrukcji 
systemu tylakoidowego w stromie chloroplastowej pojawia się znaczna ilość sudano- 
i osmofilnych globuli, nazywanych plastoglobulami. Są one miejscem akumulacji 
produktów degradacji karotenoidów (np. estrowych pochodnych karotenoidów) 
oraz plastochinonów i wolnych kwasów tłuszczowych [12]. Ostatecznym rezultatem 
postępującej degeneracji chloroplastów jest pęknięcie otoczki i uwolnienie resztek 
treści organellum do środowiska wewnątrzkomórkowego [15].

CZY STARZENIE SIĘ LIŚCI JEST ROŚLINNYM 
PRZYKŁADEM PROGRAMOWANEJ ŚMIERCI KOMÓRKOWEJ?

Od kilku lat wiadomo, że rośliny są zdolne do uruchamiania w pewnych sytuacjach 
programowanej śmierci komórkowej (PCD), której przebieg, zarówno na poziom ie 
cytologicznym jak i biochemicznym, nawiązuje do scenariusza zwierzęcej PCD 
[24, 26]. Najlepiej poznanym spośród procesów uważanych za roślinne analogi 
zwierzęcej PCD jest odpowiedź lokalna (superczula) roślin na atak patogenu, po
legająca na kontrolowany m obumieraniu grupy komórek zaatakowanych przez szkod
nika i ich usuwaniu, wraz z patogenem, poza obręb tkanki. Podobieństwo odpowiedzi 
lokalnej do zwierzęcej PCD jest wielorakie i dotyczy np. istotnej roli, jaką odgrywa 
w obydwu przypadkach wybuchowa produkcja reaktywnych form tlenu [28]. Rów
nież niektóre roślinne procesy embriogenetyczne i histogenetyczne korespondują 
ze zwierzęcą PCD przez istotną rolę degradacji DNA jądrowego czy indukcji proteaz 
cysteinowych [38]. Jak już wspomniano, w przebiegu starzenia liści stwierdza się 
indukcję ekspresji białek o wysokiej homologii sekwencyjnej wobec proteaz cy
steinowych [32, 50], a także akumulację agresywnych metabolicznie form tlenu 
w chloroplastach [45]. Obserwacje te są podstawą do wysuwania przez niektóre 
zespoły sugestii, iż starzenie się liści jest jedną z roślinnych wersji PCD [9].
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M OLEKULARNE M ECHANIZM Y  
SAM ONIEZGODNOŚCI HOM OM ORFICZNEJ 

ZAPOBIEGAJĄCE SAM OZAPŁODNIENIU ROŚLIN  
OKRYTONASIENNYCH

MOLECULAR MECHANISMS OF HOMOMORPHIC 
SELF-INCOMPATIBILITY THAT PREVENT 

SELF-FERTILIZATION OF ANGIOSPERM

Elżbieta KRZYWNICKA, Stanisław KOW ALCZYK

Zakład Biochemii Instytutu Biologii i Ochrony Środowiska, Uniwersytet M ikołaja
Kopernika, Toruń

Streszczenie: Samoniezgodność jest mechanizmem kontrolowanym genetycznie, funkcjonującym w 
żeńskiej tkance sporofitu, obejmującym reakcje rozpoznania i odrzucenia pyłku o określonym genotypie. 
Mechanizm samoniezgodności oparty jest na interakcji produktów locusa S pyłku z analogicznymi 
cząsteczkami syntetyzowanymi w słupku. Identyfikacja genów locusa S w słupku u przedstawicieli 
Solanaceae, Papaveraceae  i Brassicaceae oraz poznanie właściwości biochemicznych ich produktów 
pozwoliło zaproponować molekularne podstawy samoniezgodności. U przedstawicieli Solanaceae 
podstawę mechanizmu stanowi S-RNaza odpowiedzialna za rozpoznanie niezgodnego pyłku i zahamo
wanie jego wzrostu w następstwie degradacji RNA. U Papaver rhoeas mechanizm ten zakłada reakcję 
niskocząsteczkowego białka syntetyzowanego w szyjce słupka z białkiem receptorowym pyłku prowa
dzącą z kolei do uruchomienia w pyłku wapniowego szlaku sygnalizacyjnego. U przedstawicieli 
B rassicaceae  w mechanizmie rozpoznania i odrzucenia uczestniczy układ złożony z białka sekrecyjnego 
i związanej z błoną plazmatyczną kinazy białkowej, współdziałających w odbieraniu sygnału z pyłku i 
przenoszących informację do wnętrza komórek wyrostkowych znamienia. Na podstawie liczby alleli S, 
których produkty ekspresji determinują niezgodność w pyłku, samoniezgodność rozpatrywana jest jako 
gametofityczna bądź sporofityczna.

Słowa kluczowe: samoniezgodność, locus S, S-RNaza, receptorowa kinaza serynowo/treoninowa

* Praca finansowana w ramach grantu K BN nr 6P04C 050  09 oraz grantu UM K  349-B
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Summary: Self-incompatibility is a genetically controlled mechanism for self-recognition that results in 
rejection of self pollen by the female tissue of the sporophyte. Self-incompatibility involves the interaction 
of molecules produced by the S locus in pollen with those present in the pistil. Identification o f genes at 
the S locus in the Solanaceae, Papaveraceae  and Brassicaceae  has allowed development o f molecular 
models for self-incompatibility based on the biochemical properties o f the products o f these genes. In 
the Solanaceae, a model involves S-RNases which are responsible for both recognition of incompatibile 
pollen tubes and direct inhibition o f their growth. In Papaveraceae, a mechanism is based on a low  
molecular weight stylar protein activating a calcium-mediated signaling system in the pollen tube. In 
Brassicaceae, the recognition and rejection mechanisms involve signal transduction mediated by 
extracellular receptors and membrane-bound protein kinase localized in plasma membrane o f  the 
stigmatic papillae. Self-incompatible systems are described as either sporophytic or gametophytic based 
on the number of S-allele expressed by the pollen grain.

Key words: self-incompatibility, locus S, S-RNase, serine/threonine receptor kinase

WSTĘP

Ponad 70% roślin okrytonasiennych wytwarza kwiaty obupłciowe, których bu
dowa na ogół sprzyja samozapyleniu mogącemu prowadzić do zapłodnienia wsob
nego. Znane powszechnie zjawisko depresji wsobnej przypuszczalnie uniem oż
liwiłoby osiągnięcie sukcesu ewolucyjnego roślin okrytonasiennych, gdyby nie doszło 
do wykształcenia mechanizmów samoniezgodności (self-incompatibility). Samonie- 
zgodność określana również jako niezgodność wewnątrzgatunkowa, definiowana 
jest jako niezdolność do wytworzenia zygoty w wyniku samozapylenia. Terminem 
tym obejmuje się także wykształcone u niektórych roślin cechy morfologiczne kwiatu 
utrudniające samozapylenie (heterostylia, herkogamia) czy czasowe rozdzielenie 
płci (dichogamia) mające zapobiegać samozapyleniu. Przystosowania te określane 
są mianem samoniezgodności heteromorficznej w odróżnieniu od samoniezgodności 
homomorficznej opartej na kontrolowanym genetycznie mechanizmie molekularnym 
zapobiegającym samozapłodnieniu. Mechanizm samoniezgodności homomorficznej 
umożliwia selekcję pyłków padających na znamię słupka i nie dopuszcza do za
płodnienia przez pyłek o niewłaściwym genotypie. Na poziomie molekularnym 
mechanizm ten musi zatem obejmować reakcję rozpoznania oraz reakcję odpo
wiedzi, których efektem będzie akceptacja bądź odrzucenie pyłku.

Pierwsze propozycje dotyczące sposobu funkcjonowania mechanizmu samonie
zgodności nawiązywały do interakcji antygenu z przeciwciałami. Hipoteza ta za
kładała obecność w pyłku i słupku białek strukturalnie komplementarnych. Białko 
„antygenowe” pyłku byłoby rozpoznawane przez „przeciwciało” produkowane w 
słupku, a reakcja odrzucenia miałaby przypominać reakcję immunologiczną. W 
innej koncepcji proponowano, że w pyłku i słupku są obecne identyczne białka 
w formie dimerów, które w przypadku samozapylenia tworzyłyby tetramery pełniące 
funkcję induktora bądź represora określonych genów.
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Do połowy lat osiemdziesiątych większość prowadzonych badań zmierzała głów
nie w kierunku poznania genetycznej kontroli samoniezgodności. Metodami krzy
żowań genetycznych ustalono, że samoniezgodność występuje u co najmniej 71 
rodzin i oszacowano, że obejmuje do 50% wszystkich roślin kwiatowych. Stwier
dzono ponadto, że u większości gatunków samoniezgodność kontrolowana jest ge
netycznie przez pojedynczy wieloalleliczny locus S (selj) uważany obecnie przez 
wielu autorów za najbardziej polimorficzny roślinny locus. O stopniu jego zróż
nicowania może świadczyć chociażby fakt, że u 1000 roślin gatunku Oenothena 
organensis stwierdzono aż 38 alleli locusa S [cyt. za 94]. To wyjątkowe zróżnicowanie 
mogło nasuwać przypuszczenie, że locus S tworzy pojedynczy cistron, a geny S 
różnią się tylko niewielkimi zmianami sekwencji bądź że locus S utworzony jest 
z wielu cistronów, między którymi może zachodzić rekombinacja.

Analiza genetyczna mutantów, u których w wyniku napromieniowania lub che
micznych czynników mutagennych zanikła zdolność rozpoznawania i odrzucania 
własnego pyłku, posłużyła do sformułowania roboczej hipotezy zakładającej trój- 
częściową budowę locusa S [63]. Hipoteza trójskładnikowej budowy zakłada, że 
locus S zbudowany jest z trzech strukturalnie odrębnych części funkcjonalnie ściśle 
ze sobą powiązanych. Zgodnie z tym locus S zawierałby wspólny dla słupka i 
pyłku składnik odpowiedzialny za specyficzność allelu, a ponadto część aktywującą 
specyficzność allelu S w słupku oraz część aktywującą specyficzność allelu w 
pyłku. Na rysunku 1 schematycznie pokazano współdziałanie produktów trzech 
genów locusa S w reakcji samoniezgodności. Produkty genów swoiste dla słupka 
i pyłku aktywują białko odpowiedzialne za specyficzność reakcji uczestnicząc w 
ten sposób w mechanizmie rozpoznania. Części te mogłyby działać jak białka cha- 
peronowe indukujące zmiany konformacji, bądź jako części komplementarne um o
żliw iające interakcje białek S w słupku i pyłku. W innej wersji tej hipotezy 
proponowano, że locus S zawiera dwa geny kodujące białka aktywujące w słupku 
i pyłku, mające dodatkowo wspólną część determinującą specyficzność locusa S 
bądź że białko S jest produktem jednego genu zawierającego 3 domeny funkcjonalne. 
Mimo że hipoteza Lewisa [63] nie została ostatecznie zweryfikowana, a to głównie 
z powodu niewielkiego postępu badań nad identyfikacją białek S w pyłku, to przez 
wiele lat wyznaczała główne kierunki poszukiwań biochemicznych podstaw samo
niezgodności.

Obecnie przyjmuje się powszechnie pogląd, że ekspresja takiego samego allelu 
S w słupku i pyłku osiadłym na jego znamieniu prowadzi do rozpoznania pyłku 
jako niezgodnego i w konsekwencji staje się przyczyną reakcji odrzucenia. Jednakże 
już obserwacje sprzed pół wieku wskazywały, że u przedstawicieli Solanaceae i 
Cruciferae funkcjonują dwa różne mechanizmy genetycznej kontroli samoniezgod
ności. Te dwa typy samoniezgodności, noszące obecnie nazwę samoniezgodności 
gametofitycznej i samoniezgodności sporofitycznej, były krótko opisane przed pięciu 
laty w Post. Biol. Kom. [4]. Niniejsza praca w swojej zasadniczej części nawiązuje
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białko aktywujące 
specyficzność w pyłku

locus S

białko determinujące spe
cyficzność w pyłku i słupku

białko aktywujące spe
cyficzność w słupku

reakcja rozpoznania

słupek

łagiewka pyłkowa
Rys. 1. Schemat ilustrujący współdziałanie produktów trójskładnikowego locusa S w reakcji samonie- 
zgodności, zaproponowany schemat ilustruje hipotezę Lewisa [63] w wersji zakładającej, że trzem 

składnikom locusa S odpowiadają trzy geny

do referatów wygłoszonych w ramach konferencji pt. Frontiers in Plant Biology: 
How Plants Communicate, zorganizowanej w 1996 roku na Michigan State Uni
versity. W ostatnim pięcioleciu pojawiło się też w literaturze światowej szereg 
mniej lub bardziej wyczerpujących prac przeglądowych prezentujących postępy 
badań w tym zakresie [20, 22, 29, 42, 66 , 92, 102].

SAMONIEZGODNOŚĆ GAMETOFITYCZNA

Samoniezgodność gametofityczna (SG) jest genetycznie dobrze opisana u przed
stawicieli 15 rodzin, a u dalszych 45 rodzin jej występowanie jest prawdopodobne, 
chociaż nie zostało jeszcze dostatecznie udokumentowane. W ydaje się więc, że
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SG jest najpowszechniejszym rodzajem 
sam oniezgodności u roślin okrytona
siennych. Na poziomie molekularnym 
SG badana była u przedstawicieli na
stępujących pięciu rodzin: Solanaceae,
Rosaceae, Poaceae, Scrophulariceae i 
Papaveraceae. U większości badanych 
przedstawicieli wymienionych rodzin 
SG jest kontrolowana przez pojedynczy 
locus, ale już u niektórych Gramineae 
SG zdeterminowana jest przez 2 loci, 
a u Ranunculaceae (Ranunculus acris) 
i Chenopodiaceae (Beta vulgaris) nawet 
przez 3 lub 4 loci [29, 42, 94]. Na ry
sunku 2  przedstawiono schematycznie 
mechanizm genetycznej kontroli SG u 
Solanaceae. Zgodnie z tym schematem,
fenotyp  pyłku zdeterm inow any jest Rys 2 Schemat ilustruJący gene iycz„ą kontrolę
przez haploidalny genotyp mikrospory samoniezgodności gametofitycznej przez wieloal-
i jej komórek potomnych, a więc jest leliczny locus S. Białko S pyłku, produkt haploidal-
identvcznv z eenotVDem Dvłku W  wv- neg ° j^ r a , spotyka w słupku dwa białka S, produktylueniyczny z  genotypem pytku. w wy ekspresjj homologicznych alleli S diploidalnych ko
niku interakcji produktów takich sa- mórek słupka. Reakcja samoniezgodności jest wy-
mych alleli pyłku i słupka następuje nikiem interakcji białek S takich samych alleli S

zahamowanie wzrostu łagiewki (rys. 2). py,ku' s,upka <WS l53l zmodyfikowane) 

Zgodnie z powyższym, tylko pyłek o 
genotypie S3 nie zostanie odrzucony
przez słupek rośliny charakteryzującej się genotypem S jS 9. Badania biochemiczne, 
poparte w latach dziewięćdziesiątych wynikami biologii molekularnej, wykazały, 
że SG obejmuje co najmniej dwa odrębne mechanizmy [22, 31, 53, 54, 83, 84, 
94]. Będą one przedstawione w dwóch kolejnych podrozdziałach.

IDENTYFIKACJA I WŁAŚCIWOŚCI BIAŁEK S 
U PRZEDSTAWICIELI RODZINY PSIANKOWATYCH

Początkowo strategia badań biochemicznych polegała na próbach identyfikacji 
białek S w słupku i pyłku, których obecność była skorelowana z odpowiednimi 
allelami S w krzyżówkach genetycznych. Identyfikacja białek S słupka jest sto
sunkowo łatwa, bowiem białka te ilościowo dominują w ekstraktach szyjki stanowiąc 
nawet do 20% całkowitej ilość białek [9]. Z jednej szyjki można uzyskać nawet
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do kilku mikrogramów białek S. Poszczególne białka alleli S dobrze rozdzielają 
się w żelu poliakrylamidowym z SDS, co do pewnego stopnia odzwierciedla dużą 
zmienność ich struktury pierwszorzędowej [9, 49].

Pierwszą glikoproteiną, której sekwencja N-końca posłużyła do identyfikacji 
cDNA, było białko allelu S2 tytoniu Nicotiana alata [2]. Wkrótce po tym sklonowano 
cDNA odpowiadające allelom S3 i S6 z N. alata [3, 58], a także ustalono sekwencje 
białek S z Petunia inflata [1, 17], Solanum chacoense [116], Solanum tuberosum
[56], Lycopersicon peruvianum  [108]. Obecnie znane są sekwencje cDNA dla ponad 
30 białek S z siedmiu gatunków rodziny Solanaceae, a ponadto struktura pier- 
wszorzędowa białek S przedstawicieli Rosaceae [8], Scrophulariaceae [117] i Papa- 
veraceae [28].

Glikoproteiny o masie cząsteczkowej od 23 do 34 kDa, izolowane z ekstraktów 
słupka, charakteryzują się na ogół właściwościami zasadowymi [1, 49, 51, 59, 
67]. Metodami immunochemicznymi oraz metodą hybrydyzacji mRN A dowiedziono, 
że białka S występują zewnątrzkomórkowo i to zarówno w tkance transmisyjnej 
słupka, jak też na powierzchni znamienia oraz w warstwie epidermalnej placenty 
[3, 18].

Kosegregacja białek S z odpowiednimi allelami, lokalizacja tkankowa oraz sko
relowana w czasie z reakcją odrzucenia synteza białek S wskazywały na ich rolę 
w samoniezgodności. Faktycznie jednak dopiero możliwości klonowania i trans
formowania genów S jednoznacznie dowiodły słuszności wcześniejszych założeń. 
Lee i wsp. [62] skonstruowali gen, który za promotorem genu S3 miał włączony 
w położeniu anty sensownym fragment cDNA kodujący około 70% białka S3. Takim 
zmienionym genem transformowano P. inflata o genotypie S2S3. W ekstrakcie 
białkowym słupka roślin transgenicznych obserwowano obniżony poziom białka 
S2 i S3 lub całkowity brak białka S3, co w efekcie prowadziło do braku reakcji 
odrzucenia pyłku o genotypie S3. W tym samym laboratorium udało się stran- 
sformować P. inflata o genotypie S jS 2 genem S3 w pozycji właściwej. W tym 
przypadku wykazano, że roślina transgeniczna obok białek Sj i S2 syntetyzowała 
białko S3 i oprócz pyłków Sj i S2 odrzucała także pyłek o genotypie S3.

Obydwa rodzaje doświadczeń, w których roślina transgeniczna utraciła lub nabyła 
zdolność rozpoznania pyłku o właściwym genotypie, prowadzą do wniosku, że 
białka S są konieczne i wystarczające do wystąpienia reakcji samoniezgodności.

Na rysunku 3 przedstawiono schemat struktury pierwszorzędowej białek S opra
cowany na podstawie znanych sekwencji 19 białek zidentyfikowanych u przed
stawicieli Solanaceae [1, 2, 3, 8 , 16, 56, 116]. W szystkie białka mają na N-końcu 
sekwencję sygnałową skierowującą białko do przestrzeni zewnątrzkomórkowej. Pep- 
tyd sygnałowy w większości przypadków tworzą 2 2  aminokwasy, przy czym frag
menty konserwatywne zawierają serynę, leucynę i prolinę -  aminokwasy prze
rywające strukturę helikoidalną. Szczegółowa analiza struktury pierwszorzędowej 
białek S prowadzi do wyodrębnienia dwóch hydrofilowych regionów, oznaczonych
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N. alata

L. peruvianum 

P. inflata

P. hybrida

S. chacoense

S. tuberosum

Rys. 3. Schemat budowy genu rybonukleazy S (S-RNazy) wraz z sekwencją aminokwasową charaktery
stycznych domen. Opracowano na podstawie danych uzyskanych dla 19 białek poznanych u sześciu 

przedstawicieli Solanaceae (wg [53, 87, 92, 108], zmodyfikowane)

na schemacie jako HVa i HVb, odznaczających się wysokim stopniem zmienności 
(H V  -  high variability). W 19 dojrzałych białkach S te dwa regiony, utworzone 
odpowiednio przez 18 i 11 aminokwasów, zawierają aż 8 z 17 pozycji całego 
białka charakteryzujących się największą zmiennością (rys. 3) [46, 58]. Stopień 
zmienności regionów HV sugeruje, że mogą one tworzyć zewnętrzną część struktury 
białek S determinując ich specyficzność oraz że uczestniczą w bezpośredniej in
terakcji z odpowiednimi białkami S pyłku. Regiony oznaczone na schemacie jako 
C -l do C-5 reprezentują sekwencje wysokokonserwatywne, spośród których C -l, 
C-4 i C-5 jako najbardziej hydrofobowe tworzą przypuszczalnie rdzeń struktury 
białka [ 16,47]. Niektórzy autorzy przypuszczają, że domena C -1 pełni istotną funkcję 
w interakcji białka z łagiewką pyłkową i być może bierze udział w transporcie 
białka do łagiew ki. Sporą niespodzianką okazała się analiza sekwencji hydrofilowych 
domen C-2 i C-3, które zaskoczyły badaczy wysokim stopniem homologii z aktyw
nymi regionami rybonukleazy T 2 z Aspergillus oryzae [57]. Z czasem okazało 
się, że podobnie wysoki stopień homologii łączy białka S z rybonukleazami z
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różnych tkanek roślinnych [71]. To odkrycie stało się zresztą nowym, ważnym 
impulsem w badaniach roślinnych RNaz, a szczególnie ich roli w samoniezgodności 
oraz procesach starzenia i głodzenia [38]. Dzisiaj już wiadomo, że wszystkie poznane 
sekwencje białek S zawierają w 100% konserwatywny fragment IHGLW P wokół 
histydyny-38 i prawie tak samo konserwatywny fragment w pobliżu histydyny-103 
(rys. 3). Obie reszty histydyny mają zasadnicze znaczenie dla aktywności RNazy
[57]. Zwraca uwagę również fakt, że 4 spośród 8 reszt cysteiny zajmują identyczne 
pozycje we wszystkich RNazach i tworzą mostki dwusiarczkowe w enzymie z
A. oryzae [57, 92].

