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W tym Zeszycie Postępów Biologii Komórki

Od stycznia br. „Postępy” mają stronę internetową: www.mol.uj.edu.pl/pbk. 
Można tam znaleźć tytuły artykułów z „Postępów” od roku 1990 oraz tytuły 
i streszczenia artykułów bieżących od stycznia 1999 r.

Tradycyjnie staramy się informować o Noblistach z zakresu fizjologii i medy
cyny. W roku 1999 został nim Gunter Blobel (s. 3).

W dwu kolejnych artykułach na stronach: 53 i 68 przedstawiono sposób infekcji 
wirusem HIV-1 i rolę glikoproteiny gp120. Przedstawiono również próby immu- 
nizacji przeciw temu wirusowi.

Peptydy z domeną koniczyno-podobną występują głównie w przewodzie po
karmowym. W artykule na stronie 125 opisano funkcje tych peptydów.

http://rcin.org.pl
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POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 27,2000 NR 1 (3-16)

GUNTER BLOBEL -  NOBEL 1999*

JANINA KACZANOWSKA 

Zakład Cytofizjologii Instytutu Zoologicznego Uniwersytu W arszawskiego

Streszczenie: Nagrodę Nobla z fizjologii i medycyny w 1999 r. przyznano Gunterowi Blobelowi.
(Postępy Biologii Komórki 1999; 27; 3-16)

Summary: The 1999 Nobel Prize in Physiology and Medicine was granted to Gunter Blobel.
(Advances in Cell Biology 1999; 27; 3-16)

Jednym z kluczowych problemów biologii jest wykrycie mechanizmów powo
dujących, że transkrypty (mRNA) tworzone na matrycy DNA w jądrze prowadzą 
do nieprzypadkowego rozmieszczenia białek w trójwymiarowej strukturze ko
mórki eukaryotycznej. W komórkach Prokaryota wykryto, że agregacja różnych 
enzymów z nukleoidem w wielkie kompleksy enzymatyczne umożliwia wydajną 
replikację DNA, transkrypcję informacyjnego mRNA, a następnie biosyntezę białek 
in situ. Ale te mechanizmy dotyczyły tylko komórek, w których istnieje możliwość 
bezpośredniego kontaktu molekuł na zasadzie ich swobodnej dyfuzji. Komórka 
eukaryotyczna ma wyodrębnione przedziały: jądrowy, cytoplazmatyczny, mitochon- 
drialny i plastydowy porozdzielane błonami. Funkcjonowanie komórki wymaga 
zatem zarówno segregacji molekuł, jak  i mechanizmów wymiany i transportu czą
steczek pomiędzy tymi przedziałami. Dotychczas poznano cztery podstawowe typy 
mechanizmów nieprzypadkowego lokalizowania białek na terenie komórki:

-  selektywną translację białek do obłonionych pęcherzyków siateczki śródpla- 
zmatycznej,

-  posttranslacyjną, docelową segregację białek do różnych obłonionych pęche
rzyków, następnie ich przemieszczanie i podczepianie do błony komórkowej 
z ewentualnym wydzielaniem zawartości na zewnątrz (sekrecją),

*Praca została wykonana w ramach tematu statutowego Instytutu Zoologicznego UW.
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4 J. KACZANOW SKA

dwukierunkową translokację białek i nukleoprotein przez pory otoczki jądro
wej,
docelowy transport różnych typów mRNA związanych z układem motorycz- 
nym cytoszkieletu i kontrolowaną przestrzennie albo translację transkryptów, 
albo ich degradację.

Okazało się, że zaburzenia w funkcjonowaniu mechanizmów sortowania białek 
w komórce są przyczyną szeregu chorób (np. muscowiscydoza), a zakłócenia w 
eksporcie mRNA z jądra wiążą się z wieloma chorobami wirusowymi.

Poznanie trzech pierwszych mechanizmów zawdzięczamy zarówno bezpośrednim 
badaniom Blobela, jak i badaniom zainspirowanym jego hipotezami. Dorobek na
ukowy Guntera Blobela został uhonorowany nagrodą Nobla w roku 1999.

1. ODKRYCIE ZJAWISKA KOTRANSLACJI; 
HIPOTEZA SYGNAŁOWYCH PEPTYDÓW 

I SYGNAŁOWEJ PEPTYDAZY

Już w latach sześćdziesiątych wykazano metodami cytochemicznymi, że wy
odrębnione błonami śródkomórkowymi terytoria (zwane również przedziałami lub 
kompartmentami) komórki eukaryotycznej spełniają wyspecjalizowane funkcje, a 
błony poszczególnych przedziałów różnią się chemicznie. Błony komórki spełniają 
szereg funkcji związanych z regulacją stężenia i składu jonów, syntezą ATP, ciągłym 
odtwarzaniem dwuwarstwy lipidowej, importem prostych cząsteczek organicznych 
i nieorganicznych oraz wydzielaniem pewnych substancji na zewnątrz, na zasadzie 
albo dyfuzji, albo dyfuzji ułatwionej. Jednocześnie błony biologiczne stanowią 
wyraźną nieprzepuszczalną barierę dla większości białek rozpuszczonych w cy- 
toplazmie (białek hydrofilowych).

Badania in vitro nad odtworzeniem (ang. reconstitution) biosyntezy białek w 
cytoplazmie wyizolowanej wraz z rybosomami, tRNA i enzymami pozwoliły w 
wielu przypadkach na translację białka kodowanego przez mRNA odrębnego gatunku 
np. syntezę białek roślinnych w cytoplazmie zwierzęcej. Wyniki te stanowiły osta
teczny dowód na uniwersalny charakter mechanizmów translacji w komórkach euka- 
ryotycznych. Natomiast nie odpowiadały na pytanie, dlaczego pewne typy mRNA 
kodujące białka sekrecyjne podlegają translacji wyłącznie w obecności siateczki 
śródplazmatycznej ziarnistej (ER), w której rybosomy są związane z błonami. W 
badaniach in vitro białka nie tworzyły się w cytosolu, natomiast translacja zachodziła 
w obecności ER, a wytworzone białka gromadziły się w pęcherzykach.

Szczegółowe badania Sabatiniego i Blobela [29], Blobela i Dobbersteina [5 i 
6], doprowadziły do sformułowania zasadniczych zrębów hipotezy sygnałowej [7] 
rozwiniętej w kolejnych publikacjach [36,25]. W badaniach nad biosyntezą hormonu
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GÜNTER BLOBEL - NOBEL 1999 5

trzustki psa we frakcjach komórkowych okazało się, że rybosomy rozpoczynają 
syntezę peptydu hormonu w cytosolu po połączeniu mRNA z rybosomami w po
lisomy. Jednakże, po rozpoczęciu translacji tworzącego początek peptydu zbudo
wanego z 19-21 aminokwasów, dalsze kontynuowanie translacji wymaga kontaktu 
utworzonego kompleksu (mRNA-i- rybosom + początek peptydu) z cytosolową nisko- 
cząsteczkową nukleoproteiną rozpoznawczą, tzw. sn SRP (ang. smali nucleoprotein 
SIGNAL RECOGNITION PARTICLE) oraz z receptorem znajdującym się w błonach 
ER [35, 15]. W zajemne oddziaływanie kompleksu, SRP i receptora błonowego 
powoduje wytworzenie w tej błonie pewnego typu niejonowego kanału, przez który 
pierwsze odczytane sekwencje peptydu kierowane są wprost do wnętrza pęcherzyka 
i stanowią sygnał dla kontynuowania przerwanej translacji.

Te pierwsze kilkanaście aminokwasów tworzą tzw. SEKW ENCJĘ SYGNAŁO
WĄ decydującą o translokacji tworzącego się peptydu do wnętrza pęcherzyka. Oz
nacza to, że translacja i translokacja odbywają się łącznie (kotranslacja). Po 
zakończeniu translacji, w pęcherzyku wiele peptydów jest uwalnianych z kontaktu 
z błoną pęcherzyka przez enzym znajdujący się w jego wnętrzu, peptydaza sygnałowa 
odcina sekwencje sygnałowe [10]. Po zakończeniu translokacji, obcięte sekwencje 
sygnałowe podlegają degradacji, a skrócone, uwolnione peptydy podlegają dalszej 
obróbce posttranslacyjnej (np. glikosylacji powodującej właściwe fałdowanie czą
steczki i jej stabilność), natomiast uwolnione receptory kanału translokacyjnego 
podlegają rozproszeniu w błonie pęcherzyka. Równocześnie zarówno SRP, jak  i 
rybosom odczepiają się od błon ER i mogą być użyte do następnej kotranslacji 
(rys. 1).