Aktywność RNazowa białek S została potwierdzona po raz pierwszy na oczy
szczonych glikoproteinach z ekstraktu słupka N. alata i P. inflata [10, 69, 93]. 
Trzy białka S z P. inflata charakteryzujące się 73-80%  identycznością sekwencji, 
wykazują bardzo podobne właściwości kinetyczne i podobną aktywność RNazy 
[93]. Aktywność RNazowa białek S stanowi od 40 do 86% całkowitej aktywności 
RNaz ekstraktu szyjki słupka N. alata i jest od 100 do 1000 razy wyższa niż 
aktywność w ekstrakcie słupka z samozgodnego tytoniu N. tabacum  [69]. M cClure 
i wsp. [68] znakując izotopowo in situ pyłkowy RNA stwierdzili, że w krzyżowym 
zapyleniu rRNA pozostaje nienaruszony, natomiast w przypadku samozapylenia 
ulega degradacji. Wyniki te, mimo że są bardzo sugestywne, nie udzieliły jednak 
odpowiedzi na pytanie, czy degradacja RNA jest przyczyną zatrzymania wzrostu 
łagiewki czy też skutkiem. RNA może bowiem ulegać hydrolitycznej degradacji 
w wyniku pęknięcia ściany łagiewki i wylania się zawartości do międzykomórkowej 
matriks słupka, co na ogół ma miejsce w reakcji odrzucenia. Gray i wsp. [37] 
obserwowali in vitro wnikanie S-RNaz do kiełkujących ziaren pyłku oraz po
twierdzili, że towarzyszy temu hamowanie syntezy białka w łagiewce, jednakże 
nie stwierdzili zależnej od genotypu selektywności wnikania S-RNaz. Autorzy nie 
potwierdzili również zakładanej wcześniej specyficzności substratowej względem 
określonych mRNA, jaka na przykład ma miejsce w przypadku endonukleaz re
strykcyjnych. Brak selektywności transportu S-RNaz do łagiewki może wynikać 
z nienaturalnych warunków in vitro, ale może też wskazywać, że jeszcze inne 
białka są konieczne do wystąpienia samoniezgodności.

Rola S-RNaz w reakcji samoodrzucenia została jednoznacznie potwierdzona w 
badaniach genetycznych. P. inflata o genotypie S ]S 2 transformowano zmutowanym 
genem S3, w którym trójkę zasad kodującą histydynę-38 zastąpiono trójką kodującą 
asparaginę. W wyniku tych zmian syntetyzowane białko S3 nie wykazywało aktyw
ności RNazy, a roślina transgeniczna nie odrzucała pyłku o genotypie S3 [44]. 
Interesujące wyniki uzyskali także Murfett i wsp. [73]. Dzięki zastosowaniu silnego 
promotora genu chitynazy z pomidora powiodła im się ekspresja genu S z N. alata 
w samozgodnej chimerycznej roślinie powstałej ze skrzyżowania N. alata z N. 
langsdorffii. Ekspresji genu S w samozgodnej roślinie towarzyszyło pojawienie 
się reakcji odrzucania pyłku o określonym genotypie. Uzyskane wyniki autorzy
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interpretują jako dowód, że S-RNaza zawiera elementy konieczne do wystąpienia 
zarówno reakcji rozpoznania, jak też reakcji odrzucenia.

U dwóch odmian dziko rosnącego pomidora Lycopersicon peruvianum  różniących 
się tym, że jedna jest samozgodna, a druga samoniezgodna, stwierdzono obecność 
homologicznych białek S, których sekwencja jest identyczna w 78%. W białku 
S odmiany samozgodnej histydyna-38 w następstwie mutacji została zastąpiona 
przez asparaginę. M utacja ta dotyczyła zamiany tylko pojedynczego nukleotydu 
w trójce CAC, w której C została zamieniona na A. W wyniku tej naturalnej 
mutacji syntetyzowane białko S utraciło właściwości katalityczne RNazy i w ten 
sposób z rośliny samoniezgodnej powstała odmiana samozgodna [87, 108].

Obecnie proponowane są dwa różne mechanizmy funkcjonujące w rozpoznaniu 
i ewentualnym zahamowania wzrostu łagiewki pyłkowej. W pierwszym z nich za
kłada się, że produkt locusu S w pyłku jest specyficznym receptorem rozpoznającym 
S-RNazę homologicznego locusu S w słupku (rys. 4 A). S-RNaza po wniknięciu 
do łagiewki pyłkowej degraduje rRNA i przypuszczalnie też mRNA [39]. Koncepcję 
swoistego receptora rozpoznającego określoną S-RNazę potwierdzają niektóre ob
serwacje. Skonstruowano gen kodujący białko S3, w którym histydynę-103 w 
regionie C-3 zastąpiono argininą, a następnie tak zmodyfikowanym genem trans
formowano roślinę o genotypie S2S3. Okazało się, że zmienione białko S3, mimo 
że nie wykazywało aktywności RNazy, znacząco osłabiało reakcję odrzucenia pyłku 
S3. Efekt ten tłumaczony jest jako wynik konkurowania właściwego i zmienionego 
białka S3 o miejsce na receptorze w błonie łagiewki pyłkowej [54, 70].

W  modelu zaproponowanym przez Thompsona [102] zakłada się, że produkt 
allelu S w pyłku jest inhibitorem RNazy. W tym mechanizmie rozpoznanie nie 
odbywa się na receptorze, ale zachodzi dopiero po wniknięciu S-RNaz do łagiewki 
pyłkowej (rys. 4 B). Zgodnie z tym modelem inhibitor syntetyzowany w pyłku 
powinien tworzyć kompleks z domeną determinującą specyficzność białka bądź 
z dom eną katalityczną RNazy. W pierwszym przypadku następuje interakcja między 
domenami specyficzności, w drugim reakcja jest mniej swoista i prowadzi do za
hamowania aktywności każdej z S-RNaz. Mechanizmem tym próbuje się tłumaczyć 
wyniki eksperymentów, w których w wyniku manipulacji na hodowlach tkankowych, 
z diploidalnej samoniezgodnej rośliny otrzymano roślinę tetraploidalną z częściowo 
zniesioną samoniezgodnością. Pyłek takiej tetraploidalnej rośliny był odrzucany 
tylko wtedy, gdy miał dwa identyczne allele, np. S jS j lub S2S2, natomiast nie 
był odrzucany pyłek o genotypie S jS 2 (Kao TH -  doniesienie ustne).

Jak już wspomniano wcześniej, wszystkie poznane białka S zawierają od 1 
do 5 charakterystycznych sekwencji (Asn-X-Tre/Ser) określających miejsce po
tencjalnej N-glikozylacji [94]. Różna liczba miejsc glikozylacji, a także stwierdzane 
powszechnie zróżnicowanie w części cukrowcowej, były od początku rozważane 
jako elementy determinujące specyficzność białek S odróżniające jedno białko od 
drugiego. W celu weryfikacji tej hipotezy zmodyfikowano gen S3 z P. inflata,
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Rys. 4. Modele ilustrujące mechanizmy reakcji rozpoznania pyłku o określonym genotypie na podstawie 
interakcji białek S pyłku i słupka: a -  białko S pyłku pełni rolę receptora błonowego rozpoznającego i 
transportującego do łagiewki S-RNazę będącą produktem takiego samego allelu S w słupku; b -  białko 
S w pyłku jest swoistym inhibitorem S-RNaz mającym dodatkowo domenę specyficzności rozpoznającą 

S-RNazę takiego samego allelu S słupka (wg [39, 102], zmodyfikowane)

mający tylko jedno miejsce glikozylacji, zastępując asparaginę w pozycji 29 kwasem 
asparaginowym. Tak zmutowanym genem trasformowano roślinę o genotypie S jS 2. 
Transgeniczna P. inflata syntetyzowała normalny poziom nieglikozylowanego białka 
S3, a mimo to całkowicie odrzucała pyłki o genotypie S3 [55]. Wyniki doświadczeń 
sugerują, że specyficzność S-RNaz nie jest związana z częścią cukrowcową, tylko 
wynika z pierwszorzędowej struktury białka. Jak już wspomniano wyżej, poten
cjalnymi regionami mogącymi odpowiadać za specyficzność S-RNaz są fragmenty 
HVa i HVb. W celu zweryfikowania tego założenia skonstruowano chimeryczny 
gen, w którym obydwa regiony HVa i HVb genu S3 oraz fragment zawarty między 
nimi zastąpiono odpowiednimi regionami genu S ,. W innej modyfikacji gen S3 
miał zastąpiony tylko region HVb przez taki sam region genu Sj.Okazało się, 
że produkty obu genów chimerycznych w transformowanej roślinie o genotypie 
S2S2 wykazywały aktywność RNazy, a mimo to nie rozpoznawały ani pyłku S3, 
ani S i [54]. Wyniki te sugerują, że regiony HV są konieczne, chociaż niewystarczające 
w determinacji specyficzności oraz że sama domena katalityczna S-RNazy jest 
niewystarczająca do wystąpienia reakcji rozpoznania i odrzucenia. Tak więc na 
razie brak jest jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, które elementy glikoprotein 
S są odpowiedzialne za reakcje rozpoznania.
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ZAKŁÓCENIA WEWNĄTRZPYŁKOWEGO 
ROZMIESZCZENIA JONÓW WAPNIA, PODSTAWA 

REAKCJI ODRZUCENIA U MAKU POLNEGO

Identyfikacja białek S ze znamienia maku polnego (Papaver rhoeas) [34] po
przedzająca sklonowanie genu Sj [28] doprowadziła do wykrycia odrębnego m e
chanizm u b iochem icznego w obrębie SG. B iałka glikozylow ane S o masie 
cząsteczkowej 16,7-16,8 kDa stanowią tutaj zaledwie 0,5-1 % całkowitej ilości białek 
wyrostków znamienia. Białka te pojawiają się w znamieniu kilka dni przed za
pyleniem, by osiągnąć najwyższy poziom w przededniu pylenia. W odróżnieniu 
od białek u przedstawicieli rodziny Solanaceae, białko S z P. rhoeas nie ma aktyw
ności RNazy [30], a także nie wykazuje żadnej znaczącej homologii z białkami 
S roślin z grupy SG [28]. Gen S j transformowany do E. coli dawał zrekombinowane 
białko wykazujące in vitro aktywność biologiczną przejawiającą się hamowaniem 
kiełkowania pyłku [28]. Obecnie przypuszcza się, że w tym przypadku mechanizm 
zatrzymania wzrostu łagiewki pyłkowej wiąże się ze wzrostem stężenia jonów wapnia 
w jej cytoplazmie. Białko S z ekstraktu znamienia [33], a także zrekombinowane 
białko S z E. coli [32] wywołuje przejściowy wzrost stężenia jonów wapnia w 
pyłku samoniezgodnym i powoduje zatrzymanie wzrostu łagiewki. Taki mechanizm 
mogą również potwierdzać obserwacje, z których wynika, że wzrost łagiewki można 
zatrzymać w wyniku podniesienia stężenia jonów wapnia w jej cytoplazmie. Może 
to nastąpić np. na skutek uwolnienia jonów wapnia z jego kompleksów wpro
wadzonych uprzednio do wnętrza łagiewki. Białko S znamienia indukuje również 
fosforylację białka o masie cząsteczkowej 26 kDa w pyłku samoniezgodnym. Fo
sforylacja wydaje się być zależna od wapnia i kalmoduliny [88]. W ostatnim czasie 
z błony plazmatycznej pyłku wyizolowano białko tworzące kompleksy z białkiem 
S znamienia. W iązanie to, jak się jednak okazuje, nie jest selektywne i dlatego 
proponuje się, że nowe białko może być jedynie elementem pomocniczym hipo
tetycznego receptora [40].

SAMONIEZGODNOŚĆ SPOROFITYCZNA

W samoniezgodności sporofitycznej (SS) fenotyp pyłku nie jest zdeterminowany 
przez haploidalny genotyp tak jak w SG, lecz przez diploidalny genotyp rośliny 
macierzystej (rys. 5). Zgodnie z powyższym zakłada się, że w pyłku białka S 
są produktami obu homologicznych alleli S komórek tapetum i są wbudowywane 
do egzyny jeszcze w pylniku bądź że ich synteza zachodzi w diploidalnej komórce 
macierzystej pyłku wcześniej, zanim zajdzie mejoza. Tak więc każdy z pyłków 
mimo że genotypowo jest haploidalny, fenotypowo niesie produkty obu homolo
gicznych alleli S rośliny macierzystej. Rozpoznanie pyłku jako samoniezgodnego

http://rcin.org.pl



86 E. KRZYW NICKA, S. KOW ALCZYK

zachodzi wtedy, gdy pyłek i słupek nio
są chociaż jeden taki sam allel. W krzy
żówkach genetycznych obserwowano, 
że w SS przeważa kodominacja alleli 
S, chociaż mogą też występować za
leżności dominacji. Na ogół kodom i
nacja alleli ma miejsce w znamieniu, 
natomiast w pyłku może występować 
kodom inacja bądź d om inacja  [42]. 
Zróżnicowane zależności między alle- 
lami S w pyłku utrudniały analizę krzy
żów ek gene tycznych  i d la teg o  też  
ogromnie pomocna okazała się m etoda 
samozapylania pąków kwiatowych w 
okresie poprzedzającym pojawienie się 
samoniezgodności. W  większości przy
padków synteza białek S rozpoczyna się 
w słupku na 2-3  dni przed otwarciem 
kwiatu, by osiągnąć najwyższy poziom 
w przededniu pylenia. Stosowanie tej 
metody pozwala uzyskać rośliny homo- 
zygotyczne względem  specyficznego 
allelu S, z których w drodze krzyżo
wania uzyskuje się następnie hybrydy 
F I. Samoniezgodność można też prze
łamać czynnikami fizycznymi lub che
m icznymi, takimi jak: podw yższona 
temperatura, wyższe stężenie C 0 2, sty
mulacja elektryczna, traktowanie pyłku 
roztw orem  N aCl bądź cyk loheksy- 
midem [42].

Samoniezgodność typu sporofitycznego stwierdzono u przedstawicieli następu
jących rodzin: Compositae, Cruciferae, Convolvulaceae, Betulaceae, Caryophyl- 
laceae i Sterculiaceae. Na poziomie molekularnym SS badana jest u kilku gatunków 
rodziny Cruciferae, głównie jednak Brassica oleracea, Brassica campestris i Rap- 
hanus sativus. Wyniki tych badań zebrano w kilku pracach przeglądowych opub
likowanych w ostatnich latach [21, 76, 77, 79, 107]. Rośliny charakteryzujące się 
SS mają „suche” znamię, którego wyrostki są komórkami aktywnymi sekrecyjnie. 
Kondycja metaboliczna tych komórek istotnie wpływa na wystąpienie reakcji od
rzucenia [42]. Sama odpowiedź odrzucenia jest bardzo szybka, bowiem pyłek albo

Rys. 5. Schemat ilustrujący genetyczną kontrolę 
samoniezgodności sporofitycznej. Białka S pyłku 
(fenotyp), produkty ekspresji homologicznych alleli 
S diploidalnych komórek sporofitu (tapetum), spo
tykają na znamieniu słupka dwa białka S, będące 
również produktami diploidalnych komórek sporo
fitu. Reakcja samoniezgodności wystąpi w sytuacji, 
gdy spotka się chociaż jedno białko allelu S pyłku z 
białkiem takiego samego allelu S słupka. Na poka
zanym schemacie tylko pyłek o genotypie S3 i feno
typie S3S4 nie zostanie odrzucony przez znamię 
rośliny o genotypie S ]S2 (wg [53], zmodyfikowane)
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w ogóle nie kiełkuje, albo kiełkująca łagiewka nie przenika przez warstwę pe- 
ktynowo-celulozową położoną pod kutykulą.

Obecność specyficznych białek S w znamieniu kapusty zidentyfikowano po raz 
pierwszy metodą elektroforezy i immunodyfuzji [82]. W następnych latach próby 
identyfikacji SLSG (S-locus specific glycoprotein) podejmowane w kilku pracow
niach doprowadziły do ustalenia sekwencji aminokwasowej trzech białek S z B. 
campestris oraz trzech białek S B. oleracea [27, 48, 74, 77, 85, 100]. Sklonowanie 
genu S z B. oleracea w połowie lat osiemdziesiątych [75] zapoczątkowało nowy 
etap w badaniach SS. Efektem tych prac było poznanie sekwencji białek SLG 
(S-locus glycoprotein) [12, 25, 80, 106]. Szczegółową analizę sekwencji nukleo- 
tydowej 9 poznanych SLG zainteresowany Czytelnik może znaleźć w pracach prze
g ląd o w y ch  [21, 107]. N a rysunku 6 A pokazany  je s t  schem at struk tu ry  
pierwszorzędowej SLG. Ogólnie sekwencje białek SLG są homologiczne w około 
80% i wszystkie zawierają 1 1 - 1 2  konserwatywnych reszt cysteinowych w regionie 
C-końcowym. Charakterystyczne są również 4 regiony hydrofilowe zawarte między 
180 a 274 aminokwasem, będące zarazem fragmentami najbardziej zróżnicowanymi 
w poszczególnych SLG. Sekwencja aminokwasowa tego regionu w różnych SLG 
jest identyczna w około 40% (rys. 6 A), co sugeruje, że specyficzność SLG może 
być zakodowana w jego strukturze pierwszorzędowej. W szystkie sekwencje SLG 
mają 13 potencjalnych miejsc N-glikozylacji, spośród których 4 są konserwatywne 
we wszystkich białkach. Analiza łańcuchów cukrowcowych wykazała, że SLG za
wierają oligosacharydy o budowie podobnej do tych, jakie występują w gliko- 
proteinach roślinnych nie związanych z samoniezgodnością [2 1 ].

Na początku lat dziewięćdziesiątych poznano sekwencję receptorowej kinazy 
serynowo/treoninowej (Zm PK l) z korzeni kukurydzy [111], która, jak się okazało, 
jest w 27% identyczna z SLG. Mimo że rola tej kinazy białkowej nie jest nadal 
znana, to podobieństwo jej sekwencji z SLG wyraźnie wskazywało kierunek dalszych 
poszukiwań. Wkrótce potem odkryto, że locus S obok genu SLG zawiera jeszcze 
drugi gen, który po sklonowaniu z homozygotycznej linii S6S6 B. oleraceae okazał 
się być receptorową kinazą serynowo/treoninową -  SRK (S-locus receptor kinase) 
[97, 98]. Białko SRK6 o masie cząsteczkowej 98 kDa w części zewnątrzkomórkowej 
jest w 90% homologiczne z SLG i podobnie zawiera też 12 reszt cysteinowych 
w położeniu konserwatywnym w stosunku do SLG. W genie SRK6 domena zewnątrz - 
komórkowa oddzielona jest intronem wielkości 896 pz od 20-aminokwasowej he- 
likoidy błonowej (rys. 6 B). Część wewnątrzkomórkową tworzy 5 egzonów z 
wyraźnymi 11 subdomenami. Subdomeny VI i VIII zawierają sekwencje DLKVSN 
oraz GTYGYM SPE charakterystyczne dla kinaz serynowo/treoninowych. Obydwa 
geny, SLG i SRK położone są w obrębie tego samego locusa w odległości około 
40 kz i mieszczą się wewnątrz fragmentu wielkości 220-350 kz (rys. 6 B) [6 , 
76]. Podobnie wysoki, bo sięgający rzędu 90%, stopień identyczności stwierdzono 
w obrębie pary genów SLG3 i SRK3 [19], a także recesywnych genów SLG 2 i
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Rys. 6 . Schemat budowy białek SLG (S-locus glycoproteiń) i SRK (S-locus receptor kinase): a -  
sekrecyjne białka SLG zawierają 13 miejsc N-glikozylacji oraz 11-12 konserwatywnych reszt cysteino
wych w części C-końcowej; b -  schemat budowy locusa S zawierającego gen SLG i gen SRK. Białko 
SRK w części zewnątrzkomórkowej jest w 90% homologiczne z SLG, a w części wewnątrzkomórkowej 

zawiera domenę kinazy białkowej (wg [19, 21, 25, 107, 110, 118], zmodyfikowane)

SRK-, u B. oleracea [12]. W tym ostatnim przypadku recesywny gen SLG 2 koduje 
sekrecyjną glikoproteinę zakotwiczoną w błonie, ale pozbawioną domeny kinazy 
białkowej [101]. Recesywność locusa S2 wynika więc prawdopodobnie z obecności 
dodatkowej glikoproteiny obok pary genów SLG2/SRK2 (rys. 7).

Geny SLG i SRK są genami regulowanymi koordynacyjnie w wyrostkach zna
mienia. W spółzależna ekspresja obu genów stała się przyczyną zastępowania okre
ślenia „allele S” nazwą „haplotyp S” [6].