RYSUNEK 1. Schemat kotranslacji (wg rys. 14-13, s. 462 w Podstawy biologii komórki. Alberts i in ., 
PWN, 1999, nieco uproszczony [2])
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6 J. KACZANOW SKA

2. STUDIA NAD ROZMIESZCZANIEM BIAŁEK 
W OBŁONIONYCH ORGANELLACH; TOPOGENEZA 

BIAŁEK (BLOBEL [3])

Dalsze badania wykazały, że ukierunkowany transport przez błony odbywa  
się albo przez kotranslację, albo przez posttranslacyjny transport białek cyto- 
plazmatycznych. Taki posttranslacyjny transport wymaga mechanizmu oddzia
ływ ania białka ze składnikam i błony biologicznej um ożliw iając albo ich 
przenikanie przez błonę, albo przynajmniej zakotwiczenie się w niej. Badania 
dotyczące istnienia sekwencji sygnałowych w białkach, decydujące o ich transporcie 
(translokacji) do różnych typów pęcherzyków lub ich błon zaowocowało poszu
kiwaniem w różnych typach białek sekwencji o charakterze „ADRESU” oraz prze
szukiwaniem różnych białek wbudowywanych w strukturę dwuwarstwy lipidowej 
(tzw. białek przezbłonowych), które byłyby receptorem błonowym, czyli „A DRE
SATEM ” dla translokacji (rys. 2) (Blobel [3]). Zainspirowany zarówno wynikami 
własnych badań (9 cytowanych własnych publikacji), jak i rozważaniami na temat 
ewolucyjnych teorii pochodzenia przedziałów (organelli) w komórce [19], zajął 
się charakterystyką i rozmieszczeniem białek w różnych organellach komórki euka- 
ryotycznej, czyli inaczej mówiąc scharakteryzował topogenezę białek.

A. Błony biologiczne Eukaryota stanowią labirynt, w którym błona zewnętrzna 
komórki staje się błoną sieci siateczki śródplazmatycznej (ER) cytoplazmy, aby

RYSUNEK 2. Dwufazowa integracja białka przezbłonowego w błonie ER (rys. 14-15 , s. 463 w [2])
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GUNTER BLOBEL - NOBEL 1999 7

w niektórych miejscach kontynuować przebiegjako podwójna błona otoczkijądrowej. 
M ożna zatem przypuszczać, że w ewolucji prowadzącej do powstania komórki 
eukaryotycznej, wpuklenie błony zewnętrznej do jednorodnego regionu cytoplazmy 
mogło doprowadzić do powstania systemu siateczki śródplazmatycznej ziarnistej 
(ER), a także do siateczki śródplazmatycznej gładkiej aparatu Golgiego i licznych 
wyspecjalizowanych obłonionych pęcherzyków. Pęcherzyki te mogą wędrować w 
komórce i wtórnie łączyć się z powierzchnią komórki uwalniając wtedy na zewnątrz 
swoją zawartość.

Obecnie, w komórkach różnych Eukaryota receptory dla kotranslacji występują 
w błonach ER oraz w wewnętrznej błonie mitochondrium i błonie tylakoidu. Kon- 
translacja opiera się na oddziaływaniu receptorów błonowych z peptydami zawie
rającymi sekwencje sygnałowe.

Posttranslacyjny transport przez błony białek wytworzonych na terenie cyto
plazmy przez błony wymaga sekwencji sygnałowych hydrofobowych nazwanych 
sekwencjami insercji lub zakotwiczania, zdolnych do kotwiczenia w błonie.

Trw ałą lokalizację peptydu w błonie, a więc translokację wywołującą powstanie 
białek przezbłonowych, powodują hydrofobowe sekwencje typu stop-transfer znaj
dujące się nie tylko na początku, ale też w dalszym odcinku polipeptydu. Sekwencje 
stop-transfer przerywają rozpoczęty przez sekwencje sygnałowe transport białka 
przez błonę i prowadzą do tego, że ta hydrofobowa sekwencja zostaje przemieszczona 
z kanału translokacyjnego wprost do dwuwarstwy fosfolipidowej. A więc mamy 
dwa etapy procesu: pierwszy związany z przezbłonową translokacją przez kanał 
oraz drugi związany z przemieszczeniem bocznym w dwuwarstwie błony fo
sfolipidowej. Ten podwójny proces integracji przezbłonowych białek w dwuwarstwie 
fosfolipidowej zapewnia asymetryczną orientację białka zintegrowanego z błoną. 
Jest to jednocześnie mechanizm tworzenia receptorów błonowych.

Taki transport posttranslacyjny jest charakterystyczny dla błon zewnętrznych 
mitochondriów i plastydów oraz błon tzw. organelli detoksyfikujących związanych 
z metabolizmem lipidów, czyli peroksysomów.

B. M ożna także przypuszczać, że powstanie komórki eukaryotycznej wiązało 
się z tworzeniem się głębokich wpukleń błony zewnętrznej takich, które opasały 
cały region chromatyny wyodrębniając w ten sposób ciągłą, ale podwójną otoczkę 
jądrową.

Obecna w komórce eukaryotycznej zewnętrzna i wewnętrzna błona tej otoczki 
ma odmienne białka i odrębne funkcje, a przestrzeń między nimi stanowi odrębne 
środowisko. Kontakt między wnętrzem jądra i cytoplazmą staje się możliwy dzięki 
bardzo złożonym mechanizmom transportu w obu kierunkach przez pory otoczki 
jądrowej penetrujące przez system podwójnych błon otoczki jądrowej.

C. Podobnie, błony mitochondriów i otoczka chloroplastów roślinnych są także 
podwójne, ale odmienne pod względem zarówno pochodzenia, jak  i funkcji od 
kompartmentu jądrowego. Prawdopodobnie ewolucyjnie zarówno mitochondria,
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jak  i plastydy powstały w wyniku symbiozy między komórką żerną i jej pożartymi 
na zasadzie fagocytozy innymi gatunkowo komórkami. Mitochondria zapewne po
chodzą z symbiontycznych bakterii tlenowych, a chloroplasty z pewnych cyjano- 
bakterii.

Istnieją dowody na posttranslacyjny ukierunkowany transport przez dwie błony 
tzn. przez całą otoczkę mitochondrialną i chloroplastową. Sugeruje to (ale nie do
wodzi), że w obu błonach ustawiane są naprzeciwko kanały translokujące białka 
w dwóch etapach najpierw przez jedną, a potem przez drugą błonę.

Blobel [3] zwrócił także uwagę na to, że specyficzne sekwencje aminokwasowe 
w białkach translokowanych i w białkach receptorów błonowych mogą występować 
w skądinnąd bardzo różnych chemicznie typach białek. Sekwencje o charakterze 
„adresu” i „adresata” natomiast decydują o asymetrii transportu i o różnicach w 
poszczególnych typach błon. Wykazano, że usunięcie tych sekwencji, np. przez 
peptydazy w białkach przezbłonowych, albo odwrotnie wprowadzanie tych sekwencji 
metodami molekularnymi do białek cytoplazmatycznych decydowało o ich osta
tecznej lokalizacji w komórce.

3. BADANIA NAD WŁASNOŚCIAMI KANAŁU 
TRANSLOKACYJNEGO BIAŁEK.
HIPOTEZA BRAMKOWANIA [31]

Chociaż hipoteza sekwencji sygnałowych [7] ukierunkowujących kotranslację 
i translokację posttranslacyjną rozpuszczalnych białek cytosolowych do wnętrza 
pęcherzyków ER zgadzała się z danymi doświadczalnymi, nadal nieznane są me
chanizmy transportu białka przez kanał.

Wstępne doświadczenia wykazały, że ma on prawdopodobnie charakter wodnego 
kanału [16] wytworzonego przez białka transbłonowe receptora oraz białka zew
nętrzne (kompleksu rybosomalnego, SRP i sekwencji sygnałowych patrz punkt 1). 
Powstało więc pytanie, czy taki kanał ma własności kanału jonowego.

Przy użyciu technik elektrofizjologicznych badano przewodnictwo jonów w róż
nych fazach kotranslacji w izolowanych błonach ER trzustki psa i w błonie komórki 
prokaryotycznej (Escherichia coli) [32]. Szczególnie interesujące było porównanie 
zdolności do przewodzenia jonowego kanałów w obecności rybosomów uczest
niczących w niezakłóconej kontranslacji i w rybosomach, w których tworzony peptyd 
był przedwcześnie uwalniany z rybosomu w obecności puromycyny. Badania te 
wykazały, że tworzony na rybosomie i translokowany przez kanał peptyd zatyka 
kanał i nie dozwala na przewodzenie jonów, podczas gdy usunięcie peptydu (przez 
puromycynę) umożliwia to przewodzenie.