Aktywność kinazowa białek SRK została potwierdzona po raz pierwszy przez 
Goringa i Rothsteina [36] oraz Steina i Nasrallaha [99]. W pierwszym przypadku 
autorzy sklonowali SRK9 | 0 z samoniezgodnej linii B. napus, a następnie zmo
dyfikowali gen zastępując lizynę w subdomenie II alaniną. Po stransformowaniu 
E. coli okazało się, że reakcja autofosforylacji seryny i treoniny rzeczywiście zachodzi 
w białku kodowanym przez niezmieniony gen, natomiast nie występuje w białku
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Rys. 7. Model ilustrujący interakcję białka S pyłku z białkami SLG i SRK komórek wyrostkowych 
znamienia. Białko S pyłku w przypadku reakcji samoniezgodności indukuje powstawanie aktywnego

kompleksu SLG/SRK

zm odyfikowanym. Podobna zamiana konserwatywnej lizy ny-524 na argininę w SRK 6
B. oleracea dawała również w stransformowanej E. coli nieaktywną kinazę [99].

W ostatnich latach w różnych tkankach Arabidopsis thaliana odkryto rodzinę 
genów podobnych do SRK. Są to białka homologiczne w około 60% w części 
zewnątrzkomórkowej i aż w 76% w domenie kinazowej [26, 103, 104, 109]. Geny 
ARK i RLK ulegają ekspresji w różnych częściach rośliny. Wyjątkiem jest gen 
AtSj kodujący kinazę białkową w wyrostkach znamienia [24, 110]. W związku 
z tym, że A. thaliana jest rośliną samozgodną, należy przypuszczać, że kinaza 
AtSj nie uczestniczy bezpośrednio w mechanizmie samoniezgodności, natomiast 
może grać pewną nieokreśloną jeszcze rolę w interakcji pyłek-słupek. Pewne wąt
pliwości rodzą się też wokół genów kodujących kinazę receptorową (IPK) u Ipomoea 
trifida (Convolvulaceae), homologicznych również z SRK. Geny te mimo dużego 
podobieństwa do SRK, nie wykazują jednak ścisłej korelacji z locusem S [29, 
60].

Obok rodziny kinaz białkowych homologicznych z SLG, dużym podobieństwem 
do SLG odznacza się także grupa białek nosząca obecnie nazwę SLR (S-locus 
related) [5, 61, 90, 105]. Ekspresja tych genów jest taka sama jak SLG i to zarówno 
w odniesieniu do miejsca jak też fazy rozwojowej słupka. Białka SLR zidentyfi
kowano jednakże w znamieniu niektórych roślin samozgodnych, co sugeruje, że 
mogą one funkcjonować w zapylaniu, ale przypuszczalnie nie uczestniczą w m e
chanizmie samoniezgodności.

Liczebność i różnorodność genów pokrewnych do SLG uzmysławia, jak dalece 
niekompletne są informacje na temat molekularnych podstaw interakcji pyłek-słupek. 
Tym niemniej wydaje się, że dzisiaj nie budzi już wątpliwości udział sekrecyjnej
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glikoproteiny (SLG) jak też transbłonowej kinazy serynowo/treoninowej (SRK) w 
mechanizmie samoniezgodności sporofitycznej. Po pierwsze, ekspresja obu genów 
skorelowana jest w miejscu i czasie z wystąpieniem reakcji samoniezgodności. 
Białka SLG akumulowane są w dużych ilościach w ścianach komórek wyrostkowych 
znamienia [52]. Z drugiej strony stwierdzono, że drastycznemu zredukowaniu po
ziomu SLG u pewnego mutanta B. campestris towarzyszy zanik reakcji sam o
niezgodności w znamieniu, przy równoczesnym braku zmian w pyłku [81]. M utacja 
powyższa, jak się okazało, dotyczyła locusu SCFj uczestniczącego w regulacji 
transkrypcji SLG i SLR, jednakże nie SRK.

O konieczności współdziałania SRK w mechanizmie samoniezgodności może 
świadczyć analiza sekwencji białka SRK mutanta B. napus samozgodnej linii A 10. 
Okazało się, że cDNA allelu A 10 nie zawiera 1 zasady, co sprawia, że translacja 
w tym miejscu ulega przerwaniu dając białko SRK skrócone w części receptorowej 
[35]. W ostatnim czasie wyselekcjonowano innego samozgodnego mutanta B. ole- 
racea (Sfj), u którego w wyniku delecji powstał również wadliwy gen SRK [78]. 
Przytoczone wyniki badań potwierdzają zatem konieczność ekspresji obu genów 
SLG/SRK, która warunkuje występowanie reakcji samoniezgodności.

W sferze hipotez pozostaje nadal problem specyficzności reakcji rozpoznania, 
a także problem mechanizmu reakcji odrzucenia. Zgodnie z ogólnymi założeniami, 
w reakcji rozpoznania powinny uczestniczyć produkty alleli S syntetyzowane w 
pyłku bądź wbudowane wcześniej do egzyny. Obecnie przypuszcza się, że mogą 
to być białka, które albo modyfikują SLG, ewentualnie pełnią funkcję liganda indu
kującego powstawanie aktywnego kompleksu SLG/SRK. Tworzenie aktywnego 
kompleksu jest bardzo prawdopodobne zważywszy, że SLG są białkami sekrecyjnymi 
mogącymi się swobodnie przemieszczać w ścianie komórkowej. Związanie liganda, 
produktu odpowiedniego allelu S, pochodzącego z pyłku będzie prowadzić do utwo
rzenia kom pleksu dim erycznego typu SLG/SRK bądź tetram erycznego typu 
SRK/SLG-SLG/SRK (rys. 7) aktywującego w wyrostkach ciąg reakcji prowadzących 
do odrzucenia pyłku [101]. Mechanizm aktywacji byłby więc podobny do aktywacji 
receptorowej kinazy tyrozynowej bądź receptorowej kinazy serynowo/treoninowej 
będącej np. błonowym receptorem aktywowanym przez czynniki TGF(3 [41, 114]. 
W przypadku recesywnego locusa S2 B. oleracea aktywny kompleks zawierałby 
dodatkowo nieaktywną SRK pozbawioną domeny wewnątrzkomórkowej (rys. 7).

W ostatnim czasie badany był gen SLA? (S-locus anther) w pylniku B. oleracea, 
którego dwa transkrypty zidentyfikowano w komórkach tapetum i w mikrosporze. 
Autorzy przypuszczają, że translacja jednego z transkryptów, regulowana przez 
drugi nie podlegający składaniu (splicingowi), daje białko o masie cząsteczkowej 
7,5-1 OkDa [7]. Białka o podobnej masie cząsteczkowej były izolowane już wcześniej 
z powierzchni pyłku B. oleracea i B. napus [23, 43]. Białka te mają 8 reszt cy
steino wych w regionie C-końcowym i reagują z białkami SLG i SLRj znamienia 
[95]. Białkiem kandydującym do roli pyłkowego liganda może być również białko
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SLL] (S-locus linked), którego gen podlega ekspresji w pylniku tylko u rośliny 
samoniezgodnej [118]. W tym miejscu należy również zaznaczyć, że niski poziom 
ekspresji genów SLG/SRK stwierdzany był także w pylniku, chociaż jak na razie, 
brak jest jakichkolwiek sugestii odnośnie roli tych białek w tym miejscu. Jak do
tychczas brak jest również jakichkolwiek jednoznacznych wyników, które mogłyby 
sugerować sposób funkcjonowania mechanizmu reakcji odrzucenia pyłku samo- 
niezgodnego. W najprostszym przypadku reakcja mogła by się sprowadzać do fo
sforylacji syntetazy (13) glukanowej. Aktywowany w ten sposób enzym syn
tetyzowałby w komórkach wyrostkowych kalozę, która odcinając pyłek uniemożliwia 
jego hydratację. Inna możliwość to indukowanie przez kinazę białkową syntezy 
substancji hamującej kiełkowanie pyłku. Produkowanie takich substancji w słupku 
było już postulowane przed wielu laty przez niektórych badaczy. Nie można także 
wykluczyć możliwości modyfikacji bądź inakty wacji pewnych niezidentyfikowanych 
jeszcze substancji adhezyjnych, które determinowałyby polamość pyłku. Jak wia
domo, poprzedzająca kiełkowanie polaryzacja pyłku wiąże się ze zmianami stężenia 
jonów wapnia oraz reorganizacją cytoszkieletu w jego wnętrzu.

UWAGI KOŃCOWE

Poznane dotychczas molekularne mechanizmy samoniezgodności odnoszą się 
w zasadzie bądź do procesu kiełkowania pyłku, bądź wczesnej fazy wzrostu łagiewki 
pyłkowej. Staje się więc zrozumiałe, że dalszy postęp w poznawaniu mechanizmów 
samoniezgodności zależy w dużym stopniu od zrozumienia szczegółowych me
chanizmów kiełkowania pyłku oraz ukierunkowanego wzrostu łagiewki prowadzą
cego do zapłodnienia. W tym miejscu należy podkreślić, że w odniesieniu do 
mechanizmu wzrostu łagiewki pyłkowej funkcjonuje nadal szereg poglądów i to 
nie tylko z powodu niewyjaśnionej do końca natury substancji sygnałowych skie
rowujących łagiewkę do woreczka zalążkowego, ale także z powodu niejasnego 
mechanizmu wierzchołkowego wzrostu łagiewki. Łagiewka pyłkowa, niezależnie 
od rodzaju słupka, zawsze rośnie zewnątrzkomórkowo w ścianach komórkowych 
tkanki transmisyjnej bądź warstwy epidermalnej słupka otwartego. Dzisiaj już wia
domo, że ściany komórkowe tworząc tzw. zewnątrzkomórkowe matriks ECM (ex
tracellular matrix) pełnią aktywną funkcję w wielu procesach fizjologicznych, w 
tym również w ukierunkowanym wzroście łagiewki. W interesujących doświad
czeniach, w których śledzono przemieszczanie się mikrokuleczek lateksowych w 
tkance transmisyjnej, wykazano, że ich transport w ECM przypomina wzrost ła
giewki pyłkowej [89]. Wydaje się więc, że chemotropowe ukierunkowanie łagiewki 
ma miejsce raczej w końcowej fazie wzrostu i ma na celu naprowadzenie łagiewki 
do okienka woreczka zalążkowego [45]. W najbliższym czasie będą zapewne po
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dejmowane próby weryfikacji modelu wzrostu, w którym składniki sekrecyjne ECM 
m.in. witronektyna wiążą się z cytoszkieletem łagiewki poprzez zlokalizowane w 
błonie plazmatycznej białka receptorowe z rodziny integryn. Istotę tego mechanizmu 
stanowiłaby tzw. adhezja zogniskowana (focal adhesion) wiążąca cytoszkielet ła
giewki z ECM [50, 89].

W ostatnich latach podejmowane były próby identyfikacji białek sekrecyjnych 
znamienia i szlaku transmisyjnego. Dotychczas wykazano, że są to glikoproteiny 
należące do białek z rodziny AGP (arabinogalactan proteins), a ponadto białka 
bogate w galaktozę, białka z rodziny ekstensyn bogate w hydroksyprolinę, a także 
białka mające cechy ekstensyn i AGP [13,14]. Charakterystyczne właściwości oraz 
proponowane funkcje białek z poszczególnych klas omówione są w pracy prze
glądowej [91]. Szczególną uwagę zwraca się ostatnio na glikoproteiny TTS (trans
mitting tissue-specific), które oprócz roli odżywczej mogłyby też pełnić funkcję 
naprowadzania łagiewki do zalążni [15, 112, 115].

W ierzchołkowy wzrost łagiewki uwarunkowany transportem pęcherzyków se
krecyjnych, a także zorganizowany ruch organelli i jąder, zwracają uwagę badaczy 
na cytoszkielet łagiewki [86]. Ostatnie lata przyniosły również tutaj pewien postęp 
wyrażający się m.in. w biochemicznej identyfikacji szeregu składników cytoszkieletu, 
w tym polipeptydów miozyny i białek pokrewnych z kinezynami i dyneinami [1 1 , 
72].

Niezależnie od tego, czy przyjmiemy, że wzrost apikalny łagiewki kontrolują 
ściany komórkowe łącznie z turgorem, czy też, że jest on kontrolowany przez 
cytoszkielet, w obu przypadkach istotną rolę grają jony wapnia. Jony wapnia sieciują 
bowiem pektyny, co w efekcie prowadzi do wzmocnienia ściany wierzchołka ła
giewki, a z drugiej strony aktywnie uczestniczą w reorganizacji cytoszkieletu. Tak 
więc rozmieszczenie oraz transport jonów wapnia przez błonę plazmatyczną łagiewki 
jest obecnie jednym  z najbardziej intensywnie badanych problemów związanych 
z zapylaniem i zapłodnieniem. Przegląd literatury na ten temat przedstawiono w 
obszernej pracy przeglądowej [96], a także pracach z ostatnich lat [13, 64, 113].

Uwagę zainteresowanych Czytelników pragniemy zwrócić również na postęp 
badań nad rolą związków fenolowych z grupy flawonoli, a także długołańcuchowych 
lipidów w międzykomórkowych interakcjach pyłek-słupek [13, 65, 113].

Po oddaniu pracy do druku w jednym  z ostatnich zeszytów Science (1997; 276: 
1563-1566) Ikeda i wsp. opublikowali pracę zatytułowaną: ,A n aąuaporin-like gene 
required fo r  the Brassica self-incompatibility response”. Wyniki przedstawione w 
pracy prowadzą do wniosku, że rola receptorowej kinazy białkowej SRK polega 
na regulowaniu drogą fosforylacji aktywności kanałów wodnych homologicznych 
z akwaporynami A. thaliana, zlokalizowanych w błonie plazmatycznej komórek 
wyrostkowych znamienia. Reakcja odrzucenia pyłku samoniezgodnego może zatem 
polegać na braku możliwości hydratacji pyłku padającego na „suche” znamię roślin 
z rodziny Cruciferae.
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M otto: „Teraźniejszość je s t zawsze 
brzemienna przyszłością ”

Z listu Leibniza do Varignona

Streszczenie: Populacja krążących komórek B u chorych ze szpiczakiem plazmocytowym obejmuje 
zmienną co do wielkości subpopulację mającą taką samą rekombinację genów VDJ IgH jak szpiczakowe  
plazmocyty. Są to klonotypowe komórki B. Biologiczne znaczenie tej subpopulacji nie jest do końca 
wyjaśnione. Jest ona heterogenna i prawdopodobnie zawiera zarówno nie-nowotworowe komórki B, jak 
i klonogenne, nowotworowe komórki B . Te ostatnie stanowią krążący rezerwuar macierzystych komórek 
szpiczakowych, umożliwiający szerzenie się nowotworu. Omówiono szereg cech, takich jak: ekspresja 
antygenów CD 34, CD 10, hiperdiploidia i nieprawidłowości niektórych genów, wskazujące na złośliw y  
charakter tych komórek B. Poruszono także problem komórki docelowej, w której ma m iejsce rozstrzy
gający incydent (hit), decydujący o złośliwej transformacji.

Słowa kluczowe: szpiczak plazmocytowy, rekombinacje genów immunoglobulinowych, klonotypowe i 
klonogenne komórki B, pochodzenie szpiczakowych plazmocytów.

Summary: Population o f circulating multiple myeloma B cells contains variable subsets o f cells with the 
same VDJ IgH genes recombination as malignant plasma cells. They are clonotypic B cells. B iological 
significance o f this subpopulation is still unclear. It is heterogenous and it probably includes both normal 
B cells and malignant clonogenic B cells. The last ones constitute a circulating reservoir o f  progenitor 
multiple myeloma cells which facilitate spread o f the neoplasm. Several features have been discussed, 
such as: expression o f CD 34 and CD 10 antigens, hyperploidy and abnormality o f some genes which 
indicate that these B cells are neoplastic. Attention was given to the problem of the target cell where the 
main incident initiating malignant transformation takes place.
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Key words: multiple myeloma, immunoglobulin genes recombination, clonotypic and clonogenic B cells, 
origin o f malignant plasma cells

Klon komórek nowotworowych u chorych ze szpiczakiem plazmocytowym jest 
heterogenny i składa się zarówno z komponenu komórek osiadłych w szpiku, jak 
i komórek krążących we krwi obwodowej. Dzięki tym ostatnim komórkom możliwe 
jest szerzenie się nowotworu z pierwotnego ogniska do odległych miejsc w układzie 
kostnym. W końcowym stadium choroby w komponencie krążącym przeważają 
nowotworowe plazmocyty. Natomiast we wcześniejszych okresach we krwi ob
wodowej krąży populacja dojrzałych komórek B, nazywanych także komórkami 
pre-szpiczakowymi, zaś typowe komórki plazmatyczne występują w śladowych 
ilościach.

Jeszcze w początkach lat siedemdziesiątych Lindstróm i wsp. oraz M ellstedt 
i wsp. [24] sygnalizowali, że limfocyty krwi obwodowej chorych ze szpiczakiem 
plazmocytowym noszą na powierzchni immunoglobuliny (Ig) o takim samym idio- 
typie jak  klon plazmocytów szpiczakowych. Takie monoklonalne limfocyty B wy
kryto także w szpiku u wszystkich chorych ze szpiczakiem  plazm ocytow ym  
niezależnie od okresu choroby. U pacjentów z aktywną postacią choroby odsetek 
monoklonalnych limfocytów B w szpiku był stosunkowo niski w porównaniu z 
odsetkiem nowotworowych plazmocytów. Natomiast u pacjentów w okresie remisji 
klinicznej, gdy w szpiku było zaledwie kilka procent komórek plazmatycznych, 
występował proporcjonalny wzrost odsetka monoklonalnych limfocytów. Odsetek 
monoklonalnych limfocytów we krwi obwodowej zależał od kresu choroby i był 
najwyższy w III stadium [24]. Obecnie klon nowotworowych komórek B we krwi 
obwodowej chorych ze szpiczakiem plazmocytowym może zostać rozpoznany dzięki 
badaniom rearanżacji genów VDJ łańcuchów ciężkich Ig (IgH; H -  od heavy).

Bardzo ważnym zdarzeniem na poziomie molekularnym w patogenezie szpiczaka 
plazmocytowego jest rekombinacja i mutacja genów Ig. Geny Ig podobnie jak 
większość genów w komórkach eukariotów, składają się z segmentów kodujących 
-  egzonów, podzielonych sekwencjami niekodującymi -  intronami. Każdą część 
łańcucha Ig koduje odrębny egzon. Część zmienna łańcucha IgH jest kodowana 
przez sekwencję złożoną z trzech genów: V (variable), D (diversity) i J (joining). 
Natomiast część zmienna łańcucha lekkiego Ig (IgL; L -  od light) kodują dwa 
geny V i J [25,44]. We wczesnym okresie różnicowania komórki B dochodzi do 
rekombinacji genów V-(D-) J [25,41,44]. Najpierw jeden z 6 genów J łączy się 
z jednym  z ponad 30 genów D i dopiero później do sekwencji D-J jest przyłączony 
jeden z ponad 200 genów V. Istnieje zatem co najmniej 180 000 możliwych kom
binacji V-D-J IgH. Kompleks genów V-D-J koduje trzy regiony hiperzmienne na
zywane także regionami determinującymi dopasowanie przeciwciała do antygenu 
(icomplementary-determining-regions -  CDRs). Drugi egzon genu V koduje CDR 
1 i CDR 2, a ponadto w łańcuchu ciężkim gen D koduje większą część CDR
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3. CDR 3 odgrywa niezwykle ważną rolę w rozpoznawaniu i wiązaniu antygenu 
przez IgH.

Czynnikiem zwiększającym różnorodność przeciwciał są mutacje zachodzące 
w rekombinowanych genach VJ dla IgL i VDJ dla IgH. M utacje obejmują także 
CDRs [8,16]. M utacje występują podczas stymulowanej antygenem proliferacji i 
różnicowania się limfocytów B w komórki pamięci immunologicznej w ośrodkach 
rozrodczych grudek chłonnych węzłów chłonnych lub śledziony. Częstotliwość tych 
mutacji jest 100-krotnie większa niż w spoczynkowych i pierwotnie pobudzonych 
antygenem limfocytach B. M utacje mogą prowadzić zarówno do spadku, jak i 
do wzrostu powinowactwa wytwarzanego przeciwciała wobec antygenu. Ponowne 
jednak pobudzenie antygenem dokonuje swoistej selekcji stymulując te limfocyty 
B, których powinowactwo do antygenu wzrosło.

W dalszym etapie syntezy przeciwciał powstaje cześć stała Ig, najpierw dla 
IgH, a następnie zaczyna się rekombinacja genów kodujących IgL. Geny dla części 
stałej IgH leżą w genomie w odpowiedniej kolejności (fi, 8, y, a ,  8) określającej 
kolejność ich transkrypcji i produkcji przeciwciał odpowiedniej klasy. Kompleks 
genów VDJ łączy się początkowo z genem łańcucha ciężkiego p. Dojrzałe komórki 
B IgM + po stymulacji antygenowej mogą zmieniać klasy IgH (class switch). M ia
nowicie gen p jest tracony, a VDJ specyficznie łączy się z genem y lub a  łańcucha 
ciężkiego. Ta rekombinacja umożliwia komórce kolejną produkcję przeciwciał róż
nych klas z zachowaniem tej samej swoistości. Zmiana klasy syntetyzowanych 
Ig zachodzi w trakcie proliferacji limfocytów B w ośrodkach rozrodczych grudek 
chłonnych w odpowiedzi na stymulację antygenową i wymaga kooperacji z lim
focytami T. W ydaje się, że zmiana klasy IgH zwykle z IgM na IgG może zachodzić 
także w komórkach B pamięci immunologicznej. Badania powierzchniowych Ig 
na komórkach B pamięci sugerują:

-  że komórka pamięci może jeszcze wykazywać ekspresję IgM i już zmienić 
izotyp,

-  a także, że komórka pamięci IgG+ może wykazywać re-ekspresję IgM i IgD 
[16].

Obecnie uważa się, że unikalnymi markerami genetycznymi dla każdego z klonów 
komórki B są CDRs. Ze względu na niezwykłą różnorodność układu immunolo
gicznego prawdopodobieństwo, że prawidłowe komórki B będą miały takie same 
sekwencje CDRs jak  klon nowotworowy jest bardzo małe. Zwłaszcza ważny jest 
CDR3 IgH, gdyż w warunkach prawidłowych odgrywa on główną rolę w rozpoznaniu 
i wiązaniu antygenu [22]. Tak więc sekwencja CDR3 lub rekombinacje genów 
VDJ w klonie szpiczakowym są unikalnymi nowotworowo-specyficznymi marke
rami. Sekwencje CDR3 lub rekombinacje genów VDJ w klonie szpiczakowym 
charakteryzują:

-  liczne somatyczne hypermutacje [2,36,45],
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-  brak zmienności sekwencji wewnątrz klonu, co kontrastuje z heterogennością 
występującą w chłoniakach B-komórkowych wywodzących się z komórek ośrodków 
rozrodczych grudek chłonnych [1,49].

Jeśli idzie o ocenę ilościową klonu szpiczakowego, to Bergsagel i wsp. [7] 
podają, że u chorych w późniejszym okresie szpiczaka plazmocytowego komórki 
B krwi obwodowej z klonotypową rekombinacją genów VDJ IgH, identyczną 
jak w nowotworowych plazmocytach szpiku, występują w liczbie 0 ,3-0,4 x 10^/1 
krwi. W artości te mogą być zmienne w zależności od pacjenta i u jednych klo
notypowe komórki stanowią większość krążących komórek B, a u innych występują 
w mniejszości. Monoklonalna populacja krążących komórek B u poszczególnych 
pacjentów może przetrwać po przebytej chemioterapii. Ponadto W itzig i wsp. [47] 
wykazali, że u niektórych chorych ze szpiczakiem plazmocytowym we krwi ob
wodowej krążą także komórki plazmatyczne, przy czym liczby ich autorzy oceniają 
na 105—106/l krwi.

W tabeli 1 podano charakterystykę niektórych antygenów występujących na Mo
notypowych komórkach B. Ciekawe, że ekspresja antygenu CDI 9 na klonotypowych 
komórkach B krwi obwodowej, zwłaszcza na komórkach o cechach pre-plazmocytów 
jest wyraźnie słabsza i ma bardziej heterogenny charakter niż na prawidłowych 
komórkach B krwi obwodowej. Być może jest to odzwierciedleniem faktu, że w 
prawidłowym różnicowaniu się linii komórek B ekspresja CD 19 słabnie w miarę 
dojrzewania [30,31]. Możliwe jednak, że poza mniejszym zagęszczeniem antygenu 
CD 19 na powierzchni klonotypowych komórek B odgrywa także rolę zmiana kon
formacji samego antygenu, odmienna izoforma i /lub zróżnicowanie glikolizacji, 
względnie jeszcze inne czynniki. W związku z tym Pilarski i wsp. [34] dla wykrycia 
tej populacji zalecają stosowanie monoklonalnych przeciwciał anty CD 19 firm Se- 
rotec (FMC63) lub Coulter (B4) i w stężeniach wyższych od rutynowo stosowanych.

W ysortowane komórki CD19+ krwi obwodowej chorych ze szpiczakiem pla
zmocytowym stanowią morfologicznie mieszaninę mniej więcej równych ilości ma
łych limfocytów i dużych monocytoidalnych komórek, nie spotykanych u osób 
zdrowych. Ponadto występuje 2-3%  komórek plazmocytoidalnych i poniżej 1% 
plazmoblastów lub plazmocytów [47]. Obie małą i dużą monocytoidalną populację 
komórek B CD19+ charakteryzuje koekspresja antygenów CD20 i CD24 [20,30]. 
Ponadto większość dużych komórek B nosi antygen CD56 i wykazuje duże za
gęszczenie antygenu CD38 [7]. Przy tym jak to podano w tabeli 1, są to antygeny 
typowe dla komórek szpiczaka plazmocytowego. Wśród krążących komórek B znaj
duje się subpopulacja klonotypowych komórek CD34+ [5,32], co pozwala dom nie
mywać, że mają one właściwości zbliżone do właściwości prawidłowych komórek 
macierzystych krwiotworzenia. Byłyby to zatem nowotworowe komórki macierzyste 
zapoczątkowujące ogniskowy rozrost komórek plazmatycznych w różnych miejscach 
układu kostnego lub tkanek miękkich. Dotychczas jednak brakuje przekonywujących 
danych doświadczalnych. Poza tymi, być może nowotworowymi komórkami ma-
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TABELA 1. Antygeny klonotypowych komórek B krwi obwodowej u chorych ze szpicza-
kiem plazmocytowym [11,21 ]

CD 10 Inne nazwy: powszechny antygen ostrej b ia łaczki lim foblastycznej (com m on acute lym pho- 
b lastic leukem ia antigen, skrót CALLA), obojętna endopeptydaza, m eta loproteaza cynkowa. Jest 
członkiem  rodziny peptydaz zw iązanych z b łoną komórkową, które odgryw ają rolę w procesie różni
cowania układu hem opoetycznego. W ystępuje na komórkach pre-B, kom órkach B z ośrodka roz
rodczego grudki ch łonnej prekursorach lim focytów  T, niektórych neutrofilach i komórkach 
epite lia lnych. W  stanach patologicznych ekspresję CD 10 stw ierdzono na kom órkach ostrej b ia łacz
ki lim foblastycznej B kom órkowej, ch łoniaku wychodzącym  z ośrodka rozrodczego grudki ch łonnej 
oraz na p lazm ocytach linii szpiczakowej U 266.

CD 11 b Łańcuch a M integryny P2. Inne nazwy: receptor dla trzeciej składowej dopełniacza 
(C3biR), receptor adherencji neutrofili. Tw orzy he te rod im erz  CD 18 (CD 11b/CD 18), dla którego li- 
gandą jest CD 54. CD 11 b/CD 18 działa jako receptor dla C 3bi, fibrynogenu, X czynnika krzepn ię 
cia ułatwia adhezję do kom órek endotelium , adhezję homotypową, fagocytozę i chem otaksję. CD 
11 b występuje na n iektórych kom órkach B, komórkach NK, m akrofagach, m onocytach i granulocy- 
tach. W stanach patologicznych CD 11b w ykryto na komórkach niektórych przew lekłych b ia łaczek 
lim fatycznych B kom órkowych, b ia łaczki w łochato-kom órkow ej i w iększości ostrych białaczek szp i
kowych.

CD 19 Członek nadrodziny Ig. O dgrywa w ażną rolę zarówno w szpikowym  niezależnym  od an tyge 
nu rozwoju kom órek B począwszy od kom órek pro-B, jak i antygenowo zależnym  okresie rozwoju. 
Jest jedną z m oleku ł transdukcji sygnałów  na komórkach B. M iędzy innymi indukuje odpow iedź ko
m órek B na in terleukinę-2. Tworzy kom pleksy transdukcji sygnałów  z CD 21, CD 81 i Leu 13. W y
stępuje na w szystkich  kom órkach B począwszy od komórek pro-B oraz na dendrytycznych 
m akrofagach grudek chłonnych, a także na wszystkich nowotworach wychodzących z kom órek B.

CD 20 Prawdopodobnie 4 cząsteczki CD 20 tw orzą  kanał pozwalający na dopływ C a2+ kon ieczne
go dla aktywacji komórki. W ystępuje na kom órkach B, ale w nieco późniejszym  okresie ich rozw o
ju. CD 20 charakteryzuje  także chłoniaki B kom órkowe i b iałaczkę w łochato-kom órkową. Na 
komórkach przew lekłe j b ia łaczki B kom órkowej jego ekspresja jest słaba.

CD 24 O dgrywa rolę w  indukcji proliferacji i/lub różnicowania kom órek B. W ystępuje na kom órkach 
pre-B, B, na ok. 2%  tym ocytów  i neutrofilach, a także na w iększości nowotworów B kom órkowych i 
w  niektórych ostrych b iałaczkach szpikowych.

CD 34 Jak się wydaje, odgrywa rolę w transdukcji sygnałów, gdyż przy aktywacji kom órek ulega fo 
sforylacji. W ystępu je  na najm łodszych rozwojowo m acierzystych komórkach krw iotworzenia i ko 
mórkach ukierunkow anych do różnicowania w linie lim foidalne i m ieloidalne oraz na komórkach 
endotelia lnych. W stanach patologicznych ekspresję CD 34 stw ierdzono w  niektórych ostrych b ia ła 
czkach lim foblastycznych i szpikowych.

CD 38 Ułatw ia w enątrzkom órkow ą transdukcję sygnałów po zw iązaniu receptorów pow ierzchni ko
mórki. Jest nazyw any także antygenem  różnicowania. W ystępuje na komórkach ukierunkowanych 
do różnicowania (kom órki CD 34+ CD 38+), tym ocytach i m łodszych rozwojowo lub aktywnych ko
m órkach T, kom órkach B, p lazm ocytach i m onocytach. W  stanach patologicznych ekspresję CD 
38 wykryto na kom órkach szpiczaka plazm ocytowego, chłoniaków, ostrych b ia łaczek lim foblastycz
nych i szpikowych.

CD 44 Należy do cząsteczek adhezyjnych. Jest receptorem  dla kwasu hialuronowego, dzięki cze 
mu może u łatw iać w iązanie lim focytów  z wysokim i śródbłonkam i m ałych venuli węzłów  chłonnych i 
kępek Peyera. O dgryw a w ięc isto tną rolę zarówno w  adhezji i procesie zasiedlania się lim focytów  
w układzie ch łonnym , jak  i w  ich m igracji, a także w powstawaniu przerzutów  nowotworowych. 
Ponadto CD 44 przez u łatw ienie przylegania kom órek progenitorowych do podścieliska ma znacze 
nie w lim fopoezie. W arianty CD 44 z przyłączonym  siarczanem  chondroityny m ogą w iązać fibrone- 
ktynę, lam in iny i kolagen. CD 44 w ystępuje na tym ocytach rdzenia grasicy, na komórkach T 
(szczególnie kom órkach pam ięci), komórkach pre-B, monocytach, neutrofilach i fibroblastach. O pi
sano także jego  szczegó lną  odm ianę charakteryzującą wyłącznie komórki szpiczaka p lazm ocyto
wego
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cd. tabeli 1

CD 56 Jest cząsteczką adhezyjną z nadrodziny im m unoglobulin. Inna nazwa CD 56 to  cząsteczka 
adhezji kom órek nerwowych (neura l ce liadhes ion  molecule-1, skrót NCAM-1). Jego ligandą jest 
także NCAM , co ułatw ia homo typow ą adhezję komórek. Ponadto CD 56 może ham ować kontakto- 
w o-zależny w zrost kom órek i a lloreaktyw ną aktywność cyto lityczną kom órek NK oraz jak się w yda
je, odgryw a rolę w  praw idłowym  rozwoju tkanek. Ekspresję CD 56 wykryto na kom órkach NK, 
subpopulacji aktywnych kom órek T, komórkach układu nerwowego i komórkach em brionalnych.
CD 56 jest uważany za charakterystyczny antygen szpiczaka p lazm ocytowego

CD 62L Inne nazwy L-selektyna, cząsteczka adhezji leukocytów -1 (leucocyte adhesion m olecule- 
1, skrót LAM -1). Działa jako receptor u łatw iający zasiedlanie się leukocytów  w obwodow ych w ę 
złach ch łonnych oraz grom adzenie się leukocytów w m iejscach zapalnych. „D ziew icze” komórki B, 
które po opuszczeniu szpiku nie zetknęły się z antygenem  dzięki CD 61L, m ogą w iązać się ze 
sw oistym i ligandam i, jak  np. z za leżną od glikolizacji rozpuszczalną cząsteczką adhezji-1 (glycosy- 
la tion -dependent ce li adhesion molecule-1, skrót G lyCAM -1) albo z CD 34, które w ystępu ją  na ko
m órkach endote lia lnych venuli węzłów chłonnych. CD 61L występuje na komórkach B, T, 
tym ocytach, kom órkach NK, neutrofilach, monocytach, eozynofilach, bazofilach i progenitorach linii 
erytrob lastów  i m ieloblastów. W stanach patologicznych CD 62L może ułatw iać adhezję kom órek 
nowotworowych do endotelium .

cierzystymi CD34+, w krążeniu znajdują się jeszcze klonotypowe komórki B w 
nieco późniejszym okresie dojrzewania CD10+CD20+ [38].

W reszcie krążące komórki B u chorych ze szpiczakiem plazmocytowym mają 
szczególny receptor dla hialuronianu. Pomimo zdolności do wiązania hialuronianu 
nie jest on identyczny z CD44. Z uwagi na to, że receptor ten nie występuje na 
prawidłowych limfocytach [33,42], a jest charakterystyczny zarówno dla krążących 
komórek B, jak i szpikowych plazmocytów u chorych ze szpiczakiem plazmo
cytowym nazwano go R-HAMM od hyaluronan receptor multiple myeloma [12,46]. 
R-HAM M  jest odpowiedzialny za ruchliwość i ogniskową adhezję komórek [17], 
a ponadto sam jako taki ma właściwości onkogenne i wraz z RAS umożliwia 
transformację [12,48]. Podczas stymulacji komórki B przez hialuronian R-HAMM 
i gen RAS zostają one umiejscowione blisko siebie w sfałdowanych błonach komórki 
B, natomiast w komórkach plazmatycznych szpiku związanie hialuronianu stymuluje 
redystrybucję receptora [34], ale nie wpływa na bliskie umiejscowienie RAS. R- 
HAMM mediuje ruchliwość i deformację krążących monotypowych komórek B 
i także krążących białaczkowych komórek plazmatycznych, ale nie wywołuje ru
chliwości osiadłych w szpiku nowotworowych komórek plazmatycznych. Te różnice 
między działaniem R-HAMM w krążących komórkach B, a w osiadłych szpikowych 
plazmocytach sugerują istnienie jego odmiennych izoform.

Komórki B CD19+ krwi obwodowej chorych ze szpiczakiem plazmocytowym 
podobnie jak krążące białaczkowe plazmocyty mają cząsteczki adhezyjne, do których 
między innymi należą CDI lb  [18] oraz inni członkowie z rodziny integryn [19], 
selektyny jak CD62L oraz receptor kwasu hialuronowego -  CD44 [30]. Dzięki 
tym cząsteczkom komórki B mogą wiązać się z odpowiednimi ligandami na ko
mórkach śródbłonków naczyniowych i penetrować błonę podstawną oraz przylegać
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do zrębu szpikowego, a więc reprezentowałyby populację zasiedlającą szpik. Przy 
tym wśród elementów macierzy pozakomórkowej głównym białkiem warunkującym 
adhezję szpiczakowych plazmocytów jest fibronektyna syntetyzowana przez komórki 
zrębu szpikowego. Jednakże aby osiągnąć mikrośrodowisko szpikowe klonotypowe, 
komórki B szpiczaka plazmocytowego muszą mieć dużą ruchliwość. Staje się to 
możliwe dzięki ich aktywnemu odkształcaniu się [23]. Natomiast osiadłe w szpiku 
komórki plazmatyczne nie wykazują ruchliwości ani pod wpływem hialuronianu, 
ani jakiegokolwiek innego substratu, jak również nie ulegają odkształceniu. Tak 
więc tylko krążący komponent w szpiczaku plazmocytowym ma zdolność szerzenia 
się.

Nowotworowe komórki plazmatyczne w szpiku są często hiperdiploidalne, ale 
także hiperdiploidię wykazuje 30-40%  komórek B krwi obwodowej chorych ze 
szpiczakiem plazmocytowym [27,32]. Hiperdiploidalne komórki B występują u 
ponad 90% chorych ze szpiczakiem plazmocytowym we wszystkich okresach cho
roby. Klonotypowe komórki B noszą takie same nieprawidłowości genetyczne jak 
szpiczakowe plazmocyty. Tak np. wykryto taką samą mutację genu N-RAS i delecję 
genu RB w małej populacji krążących komórek B, jak i w nowotworowych pla
zmocy tach.

Klonotypowe komórki B prawie wszystkich pacjentów ze szpiczakiem plazm o
cytowym charakteryzuje ekspresja błonowej fosfoglikoproteiny o masie cząstecz
kowej 170kD (P-gp 170) kodowanej przez gen MDR-1 (multidrug resistance gene-1) 
[27,28,29]. P-gp 170 w prawidłowych komórkach pełni dwojakie funkcje:

-  Po pierwsze działa jako energochłonna pompa odpływowa usuwająca z ko
mórek toksyny, produkty metabolizmu oraz hormony, a ponadto reguluje objętość 
komórki uczestnicząc w transporcie chlorków [43].

-  Po drugie, co wiąże się z jej pierwszą czynnością, usuwa leki z komórki 
istotnie obniżając ich stężenie wewnątrzkomórkowe [15, 26].

W zrost ekspresji P-gp 170 jest jednoznacznym markerem wielolekowej oporności. 
Klonotypowe komórki B wykazują ekspresję P-gp 170 zarówno przed rozpoczęciem 
leczenia, jak i po przebytej chemioterapii. Sugeruje to, że te krążące komórki B 
mające ekspresję P-gp stanowią rezerwuar lekoopomych komórek [27].

Krążące komórki B u chorych ze szpiczakiem plazmocytowym stymulowane 
in vitro cytokinami lub we współhodowli z komórkami zrębu szpikowego różnicują 
się do dojrzałych komórek plazmatycznych zawierających jeden typ cytoplazmaty- 
cznych Ig [9,10,40].

W tabeli 2 streszczono dane przemawiające za hipotezą, że wśród klonotypowych 
krążących komórek B znajdują się także klonogenne macierzyste komórki nowo
tworowe.

W zakończeniu niniejszego artykułu należało by jeszcze omówić dwa zagad
nienia:
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Tabela 2. Dane potw ierdzające hipotezę o nowoworowych klonogennych komórkach 
występujących w populacji krążących klonotypowych komórek B

1. Ekspresja antygenów macierzystych komórek krw iotworzenia i kom órek ukierunkowa
nych w linię lim focytów B (CD 34 i CD 10) na komórkach z rekom binacją i mutacją 
som atyczną genów VDJ IgH

2. Ekspresja antygenów charakterystycznych dla szpiczakowych plazmocytów (CD 
38 i CD 56) na klonotypowych komórkach B

3. Ekspresja szczególnego receptora dla hialuronianu (R-HAMM) będącego receptorem 
adhezji i mającego właściwości onkogenne

4. Hiperdiploidia występująca w 30-40%  komórek B, analogiczna do hiperdiploidii w 
szpiczakowych komórkach plazmatycznych

5. Mutacje N-RAS i delecja RB występująca zarówno w całej populacji komórek B, jak i 
w nowotworowych plazmocytach

6. Ekspresja genu MDR-1 występująca przed i po chemioterapii
7. Zdolność klonotypowych komórek B do migracji z krążenia i potencjalne możliwości 

zasiedlania szpiku w miejscach odległych od pierwotnej transform acji

-  pierwsze dotyczy biologicznej roli krążących klonotypowych komórek B w 
szpiczaku plazmocytowym,

-  drugie -  etapu różnicowania komórki B, w którym ma miejsce złośliwa trans
formacja.

Jeśli idzie o pierwsze z poruszonych zagadnień, to pod względem fenotypu immu
nologicznego klonotypowe krążące komórki B stanowią heterogenną populację w 
różnych okresach różnicowania [20] począwszy od macierzystych komórek krwio
tworzenia przez komórki pro-B, pre-B aż do komórek pre-plazmatycznych. Komórki 
te są ze sobą spokrewnione i mogą ulegać ostatecznemu różnicowaniu do komórek 
plazmatycznych w szpiku. W tej heterogennej populacji klonotypowych komórek 
B znajdują się zarówno nienowotworowe komórki, jak i prawdopodobnie nowo
tworowe komórki. Na ogół przyjmuje się, że szpiczak plazmocytowy powstaje 
wskutek nowotworowej transformacji przewlekle stymulowanego specyficznego 
antygenowo klonu komórki B. Przy tym okres przewlekłej stymulacji antygenowej 
klinicznie odpowiada monoklonalnej gammopatii. Dlaczego jednak czynnik sty
mulujący miałby zniknąć podczas ewolucji monoklonalnej gammopatii w szpiczaka 
plazmocytowego. A zatem krążące klonotypowe komórki B we krwi obwodowej 
chorych ze szpiczakiem plazmocytowym prawdopodobnie obejmują:

-  „śmiertelne”, nienowotworowe, stymulowane antygenem komórki B repre
zentujące populację występującą w monoklonalnej gammopatii,

-  „unieśmiertelnione”, wskutek złośliwej transformacji, ich potomstwo o iden
tycznej rekombinacji genów VDJ IgH jak rodzicielskie komórki.

Za tą sugestią przemawia także heterogenną ekspresja zmutowanego genu 
N-RAS [6]. Tak więc nienowotworowe, klonotypowe komórki B krwi obwodowej
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m ogą stanowić subpopulację zasilającą klon nowotworowy, po wystąpieniu od
powiednich zmian genetycznych.