8
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Dalsze badania nad przewodnictwem jonowym kanału kontaktującego się z ry- 
bosomem pozwoliło sformułować hipotezę bramkowania; kontakt sekwencji syg
nałowej peptydu z receptorem powoduje organizację kanału wodnego w błonie 
biologicznej w tzw. konformacji otwartej. Sekwencja sygnałowa peptydu uwal
niana jest z SRP, w sposób zależny od hydrolizy GTP, i wtedy wiąże się do pod- 
jednostki białka kanału. Tworzony w trakcie dalszej kotranslacji peptyd przybiera 
formę pętli wypełniającej światło kanału i niedozwalającej na jego zamknięcie. 
Prawdopodobnie, zakończenie translokacji białka do środka pęcherzyka i odczepienie 
rybosomu po przeciwnej stronie błony powoduje powstanie konformacji tzw. za
mkniętego kanału. A więc występują kolejno mechanizmy prowadzące do kon
formacji kanału w sposób powodujący jego otwarcie w okresie translokacji, a 
następnie zamknięcie po zakończeniu tego procesu (bramkowanie).

4. FUNKCJONOWANIE KOMPLEKSÓW BIAŁEK PORÓW 
OTOCZKI JĄDROWEJ (NUKLEOPORYN) I CZYNNIKÓW 
TRANSLOKACJI (KARIOFERYN) W IMPORCIE BIAŁEK

DO JĄDRA

Sekwencje NLS (nuclear localization signal) są adresem kierującym białka do 
jądra [27]. W przeciwieństwie do opisanych powyżej mechanizmów ukierunkowanej 
translokacji białek przez błony fosfolipidowe; kanał wytworzony przez por otoczki 
jądrowej jest tak duży, że mogą przezeń przenikać zarówno białka sfałdowane, 
jak  też ich kompleksy, a małe rozpuszczalne w wodzie cząsteczki omasie poniżej 
50 kDa mogą swobodnie dyfundować w obu kierunkach. Por służy zarówno do 
importu odpowiednich białek do jądra, jak też do eksportu nukleoprotein, mRNA 
i innych cząsteczek z jądra. Działa wobec tego dwukierunkowo. Kompleks białek 
poru nie jest zdolny do wbudowywania białek w błonę fosfolipidową, tak jak to 
jest w przypadku wszystkich mechanizmów translokacji białek opisanych powyżej.

Pory otoczki jądrowej, NPC (nuclear pore complex) stanowią bardzo duże stru
ktury tworzące kanały przechodzące przez całą otoczkę jądrową. Co najmniej 50 
różnych białek wchodzi w obręb złożonej struktury NPC w otoczce jądrowej krę
gowców, a około 30 w znacznie mniejszych porach drożdży. Białka stanowiące 
strukturę poru otoczki jądrowej (NPC) nazwano nukleoporynami, czyli białkami 
NUP (NUcleoPorins). Otoczka składa się z ośmiu powtórzonych kompletów białek 
tworzących pierścień zakotwiczony w sposób ciągły zarówno z błoną cytoplazmaty- 
czną, jak i z błoną jądrow ą otoczki. Pierścień ten po stronie jądrowej wiąże się 
z warstwą lamin podścielających otoczkę jądrową. Do światła kanału utworzonego 
przez pierścień wystaje odpowiednio osiem struktur przypominających szprychy 
{spokes) ograniczające jego światło do około 25 nm średnicy. W środku kanału
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otoczka
jądrowa
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centralny transporter

podwójny pierścień poru 
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kompleksów białek 
nukleoporyn
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koszyk poru złożony z nukleoporyn 
z receptorami dla białek NLS i zapewne NES

dwukierunkowy transport
z udziałem wahadłowo przemieszczanych
karioferyn

cytoplazma
włókienka poru nukleoporyny 
wiążące receptory białek 
NLS i zapewne NES

RYSUNEK 3. Budowa i skład kompleksów poru jądrowego (wg [34] uproszczony)

znajduje się luźno osadzona zatyczka nie związana strukturalnie, nosząca nazwę 
centralnego transportera. Od strony cytoplazmatycznej NPC wystaje osiem włókienek 
cytoplazmatycznych prawdopodobnie odbierających sygnał rozpoczynający import 
białka, a więc białek nukleoporynowych o charakterze receptorów dla transpo
rtowanych białek. Po stronie błony wewnętrznej otoczki wystaje ośmiokrotnie 
wzmocniony koszyk białek nukleoporynowych uwalniających importowane białka 
do wnętrza jądra i receptorów dla eksportu nukleoprotein i białek o charakterze 
wahadłowo pracujących przenośników i regulatorów procesów transportu [34] (rys.
3).

Import białek wytworzonych w cytoplazmie, a kierowanych do jądra związany 
jest z występowaniem w nich sekwencji noszących nazwę sekwencji lokalizacji 
jądrowej NLS (nuclear localization signal). Jest co najmniej kilka typów sekwencji 
NSL odrębnych dla białek jądrowych używanych w dojrzewaniu tRNA w jąderku, 
wiążących mRNA, białek podjednostek rybosomalnych i białek wiążących małe 
jądrowe RNA. Zatem występują różne sekwencje NLS, ale można je  uszeregować 
w dwa nadrzędne typy: pojedyncze np. w antygenie T SY40 z NLS typu sekwencji
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PK K K R K V  (z decydującym motywem bogatym w lizynę wyróżnionym tłustym 
drukiem) i dwuczęściowe np. w nukleoplasminie z sekwencją KRPAATKKAG- 
Q A K K K  (z dwoma odcinkami bogatymi w lizynę wytłuszczonymi).

Istnieje rodzina białek przenośnikowych pośredniczących w mechanizmie 
translokacji białek NSL przez por otoczki jądrowej, nazwanych łącznie ka- 
rioferynami (KAaryoPherins) lub krócej KAP. Do białek translokujących typu 
KAP należą importyna alfa, importyna beta i transportyna. Oba typy sekwencji 
NSL mają powinowactwo do podjednostki alfa (importyny alfa) heterodimerowego 
receptora karioferynowego. Druga podjednostka tego receptora, mianowicie im
portyna beta (importin beta) wiąże się do importyny alfa. Wykazano również, że 
aktywny import prawie wszystkich (są wyjątki) białek do jądra wymaga aktywności 
hydrolitycznej specjalnej GTP-azy typu Ran (Ran GTPazy). Wciąż poszukiwane 
są odpowiednie białka nukleoporynowe (NUP) o charakterze receptorów, które 
wiązałyby białka niosące ligandy NLS, które wraz z karioferynami kierowałyby 
jego dalszą translokacją do jądra.

Badanie nad mechanizmami importu białek przez pory otoczki jądrowej Blobel 
zainicjował opublikowaniem metody izolacji porów otoczki jądrowej drożdży [28] 
i charakterystyką NUP 145 to jest nukleoporyny o masie molekularnej 145 kDa 
zawierającej liczne powtórzenia sekwencji glicyny-leucyny-fenyloalaniny-glicyny 
(motywu GLFG). NUP 145 jest niezbędny dla utrzymania struktury poru otoczki 
jądrowej drożdży [37]. Podobne, ale nie identyczne, powtarzalne motywy (XFXFG) 
zidentyfikowano w nukleoporynach występujących na filamentach zewnętrznych 
i w strukturze koszyka NPC w otoczce jądrowej komórek wątroby szczura [26]. 
U drożdży wykryto również homologi karioferyn alfa i beta ssaków. Te karioferyny 
wypreparowane z drożdży mogą utworzyć funkcjonalny heterodimer z białkami 
z sekwencjami NLS; a cały kompleks wprowadzony do komórek ssaków lokuje 
się w okolicy receptorów porów otoczki jądrowej [9].

Dalsze badania Blobela i współpracowników [20, 23] wykazały, że same hete- 
rodimery karioferyny alfa i beta, (bez udziału białka niosącego sekwencje NLS) 
wiążą się z powtarzalnymi motywami typu XFXFG różnych nukleoporyn poru 
otoczki jądrowej, ale nie wiążą się do nukleoporyn posiadających powtarzalne mo
tywy GLFG. Następnie wykazano [24], że miejsce wzajemnego wiązania karioferyny 
alfa z karioferyną beta pokrywa się z miejscem wiązania sekwencji NSL. Wobec 
tego kompleks karioferyny alfa i beta rozpada się przy wiązaniu białka z sekwencjami 
NLS, a wtedy karioferyny uwalniają się od wiązania z nukleoporyną o powtarzalnych 
motywach FXFG. Z kolei inkubacja in vitro kompleksu karioferyn alfa i beta z 
Ran GTP prowadzi do uwolnienia karioferyny alfa z heterodimeru i związania 
Ran GTP z karioferyną beta. Takie zależności nie zachodzą w przypadku nie
aktywnego RanGDP [12].