Odpowiedź na pytanie, w którym etapie różnicowania komórki B ma miejsce 
transformacja nowotworowa, jak dotychczas nie została ustalona. Zmapowanie 
genów Ig w klonotypowych komórkach B wskazuje, że sekwencje DNA są chara
kterystyczne dla procesu sterowanego przez antygen [2,35]. Sugeruje to, że klo- 
notypowa komórka B uległa nowotworowej transformacji w ośrodku rozrodczym 
grudki chłonnej. A zatem byłaby to albo komórka B pamięci immunologicznej, 
albo komórka pre-plazmatyczna. Niektórzy badacze stosując technikę reakcji łań
cuchowej polimerazy (PCR) wykryli małe ilości matrycowego RNA (mRNA) 
C p w szpiczakach IgG i IgA [3]. Jak to już podano, zmiana klasy łańcucha ciężkiego 
Ig może mieć miejsce także w komórkach pamięci immunologicznej, jest więc 
prawdopodobne, że komórka B pamięci immunologicznej po złośliwej transformacji 
staje się komórką macierzystą szpiczaka plazmocytowego. Przemawia za tym je 
szcze fakt, że sekwencje CDRs lub rekombinacje genów VDJ w klonie szpiczakowym 
charakteryzują liczne somatyczne hypermutacje [2,36,45], a w warunkach prawid
łowych somatyczne hypermutacje CDRs i VDJ najczęściej występują podczas po
w staw ania kom órek B pam ięci w ośrodku rozrodczym  grudki chłonnej [8]. 
Dodatkowej interpretacji wymaga występowanie we krwi obwodowej klonotypo
wych komórek CD34+. Prawidłowe komórki CD34+ nie mają jeszcze rekombinacji 
genów VDJ IgH, dlatego pojawienie się komórek CD34+ z rekombinacją i mutacją 
somatyczną genów IgH wydaje się być następstwem nowotworowej transformacji. 
Takishita i Kosaka [37] sugerują, że pierwotna nowotworowa komórka, która po
chodzi z późniejszego okresu różnicowania linii komórki B, ulega odróżnicowaniu 
do komórki CD34+, odzyskując z jednej strony zdolność do samoodnowy, zaś z 
drugiej zachowując zdolność do różnicowania się do szpiczakowej komórki pla- 
zmatycznej.

Jednakże hipoteza, że komórką macierzystą nowotworowych plazmocytów jest 
transformowana komórka B pamięci immunologicznej lub pre-plazmocyt pozostaje 
w sprzeczności z hipotezą opartą na badaniach fenotypu immunologicznego szpi- 
czakowych plazmocytów. Niektórzy autorzy podają, że aneuploidalna komórka pla- 
zmatyczna szpiczaka plazmocytowego wykazuje koekspresję markerów mielo- 
monocytamych, megakariocytów i erytroblastów, co pozwala sugerować, że szpiczak 
plazmocytowy pochodzi z transformowanej komórki krwiotworzenia [4,14]. Z drugiej 
jednak strony wiadomo, że prawidłowe komórki plazmatyczne mogą również wy
kazywać koekspresję niektórych z tych antygenów [39].

Sprawa biologii szpiczaka plazmocytowego pozostaje więc ciągle jeszcze daleka 
od wyjaśnienia i nie sposób przewidzieć, kiedy nastąpi jej rozwikłanie, a być może 
pojawią się nowe dotychczas nieprzewidywane problemy.
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CD28/CTLA-4: DODATKOW Y SYGNAŁ W PROCESIE  
AKTYW ACJI LIM FOCYTÓW  T*

CD28/CTLA4: CO-STIMULATORY SIGNAL OF T CELLS ACTIVATION

Henryk W. W ITAS, Agata MŁYNARSKA, Wojciech MŁYNARSKI,
Jerzy BODALSKI

Pracownia Biologii Molekularnej, II Klinika Chorób Dzieci, Instytut Pediatrii AM
w Łodzi

Streszczenie: Aktywacja limfocytów T jest kluczowym etapem procesu swoistej inicjacji odpowiedzi 
immunologicznej organizmu. Jej efektem biologicznym jest produkcja cytokin, a w konsekwencji 
proliferacja komórek immunokompetentnych. Proces ten wymaga sygnału pierwotnego, inicjującego 
powstającego w czasie oddziaływania receptora TCR z prezentowanym przez cząsteczkę MHC antyge
nem oraz złożonego sygnału dodatkowego o charakterze regulacyjnym. Najlepiej poznanym szlakiem  
dodatkowej stymulacji jest sygnał przekazywany w wyniku interakcji receptorów CD28 i CTLA-4, które 
znajdują się na powierzchni komórek T z odpowiednimi ligandami komórek prezentujących antygen, tj. 
B7.1 i B7.2. Nieprawidłowościom w ekspresji genów CD28  i CTLA-4 przypisuje się istotne znaczenie 
w patogenezie wielu zaburzeń o podłożu immunologicznym, w tym chorób autoimmunologicznych i 
odrzucaniu przeszczepu. Wydaje się, że obydwa receptory oddziałują przeciwstawnie podczas rozwoju 
odpowiedzi immunologicznej. Wyczerpująca charakterystyka sygnału dodatkowej stymulacji, w tym 
oddziaływania CD28/CTLA-4 z B7.1/B7.2 może otworzyć nowe możliwości profilaktyki i terapii.

Słowa kluczowe: aktywacja limfocytów T, CD28, CTLA-4

Summary: T -cells activation is a key event triggering an antigen-specific immune response o f the 
organism, which involves effective cytokine production, and proliferation o f immuno-competent cells. 
The process is initiated by a primary signal generated due to TCR-antigen interaction via MHC molecules. 
This signal is crucial but not sufficient for the activation. In addition, complex co-stimulatory signal of 
regulatory properties is required. The best characterised signal is generated in the interaction o f CD28 
and CTLA-4 m olecules located on T-cells with B7.1 and B7.2. ligands exposed by antigen presenting 
cells. Alterations in the expression o f CD28  and CTLA-4 genes are considered among factors associated 
with pathogenesis o f certain immune disorders, such as autoimmune diseases and graft rejections. Both 
receptors are believed to provide signals, which are antagonist in the generation o f immune response.

*Praca przygotow ana w ramach grantu K BN Nr 4 P05E 085 13.
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Thus, exhaustive studies o f co-stimulatory pathway will contribute to new prophylactic and therapeutic 
approaches.

Key words: T-cell activation, CD28, CTLA-4

1. WSTĘP

Aktywacja limfocytów T pełni kluczową rolę w zapoczątkowaniu większości 
swoistych reakcji immunologicznych. Proces wymaga sygnału pierwotnego, reali
zowanego podczas kontaktu komórek z antygenem oraz złożonego sygnału do
datkowego (kostymulacji) o charakterze regulacyjnym. Pierwotny, a jednocześnie 
konieczny sygnał pojawia się w wyniku ekspozycji immunogennego peptydu (anty
genu, epitopu) na cząsteczkach MHC (major histicompatibility complex), obecnych 
na powierzchni komórki prezentującej antygen (APC), rozpoznawanego przez wła
ściwy limfocyt. Rozpoznawanie kompleksu składającego się z peptydu antygenowego 
i cząsteczki MHC przez odpowiedni receptor (TCR) uruchamia przewodzenie akty
wującego sygnału do wnętrza limfocytu. Stymulacja przez TCR jest konieczna, 
ale nie wystarcza do funkcjonalnego uaktywnienia limfocytów T, a proces wymaga 
zaangażowania szeregu zewnątrzkomórkowo i wewnątrzkomórkowo zlokalizowa
nych cząsteczek komórek immunokompetentnych. Konsekwencją stymulacji lim
focytów T przez TCR i pobudzenia szlaków dodatkowej stymulacji jest wydzielanie 
cytokin. W ślad za tym idzie możliwość proliferacji określonego klonu limfocytów, 
różnicowanie się komórek efektorowych lub/i komórek pamięci immunologicznej. 
Brak dodatkowego sygnału stymulacji prowadzić może do braku odpowiedzi komórki 
na antygen (anergii) bądź apoptozy (rys. 1) [24]. Efekt biologiczny zależy pra-

Rys. 1. Model przebiegu interakcji limfocytu T z komórką prezentującą antygen: APC -  komórka 
prezentująca antygen (ang. antigen presenting cell), TCR -  receptor limfocytów T (ang. T celi receptor), 
Ag -  antygen, CTLA-4 -  receptor limfocytów T sygnału dodatkowej stymulacji, CD28 -  receptor 
lim focytów T sygnału dodatkowej stymulacji, B7.1 i B7.2 -  ligandy dodatkowej stymulacji komórek

prezentujących antygen
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wdopodobnie od stopnia dojrzałości komórki i jej pierwotnego uaktywnienia. Przy
kładowo, limfocyty T CD4+ o fenotypie T hl znacznie łatwiej podlegają anergii 
niż CD4+ T h2. Najlepiej scharakteryzowany szlak dodatkowej stymulacji powstaje 
w wyniku oddziaływania receptorów CD28 i CTLA-4, które obecne są na powierzchni 
limfocytów T, z ich Ugandami B7.1 (CD80) i B7.2 (CD86) eksponowanymi na 
komórkach prezentujących antygen [37].

2. STRUKTURA GENÓW CD28 i CTLA-4 
I ICH EWOLUCYJNE PODOBIEŃSTWO

Geny kodujące cząsteczki CD28 i CTLA-4 znajdują się w bezpośrednim są
siedztwie w regionie 2q33-34 i wykazują podobną budowę jako geny podzielone 
[22,32]. W ystępujące w obydwu genach cztery eksony kodują odpowiednio cztery 
domeny białkowych produktów ekspresji: fragment wiodący (ang. leading sequence), 
zewnątrzkomórkową domenę V, która jest homologiczna do zmiennej domeny im m u
noglobulin, domenę transbłonową oraz domenę cytoplazmatyczną. Porównanie od
powiednich genów człowieka i myszy wykazuje daleko posuniętą homologię, co 
z pewnością przemawia za konserwatywnością struktury, a tym samym znaczeniem 
kodowanych białek. Stwierdzono międzycząsteczkową i międzygatunkową hom o
logię struktury pierwszorzędowej białek CD28 i CTLA-4 [2,20,22,32]. W ykazano 
obecność wspólnego motywu MYPPPY (Met-Tyr-Pro-Pro-Pro-Tyr) łączącego do
menę zewnątrzkomórkową i transbłonową w obydwu rodzajach cząsteczek zarówno 
mysich jak i ludzkich [22]. Mysi i ludzki gen CTLA-4 wykazuje homologię sięgającą 
73% na poziomie DNA, zaś homologia na poziomie białka waha się od 62% dla 
fragmentu wiodącego do 100% dla domeny cytoplazmatycznej, zawierającej dwa 
potencjalne miejsca fosforylacji [11,22]. Między gatunkowy, konserwatywny cha
rakter domeny wewnątrzkomórkowej białka CTLA-4, kontrastując z różnicami stru
ktury pierwszorzędowej genu, wskazuje na ewolucyjnie zachowaną skłonność do 
utrzym ania kolejności aminokwasów zapewniającego istotną dla komórki funkcję. 
W ykazano również znaczne podobieństwo promotora genu CTLA-4 (73%) i regionu 
3’ (67%), przy czym nie zaobserwowano aż tak daleko idącej homologii pomiędzy 
CTLA-4 i CD28 tego samego gatunku. M iędzygatunkową homologię białek CD28 
człowieka i myszy ocenia się na 77% [11].

W ydaje się, że pojawienie się genów kodujących obydwa rodzaje cząsteczek 
jest wynikiem duplikacji jednego z nich. Przemawiają za tym zarówno ich lokalizacja, 
jak i podobna struktura genu podzielonego (ilość eksonów i intronów je  tworzących 
jest jednakowa). Proces powielenia genu miał miejsce zapewne przed specjacją, 
ponieważ obydwa geny znaleziono zarówno u myszy, jak i człowieka, chociaż 
na tyle późno, że zostało zachowane wyraźne podobieństwo. Duplikacja wyprzedziła
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proces specjacji, o czym świadczy silniejsze międzygatunkowe niż międzycząstecz- 
kowe podobieństwo struktury pierwszorzędowej niekodujących fragmentów, końców 
5 ’ i 3’ obydwu genów. Czas, jaki upłynął, wystarczył zaledwie na pojawienie się 
różnic międzycząsteczkowych w obrębie tego samego gatunku. Różnice w strukturze 
pierwszorzędowej końców 5’ i 3 ’ genów CD28 i CTLA-4 sugerują odmienność 
mechanizmów regulacji ekspresji obydwu genów [22].

3. BUDOWA I FUNKCJA CZĄSTECZEK CD28 i CTLA-4

Białka CD28 i CTLA-4 należą do nadrodziny immunoglobulin zawierających 
pojedynczą zewnątrzkomórkową domenę zmienną (ang. V -  variable) spiętą mo
stkiem dwusiarczkowym. Cząsteczki CD28 występują na powierzchni 95% lim
focytów T CD4+ oraz 50% limfocytów CD8+ zarówno dziewiczych (ang. naive), 
jak i aktywowanych [24,56]. W przeciwieństwie do nich, cząsteczki CTLA-4 po
jaw iają się wyłącznie na powierzchni komórek pobudzonych. Ligandami obydwu 
receptorów, znajdującymi się na powierzchni komórek prezentujących antygen są 
glikoproteiny B7.1 (CD80) i B7.2 (CD86), należące do nadrodziny immunoglobulin, 
z jedną domeną V i jedną domeną C [24,26,45]. Cząsteczki B7.1 i B7.2 mają 
20-100 razy większe powinowactwo do CTLA-4 niż do CD28 [26,56]. Do CD28 
wiążą się one mniej więcej tak samo silnie, przy czym szybkość dysocjacji B7.2 
jest w iększa [38].

3.1. C ząsteczka  C D 28

CD28 jest glikoproteiną o masie cząsteczkowej 44 kDa występującą w postaci 
monomeru lub homodimeru składającego się z dwóch łańcuchów połączonych mo
stkiem dwusiarczkowym. Każdy z nich zbudowany jest z 202 aminokwasów (23 
kDa) i ma pięć miejsc glikozylacji [24,56]. W skład cząsteczki CD28 wchodzą: 
domena zewnątrzkomórkową ze zmiennym fragmentem immunoglobulino-podo- 
bnym zawierającym motyw MYPPPY (Met-Tyr-Pro-Pro-Pro-Tyr), który jest miej
scem wiązania z ligandem, domena transbłonowa oraz domena cytoplazmatyczna 
(41 aminokwasów) [24,56]. Cytoplazmatyczny fragment białka nie wykazuje wła
ściwości enzymatycznych i stąd postuluje się, że przekazywanie sygnału do wnętrza 
komórki wymaga obecności odrębnego miejsca wiązania z cytoplazmatycznymi 
białkami sygnałowymi. Motyw 173YMNM* 6 (Tyr-Met-Asn-Met) jest odpowie
dzialny za przyłączanie białek sygnałowych, wśród których znajdują się: domena 
SH2 (ang. src-homology 2) podjednostki p85 3-kinazy fosfoinozytolowej (3-kinazy 
PI) oraz białko wiążące receptor dla czynnika wzrostu -  Grb-2 (an^- grow thjactor  
receptor binding protein) [49]. Inne, bogate w prolinę motywy PRRP (Pro-
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Arg-Arg-Pro) i 130PY A P193 (Pro-Tyr-Ala-Pro) wiążą domeny SH3 (ang. src-ho- 
mology 3), które są podjednostkami p85 3-kinazy PI [24]. W domenie cytopla- 
zmatycznej CD28 znajdują się miejsca, odpowiedzialne za oddziaływanie z innymi 
białkami sygnałowymi, w tym kinazami tyrozynowymi, fosfolipazą C, sfingomie- 
linazą i p21ra5 (rys. 2) [8,43,52,56].

CD28 wydaje się być samodzielną jednostką funkcjonalną, przekazującą sygnał 
do wnętrza komórki T [44].

Kolejność zdarzeń, które są skutkiem oddziaływania cząsteczek B7 z CD28, 
nie jest dokładnie poznana. Niektórzy sugerują, że B7.1 i B7.2 indukują różne 
sygnały prowadzące do syntezy różnych limfokin. I tak B7.1 warunkuje produkcję 
limfokin charakterystycznych dla komórek Thl, tj. IL-2 i IFN-y, natomiast B7.2 
sprzyja syntezie IL-4 i IL-5 wydzielanych przez Th2 [18]. W edług innych autorów 
zarówno B 7 .1 J a k  i B7.2 stymulują wydzielanie IL-2 i IFN-y na tym samym poziomie 
[31]. W ykazano, że w procesie oddziaływania CD28 z B7.1 i B7.2 podczas po
wstawania dodatkowego sygnału stymulacji wymagana jest obecność 3-kinazy fosfa- 
tydyloinozytolu, co jest wspólną cechą obydwu szlaków prowadzących do nasilenia 
produkcji IL-2 [9].

W iadomo z pewnością, że w przekazywaniu sygnału do wnętrza komórki przez 
CD28 zaangażowane mogą być co najmniej dwa szlaki przemian. Jeden z nich 
jest oporny na cyklosporynę A i występuje w dziewiczych limfocytytach T, kiedy 
wysycenie receptorów CD28 jest niewielkie, a drugi jest wrażliwy na cyklosporynę 
A i występuje w aktywowanych limfocytach T, kiedy wysycenie receptorów ligandem 
osiąga wartość maksymalną [24,56].

Głównymi, wewnątrzkomórkowymi mediatorami sygnału obydwu rodzajów prze
mian są niereceptorowe kinazy tyrozynowe, takie^ak p56/cM  p59^/! [52,56]. W 
dziewiczych limfocytach ich substratem jest T yr1 3 i T y r191 cytoplazmatycznej 
domeny cząsteczki CD28, których fosforylacja umożliwia przyłączenie domeny 
SH2 podjednostki p85 3-kinazy PI [24,56], czego następstwem jest jej aktywacja. 
Produkt działania kinazy, 3,4,5-trifosfofosfatydyloinozytol, aktywuje z kolei szlak 
niewrażliwej na estry forbolu fosfokinazy C ć, (PKC Q  i kaskadę kinazy białka 
c-Jun i czynnika transkrypcyjnego Elk-1 (JNK/ERK). Równocześnie z aktywacją
3-kinazy PI aktywowany jest układ sfingomielinaza/ceramid, który wspomaga efekt 
działania 3-kinazy PI [8,56].

W przebiegu szlaku wrażliwego na cyklosporynę A, aktywowane przez CD28 
niereceptorowe kinazy tyrozynowe (p56lck, p59^,!) zapoczątkowują kaskadę, której 
efektem jest uruchomienie zasobów wewnątrzkomórkowego Ca2+ przez aktywację 
fosfolipazy C oraz fosforylację czynnika Vav wpływającego na aktywację kaskady 
zależnej od p21/as [43].

Ostatecznie, szlaki wewnątrzkomórkowego przenoszenia sygnału uruchamiane 
oddziaływaniem cząsteczek B7 z CD28 wiodą do aktywacji czynników transkry-

http://rcin.org.pl



116 H. W. W ITAS, A. M ŁYNARSKA, W. M ŁYNARSKI, J. BODALSKI

Rys. 2. Budowa cząsteczek CTLA-4 i CD28 [24,56]: Grb-2 -  białko wiążące receptor czynnika wzrostu 
(ang. growth factor receptor binding protein 2), SH2 -  domena podjednostki p85 3-kinazy fosfoinozy- 
tolowej (ang. src-homology 2), SH3 -  domena podjednostki p85 3-kinazy fosfoinozytolowej (ang. 
src-homology 3), p 2 1ras -  produkt białkowy protoonkogenu c-ras, 3-kinaza PI -  3-kinaza fosfoinozytolu  

(ang. phosphoinositide 3-kinase), P -  miejsca wiązania reszty fosforanowej

pcyjnych, a wśród nich NFkB, AP-1, NFAT, Oct-1 i CD28RC oraz stabilizacji 
mRNA dla pewnych cytokin (rys. 3)[ 15,17,24,56].