Tak złożone interakcje wiązania i uwalniania białka z sekwencjami NSL z ka
rioferynami i nukleoporynami o powtarzalnych motywach XFXFG zasugerowały
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12 J. KACZANOW SKA

model „rakietkowego odbijania się” w kanale poru translokowanego białka z se
kwencjami NSL. Model zakłada statystycznie przypadkowe i przejściowe wiązanie 
i odczepianie translokowanego białka NLS z karioferynami wiążącymi się i uwal
nianymi z kontaktu z różnymi nukleoporynami niosącymi motywy XFXFG wy
ściełającymi kanał, a przemienne stany wiązania i rozpadu heterodimeru kario- 
ferynowego byłyby regulowane przez Ran GTP. Dodatkowe doświadczenia [27] 
prowadzą do wniosku, że prawdopodobnie hydroliza Ran GTPazy nie jest potrzebna 
do rozpadu heterodimeru karioferynowego, natomiast jest niezbędna do odczepienia 
enzymu Ran od karioferyny beta. A więc jest potrzebna do odtworzenia z powrotem 
wstępnego rozdziału białek kooperujących w transporcie, co stanowi o możliwości 
powtórzenia całego cyklu w poszczególnych etapach translokacji białka w kanale 
poru.

Ostatnie badania Blobela i współpracowników [33] dotyczą białek łączących 
struktury NPC z wnętrzem jądra i roli proteolizy w biogenezie niektórych nu- 
kleoporyn [13].

5. BADANIA NAD DWUKIERUNKOWYM TRANSPORTEM 
W PORACH JĄDROWYCH: REGULACJA IMPORTU 

BIAŁEK I EKSPORTU NUKLEOPROTEIN 
I KARIOFERYN Z JĄDRA

Obecnie wiadomo, że por otoczki jądrowej działa dwukierunkowo: nie tylko 
importuje białka jądrowe do środka i wyprowadza rybonukleoproteiny (RNP particie) 
do cytoplazmy, ale także reguluje dwukierunkowe przemieszczenia karioferyn i 
innych białek kontrolujących procesy translokacji. Ekspediowanie RNP z terenu 
jądra do cytoplazmy wiąże się z przejściowymi odkształceniami struktury koszyka 
po stronie jądrowej poru, a towarzyszy temu jednoczesny import pewnych białek 
do jądra [8]. Podobnie zahamowanie aktywności Ran GTPazy (np. w mutancie 
drożdży) prowadzi do jednoczesnego zatrzymania zarówno importu białek, jak i 
eksportu mRNA [30]. Z drugiej strony są inne dane wskazujące na to, że translokacja 
niektórych białek nie wymaga hydrolizy żadnych trój fosforanów nukleotydowych 
(szczegółowe omówienie problemu w artykule Talcott i Moore [4]). A więc na
prawdę nie wiadomo, jaki jest mechanizm i napęd takich dwukierunkowych trans
lokacji.

Badania Blobela i współpracowników dowodzą, że rola Ran GTP jest jednak 
prawdopodobnie wieloraka i bardzo ważna; poza rolą RanGTP w rozpadzie hete
rodimeru karioferyny, uczestniczy on także w powrotnym eksporcie karioferyny 
alfa z części jądrowej poru do części cytoplazmatycznej po translokacji białek 
NLS (ruch wahadłowy karioferyn). W powrocie karioferyny alfa do części cyto-
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plazmatycznej poru uczestniczy nukleoporyna NUP153 zlokalizowana w koszyczku 
NPC [21]. Zatem być może aktywność Ran G TPjest raczej związana z mechanizmem 
odtwarzania systemu asymetrii rozmieszczenia białek uczestniczących w translokacji 
(,resetting system ) niż z napędem samej translokacji w porze otoczki jądrowej. W spół
czesne prace Blobeła i współpracowników dotyczą właśnie różnych aspektów  
asymetrii procesów zachodzących po obu stronach NPC [20, 17, 38].

Nowe horyzonty badań nad eksportem białek i nukleoprotein z jądra otworzyły 
pionierskie odkrycia ostatnich lat wykazujące, że: A. białka wiążące się z RNA 
są czynnikami regulującymi albo eksport, albo zatrzymanie RNA w jądrze, B. eksport 
jest regulowany przez fosforylację i defosforylację pewnych białek kontrolujących 
ten proces i C. eksport mRNA jest regulowany przez przebieg dojrzewania mRNA 
(przebieg wycinania intronów i modyfikację 5 ’ i 3’ końców transkryptów mRNA). 
Oznacza to, że podstawowe procesy regulujące funkcjonowanie jądra związane 
są z procesami regulacji transportu w porze otoczki jądrowej. Kilka grup ba
dawczych poszukuje sekwencji NES (nuclear export signal) w eksportowanych  
kompleksach rybonukleoprotein. Takie sekwencje znaleziono w dwóch białkach, 
to jest w inhibitorze kinazy białkowej PKI wyłączającym aktywację pewnej klasy 
czynników transkrypcyjnych (sekwencja NES; LALKLAGLDI), i w białku Rev 
związanym z eksportem mRNA kodującym białko wirusa AIDS, które hamuje 
wycinanie intronów zarówno we własnym mRNA HIV, jak i w innych transkryptach 
RNA gospodarza (NES; LPPLERLTL) [14]. Otwiera się zatem nowy rozdział badań 
dotyczący nie tylko kontroli translokacji między jądrem a cytoplazmą, ale także 
regulacji aktywacji czynników transkrypcyjnych i procesów związanych z chorobami 
wirusowymi (np. AIDS).

Te odkrycia spowodowały, że drugim współczesnym nurtem badań Blobela 
i współpracowników są białka regulujące eksport mRNA [1,18,12]. Już z wcześ
niejszych badań Blobela i innych grup badaczy wiadomo, że wiele nukleoporyn 
zawiera powtarzalne motywy FG, XFXFG lub GLFG i że motyw XFXFG ma 
powinowactwo do karioferyn. Okazało się jednak, że te motywy nukleoporyn wiążą 
również bezpośrednio sekwencje NES kilku białek związanych z regulacją fun
kcjonowania jądra. Zatem, być może, wspólne lub podobne sekwencje receptorowe 
nukleoporyn (bogate w motywy FG) uczestniczą w sprzężeniu importu pewnych 
białek do jądra i w eksporcie rybonukleoprotein.

W ciągu ostatnich dwóch lat zaistniało szereg nowych pytań dotyczących me
chanizmów dwukierunkowej translokacji cząsteczek przez por otoczki jądrowej, 
a 67-letni noblista Günter Blobel wiąże zaskakujące wciąż nowe dane z wybie
gającymi w przyszłość hipotezami. Nic więc dziwnego, że Jego wykład pod zna
miennym tytułem „Nuclear transport: KAPs, NUPs and R A N ” [4] kończący sesję 
Europejskiego Kongresu Biologii Komórki w Bolonii (11 maja 1999 r.) przyciągnął 
uwagę zarówno licznych słuchaczy, jak i dziennikarzy.
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Przeglądając internetowy wydruk publikacji noblisty z ostatnich lat od połowy 
1995 r. do czerwca 1999 r. obejmujący aż 45 (!) pozycji zdałam sobie sprawę, 
że Profesor Blobel reprezentuje współczesny model uczonego. Jest to wybitnie 
utalentowany strateg, koordynator i zapewne inspirator badań, które łączą wydajność 
i elegancję standardu prezentowanych doświadczeń z ambitnymi, ale ostrożnymi 
odniesieniami teoretycznymi. Nie rozumiem, w jaki sposób można bezbłędnie i 
szybko realizować tak ambitne projekty badawcze. Prawdopodobnie połączenie zalet 
utalentowanego inspiratora, a zapewne również związanie z tym możliwości wpływu 
na finansowanie zaprojektowanych badań tworzą współczesnego Noblistę.
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W W ARUNKACH STRESU ABIOTYCZNEGO*

THE X A N TH O PH Y L L  CYCLE U N D ER  ABIOTIC STRESS

Renata MATYSIAK, Gabriela LORENC-PLUCIŃSKA 

Instytut Dendrologii PAN, Kórnik

Streszczenie: W artykule omówiono parametry opisujące cykl ksantofilowy i jego powiązanie z fluore- 
scencją chlorofilu oraz przedstawiono fotoochronną rolę cyklu ksantofilowego w fotosyntezie. Przedys
kutowano również zmiany aktywności cyklu ksantofilowego w aspekcie rytmiki dobowej i sezonowej 
oraz pod wpływem działania abiotycznych czynników stresowych, takich jak: wysoka i niska tempera
tura, okresowy niedobór wody, deficyt składników mineralnych i substancji odżywczych oraz zanieczy
szczenia przemysłowe.
(Postępy Biologii Komrki 2000; 27: 17-29)

Słowa kluczowe: cykl ksantofilowy, fluorescencja chlorofilu, czynniki stresowe.

Summary: This paper discusses the xanthophyll cycle, its regulation and components and a connection 
with chlorophyll a fluorescence and describes the importance of the xanthophyll cycle as a photoprotec
tion mechanism of photosynthesis. The influence of abiotic stress factors such as high and low 
temperature, temporary water and nutrient deficit and environmental pollution on xanthophyll cycle and 
chlorophyll fluorescence are also explored.
(.Advances in Cell Biology 2000; 27; 17-29)

Key words: xanthophyll cycle, chlorophyll fluorescence, stressing factors.

Wykaz stosowanych skrótów: PSI -  fotoukład I, PSU -  fotoukład II, LHCII -  zbierający światło 
kompleks chlorofil a/b-białko związany z PSI i PSII, CPPSII -  zbierający światło kompleks chlorofil 
a-białko z kompleksu rdzeniowego PSII, Di i D2 -  białka stanowiące centra reakcji PSII, F0 -  
fluorescencja początkowa, Fm -  fluorescencja maksymalna, Fy’/Fm’ -  miara sprawności fotochemicznej 
PSII, Fv/Fm -  miara fotochemicznej wydajności PSII w warunkach równowagi, qN -  współczynnik 
niefotochemicznego wygaszenia fluorescencji (NPQ), qp -  współczynnik fotochemicznego wygaszenia 
fluorescencji, 0 p sn  -  kwantowa wydajność transportu elektronów w PSII, Rfd -  indeks witalności.

*Praca dofinansowana przez Fundację Współpracy Polsko-Niemieckiej ze środków Republiki 
Niemiec w ramach grantu nr 3264/97/IS6.
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l.WSTĘP

Cykl ksantofilowy (rys. 1) przebiega u roślin wyższych, paprotników, mszaków 
oraz w kilku grupach glonów [2 i prace tam cytowane]. Najczęściej definiowany 
jest jako odwracalna, światłozależna przemiana barwników ksantofilowych [13, 
14]. Określa się go również jako cykl wiolaksantofilowy lub jako alternatywny 
system askorbinowo-glutationowy rozpraszający nadmiar zgromadzonej energii 
świetlnej przez transformację wiolaksantyny do zeaksantyny [9, 13].

Dla aktywacji cyklu ksantofilowego niezbędna jest obecność barwników ksan
tofilowych, takich jak: zeaksantyna, wiolaksantyna i anteraksantyna [10, 67]. Barw
niki te stanowią utlenione formy karotenoidów, które przez wygaszanie reaktywnego, 
singletowego tlenu w stanie wzbudzonym ( 10 2*) i usuwanie wolnych rodników 
chronią błony tylakoidowe przed ich fotodynamicznym uszkodzeniem [13, 18, 24].

Zawartość barwników biorących udział w cyklu ksantofilowym jest różna. U 
roślin zacienionych notuje się zwiększenie zawartości luteiny z równoczesnym ob
niżeniem zawartości zeaksantyny, anteraksantyny i wiolaksantyny. Przy wzroście 
nasłonecznienia zwiększa się udział barwników następująco: chlorofil a > chlorofil 
b >neoksantyna > (3-karoten > zeaksantyna > anteraksantyna > wiolaksantyna 
> luteina [64].

Cykl ksantofilowy zachodzi w błonach tylakoidów, w korowej i rdzeniowej części 
PSU i PSI oraz w zbierającym światło kompleksie chlorofil o/Z?-białko (LHCII) 
związanym z PSI i PSU [55]. Rozpoczyna się deepoksydacją, czyli fotyczną prze
mianą wiolaksantyny przez anteraksantynę do zeaksantyny, katalizowaną przez de- 
epoksydazę [2]. Enzym ten jest aktywny w kwaśnym (5,8-6,3) pH światła tylakoidów 
[50]. Do aktywacji cyklu ksantofilowanego wymagany jest także askorbinian, 
NADPH lub FM NH9 oraz monogalaktozylodwuacyloglicerol (MGDG) [2, 9, 18].

Reakcją przeciwstawną do deepoksydacji jest epoksydacja. Przebiega ona w cie
mności lub przy średniej intensywności oświetlenia i katalizowana jest przez epo- 
ksydazę, przy współudziale cząsteczkowego tlenu oraz NADPH [11].

Istnieje zależność między natężeniem fotosyntezy i aktywnością cyklu ksan
tofilowego w następstwie przemian zachodzących w wewnętrznych i zewnętrznych 
kompleksach antenowych PSII absorbujących światło i inicjujących transport ele
ktronów do centrum reakcji w PSII. Zaburzenia reakcji Hilla w wyniku fotoinhibicji 
prowadzą do zahamowania transportu elektronów po akceptorowej stronie PSII 
i uszkodzenia kompleksu utleniającego wodę po donorowej stronie PSII. Reakcją 
obronną roślin przed fotoinhibicją jest rozproszenie nadmiaru wzbudzonej energii 
dzięki fotosyntetycznej redukcji 0 2 w PSI (reakcja Mehlera) oraz stymulacji nie
cyklicznego i cyklicznego transportu elektronów. Rozproszenie energii następuje 
w formie ciepła i fluorescencji [13].

Fluorescencja jest reemisją zaabsorbowanej energii świetlnej przez molekuły 
chlorofilu w czasie krótszym niż pikosekunda i jest wskaźnikiem natężenia transportu
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RYSUNEK 1. Cykl ksantofilowy (wg [11,13], zmienione): A -  anteraksantyna, V -  wiolaksantyna, Z -  
zeaksantyna, ’chi* -  singletowy chlorofil w stanie wzbudzonym, 3chl* — tripletowy chlorofil w stanie 
wzbudzonym, 'chi -  singletowy chlorofil w stanie podstawowym, ’car -  singletowy karoten w stanie 
podstawowym, 3car* -  tripletowy karoten w stanie wzbudzonym, '02* -  singletowy tlen w stanie 
wzbudzonym, 3C>2 -  tripletowy tlen w stanie wzbudzonym, Q -  energia cieplna, CPPSII -  zbierający 
światło kompleks chlorofil a-białko występujący w kompleksie rdzeniowym PSU, GSSG (GSH) -  
utleniona (zredukowana) forma glutationu, NADP (NADPH2 ) -  utleniona (zredukowana) forma dinu- 
kleotydu nikotynamido-adeninowego, ATP-aza -  adenozynotrifosfataza, ATP -  adenozynotrifosforan, 
ADP -  adenozynodifosforan

elektronów. Dotyczy ona również procesów związanych z rozproszeniem energii 
w drodze przemian fotochemicznych i niefotochemicznych. Charakterystyka od
powiednich parametrów fluorescencji chlorofilu odzwierciedlających zmiany w jas
nej i ciemnej fazie fotosyntezy jest znana jako krzywa Kautsky’ego (rys. 2).

U wielu roślin modulacje aktywności cyklu ksantofilowego pokrywają się z 
rytmiczną zmiennością czynników zewnętrznych. Rytmika dzienna obrazuje sy- 
nergizm indukcji świetlnej i deficytu wody, wpływający na syntezę zeaksantyny 
[56], anteraksantyny, (3-karotenu w godzinach dopołudniowych, chlorofilu a i b 
i zeaksantyny w południe oraz (3-karotenu, luteiny i anteraksantyny po południu 
[50].
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RYSUNEK 2. Krzywa Kautsky’ego dla igieł sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris L.) [Matysiak i Lorenc- 
Plucińska, dane niepublikowane]: F0, Fm, Fv, Fs, F0\  Fm\  Fv’ -  parametry fluorecsencji chlorofilu a

Rytmika sezonowa wskazuje z kolei na intensywną aktywność cyklu ksantofi- 
lowego wiosną i latem oraz zminimalizowaną w okresie jesiennym  i zimowym 
(tab. 1). Stymulacja syntezy wiolaksyntyny, anteraksantyny i zeaksantyny jest zależna 
od zmian fotoperiodycznych [ i i ] ,

2. CZYNNIKI STRESU ABIOTYCZNEGO 
INDUKUJĄCE ZMIANY CYKLU KSANTOFILOWEGO

2.1. Czynnik fotyczny

Światło o wysokim natężeniu powoduje utratę aktywności fotosyntetycznej części 
CPPSII, wskutek fotoinaktywacji apoproteiny PSII [16, 17, 25]. Aby nie
doszło do całkowitej degradacji D jD 2, nadmiar pobudzonej energii musi być roz
proszony. Tę funkcję realizują odpowiednie struktury PSII, które zachowały zdolność 
do wyłapywania energii wzbudzonej i przekazania jej w reakcji deepoksydacji na 
chlorofil oraz karotenoidy i następnie przekształcenia w energię fluorescencji lub 
ciepła [60]. Rozproszenie nadmiaru pobudzonej energii w cyklu ksantofilowym 
umożliwia reaktywację PSII poprzez resyntezę D jD 2, co pozwala na adaptację 
aparatów fotosyntetycznych do optymalnego poziomu aktywności, nawet przy nad
miernym oświetleniu [17]. Konsekwencją tego jest jednak wzmożona synteza luteiny, 
ß-karotenu, e-karotenu, zeaksantyny, anteraksantyny i neoksantyny kosztem chlo
rofilu a i b [22, 23, 42] oraz aktywacja peroksydazy, dysmutazy ponadtlenowej 
i katalazy [60]. Zmiany dotyczą również kinetyki fluorescencji chlorofilu a , gdzie 
notuje się wzrost niefotochemicznego wygaszenia (NP.Q) [15, 23, 50, 55] oraz
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TABELA 1. Wpływ pór roku na aktywność cyklu ksantofilowego: T wzrost, 4 spadek, V pp -  
aktywność procesu epoksydacji, V DEp -  aktywność procesu deepoksydacji, asc -  askorbinian, 
chi -  chlorofil (a, b), car -  karotenoidy (a-, (3-), lut -  luteina, neo -  neoksantyna, V -  wiolaksan- 
tyna, A -  anteraksantyna, Z -  zeaksantyna, CK -  cykl ksantofilowy, Fm\  NPQ, FV/Fm, F ’/F  ’, 
AF/Fm’, R fd -  parametry fluorescencji chlorofilu a