Biologicznym efektem pełnej aktywacji limfocytów T jest synteza i uwolnienie 
przez te komórki maksymalnie dużego stężenia IL-2 oraz innych cytokin (IL -la , 
IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, GM-CSF, IFNy) [17,24]. Jest to sygnał do proliferacji
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Rys. 3. Model wewnątrzkomórkowych szlaków przenoszenia sygnału po aktywacji cząsteczki CD28 [56]: 
JNK -  kinaza białka c-Jun (ang. c-jun N-terminal kinase), ERK -  kinaza czynnika transkrypcyjnego Elk-1 
(kinaza MAP), p21r“'' -  produkt białkowy protoonkogenu c-ras, I L -  interleukina; IF N -y - interferon y, 
G M -C SF -czynn ik  stymulujący kolonie granulocytów i monocytów (ang. granulocyte monocyte-colony 
stimulating factor), 3-kinaza PI -  3-kinaza fosfoinozytolu (ang. phosphoinositide 3-kinase), 3,4,5 PI3 -  
3,4,5-trifosfoinozytol, N K kB , A P -1, NFA5, O ct-1 -  czynniki transkrypcyjne, P L C y- fosfolipaza Cy, Vav 
-  czynnik wymiany nukleotydu guaninowego, PKCÇ -  fosfokinaza C Ç, PTK (p56/(i, p59^n) -  białkowe

kinazy tyrozynowe

komórek realizowany między innymi przez zwiększoną ekspresję genu bel-xL 
[5,6,42]. Tak indukowany przyrost ilości białka Bcl-xL jest wewnątrzkomórkowym 
sygnałem hamującym apoptozę komórek, a tym samym stymulującym je  do trans
formacji blastycznej i proliferacji [5,26]. Wewnątrzkomórkowy sygnał powstający 
w wyniku aktywacji CD28, pobudza także ekspresję receptorów powierzchniowych, 
a wśród nich cząsteczek CTLA-4, receptora IL-2 oraz antygenu powierzchniowego 
CD40 [12,16,35].
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3.2. C ząsteczka C T L A -4

CTLA-4 jest glikoproteiną o masie cząsteczkowej około 20 kDa z jednym  tylko 
m iejscem glikozylacji. Cząsteczka występuje w postaci monomeru lub homodimeru 
(S-S) [56]. Zew nątrzkom órkow a domena im m unoglobulinopodobna V, białka 
CTLA-4 jest spięta mostkiem dwusiarczkowym. W jej obrębie znajduje się motyw 
M YPPPY (Met-Tyr-Pro-Pro-Pro-Tyr) analogiczny do występującego w cząsteczce 
CD28, stanowiący miejsce wiązania ligandu [22]. Stopień homologii 36 amino- 
kwasowej domeny cytoplazmatycznej CTLA-4 myszy i człowieka sięgający 100% 
wskazuje na konserwatywny charakter jej funkcji [11,22]. Stosunkowo niski stopień 
homologii (30%) struktury pierwszorzędowej wewnątrzkomórkowych domen CD28 
i CTLA-4 jest prawdopodobnie odpowiedzialny za różnice w funkcjonowaniu oby
dwu białek. Jak dotąd niewiele wiadomo o szczegółach mechanizmu przekazywania 
sygnału do wnętrza komórki za pośrednictwem CTLA-4. W domenie cytoplazm aty
cznej, podobnie jak w cząsteczce CD28, znajduje się motyw 164Y V K M 167 (Tyr- 
Val-Lys-M et) wiążący domeny SH2 podjednostki p85 3-kinazy fosfoinozytolu j48]. 
Fosforylacja miejsc działania niereceptorowych kinaz tyrozynowych ( Y, Y) 
ma wpływ na transdukcję sygnału do wnętrza komórki [10]. Zaobserwowano, że 
motyw 164Y VK M 167 znajduje się w obrębie sekwencji sygnału lokalizacji we
wnątrzkomórkowej, co determinuje ekspresję cząsteczki CTLA-4 w błonach siateczki 
endoplazmatycznej i aparatu Golgiego sugerując odmienny mechanizm przenoszenia 
sygnału do wnętrza komórki w porównaniu z cząsteczką CD28 (rys. 2) [34].

Pomimo obserwowanej, daleko idącej homologii w budowie, biologiczna rola 
CTLA-4 jest odmienna, a wręcz antagonistyczna w stosunku do CD28. Konse
kwencją oddziaływania cząsteczki CD28 z ligandem jest zmniejszenie wrażliwości 
receptora oraz znaczne ograniczenie jego liczebności na powierzchni limfocytów. 
W tym samym czasie CTLA-4 ulega maksymalnej ekspresji [36]. Jednoczesne 
zahamowanie syntezy białka Bcl-xL wpływając na równowagę białek z rodziny 
Bel pod wpływem dodatkowej stymulacji (CTLA-4/ B7) ingeruje w regulację apo- 
ptozy komórki [17,21]. Wykazano, że CTLA-4 może hamować proliferację lim
focytów niezróżnicowanych [28,55]. Pozbawiając myszy genu CTLA-4 stwierdzono 
jego udział w supresji odpowiedzi immunologicznej [50,57]. Dodatkowym argu
mentem przemawiającym za antagonistycznym charakterem obydwu cząsteczek jest 
20-100 większe powinowactwo CTLA-4 do ligandów, co wskazuje na możliwość 
kompetycyjnego, w obecności CD28, hamowania reakcji immunologicznej [19,56].

W iele sprzecznych doniesień dotyczących oddziaływania B7 z CTLA-4 wymaga 
jeszcze weryfikacji, która pozwoli ustalić dokładnie udział cząsteczki CTLA-4 w 
przebiegu dodatkowej stymulacji i jej znaczenie w odpowiedzi immunologicznej.

http://rcin.org.pl



RECEPTORY CD28 I CTLA-4 119

4. KLINICZNE ZNACZENIE DODATKOWEJ STYMULACJI 
PRZEZ ODDZIAŁYWANIE CD28/CTLA-4 Z B7.1/B7.2

Szlak dodatkowej stymulacji przebiegający za pośrednictwem CD28/CTLA-4- 
B7.1/B7.2 uważany jest za jeden z głównych w układzie regulującym odpowiedź 
immunologiczną podczas odrzucania przeszczepu, w chorobach zakaźnych i autoim- 
munologicznych [1,30,47,51,54]. Model zwierzęcy wykorzystywany jest do oceny 
stopnia uruchomienia i przebiegu reakcji immunologicznych w patogenezie wielu 
chorób. Blokowanie poszczególnych etapów szlaku CD28/CTLA-4-B7.1/B7.2 swoi
stymi antagonistami jest skutecznym sposobem zapobiegania powstawaniu lub przy
najm niej łagodzenia przebiegu chorób autoagresyjnych i reakcji odrzucania 
przeszczepu [23,51]. Do tego celu stosuje się swoiste przeciwciała przeciwko B7.1 
lub B7.2 oraz chimerę białkową CTLA-4-Ig składającą się z zewnątrzkomórkowej 
domeny CTLA-4 i regionów stałych CH2-CH3 IgG l. CTLA-4-Ig wiązana jest 
zarówno przez cząsteczki B7.1, jak i B7.2 i eliminuje ich aktywność biologiczną. 
U myszy z toczniem układowym (ang. SLE -  systemie lupus erythematosus), CTLA-
4-Ig wydłuża czas przeżycia najpewniej przez hamowanie syntezy przeciwciał anty- 
DNA biorących udział w rozwoju kłębkowego zapalenia nerek towarzyszącego 
chorobie [14,27].

Antagoniści B7.2 wykazują zdolność hamowania procesu autoimmunologicznego 
i zapobiegają/opóźniają niszczenie wysp trzustkowych (insulitis) u transgenicznych 
myszy szczepu NOD (ang. non-obese diabetic mice) [33]. Fakt ten może sugerować 
m.in. rolę polimorfizmu genu CTLA-4 (17Thr —>17 la, IDDM12) w etiopatogenezie 
cukrzycy insulinozależnej, a także innej choroby o podłożu autoagresyjnym, jaką 
jest choroba Gravesa u człowieka [4,13,40,41,53,58]. Wyniki badań nad mysim 
alergicznym zapaleniem mózgu i rdzenia kręgowego (ang. murine allergic ence
phalomyelitis), który stanowi model ludzkiego stwardnienia rozsianego (łac. sclerosis 
multiplex), wykazały złagodzenie objawów choroby po zablokowaniu oddziaływania 
B7.1/CD28 [29,39]. Wykazano również osłabienie reakcji przewlekłego odrzucania 
przeszczepu w drodze hamowania odpowiedzi komórkowej i humoralnej przez wy
łączanie/blokowanie sygnału dodatkowej stymulacji w wyniku terapii hybrydą 
CTLA-4-Ig [1,3,7].

W ydaje się, że oddziaływania typu CD28/CTLA-4 z B7.1/B7.2 mogą uczestniczyć 
w regulacji procesów immunologicznych związanych z chorobami infekcyjnymi, 
w tym również w regulacji przewlekłego procesu zapalnego [26]. Przykładowo, 
zakażeniu prątkiem gruźlicy (M. tuberculosis) lub wewnątrzkomórkowym pierw ot
niakiem L. donovani towarzyszy ograniczenie ekspresji cząsteczek B7.1 na po
wierzchni makrofagów, w następstwie czego odpowiedź komórkowa jest znacznie 
osłabiona [25,46]. W tym przypadku przebieg choroby mógłby zostać złagodzony
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przez wzmocnienie sygnału dodatkowej stymulacji, na przykład po podaniu ago- 
nistów CD28.

5. PODSUMOWANIE

Badania dotyczące szlaków aktywacji limfocytów T zostały ostatnio uhonorowane 
nagrodą Nobla (1996, P.C. Doherty i R.M. Zinkemagel), co może wskazywać na 
znaczenie, jakie nadaje się w medycynie wzajemnym oddziaływaniom komórek 
immunokompetentnych. W yczerpująca charakterystyka sygnału dodatkowej stymu
lacji, w tym oddziaływania typu CD28/CTLA-4 z B7.1/B7.2 może otworzyć nowe 
możliwości profilaktyki i terapii: wybiórczą immunosupresję w chorobach autoim- 
munologicznych, produkcję nowych szczepionek oraz wzmocnienie odpowiedzi 
immunologicznej w przebiegu pewnych chorób infekcyjnych i nowotworowych.
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DIGOKSYGEMNA -  MERADIOAKTYWNY MARKER W  
BADANIACH KWASÓW NUKLEINOWYCH 

CZĘŚĆ I. ZNAKOWANIE SOND MOLEKULARNYCH*

DIGOXIGENIN -  A NON-RADIOACTIVE MARKER IN NUCLEIC 
ACIDS RESEARCH. 

PART I. LABELLING OF MOLECULAR PROBES

Elżbieta WYRÓB A, Jolanta WIEJAK, Anna CYWIŃSKA, Liliana SURMACZ

Zakład Biologii Komórki, Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego
PAN, W arszawa

Streszczenie: Rosnąca popularność nieradioaktywnego systemu znakowania oligonukleotydów i kwa
sów nukleinowych pochodnymi digoksygeniny związana jest z bezpieczeństwem detekcji oraz dokład
nością, powtarzalnością i szybkością uzyskiwania wyników. W pracy scharakteryzowano digoksygeninę 
oraz szczegółow o opisano różne sposoby znakowania oligonukleotydów (na 3 ’- i 5 ’-końcu) i kwasów  
nukleinowych (np. techniką przemieszczania pęknięć, wydłużania starterów i w trakcie PCR) przy użyciu 
DIG-ddUTP, DIG-dUTP i DIG-UTP.

Słowa kluczowe: digoksygenina, kwasy nukleinowe, oligonukleotydy, sondy molekularne, nieradio- 
aktywne znakowanie, chemiluminescencja.

Summary: Non-radioactive labelling system of nucleic acids with digoxigenin (DIG) has been recently 
widely used and its advantages over radioactive methods are: a safety, an accuracy and a speed o f the 
detection as well as the repetitiveness o f the results. A detailed characteristics o f the DIG-derivatives and 
specificity and sensitivity o f the method is described. The different methods for labelling of oligonuc
leotides ( at 3 ’-end and 5 ’-end) and nucleic acids (including nick translation, primer extension and PCR 
labelling) with DIG-ddUTP, DIG-dUTP and DIG-UTP are presented.

Key words: Digoxigenin, nucleic acids, oligonucleotides, molecular probes, non-radioactive labelling, 
chemiluminescence.

Stosowane skróty. DIG -  digoksygenina, anty-DIG -  przeciwciało anty-digoksygeninowe, PCR (ang. 
polymerase chain reaction) -  reakcja łańcuchowa polimerazy, dATP -  deoksyadenozynotrójfosforan,

* Praca finansowana z funduszy statutowych IBD oraz Grantu K BN Nr 6 P 0 4 A  05910.
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dUTP -  deoksyurydynotrójfosforan, ddUTP -  dideoksyurydynotrójfosforan, dNTP -  mieszaniana 
czterech deoksynukleotydów.

I. WSTĘP

Od kilku lat coraz częściej stosuje się nieradioaktywne metody znakowania i 
detekcji kwasów nukleinowych, gdyż mają one liczne zalety: oszczędzają czas, 
koszty i eliminują ryzyko związane z ekspozycją na szkodliwe dla zdrowia pro
mieniowanie 6 o wysokiej energii emitowane przez izotopy ([32P] [35S]) [10, 13]. 
Ponadto, sondy kwasów nukleinowych znakowane nieradioaktywnie są bardziej 
stabilne niż sondy radioaktywne. Obecnie najczęściej używanymi technikami zna
kowania kwasów nukleinowych i oligonukleotydów są metody z użyciem pochod
nych digoksygeniny (DIG), które wykrywa się przy zastosowaniu specyficznych 
przeciwciał (IgG) o wysokim powinowactwie [1-8,12,18,20-25].

II. CHARAKTERYSTYKA DIGOKSYGENINY

Digoksygenina (rys. 1) jest sterydowym haptenem, chemicznie uzyskiwanym  
z lanatozydu C i aglikonu digoksyny, występujących w warunkach naturalnych

w naparstnicy. Pochodne digoksygeniny 
zostały  w ykorzystane do zn ak o w an ia  
DNA, RNA i oligonukleotydów [9, 10, 12]. 
DIG doskonale nadaje się do tego celu, 
gdyż nie występuje naturalnie w kom ór
kach zwierzęcych, w przeciwieństwie do 
biotyny, która była stosowana w pierwszej 
nieradioaktywnej metodzie (system bioty- 
na-awidyna/streptawidyna) detekcji kwa
sów nukleinow ych [11]. D odatkow ym i 
zaletami digoksygeniny są: łatwość łącze
nia jej z nukleotydami, dostępność prze
ciwciał anty-DIG o wysokim powinowac
twie [10] oraz fakt, że jej rozmiar i hy- 
drofilność um ożliw iają w budow yw anie 

znakowanych nią nukleotydów do kwasów nukleinowych [7].
Do tej pory zsyntetyzowano kilka różnych nukleotydów znakowanych digoksy- 

geniną, których zastosowanie przedstawiono w tabeli 1 [7].
Badanie kwasów nukleinowych przy użyciu DIG obejmuje zasadniczo 3 etapy:

Rys. 1. Wzór strukturalny digoksygeniny 
(wg [9])
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Tabela 1. Nukleotydy sprzężone z digoksygeniną i ich zastosowanie w reakcjach znako
wania sond molekularnych (wg [7])

Nukleotydy Zastosowanie

D IG -ddUTP • znakow anie oligo- i po linukleotydów  na końcach

DIG -dUTP • znakow anie DNA m etodą w ydłużania startera (prim er extension), 
p rzem ieszczania pęknięć (n ick translation), w ypełniania ( filling in reaction) 
i PCR (polym erase chain reaction)
• tw orzen ie  ogonków (tailing) na końcach oligo- lub polinukleotydów przy udziale 
term inalnej transferazy

D IG -UTP • znakowanie RNA m etodą transkrypcji in vitro

-  wyznakowanie sondy kwasu nukleinowego digoksygeniną;
-  hybrydyzację wyznakowanej sondy do kwasów nukleinowych na filtrze lub in 

situ ;
detekcję za pomocą przeciwciał anty-DIG połączonych bezpośrednio z barw
nikiem fluorescencyjnym lub z enzymem, który umożliwia reakcję kolorową, 
fluorescencyjną lub chemiluminescencyjną [7].

III. METODY ZNAKOWANIA

Znakowanie oligonukleotydów

Istnieją trzy sposoby znakowania oligonukleotydów, które ilustruje rysunek 2:
A. Znakowanie na 3 ’-końcu. Do 3’-końca oligonukleotydów (o długości 14-100 

nukleotydów) przy udziale terminalnej transferazy dodawana jest tylko 1 reszta

B. dodawanie ogonka na 3'-końcu

Rys. 2. Sposoby nieradioaktywnego znakowania oligonukleotydów (wg [20]): gwiazdką (*) oznaczono 
położenie pojedynczych reszt digoksygeninowych

A. znakowanie na 3'-końcu

C. znakowanie na 5'-końcu
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Tabela 2. Charakterystyka oligonukleotydów znakowanych dioksygeniną i ich zastoso
wanie (wg [20])

Metoda
znakowania

Czułość
sondy

Specyfi
czność
sondy

Ogólna
charakte
rystyka

Zastosowanie

Znakowanie
3’-końca

>10 pg +++ dodanie jednej 
reszty DIG

• przeszukiwanie bibliotek
• dot/slot b io t
• hybrydyzacja in situ

Dodanie 
ogonka na 
3 ’-końcu

>1 pg ++ dodanie kilku 
reszt DIG

• hybrydyzacje typu 
Southern i Northern

• hybrydyzacja in situ

Znakowanie 
estrem DIG 
-N H S n a  
5 ’-końcu

>10 pg +++ oligo musi być 
syntetyzowany z 
resztą aminową: 
metoda dobra 
do dużych prób 
(reakcja chemiczna)

• przeszukiwanie bibliotek
• dot/slot b io t
• hybrydyzacja in situ
• wydłużanie startera

ddUTP wyznakowana digoksygeniną [DIG-ddUTP] (zastosowanie dideoksynukleo- 
tydu w tej reakcji uniemożliwia dołączanie następnych nukłeotydów) (tab. 2). Sondy 
te zachowują wysoki stopień specyficzności i mogą być używane do hybrydyzacji 
w tych samych warunkach (temperatura i stężenie soli), co oligonukleotydy nie 
znakowane [16, 21].

B. Znakowanie przez dodanie ogonka na 3 ’-końcu. Do 3 ’-końca oligonu- 
kleotydu dodawany jest ogonek o długości 10-100 znakowanych DIG nukłeotydów 
(tab. 2). Reakcja zachodzi przy udziale terminalnej transferazy w mieszaninie nie 
znakowanych nukłeotydów i digoksygenino-11-dUTP. Powstaje ogonek zawierający 
wiele reszt digoksygeniny. Takie sondy są 10 razy bardziej czułe niż znakowane 
na 3 ’-końcu, mogą jednak dawać niespecyficzne tło, np. jeżeli nie znakowanym 
nukleotydem użytym do reakcji jest dATP, sonda może mieć powinowactwo do 
regionów bogatych w T. Takie niespecyficzne sygnały mogą być zminimalizowane 
przez zastosowanie różnych nie znakowanych nukłeotydów do reakcji tworzenia 
ogonka lub przez prehybrydyzację z odpowiednimi sekwencjami (np. poły dA) 
albo przez ścisłe dostosowanie warunków reakcji. Sondy znakowane w ten sposób 
są odpowiednie do doświadczeń wymagających optymalnej czułości, takich jak 
hybrydyzacje typu Southern i Northern [17].

M etody A. i B. umożliwiają nieradioaktywne znakowanie konwencjonalnie zsyn- 
tetyzowanych oligonukleotydów.

C. Znakowanie oligonukleotydów na 5 ’-końcu. W ykonywane jest przy użyciu 
estrów NHS-digoksygeniny. Oligonukleotydy są znakowane przez dodanie DIG 
na 5 ’-końcu w dwuetapowym procesie. Pierwszym etapem jest synteza oligonu-
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kleotydu z resztą aminową (Aminolink) na 5 ’-końcu. Po oczyszczeniu syntetycznego 
nukleotydu następuje drugi etap -  tworzenie wiązań kowalencyjnych między estrem 
NHS-digoksygeniny i 5 ’-końcową resztą aminową oligonukleotydu.

Sondy są specyficzne, mają czułość porównywalną z sondami znakowanymi 
na 3 ’-końcu i są odpowiednie do przeszukiwania bibliotek genomowych i dot blot 
(tab. 2) [2].

Inną istotną cechą tak znakowanych sond jest wolny 3’-koniec, który może stać 
się starterem w reakcji syntezy DNA metodą PCR. Ilość wyznakowanych sond 
jest 1000 razy większa niż przy znakowaniu na 3 ’-końcu. Mogą być one wykrywane 
i oczyszczane metodą chromatografii powinowactwa z użyciem przeciwciał anty- 
digoksygeninowych [25].

Znakowanie kwasów nukleinowych

Przem ieszczanie pęknięć. Sondy DNA mogą być znakowane DIG m etodą prze
mieszczania pęknięć (nick translation). M etoda ta jest szczególnie korzystna w 
przypadku badań in situ, ponieważ wielkość powstałych sond może być określana 
przez zmianę mieszaniny używanych enzymów (polimeraza I DNA i DNA-za I). 
Uzyskiwane tą metodą małe ilości zsyntetyzowanego produktu są wystarczające 
w doświadczeniach in situ. Ostatnio wprowadzono gotowy do użycia roztwór za
wierający wszystkie składniki niezbędne do wytworzenia sond (200-500 bp) zna
kowanych DIG, które są optymalne in situ. Roztwór ten może być używany w 
przypadku matryc liniowych i kołowych włącznie z produktami PCR [7].

W ydłużanie starterów (primer extension). M etoda polega na syntezie nici DNA 
komplementarnej do matrycy zaczynając od wolnej grupy 3-OH startera i jest po
lecana do enzymatycznej syntezy plazmidów i fragmentów DNA znakowanych 
DIG (rys. 3). Ma ona przewagę nad innymi metodami, ponieważ:

-  jest bardzo skuteczna, działa z różnymi typami DNA niezależnie od wielkości 
cząsteczki i nie wymaga DNA wysoko oczyszczonego; 
wymagana jest mała ilość matrycowego DNA (10 ng);
w metodzie tej starterowy DNA działa tylko jako matryca, a reakcja znakowa
nia jest reakcją syntezy de novo.