Pora roku Indukowane zmiany Litera
tura

Wiosna 4 f  .F [51]
Lato T4 AZ, 4Tv, A+Z>V, 4T Fv/F

Tasc, T chi a , tch l b, Tlut, Tv, "tficar, 4neo, 4 a ,  4acar, Ttokoferol 
4Rfd
J-F„’/F „ ’, lA F /F m„ | V CP

[U ]
[16]
[35]
[50]

Jesień Tasc, T chi a , Tchl b, Tlut, 4V , T(3car, Tneo,TA, Tacar, Ttokoferol
T

[16]
[51]

Zima T chi a, b, T AVZ, Tlut, Tneo, Tacar, TFm’, TyNPQ ,4 Fv/Fm 
Tasc, 4  chi a, 4  chi b, 4  lut, 4  V, 4  Bear, 4  neo, 4acar, Ttokoferol, 
Ta

[1]
[16]

A+Z>V, i  Fv/Fm 

A Fv/Fm
[U ]
[51]

spadek sprawności fotochemicznej PSII (Fv/Fm) [15, 25, 26, 60] i kwantowej wy
dajności transportu elektronów w PSII (0 p su ) [22].

Nadmiar promieniowania ultrafioletowego, zwłaszcza UV-B (280-320 nm) i 
UV-A (32CM-00 nm) docierającego do powierzchni Ziemi na skutek zmniejszania 
się zawartości ozonu stratosferycznego powoduje destrukcyjne zmiany w fosfo
lipidach błon tylakoidów [46]. Promieniowanie UV-B zmienia PSI i PSII przez 
redukcję zawartości chlorofilu b, czego następstwem jest zmniejszenie rozmiarów 
anten chlorofilowych [54]. UV-A powoduje destrukcję chlorofilu i karotenoidów 
[5, 37, 46]. UV-A u glonu Laminaria stymuluje syntezę zeaksantyny i chorofilu 
c z jednoczesną redukcją zawartości chlorofilu a [12]. Natomiast pod wpływem 
UV-B następuje zwiększenie syntezy zeaksantyny kosztem chlorofilu zarówno a, 
jak  i c [12]. Uaktywniony cykl ksantofilowy rekompensuje fotouszkodzenia pig
mentów i spadek aktywności fotosyntetycznej. Przyjmuje się, że wzrost zawartości 
białkowo-barwnikowych receptorów wychwytujących UV (flawonoidów) może być 
wskaźnikiem wpływu czynników stresowych na aktywność aparatu fotosyntetycz- 
nego [37].

2.2. Czynnik termiczny

W pływ stresu termicznego na aparat fotosyntetyczny w aspekcie kinetyki fluo
rescencji chlorofilu przedstawiono w tabeli 2. Niska temperatura uszkadza aparat
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TABELA 2. Wpływ stresu termicznego na kinetykę fluorescencji chlorofilu (Fo, Fm, qp, qN, 
Fy/Fm, F ’/Fm\  0 psil -  parametry fluorescencji chlorofilu a)

Temperatura Indukowane zmiany w PSII Literatura

25-45°C F A  a p b  M A  F . , /F m A  « W
[39]

42°C F A m T - 0 PS.IT
[28]

30-40°C qp4. [64]
10-30°C qpj- f J P j . [27]
5-25°C n p q T [1]
5-20°C [31]
15°C F „ f  f A J [14]
4-6°C ‘•nI [3]
2-3°C f T, f  T f / f  1o ’ m , v m [52]

fotosyntetyczny [3, 19, 28] i prowadzi do fotoinhibicji [1, 27] poprzez degradację 
kompleksów chlorofilowo-białkowych, powodując zmianę struktury PSII i PSI. Re
akcją na powyższy stres jest zróżnicowana intensywność fotooksydacji barwników; 
(3-karoten > ksantofile > chlorofil a > chlorofil b [19, 21, 64]. Proces ten uważa 
się za wskaźnik uruchomienia syntezy ksantofili z |3-karotenu, przy jednoczesnym  
rozproszeniu nadmiaru pobudzonej energii w cyklu ksantofilowym [28, 64].

W wysokiej temperaturze obserwuje się fotowygaszanie w następstwie degradacji 
chlorofilu [4, 14, 28, 39]. Jest ono silniejsze w PSI niż w PSII [45]. Większa 
wrażliwość PSI wynika z braku ochronnej roli cyklu ksantofilowego, którego aktyw
ność w tym fotoukładzie jest znacznie ograniczona. W PSII karotenoidy przejmują 
nadwyżkę energii i zapobiegają dalszej degradacji chlorofilu [1, 2, 4, 21].

2.3. Deficyt wody

Stres wodny uszkadza aparat fotosyntetyczny [26] przez wzrastającą termosta- 
bilność CPPSII [39] i degradację Dj [17] i tym samym modyfikuje PSII [51]. 
Obserwowany wówczas wzrost wartości współczynnika niefotochemicznego wy
gaszenia (qN) i spadek wartości współczynnika fotochemicznego wygaszenia (qp), 
Fv/Fm, fotochemicznej wydajności PSII w warunkach równowagi (Fv’/Fm’) i 0 p su  
[26, 39, 51] odpowiadają nadmiernej produkcji wolnych rodników i aktywacji enzy
m atycznych i nieenzymatycznych mechanizmów ochronnych eliminujących aktywne 
formy tlenu [32].

2.4. Gazowe zanieczyszczenia atmosfery

Scenariusze przyszłych zmian klimatycznych przewidują wzrost stężenia dwu
tlenku węgla, tlenków azotu (NOx) i azotanu nadtlenku acetylu (PAN), indukujących

http://rcin.org.pl



CYKL KSANTOFILOW Y. 23

degradację ochronnej warstwy troposferycznej. Następstwem negatywnego oddzia
ływania gazowych zanieczyszczeń powietrza na zbiorowiska roślinne są odwracalne 
lub trwałe zmiany produktywności fotosyntetycznej.

Ozon troposferyczny, jeżeli występuje w nadmiarze, stwarza poważne zagrożenie 
dla aktywności fotosyntetycznej (tab. 3). Przez redukcję pierwszego akceptora ele
ktronów, ubichinonu, następuje zakłócenie transportu elektronów [7]. Nadmiar 
zgromadzonej energii przyczynia się do asocjacji barwników anteny i inaktywacji 
CPPSII [38, 48]. Może ona jednak ulec rozproszeniu przez deepoksydację wio- 
laksantyny do zeaksantyny [7, 32]. Jednocześnie wzrasta zawartość chlorofilu a 
i b, (3-karotenu, luteiny, neoksantyny, zeaksantyny [7, 32, 38].

Ozon jest silnym utleniaczem błon tylakoidów. Pod wpływem UV ozon szybciej 
rozpada się na reaktywne formy tlenu, czego konsekwencją są zaniżone wartości 
parametrów fluorescencji chlorofilu, takie jak: fluorescencja maksymalna (Fm), Fv/F m 
i qp [38, 48, 53]. Ich usuwanie może następować między innymi przez askorbinian 

czy karotenoidy, które jako elementy cyklu ksantofilowego biorą udział w reakcji 
deepoksydacji. Na utlenianie szczególnie podatnajest neoksantyna w przeciwieństwie 
do (3-karotenu, który charakteryzuje się dużą odpornością [32]. Fotooksydacji ulegają 
również kompleksy białkowo-barwnikowe [32]. Efekty szkodliwego działania ozonu 
są podobne do obserwowanych w starzejących się tkankach [48].

Dwutlenek siarki (S 0 2), tlenki azotu (NOx) i azotan nadtlenku acetylu (PAN) 
indukują rozpad chlorofilu (tab. 3) powodując widoczne uszkodzenia organów asy- 
milacyjnych. Intensywny przepływ elektronów z PSII do PSI w rezultacie przewagi 
niecyklicznego transportu elektronów i wzrostu qN powoduje wzrost gradientu pro
tonów w błonach tylakoidowych. Wzrost zakwaszenia światła tylakoidów hamuje 
syntezę ATP oraz uaktywnia pH-zależną deepoksydazę odpowiedzialną za syntezę 
zeaksantyny. Na działanie S 0 2, NOx, PAN bardziej podatny jest chlorofil a i 
(3-karoten niż chlorofil b i ksantofile. Sugeruje to, że CPPSII jest szybciej de
gradowane niż LHCII [67]. Objawem zaburzeń funkcji aparatu fotosyntetycznego 
są też niskie wartości fluorescencji chlorofilu, zwłaszcza qp, Fv/Fm, 0 p sn , czy 
tzw. indeksu witalności (Rfd) [8, 49, 58, 61]. Długotrwały wpływ wymienionych 
gazów prowadzi do wzrostu zawartości askorbinianu i aktywności katalazy, bio
rących udział w reakcji deepoksydacji.

2.5. Biogenność podłoża

Spośród 3 biosfer jedynie litosfera wzbogaca własne zanieczyszczenia o zanie
czyszczenia atmosferyczne i hydrosferyczne. Podwyższenie poziomu toksycznych 
makro-, mikro- czy ultraelementów wiąże się z obniżeniem poziomu ważnych dla 
roślin biogenów w kompleksie glebowym.

Nadmiar azotu przy stresie fotycznym prowadzić może do wzrostu poziomu 
zeaksantyny (tab. 3). Przy dłuższym działaniu stresu obserwowano wzrost zawartości
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TABELA 3. Wpływ różnych czynników abiotycznych na aktywność cyklu ksantofilowego i 

fluorescencję chlorofilu ] wzrost, j, spadek, chi -  chlorofil, V -  wiolaksantyna, Z -  zeaksantyna, car 

-  karoteny, F0, Fm, Fv, qp.qN, Fv/Fm> Fv’/Fm’, 0psn, Rfd -  parametry fluorescencji chlorofilu a

Czynnik Poziom barwników Wartości parametrów fluorescencji chlorofilu Gatunek roślin Literatura

_______ chi V z car F. F. F, ą, qn IV Fm F,7F„' Oran Rfd______________________________________

_UV________|__________   Hicotiana tabacum___ [5]___________

UVA |  Zea mays, Triticum [37]
aestivum, A vena 
sativa, Amaranthus 
caudatus, Helianthus 
annuus, Nicotiana 
tabacum, Portulaca 
oleracea, Cucurbita 
fici/olia, Spinacia 
oleracea

UVB i Ti Picea abies [46, 54]

Oj T i T Cucurbita pepo 17]

Oj t ł i T Ti Picea abies |321

O j Ti T T i T i Populus deltoides x 
maximowiczi, P. x  
euramericana

[38, 53]

o , i Triticum aestivum, 
T. durum

[48]

Oj i i Pinus sylvestris [49]

SO:, NO: i i i T 1 i |  Pinus svlvestris [49, 57, 58]

SO, 1 i T i i Picea abies 1611

S 0 2 T T i Spinacia oleracea, 
Pelargonium zonale

[63|

TN T i Spinacia oleracea [9, 65[

IN i T T i T i i Heuchera 
americana. Picea 
abies, Spinacia 
oleracea

[9, 52, 59. 65.)

Mn i i i Betula ermanii, 
Ainus hirsuta, Ulmus 
davidiana, Acer 
mono

[29]

Pb, Ni, 
Cd, Zn

1 i Secale cereale [33]

Cd i i T i i Brassica napus [34]

Pb i i T i i Pisum sativum [401

Cu i T i i t  Phaseolus coccineus 1411

Al T i i i Triticum aestivum [44]
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A.-karotenu i (3-karotenu, luteiny i neoksantyny [47]. Wpływ niedoboru azotu na 
aktywność cyklu ksantofilowego wiąże się ze spadkiem zawartości chlorofilu i 
z udziałem pH-zależnej syntezy anteraksantyny i zeaksantyny w rozproszeniu nad
miaru energii (tab. 3). U roślin z niedoborem N proces ten w sposób ograniczony 
może zachodzić późnym popołudniem. Zwykle jednak ma miejsce w południe [65].

Dostępność dla roślin biogenów (N, K, P, S, Cl i licznych mikroelementów) 
wpływa na skład barwników. Niedobór Mg, K, Ca sprzyja oksydacyjnej degradacji 
białka D t, kompleksów chlorofilowo-białkowych PSU [17], np. LHCII [30]. N ie
dobór S i P obniża poziom chlorofilu do 15%, sprzyja 20-30%  fotouszkodzeniom 
CPPSII, a funkcję akceptora energii świetlnej przejmuje LHCII. Następuje wówczas 
aktywacja procesu deepoksydacji, połączona z 2-krotnym spadkiem zawartości wio- 
laksantyny, 9-krotnym wzrostem anteraksantyny i 20-krotnym wzrostem zeaksantyny 
i rozproszeniem nadmiaru zaabsorbowanej energii w postaci ciepła. Rolę rozpra- 
szacza energii pełni prawdopodobnie również luteina, bowiem jej zawartość zwiększa 
się wówczas 2-krotnie [66].

Nadmiar Cu, Cd, Pb, Ni, Zn, Fe, Al i Mn zmniejsza zawartość chlorofilu i 
karotenoidów [33, 34 ,40 ,44], co obniża możliwość fotochemicznego wykorzystania 
nadmiaru zaabsorbowanej energii słonecznej (tab. 3). Pod wpływem Cu, Mn, Al, 
Pb, Cd obserwuje się niskie wartości qp i Fv/Fm, co świadczyć może o inhibicji 
PSU [23, 29, 33, 34, 41, 44]. Z kolei obserwowany wzrost qN pod wpływem 
Cu, Al, Cd wskazuje na rozproszenie energii w postaci ciepła oraz kumulacji H+ 
[29, 33, 34, 40, 41, 44]. Zmiany te wskazują również na zakłócenia w reakcjach 
deepoksydacji i zminimalizowaniu kwantowej wydajności transportu elektronów 
w PSII [34, 41, 44]. Niekorzystne działanie Mn i Pb prowadzi również do degradacji 
białka Dj [29, 40].

2.6. Herbicydy

Chemiczne środki chwastobójcze stosowane są do całkowitego (herbicydy to
talne) lub wybiórczego (herbicydy selektywne) hamowania rozwoju niepożądanych 
gatunków roślin. W iele herbicydów typu DCMU, bentazon czy atrazyna, blokuje 
przepływ elektronów przez PSII. Następstwem pełnej inhibicji PSII jest bliska zeru 
wartość Rfd, świadcząca o zaniku fluorescencji chlorofilu [5, 37].

Herbicydy fotodynamiczne powodują peroksydację lipidów błon tylakoidów i 
destrukcję barwników fotosyntetycznie czynnych [5,43]. W iążąc się z semichinonem 
blokują transport elektronów z PSII [6, 20, 36, 62].

PODSUMOWANIE

U roślin autotroficznych cykl ksantofilowy pełni istotne funkcje fotoochronne, 
umożliwiające zachowanie homeostazy w warunkach stresowych. Powstały pod
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wpływem czynników stresu abiotycznego nadmiar zaabsorbowanej energii świetlnej 
zostaje przekazany w reakcji deepoksydacji na alternatywny szlak syntezy utle
nionych karotenów. Przemianę wiolaksantyny do anteraksantyny i następnie do 
zeaksantyny indukuje obniżone pH wewnątrztylakoidalne. Z kolei reakcja od
wrotna -  epoksydacja wymaga neutralnego pH i prowadzi do zniwelowania po
tencjalnych uszkodzeń wywołanych przez wolne rodniki w PSII i PSI, wspomagając 
reorganizację fotosystemów, np. przez resyntezę apoprotein D 1 i D2. Tak więc 
aktywacja odpowiednich reakcji cyklu ksantofilowego umożliwia usuwanie usz
kodzeń fotosystemów wywołanych przez różnorodne czynniki stresowe, zapobie
gając w ten sposób obniżeniu natężenia fotosyntezy.
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ROLE OF B A X  A N D  BC L-2 IN R EG ULATIO N  
OF M A M M A R Y  EPITHELIAL CELLS APOPTOSIS

Tomasz MOTYL*, Barbara GAJKOWSKA**, Tomasz PŁOSZAJ*, 
Przemysław WARĘSKI*, Arkadiusz ORZECHOW SKI*, W ioletta ZIMOW SKA*, 