W przypadku znakowania DNA digoksygeniną stężenie nukleotydów nie jest 
czynnikiem ograniczającym (w przeciwieństwie do znakowania radioaktywnego), 
dlatego m ikrogramowa ilość znakowanego DNA może powstać z kilku nanogramów 
matrycowego DNA. Ostatnio ulepszono warunki znakowania DNA pochodnymi 
digoksygeniny, by poprawić skuteczność i niezawodność tej reakcji. W szystkie 
wymagane składniki, tj. nukleotydy, w tym DIG-dUTP, polimerazę Klenowa, he- 
ksanukleotydy i stabilizatory są przygotowane w optymalnym dla reakcji buforze 
zawierającym 50% glicerol. Używając tej mieszaniny znakującej, zwanej DIG High-
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zdenaturowane liniowe DNA służące jako 
matryca do syntezy sondy

synteza znakowanego DNA -  sondy przez 
polimerazę Klenowa przy użyciu startera, 
mieszaniny dNTP i DIG-dUTP

hybrydyzacja

wiązanie przeciwciał anty-DIG połączonych 
z alkaliczną fosfatazą

Rys. 3. Znakowanie sondy DNA pochodną digoksygeniny (DIG-dUTP) metodą wydłużania startera i jej 
detekcja po hybrydyzacji typu Southern (wg [20])

Prime (Boehringer Mannheim), wymagane jest tylko jedno pipetowanie, a ilość 
otrzymanej sondy jest znacznie większa (1-3 mg znakowanego DIG DNA w stand
ardowej reakcji znakowania).

badane DNA związane z biotem + sonda DNA

reakcja z substratem chemiluminescencyjnym 
(np. CDP-Star)

starter

DIG-dUTP

przeciwciało anty-DIG połączone 
z alkaliczną fosfatazą
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Znakowanie metodą wydłużania startera może być stosowane po trawieniu DNA- 
azą, która zmniejsza wielkość znakowanego DNA [7, 14].

Znakowanie w trakcie reakcji PCR. DIG-dUTP może być także wbudowywany 
podczas amplifikacji DNA w trakcie reakcji łańcuchowej polimerazy (PCR). Zwykle 
do syntezy czułych sond hybrydyzacyjnych wymagana jest duża ilość związku 
znakującego, jak  np. w metodzie wydłużania starterów. Natomiast sondy uzyskiwane 
metodą PCR mogą być syntetyzowane z minimalnej ilości matrycowego DNA i 
zawierają tylko oczekiwane sekwencje bez sekwencji wektorowych [12]. Zależnie 
od matrycy wydajność PCR może być obniżona wskutek wysokiego stężenia DIG- 
dUTP, niemniej jednak jest ona wystarczająca dla różnych typów hybrydyzacji. 
Produkty PCR mogą być rozdzielane na żelu, przenoszone na filtry i wykrywane 
przeciwciałami anty-DIG [1, 3, 4, 6, 8, 15, 24].

Znakowanie RNA. Sondy RNA znakowane DIG są syntetyzowane z wektorów 
plazmidowych lub fagowych zawierających odpowiednie promotory polimerazy 
RNA bakteriofaga SP6, T3 lub T7. Jest to najbardziej wydajna metoda enzymaty
cznego znakowania. Reakcja transkrypcji in vitro z użyciem jednej z tych polimeraz 
RNA i mieszaniny trifosforanów rybonukleozydów oraz DIG-UTP doprowadza 
do powstania bardzo dużej ilości (10-20 mg z 1 mg plazmidowego DNA) RNA 
wyznakowanego DIG, podczas gdy znakowanie PCR lub metodą wydłużania startera 
daje 1-3 mg znakowanego DIG DNA w reakcji standardowej.

Sondy RNA znakowane DIG wykazują znacznie większą czułość w metodzie 
Northern  w porównaniu z sondami DNA. Ponadto sondy RNA dają lepszy sygnał 
w hybrydyzacji in situ z mRNA. Inną korzyścią jest możliwość użycia znakowanego 
sensownego RNA jako kontroli negatywnej [5, 7, 16].

Znakowanie wewnętrzne do sekwencjonowania DNA. W znakowaniu tym 
stosuje się DIG-dATP. M etoda ta wykorzystuje fakt, że nukleotydy purynowe są 
rzadziej włączane przez niektóre polimerazy DNA niż pirymidynowe. I tak, w 
pierwszym etapie elongacji z użyciem polimerazy DNA T7 i określonych stężeń 
dNTP wbudowywana jest tylko jedna reszta DIG-dATP, co prowadzi do powstania 
produktów o identycznej masie cząsteczkowej i jest wstępnym warunkiem powstania 
drabinki sekwencyjnej [7].

Ilościowość reakcji znakowania. Bezpośredni pomiar ilościowy reakcji zna
kowania i powstałego produktu nie jest możliwy. Ocenę ilościową można prze
prowadzić przez porównanie z wyznakowanym DNA standardowym. Ostatnio są 
dostępne ilościowe prążki DNA, które umożliwiają szybsze określenie względnej 
ilości powstałych kwasów nukleinowych znakowanych DIG [7]. Ponadto dokonać 
można porównania stopnia wyznakowania oligonukleotydów stosując elektroforezę 
na żelu poliakrylamidowym i barwienie bromkiem etydyny [23]: wyznakowany 
oligonukleotyd migruje wolniej niż nieznakowany i jest wyraźnie widoczny [19].

Oczyszczanie i stabilność sond. Sondy po wyznakowaniu DIG zasadniczo nie 
wymagają oczyszczania i mogą być bezpośrednio dodawane do reakcji hybrydyzacji
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oraz są stabilne nawet przez kilka lat przy odpowiednim przechowywaniu. W y
znakowane oligonukleotydy można oczyszczać na kolumienkach chrom atografi
cznych typu Bio-Spin 6 [18, 19, 23]. Możliwość syntezy dużej ilości znakowanych 
DIG kwasów nukleinowych w pojedynczej reakcji podwyższa powtarzalność i po
równywalność wyników, ponieważ można stosować dokładnie te same sondy DNA 
w tym samym stężeniu w wielu eksperymentach. Sondy radioaktywne, które m uszą 
być przygotowywane co pewien czas od nowa, różnią się zarówno stopniem oczy
szczenia, jak i gęstością znakowania [7].
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DIGOKSYGENINA -  NIERADIOAKTYW NY M ARKER  
W BADANIACH KW ASÓW  NUKLEINOW YCH. 

CZĘŚĆ II. ZASTOSOW ANIE W YZNAKOW ANYCH  
SOND M OLEKULARNYCH*

DIGOXIGENIN -  NON-RADIOACTIVE MARKER IN NUCLEIC 
ACIDS RESEARCH. PART II. APPLICATION AND DETECTION 

OF THE LABELLED PROBES

Jolanta WIEJAK, Anna CYWIŃSKA, Liliana SURMACZ, Elżbieta W YROBA

Zakład Biologii Komórki, Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego
PAN, W arszawa

Streszczenie: Opisano różnorodne techniki detekcji sond molekularnych wyznakowanych digoksygeniną 
(DIG) przy użyciu przeciwciał anty-DIG sprzężonych ze związkami fluorescencyjnymi, enzymami 
(fosfataza alkaliczna i peroksydaza) lub złotem koloidalnym. Szegółowo scharakteryzowano kilkanaście 
substratów chemiluminescencyjnych umożliwiających najszybszą i najdokładniejszą detekcję sond. 
Następnie omówiono rozmaite zastosowania wyznakowanych oligonukleotydów i kwasów nukleino
wych w hybrydyzacji typu Southern, Northern, in situ oraz EMSA, PRINS i sekwencjonowaniu DNA.

Słowa kluczowe: digoksygeniną, przeciwciała anty-DIG, hybrydyzacja, detekcja kwasów nukleinowych, 
fosfataza alkaliczna, peroksydaza chrzanowa, złoto koloidalne, związki fluorescencyjne.

Summary. Different techniques of detection of digoxigenin-labelled oligonucleotides and nucleic acids 
with anti-DIG antibodies coupled to fluorescent dyes, enzymes (alkaline phosphatase and horseradish 
peroxidase) or colloidal gold are discussed. Several chemiluminescent substrates -  enabling the most 
efficient, rapid and sensitive detection o f the labelled probes -  have been described. A variety of 
application o f DIG-labelled probes in Southern, Northern and in situ hybridization as well as in EMSA, 
PRINS and DNA sequencing are presented.

Key words: digoxigenin, anty-DIG antibodies, hybridization, detection o f nucleic acids, alkaline phos
phatase, horseradish peroxidase, coloidal gold, fluorescent dyes.
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Stosowane skróty: DIG -  digoksygenina, anty-DIG -  przeciwciało anty-dioksygeninowe, FISH (ang. 
fluorescent in situ hybridization) -  hybrydyzacja fluorescencyjna in situ, PRINS (ang. primed in situ 
synthesis) - synteza in situ przy udziale startera, EMSA (ang. electrophoretic mobility shift assay) -  test 
opóźnienia migracji, AP -  alkaliczna fosfataza, dUTP -  deoksyurydynotrójfosforan, dCTP -  deoksy- 
cytydynotrójfosforan, PCR (ang. polymerase chain reaction) -  reakcja łańcuchowa polimerazy, BCIP  
-  5-bromo-4-chloro-3-indolilofosforan, NBT -  chlorek nitrobłękitu tetrazolu, HNPP -  fosforan hydro- 
ksynaftylofenylu, HNP -  hydroksynaftylofenyl, PNP -  fosforan 4-nitrofenylu, TMB (3 ,3 ’-5 ,5 ’-tetra- 
m ethylbenzidinej-tetrametylobenzydyna, ABTS (ang. 2 ,2 ’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic) 
acid), DNP -  dinitrofenol.

I. WSTĘP

Subpikogramowe ilości DNA i RNA mogą być wykryte precyzyjnie, szybko 
i bezpiecznie dzięki zastosowaniu nieradioaktywnego markera -  digoksygeniny [10], 
którą scharakteryzowano w pierwszej części tego szkicu. Kilkanaście sposobów 
detekcji sond molekularnych wyznakowanych digoksygeniną oraz ich różnorodne 
zastosowania przyczyniły się do rozpowszechnienia tej metody wśród biologów 
molekularnych.

II. ZASTOSOWANIA

Omówimy tutaj kilka typowych i bardziej interesujących przykładów zastosowań 
oligonukleotydów i kwasów nukleinowych znakowanych DIG, z których większość 
opiera się na analizie hybrydyzacyjnej.

Hybrydyzacja

Hybrydyzacja kwasów nukleinowych jest metodą powszechnie używaną w bio
logii molekularnej. Kinetyka i warunki hybrydyzacji z użyciem sond nieradioaktyw- 
nych [ 10] nie różnią się istotnie od metod radioaktywnych [25]. Do transferu używane 
są filtry nylonowe lub nitrocelulozowe. Filtry nylonowe są prostsze w użyciu, trwal
sze, silniej wiążą kwasy nukleinowe, wykazują większą czułość detekcyjną i silniej 
wzmacniają sygnał chemiluminescencyjny. Dla układu DIG przygotowano filtry 
zawierające ściśle określoną ilość ładunków dodatnich, dające wysoką czułość i 
niskie tło (zbyt duży ładunek dodatni powoduje bowiem powstanie wysokiego tła 
wskutek niespecyficznego wiązania się białek, szczególnie przeciwciał używanych 
do detekcji, natomiast filtry nie naładowane wykazują mniejszą czułość) [10, 30].

Po przeprowadzeniu hybrydyzacji filtry wymagają zablokowania czynnikiem blo
kującym (np. sterylnym roztworem kazeiny lub firmowym Boehringer-Mannheim).

Hybrydyzacja typu Southern. Filtry mogą być hybrydyzowane z sondami DNA, 
RNA lub oligonukleotydowymi [28] znakowanymi DIG [20] i wykrywane reakcją 
kolorową, fluorescencyjną lub chemiluminescencyjną [20, 35-37]. Metody zna
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kowania i detekcji zależą od konkretnych wymagań dotyczących czułości i szybkości 
reakcji.

Sondy DNA i RNA charakteryzują się wyższą czułością niż sondy oligonu- 
kleotydowe. Stosowanie detekcji fluorescencyjnej lub chemiluminescencyjnej um o
żliwia „oderw anie” (stripping) związanej sondy np. w wyniku 30-m inutowej 
inkubacji w 0,2 M NaOH i ponowne użycie biotów do kolejnej hybrydyzacji. Pro
cedura ta jest trudniejsza, gdy detekcja odbywa się przy użyciu reakcji kolorowej, 
ponieważ powstały w tej reakcji osad trudno jest usunąć z filtra. Z drugiej jednak 
strony detekcja kolorowa umożliwia względnie najlepszy rozdział blisko położonych 
prążków i dlatego preferowana jest ona w takich zastosowaniach, jak np. finger- 
printing  DNA [10, 27].

Hybrydyzacja typu Northern. Hybrydyzacja typu Northern jest jedną z naj
bardziej wygodnych metod wykrywania mRNA. Stosowane są tutaj głównie sondy 
antysensownego RNA, ponieważ wykazują one znacznie wyższą czułość niż sondy 
cDNA czy oligonukleotydowe [7]. M etodą nieradioaktywną można wykryć nawet 
śladowe ilości mRNA, co jest trudne przy zastosowaniu sond znakowanych ra
dioaktywnie [26, 31].

Hybrydyzacja in situ  w mikroskopie świetlnym. Hybrydyzacja molekularna 
in situ stosowana jest do uwidaczniania kwasów nukleinowych (DNA lub RNA) 
w utrwalonych komórkach [29] lub tkankach, co umożliwia badanie ekspresji genów 
na poziomie histologicznym [9]. Hybrydyzacje in situ mogą być wykonywane z 
użyciem sond DNA [32], RNA [13, 34] lub oligonukleotydowych.

Obecnie coraz częściej stosowane są sondy znakowane nieradioaktywnie, szcze
gólnie digoksygeniną, ponieważ są łatwiejsze i szybsze w użyciu [1] niż sondy 
radioaktywne, pomimo że istnieją trudności w ilościowej ocenie sygnału zlokali
zowanego wewnątrz komórki [9, 29]. Użycie digoksygeniny eliminuje problemy 
związane zarówno z użyciem sond znakowanych radioaktywnym fosforem (np. 
krótka trwałość, konieczność ochrony radiologicznej), jak i biotyną, która występuje 
endogennie w dużych ilościach w wątrobie i nerkach [9, 29].

Detekcja DIG-sond odbywa się przy zastosowaniu anty-DIG fosfatazy alkalicznej 
i reakcji kolorowej z użyciem substratu kolorowego BCIP/NBT lub przeciwciał 
anty-DIG połączonych z cząsteczkami złota [10, 38].

Hybrydyzacja fluorescencyjna in situ (FISH = fluorescent in situ hybridization). 
W metodzie tej stosowane są głównie sondy DNA znakowane DIG, chociaż znane 
są również przypadki stosowania sond RNA znakowanych DIG, a także znakowanych 
oligonukleotydów. Detekcja jest bezpośrednia z użyciem przeciwciał anty-DIG zna
kowanych fluoresceiną, rodaminą lub aminokumaryną. Może być ona wzmocniona 
przez podanie pierwszorzędowego mono- lub poliklonalnego przeciwciała anty-DIG, 
a następnie przeciwciała drugorzędowego wyznakowanego fluoresceiną. Jest to czę
sto stosowana metoda wzmacniania sygnału [6, 23].
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M ożna również zastosować detekcję pośrednią, używając przeciwciał anty-fluo- 
resceinowych znakowanych fosfatazą alkaliczną i jej substratu -  HNPP, który zw ię
ksza dodatkowo czułość detekcji FISH przez amplifikację sygnału enzymatycznego 
fosfatazy alkalicznej. Używając tego substratu można nawet wykryć jednokopijne 
geny na chromosomie metafazowym [5, 14].

Synteza i znakowanie iti situ przy udziale startera (PRINS = prim ed in situ 
synthesis). Technika ta opiera się na hybrydyzacji nie znakowanych fragmentów 
DNA do sekwencji docelowych (DNA) in situ. Dalsza reakcja zachodzi po dodaniu 
mieszaniny zawierającej polimerazę DNA (np. Taq), buforu i dNTPs (mieszaniny 
dezoksynukleotydów) zawierającej DIG-dUTP. Nie znakowana sonda działa jako 
starter, a sekwencja docelowa jako matryca do syntezy DNA znakowanego DIG. 
Produkt jest wykrywany podobnie jak w standardowej metodzie FISH [10].

Technika PRINS jest prosta, czuła i znacznie szybsza niż inne techniki (np. 
FISH), gdyż wymaga tylko nieznakowanego oligonukleotydu umożliwiającego hy
brydyzację. Ponadto zaletą tej metody jest lepsze zachowanie struktury chrom o
somów, komórek i tkanek. Sonda jest nieznakowana i dlatego jej niespecyficzne 
wiązanie z próbką nie powoduje dużego tła, co pozwala na stosowanie jej w wysokim 
stężeniu. M etoda PRINS jest używana do analizy szczegółowych substruktur w 
powtarzalnym DNA, organizacji sekwencji DNA w centromerze oraz w genetyce 
klinicznej do badań ekspresji genów i aberracji chromosomowych. Ponadto technika 
ta pozwala na lokalizację sklonowanego cDNA podczas badania nieprawidłowego 
składania pre-mRNA i występujących w nim mutacji oraz do wykrywania sekwencji 
jednokopijnych w interfazowym jądrze. PRINS umożliwia także badanie utrwa
lonych fragmentów chromosomów metafazowych i jądra [10, 15].

Test opóźnienia migracji -  EMSA

M etoda EMSA (electrophoretic mobility shift assay) jest stosowana do detekcji 
lub kontroli białek wiążących określone sekwencje DNA. Jako sond używa się 
przede wszystkim dwuniciowych oligonukleotydów znakowanych DIG. Czułość 
metody z zastosowaniem DIG jest porównywalna z metodą radioaktywną, lecz 
daje lepszy rozdział prążków, który jest szczególnie istotny w analizach ekstraktów 
jądrowych. Aby być pewnym, że digoksygenina nie przyłączy się do miejsca wią
żącego białko, dołączana jest ona na końcu dideoksynukleotydu, np. przez wy
pełnienie tępych końców przez polimerazę Klenowa i DIG-dUTP lub DIG-dCTP 
lub też przez wyznakowanie 3 ’-końca przy użyciu terminalnej transferazy [10].

Sekwencjonowanie DNA

Starterem w reakcji sekwencjonowania DNA jest oligonukleotyd znakowany 
digoksygeniną na 5’-końcu. Produkty reakcji są rozdzielane na standardowym żelu
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sekwencjonującym DNA i po elektroforezie są przenoszone na filtry nylonowe 
(może się to również odbywać przez bezpośrednią elektroforezę na filtrze) [10].

Detekcja drabinki sekwencyjnej opiera się na reakcji między DIG na 5 ’-końcu 
startera i przeciwciałem anty-DIG sprzężonym z fosfatazą alkaliczną, która prze
prowadza reakcję kolorową, fluorescencyjną lub chemiluminescencyjną. Z jednego 
sekwencjonowania można odczytać około 300 nukleotydów. Detekcja chemilumine- 
scencyjna jest bardzo szybka (5-20 minut ekspozycji na kliszy rentgenowskiej w 
przypadku użycia CDP-Star) w porównaniu z detekcją radioaktywną (16^10 godzin). 
Intensywny sygnał chemiluminescencyjny jest trwały i może być wykrywany nawet 
po 2 lub 3 dniach. M etoda ta jest prosta i względnie tania w porównaniu z metodą 
radioaktywną oraz z całkowicie zautomatyzowanym sekwencjonowaniem DNA. 
Łatwy i szybki jest również stripping biotów po detekcji chemiluminescencyjnej 
[10, 24].

Zastosowanie anty-DIG kuleczek magnetycznych

Technika wiązania przeciwciał anty-DIG z kuleczkami magnetycznymi używana 
jest do izolowania kwasów nukleinowych, głównie mRNA, przez DIG-znakowane 
oligo(dT). M etoda ta pozwala również na odzyskanie określonych cząsteczek kwasów 
nukleinowych przy użyciu sond oligonukleotydowych o specyficznej sekwencji oraz 
oddzielanie sond hybrydyzacyjnych kwasów nukleinowych znakowanych DIG od 
nie znakowanej matrycy. Kuleczki magnetyczne mogą być także stosowane do 
sekwencjonowania unieruchomionych jednoniciowych fragmentów DNA.

Kombinacja kuleczek magnetycznych anty-DIG ze streptawidynowymi kulecz
kami magnetycznymi pozwala na unieruchomienie obu nici DNA z pojedynczej 
reakcji PCR z jednym  starterem znakowanym DIG, a drugim znakowanym biotyną 
i sekwencjonowanie obu nici produktu PCR. Pozwala to np. na detekcję allelo- 
specyficznych zmian lub mutacji w złożonych próbach. Innym interesującym za
stosowaniem jest hybrydyzacja odejmująca (subtractive hybridization) i klonowanie 
różnicowe (difference cloning) [12].

III. DETEKCJA

Do detekcji kwasów nukleinowych znakowanych DIG (tab. 1) używane są frag
menty Fab owczych poliklonalnych przeciwciał anty-DIG sprzężonych z:

związkami fluorescencyjnymi (fluoresceina, rodamina, aminokumaryna);
enzymami (fosfataza alkaliczna, peroksydaza chrzanowa, B-galaktozydaza, 
fosfataza kwaśna, mikroperoksydaza), które mogą katalizować reakcję chem i
luminescencyjną, fluorescencyjną lub kolorową;
metalami (złoto koloidalne).
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Tabela 1. Metody detekcji kwasów nukleinowych znakowanych DIG (zm odyfikowana
wg [10])

Przeciwcia ło Substrat Produkt Zastosowanie

AP anty-D IG BCIP/NBT kolorowy osad hybrydyzacja na filtrach 
i in s itu w  m ikroskopie św ietlnym

HNPP

+Fast Red TP

osad fluoerescencyjny hybrydyzacja na filtrach, FISH

Atto-Phos roztwór fluorescencyjny płytki w ielodołkowe, detekcja 

w roztworze

dioksetany sygnałchem ilum inescencyjny filtry, płytki w ie lodołkow e, detekcja

w roztworze

PNP kolorowy roztwór detekcja w roztworze, płytki 
w ie lodołkow e

P eroksydaza
chrzanow a

ABTS/TM B kolorowy roztwór detekcja w roztworze, płytki 
w ie lodołkow e

anty-D IG DAB kolorowy osad hybrydyzacja in s itu  w  m ikroskopie 
św ietlnym

lum inol sygnał filtry, płytki w ie lodołkow e, detekcja

jodofenol chem ilum inescencyjny w roztworze

Kulki zło ta cząstki odbija jące hybrydyzacja in s itu  w  m ikroskopie

anty-D IG światło św ietlnym  i elektronowym

Związki
fluorescencyjne

anty-D IG

fluorescencja FISH

Fosfataza alkaliczna jest polecana do detekcji chemiluminescencyjnej (rys. 1) 
oraz do tworzenia kompleksów fluorescencyjnych lub kolorowych [10]. Wykazuje 
ona wysoki stopień termostabilności i odporności na warunki środowiskowe, co 
sprawia, że jest enzymem preferowanym w wykrywaniu kwasów nukleinowych 
[3].

Peroksydaza chrzanowa natomiast jest stosowana przeważnie do kolorowej lub 
chemiluminescencyjnej detekcji sond znakowanych DIG w roztworach (np. w pró
bach na płytkach wielodołkowych) [22].

Substraty fosfatazy alkalicznej

1. BCIP/NBT. 5-bromo-4-chloro-3-indolilofosforan (BCIP) i chlorek nitrobłękitu 
tetrazolu (NBT) tworzą bezbarwny lub lekko żółty rozpuszczalny kompleks sub
stratów. Po defosforylacji przez alkaliczną fosfatazę zachodzi reakcja redoks, w
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substrat produkt pośredni sygnał
chemiluminescencyjny

X = H, Y = H -  AMPPD 
X = Cl, Y = H -  CSPD 
X = Cl, Y = Cl- CDP-Star

Rys. 1. Reakcja generowania sygnału chemiluminescencyjnego (wg [3,29]). Alkaliczna fosfataza biorąca 
udział w tej reakcji jest sprzężona z przeciwciałem antydigoksygeninowym

wyniku której powstaje niebiesko-purpurowy, nierozpuszczalny w wodzie osad w 
miejscu, gdzie enzym jest aktywny. Umożliwia to czułą detekcję kwasów nuklei
nowych znakowanych DIG przez fosfatazę alkaliczną sprzężoną z przeciwciałem 
anty-DIG zarówno na filtrach, jak i in situ. W obu przypadkach osiągane jest 
bardzo wyraźne rozdzielenie blisko położonych źródeł sygnałów. Reakcja kolorowa 
na błonach przebiega od kilku minut do 16 godzin. Z tej wysokiej rozdzielczości 
układu BCIP/NBT korzystać można np. w metodzie DNA fmgerprinting. Produkt 
reakcji jest bardzo mocno związany z filtrem i dlatego usunięcie go w celu ponownego 
użycia biotów jest trudne i nie polecane [10, 21].

2. HNPP. Fosforan hydroksynaftylofenylu (HNPP) jest substratem fluorescen
cyjnym, który umożliwia czułą detekcję biocząsteczek na filtrach. Po defosforylacji 
HNPP wytwarza silnie fluorescencyjny nierozpuszczalny w wodzie osad o maksimum 
emisji w 509 nm (wykrywany przy użyciu ultrafioletu), który można zarejestrować 
na kliszy fotograficznej. Filtry po detekcji HNPP, w przeciwieństwie do BCIP/NBT, 
łatwo ulegają strippingowi i mogą być ponownie użyte.

Przy zastosowaniu in situ oprócz HNPP dodawana jest jeszcze czerwień trwała 
(Fast Red  77?), aby zwiększyć powinowactwo do skrawków tkankowych i chro
mosomów oraz utrwalić osad zdefosforylowanej formy (HNP). M aksimum absorpcji 
osadu HNP/Fast Red  77? przesuwa się do 550 nm, a widmo emisji fluorescencji 
ma maksimum w 562 nm. Ilość osadu fluorescencyjnego można zwiększyć przez 
powtórne dodanie świeżego roztworu substratu, co zwiększa czułość detekcyjną, 
która jest porównywalna ze standardową nie-enzymatyczną metodą detekcji fluo
rescencyjnej in situ posługującą się przeciwciałami znakowanymi fluoresceiną lub 
rodaminą [10, 14].

3. Atto-Phos. W wyniku defosforylacji z Atto-Phos, podobnie jak z HNPP, 
powstaje produkt fluorescencyjny, którego maksimum emisji wynosi 560 nm. Zdefo- 
sforylowany Atto-Phos nie tworzy osadu, gdyż jest znacznie lepiej rozpuszczalny
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w wodzie niż HNPP i dlatego jest stosowany do detekcji aktywności enzymatycznej 
w środowisku wodnym, np. do prób na płytkach wielodołkowych [4, 10].

4. Dioksetany. Chemiluminescencja jest najszybszą i najbardziej czułą metodą 
detekcji fosfatazy alkalicznej. 1,2-dioksetany znacznie upraszczają proces detekcji 
przez wyeliminowanie pośredniego etapu wbudowania nadtlenków [10].

Istotne cechy 1,2-dioksetanów to: obecność wiązań nadtlenkowych będących 
nośnikiem  energii dla chemiluminescencji (procesowi temu towarzyszy uwolnienie 
100 kcal/mol energii i wytworzenie silnego sygnału chemiluminescencyjnego), obe
cność grupy spiroadamantanowej warunkującej stabilność oraz możliwość em ito
w ania św iatła  (bez dodaw ania żadnych utleniaczy) zw iązana z obecnością  
podstawnika arylowego. Grupa odszczepiana przez enzym gwarantuje pojawienie 
się luminescencji tylko w przypadku działania właściwego enzymu [3]. Dioksetany 
m ogą być stosowane do detekcji DIG-znakowanych kwasów nukleinowych zarówno 
na filtrach nitrocelulozowych, nylonowych, jak i w roztworach, a sygnał chemi- 
luminescencyjny utrzymuje się na filtrze przez kilka dni. Czas ekspozycji na kliszę 
rentgenowską wynosi od kilku sekund do kilku minut.

W ciągu ostatnich kilku lat zsyntetyzowano i ulepszono różne substraty chemi- 
luminescencyjne. Pierwsze dostępne substraty, AMPPD [2, 18], LumigenPPD i 
Lumiphos 450 wykazywały wysoką czułość. Przez podstawienia w pierścieniu ada- 
manty lowym lub fenylowym dioksetanu, np. resztami chlorowymi w CSPD, a ostatnio 
w CDP-Star zwiększono szybkość reakcji i wzmocniono emisję światła.

CSPD. Enzymatyczna defosforylacja CSPD prowadzi do powstania bardzo nie
stabilnego anionu dioksetanowego, który uwalnia kwant energii w postaci emisji 
światła. Maksimum emisji w roztworze wodnym wynosi 477 nm. Zdefosforylowany 
anion dioksetanowy ma czas półtrwania na filtrze nylonowym około 40 minut [18,
19].

CDP-Star. Jest on używany jako substrat od 1994 roku. Obecnie jest on po
wszechnie dostępnym, łatwym w użyciu i jak dotąd najbardziej specyficznym chemi- 
luminescencyjnym substratem fosfatazy alkalicznej [33].

CDP-Star jest 1,2-dioksetanem podstawionym atomami chloru, który umożliwia 
wyjątkowo szybkie uzyskanie sygnału chemiluminescencyjnego, rejestrowanego na 
kliszy rentgenowskiej. Enzymatyczna defosforylacja CDP-Star prowadzi do po
wstania niestabilnego produktu pośredniego (anionu fenolanu dioksetanowego), który 
rozpada się w roztworze i emituje światło o długości fali 466 nm [11].

Daje on 10 razy czulszy i szybszy sygnał chemiluminescencyjny niż inne substraty. 
CDP-Star jest szczególnie użyteczny do szybkiego i czułego wykrywania znako
wanych nieradioaktywnie kwasów nukleinowych w hybrydyzacjach typu Southern, 
Northern, hybrydyzacjach kolonijnych i łysinkowych. W tych doświadczeniach po
leca się użycie filtrów nylonowych, ponieważ w przypadku filtrów nitrocelulozowych 
konieczne jest dodanie wzmacniacza (np. NitroBlock) [11].
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Kinetyka emisji światła i maksymalna długość fali różnią się dla różnych sub
stratów chemiluminescencyjnych. Kiedy substratem fosfatazy alkalicznej jest CDP- 
Star, natężenie światła wzrasta bardzo szybko w ciągu pierwszych kilku minut i 
utrzymuje się przez wiele godzin na mniej więcej stałym poziomie. Ta szybka 
kinetyka emisji światła jest szczególnie korzystna w przypadku sekwencjonowania 
DNA znakowanego DIG, ponieważ pozwala uzyskać drabinkę sekwencyjną w ciągu 
kilkunastu minut [10].

5. PNP. Fosforan 4-nitrofenylu (PNP) jest substratem używanym od wielu lat 
do ilościowych pomiarów fosfatazy alkalicznej w roztworze. Jest bezbarwny, a 
po defosforylacji daje zabarwienie od żółtego do zielonego w pH 9-10, które może 
być mierzone standardowym fotometrem lub w czytniku płytek wielodołkowych 
przy 405 nm. PNP może być stosowany do ilościowej detekcji DNA znakowanego 
DIG przez fosfatazę alkaliczną anty-DIG. Reakcja kolorowa przebiega przez wiele 
godzin ze wzrastającą intensywnością sygnału [10].

Substraty peroksydazy chrzanowej

1. ABTS/TMB. Układ ABTS/TMB (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sul- 
fonic acid/3,3’-5,5’-tetramethylbenzidine) może być używany do detekcji i ilościo
wego oznaczania kwasów nukleinowych znakowanych DIG w roztworze. Reakcja 
ABTS / peroksydaza powoduje powstanie zielono zabarwionego roztworu, którego 
absorbcja jest mierzona przy 405 nm, podczas gdy TMB daje kolor żółty (450 
nm). Peroksydaza chrzanowa jest aktywna przez 60-90 minut [8, 10].

2. Luminol/jodofenol. Peroksydaza chrzanowa może być wykrywana także przy 
zastosowaniu substratów chemiluminescencyjnych: luminolu/jodofenolu. Reakcja 
chemiluminescencyjna mierzona w odpowiednich luminometrach do płytek wie
lodołkowych daje szerszy zasięg ilościowy niż reakcja kolorowa.

System anty-DIG peroksydaza chrzanowa i luminol/jodofenol może być sto
sowany do filtrów, jednak daje słabszy i krócej trwający sygnał niż fosfataza 
alkaliczna połączona z chemiluminescencyjnym dioksetanem, dlatego nie poleca 
się go do transferów kwasów nukleinowych. Maksimum emisji światła wynosi 
425 nm. Intensywność sygnału szybko wzrasta, ale również szybko zanika i już 
po około 90 minutach jest on praktycznie całkowicie niewykrywalny [10].

3. DAB. 3,3’-diaminobenzydyna (DAB) jest najbardziej znanym substratem pe
roksydazy chrzanowej stosowanym w cytochemii na poziomie mikroskopu św ietl
nego i elektronowego. Jak widać z tabeli 1, DAB może być użyty w hybrydyzacji 
in situ. W wyniku reakcji powstaje ciemnobrązowy osad (polimer) nierozpuszczalny 
w alkoholu ani w rozpuszczalnikach organicznych i wykazujący zdolność wiązania 
metali ciężkich [17].
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Złoto koloidalne

Przeciwciała anty-DIG mogą być także połączone z cząsteczkami złota koloi
dalnego. Są one używane do detekcji kwasów nukleinowych znakowanych DIG 
w hybrydyzacji in situ w mikroskopii świetlnej i dają taką samą czułość, jak ą  
uzyskuje się przy pomocy przeciwciał znakowanych enzymem. Rozproszone czą
steczki złota mają niezwykle mały rozmiar, średnio około 0.8 nm, dlatego m ogą 
skutecznie penetrować komórki i tkanki, ale są trudne do dostrzeżenia pod m i
kroskopem świetlnym bez wzmocnienia kontrastu solami srebra. Przez wytrącenie 
się srebra na powierzchni cząsteczki powiększa jej pierwotny rozmiar i pojawia 
się brązowo-czame zabarwienie o wysokim kontraście [10].

Związki fluorescencyjne

Do detekcji kwasów nukleinowych znakowanych DIG we fluorescencyjnej hy
brydyzacji in situ (FISH = fluorescent in situ hybridization) stosowane są prze
ciwciała anty-DIG połączone z różnymi związkami fluorescencyjnymi. Dzięki temu 
można wybrać odpowiedni kolor wywołanej reakcji, aby uzyskać optymalny rozdział, 
kontrast i czułość. Dodatkowo fluorochromy są użyteczne dla wielokolorowych 
FISH, gdy używa się innych niż DIG związków znakujących (takich jak biotyna, 
DNP czy estradiol) oraz odpowiadających im przeciwciał znakowanych fluore
scencyjnie lub streptawidyną [10, 16].

Aby wzmocnić czułość detekcji kwasów nukleinowych znakowanych DIG w 
hybrydyzacji fluorescencyjnej in situ (FISH), można używać kaskady przeciwciała 
anty-DIG połączonego z drugorzędowymi lub trzeciorzędowymi przeciwciałami 
wyznakowanymi fluorescencyjnie lub sprzężonymi z alkaliczną fosfatazą (AP) [10].

PODSUMOWANIE

System DIG jest znacznie lepszy i szybszy niż radioaktywne metody znakowania 
i detekcji kwasów nukleinowych, a ponadto umożliwia wiązanie wyznakowanych 
sond do fazy stałej, np. płytek wielodołkowych lub kuleczek magnetycznych.

Obecnie możliwości tego systemu nie są całkowicie wykorzystane i w najbliższej 
przyszłości można się spodziewać wprowadzenia nowych interesujących zastosowań.
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KOMUNIKATY

Komunikat Fundacji Biologii Komórki i Biologii Molekularnej
Zarząd Fundacji Biologii Komórki i Biologii Molekularnej przyznaje doroczną 

nagrodę naukową, w tym również w roku 1997 i 1998, za wyróżniającą się oryginalną 
pracę z zakresu biologii komórki, indywidualną lub zespołową, wykonaną wyłącznie 
w krajowej placówce naukowej, opublikowaną w ostatnich dwóch latach w cza
sopiśmie figurującym w Current Content bądź Medline.

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

Fundac ja  B io log ii Kom órki i B io logii M olekularnej 
ul. M a rym oncka  99, 01 -813 W arszaw a 
tel. 34-03-44 , fax  3404470

Regulamin
dorocznej nagrody Fundacji Biologii Komórki i Biologii Molekularnej

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

STYPENDIUM DOKTORANCKIE W USA

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

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

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

dr Tomasza Skorskiego
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

http://rcin.org.pl
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IV KONFERENCJA POLSKIEGO TOWARZYSTWA CYTOMETRR
Konferencja odbędzie się w Gdańsku w dniu 18 października 1998 roku. W 

program ie przewidujemy wystąpienia zaproszonych gości oraz sesję plakatową. W y
kładowcami będą: Zbigniew Darżynkiewicz (Nowy Jork, USA), Jim W atson (Cam
bridge, W. Brytania), Carleton Stewart (Buffalo, USA), Paul Robinson (West 
Lafayette, USA), David Hedley (Toronto, Kanada), Jan Kapuściński (Gdańsk,Pol- 
ska).

Bezpośrednio po Konferencji w dniach 18-21 października zostaną zorganizowane 
warsztaty metodyczne z udziałem zaproszonych wykładowców. Konferencja oraz 
warsztaty będą prowadzone w języku angielskim. Liczba uczestników warsztatów 
jest ograniczona.

Osoby zainteresowane udziałem prosimy o nadsyłanie zgłoszeń uczestnictwa 
w terminie do 28 lutego 1998 roku na adres Komitetu Organizacyjnego:

Dr hab. Jacek Bigda
Sekretarz Komitetu Organizacyjnego 

IV Konferencji Polskiego Towarzystwa Cytometrii 
Katedra Histologii i Immunologii AM Gdańsk 

ul. Dębinki 1, 80-211 Gdańsk 
tel/fax 058-323673 

e-mail: jjbigd @ amedO 1 .amg.gda.pl

VII OGÓLNOPOLSKA KONFERENCJA BIOLOGII KOMÓRKI 
THE VIITH POLISH CONFERENCE ON CELL BIOLOGY

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

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

Zainteresowanych prosimy o śledzenie dalszych komunikatów.

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

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

Please keep attention to the forthcoming communicates.
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Wskazówki przygotowania rysunków do publikacji w PBK

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

Cennik odbitek prac dla Autorów w 1997 r.

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

Zamówienie na odbitki musi być złożone wraz z przesłaną korektą pracy.
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LISTY DO REDAKCJI

Prof. d r  M ieczysław C horąży (Zakład Biologii Molekularnej, Centrum O n
kologii, Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie, 44-100 Gliwice) nadesłał list na
stępującej treści:

Zwracam się do Pana, jako redaktora „Postępów Biologii Komórki” , z nastę
pującymi dwoma sprawami:

1. Druk w „Postępach” jest bardzo często o barwie szarej, a nie czarnej, co 
utrudnia czytanie.

2. Zapis genów i białek jest czasami nie uporządkowany. Podstawowa reguła:

* geny wirusów, bakterii, roślin, zwierząt (oprócz człowieka) powinny być 
pisane małymi literami i kursywą, np. bcl-2, agrB, env;

* geny ludzkie zapisujemy dużymi literami i kursywą, np. N-MYC, BCL-2, 
RAS ;

* białka zwierząt -  pierwsza litera symbolu duża, pismo proste, np. Myc,
Fos, Ras;

* białka ludzkie -  symbol dużymi literami, pismo proste, np. RAS, TNF, IL- 
1.

Redakcja „Postępów” uprzejmie prosi Autorów o przestrzeganie reguł propo
nowanych przez Autora listu.
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INFORMACJE DLA AUTORÓW

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

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI zamieszczają:
1) artykuły przeglądowe nie przekraczające 20 stron m aszynopisu licząc tabele i piśmiennictwo w zasadzie z ostatnich 5 lat (do 

10% pozycji bibliograficznych starszych);
2) mini-reviews do 10 stron maszynopisu z pozycjami bibliograficznymi z ostatnich 2 lat (licząc od daty w ysłania do redakcji);
3) listy do redakcji ( do 1 strony maszynopisu).
Tekst pracy i załączniki należy przesyłać w dwóch egzemplarzach. Maszynopis powinien być pisany jednostron

nie na papierze formatu A4 z podwójną interlinią i marginesem 4 cm po lewej stronie. Ostateczna wersja tekstu i 
rysunki (wskazówki nas. 150) powinna być przysłana na dyskietce 3,5" jako plik (file) Windows oraz ASCII. Pierwsza 
strona nie numerowana przeznaczona dla redakcji winna zawierać: imiona i nazwiska autorów oraz ich tytuły 
naukowe, adresy w pracy i domowy wraz z telefonem, tytuł pracy w języku polskim i angielskim oraz liczbę stron 
maszynopisu, liczbę tabel i rysunków. Na pierwszej (numerowanej) stronie należy podać kolejno tytuł pracy w języku 
polskim i angielskim, imiona (w pełnym brzmieniu) i nazwiska autorów, nazwę zakładu naukowego, nazwisko i adres 
autora prowadzącego korespondencję, informację o dofinansowaniu pracy oraz skrót tytułu (do 40 znaków). Następna 
strona powinna zawierać w języku polskim i angielskim streszczenie (do 150 słów) oraz słowa kluczowe -  3 do 10 
słów zgodnych z terminami w Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile są tam zawarte. W tytule i streszczeniu 
można stosować jedynie powszechnie przyjęte skróty, np. DNA. Tekst artykułu należy rozpocząć od nowej strony. 
W tekście nie zamieszczać tabel, schematów lub rysunków, a jedynie zaznaczyć ołówkiem na marginesie ich 
lokalizację (np. tab. 1, rys. 1 itp.). Dla przejrzystości tekst można podzielić na tytułowane i numerowane rozdziały 
oraz podrozdziały. Od nowej strony należy podać spis literatury. Skróty nazw czasopism podawać należy według 
Index Medicus (listy czasopism publikowane są corocznie w numerze styczniowym). Powołanie w tekście następuje 
przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym ( np. [5]). Spis literatury należy 
zestawić alfabetycznie według następującego wzoru:

[1] HNILICA LS, McLURE ME, SPELTZBERG TC. Histone biosynthesis and the cell cycle, [w] Philips MP, 
Schwartz E  [red. jHistone and Nucleohistones. London, New York: Philips, Plenum Press 1977: 60-64.

[2] SACHSENMAJER W, REMY V, PLATTNER R. Initiation of synchronous mitosis in Physarium poly- 
cephalum. Exptl Cell Res 1980; 2: 41-48.

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

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrótów uzgodnionych z autorem. Autor zobowiązany jest do 
wykonania korekty autorskiej i zwrócenia jej w ciągu doby. Koszty, spowodowane większymi zmianami tekstu 
wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami błędów drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymują bezpłatnie 1 
egz. zeszytu PBK z opublikowaną pracą oraz mogą zamówić odbitki odpłatnie odsyłając korektę, cennik na s. 150.

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