Urszula WOJEW ÓDZKA**, Zofia RYNIEWICZ***, Anna REKIEL****
j|C

Katedra Fizjologii Zwierząt, Wydział Weterynaryjny SGGW, Warszawa, 
Centrum Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej, PAN, W arszawa, Instytut 
Genetyki i Hodowli Zwierząt, PAN, Jastrzębiec, Katedra Szczegółowej 
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Streszczenie: Celem niniejszego opracowania jest przedstawienie przeglądu wiadomości dotyczącego 
konkretnego modelu apoptozy, a mianowicie fizjologicznie występującej śmierci komórek nabłonka 
gruczołu mlekowego, a w szczególności roli białek z rodziny Bcl-2 w regulacji tego procesu. Pracę tę 
napisano na podstawie dotychczasowych danych literaturowych oraz wyników własnych badań nad 
mechanizmami przebudowy gruczołu mlekowego. Bax i Bcl-2 należą do kluczowych regulatorów 
apoptozy, kontrolujących przepływ jonów (K+, H+, Cl", Ca2+) i reaktywnych form tlenu w komórce, 
uwalnianie apoptogennych czynników (AIF, cytochromu c) z mitochondriów oraz aktywację egzekuto
rów apoptozy (kaspaz, DNaz). Apoptoza komórek nabłonka gruczołowego badana zarówno na modelu 
in vitro (linie komórkowe, np. HC11, MCF-7), jak i modelu in vivo (np. gruczoł mlekowy kozy w cyklu 
laktacyjnym oraz lochy w czasie inwolucji) związana jest ze zmianami ekspresji bax i bcl-2 oraz 
wewnątrzkomórkową redystrybucją ich produktów. Generalnie „czynniki przeżycia”, np. prolaktyna, 
EGF, zwiększają ekspresję bcl-2 i hamują ekspresję bax, natomiast „czynniki śmierci”, np. auto-/para- 
krynnie działający TGF-(3i zwiększa stosunek Bax/Bcl-2 w komórce. TGF-(3i poza aktywacją transkry
pcji stymuluje redystrybucję Bax z cytozolu do błon mitochondrialnych, siateczki śródplazmatycznej i 
aparatu Golgiego oraz do jądra komórkowego. Zakończenie laktacji związane jest ze spadkiem wydzie
lania hormonów laktogennych (prolaktyna, hormon wzrostu), co prowadzi do zwiększenia ekspresji 
lokalnych, wewnątrzgruczołowych inhibitorów wzrostu i induktorów apoptozy (TGF-(3S, FIL, MDGI, 
mammastatyny) i w następstwie wzrostu ekspresji promotorów apoptozy (Bax, Bcl-xs), aktywacji jej 
egzekutorów i w konsekwencji do masowej apoptozy komórek nabłonkowych, warunkującej inwolucję 
gruczołu mlekowego.
(Postępy Biologii Komórki 2000; 27: 31-40)

Słowa kluczowe: apoptoza, Bax, Bcl-2, gruczoł mlekowy.
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Summary: The aim of this review is to present a concrete model of apoptosis, namely the physiological 
death of mammary epithelial cells, and put emphasis on the role of Bcl-2 related proteins in the regulation 
of this process. The paper is based on the literature and our own observations related to the regulatory 
mechanisms of mammary gland remodelling. Bax and Bcl-2 belong to the key regulators of apoptosis 
controlling ion (K+, H+, Cl", Ca2+) and reactive oxygen species fluxes within the cell, releasing 
apoptogenic factors (AIF, cytochrome c) from mitochondria and activating executors of apoptosis 
(caspases, DNases). Apoptosis of mammary epithelial cells studied both in vitro (cell cultures i.e. HC11 
and MCF-7) and in vivo (i.e. mammary gland of goat during lactation and involuting mammary gland of 
sow) is associated with the altered expression of box and bcl-2 and intracellular redistribution of their 
products. In general, „survival factors”, i.e. prolactin, EGF increase expression of bcl-2 and inhibit 
expression of box, whereas „death factors” i.e. auto-/paracrine functioning TGF-(3i increase intracellular 
Bax/Bcl-2 ratio. TGF-(3i in addition to transcriptional activation stimulates redistribution of Bax protein 
from cytosol to organellar membranes (mitochondrial, endoplasmic reticulum, Golgi apparatus) and to 
nucleus. The end of lactation is associated with the drop of endocrine secretion of lactogenic hormones 
(prolactin, growth hormone), which in turn leads to augmented expression of local, intramammary 
derived growth inhibitors and inductors of apoptosis (TGF-(3s, FIL, MDGI, mammastatin). Consequent
ly, increased expression of apoptotic promoters (Bax, Bcl-xs) and activation of executors inevitably leads 
to massive apoptosis of epithelial cells, responsible for involution of mammary gland.
(Advances in Cell Biology 2000; 27: 31-40)

Key words: apoptosis, Bax, Bcl-2, mammary gland.

Przebudowa gruczołu mlekowego polega na następujących po sobie procesach 
inwolucji i wzrostu tkanki wydzielniczej, regulowanych przez dynamiczną rów-

RYSUNEK 1. Dynamiczna równowaga między mitozą a apoptozą jako zjawisko odpowiedzialne za 
wzrost i inwolucję tkanki gruczołowej w procesie przebudowy gruczołu mlekowego
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nowagę m iędzy apoptozą i mitozą komórek nabłonka gruczołowego (rys. 1). In- 
wolucja gruczołu mlekowego polega na degradacji glikoprotein macierzy poza- 
komórkowej i błony podstawnej, masowej apoptozie komórek nabłonkowych i 
zastępowaniu ich przez tkankę łączną, co w konsekwencji prowadzi do zaniku 
większości pęcherzyków wydzielniczych wraz z przewodami mlekowymi. Rolą 
inwolucji jes t przygotowanie narządu do fazy spoczynku lub powtórnego cyklu 
laktacyjnego.

BIAŁKA Z RODZINY BCL-2: PODZIAŁ, WYSTĘPOWANIE, 
STRUKTURA, FUNKCJE, MECHANIZM DZIAŁANIA

Apoptoza w przeciwieństwie do martwicy jest czynną śmiercią komórki, wy
magającą w swym przebiegu syntezy RNA i białka [40]. Kluczową rolę w regulacji 
apoptozy w jej fazie decyzyjnej odgrywają białka z rodziny Bcl-2 [1, 27, 43]. 
Są to bardzo konserwatywne białka, których homologi występują na różnych etapach 
rozwoju filogenetycznego zarówno u wirusów, nicieni, jak i kręgowców. Cechą 
charakterystyczną białek rodziny Bcl-2 jest występowanie homologicznych sekwen
cji: BH1, BH2, BH3, BH4 (Bcl-2 homology regions). Domeny te determinują zdol
ność do dimeryzacji białek należących do tej rodziny ułatwiając formowanie homo- 
i heterodimerów, a także interakcje z innymi białkami regulującymi apoptozę, lecz 
strukturalnie nie spokrewnionymi z Bcl-2 (np. B agl, Raf-1). Na podstawie wy
stępowania poszczególnych domen i wynikających stąd właściwości białek rodzinę 
Bcl-2 podzielono na 3 podrodziny: podrodzinę Bcl-2 (np. występujące u ssaków: 
Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-xs, Bcl-w, Mcl-1, A l), podrodzinę Bax (Bax, Bak, Bok) oraz 
podrodzinę BH3, charakteryzującą się występowaniem właśnie tej domeny (np. 
Bad, Bik, Bid). Białka z podrodziny Bcl-2 (z wyjątkiem Bcl-xs) są inhibitorami 
apoptozy, natomiast białka z podrodzin: Bax i BH3 są promotorami śmierci. Cechą 
charakterystyczną większości białek z rodziny Bcl-2 jest występowanie C-terminalnej 
domeny transbłonowej, która umożliwia ich „zakotwiczanie” w błonach organelli: 
mitochondrialnych, siateczki śródplazmatycznej, jądrowej i aparatu Golgiego. Usu
nięcie domen kotwiczących białka w błonach powoduje ograniczenie ich zdolności 
jako regulatorów śmierci [16, 74]. Udowodniono, że w mysich tymocytach Bcl-2 
jest zlokalizowane wyłącznie we frakcji błonowej, Bax w cytozolu, natomiast Bcl-xl 
jest obecne w obydwu: cytozolowej i błonowej frakcji komórkowej [18]. Indukcja 
apoptozy deksametazonem lub promieniowaniem w tymocytach zmienia wewnątrz
komórkowe rozmieszczenie Bax i Bcl-xl, które przechodzą z formy rozpuszczonej 
w cytozolu do formy związanej z błoną. Transbłonowe domeny białek bcl-2 mogą 
również mieć znaczenie inne niż „kotwice” błonowe: między innymi jako pod
stawowe miejsce dla homodimerycznych interakcji lub miejsca wiązania białek 
prionowych [28].
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RYSUNEK 2. Konfokalny obraz ekspresji bcl-2 w: a -  komórce mysiej białaczki limfatycznej linii 
LI 210, b -  szczurzym mioblaście szkieletowym linii L6, c,d-komórkach nabłonka gruczołu mlekowego 
myszy linii HC11 (c -  komórka o mniejszej ekspresji bcl-2, d -  komórka o większej ekspresji bcl-2)\ 
Bcl-2 wyznakowano monoklonalnymi przeciwciałami anty-Bcl-2 sprzężonymi z fluoresceiną
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Protoonkogen bcl-2 został po raz pierwszy odkryty w wyniku chromosomalnej 
translokacji t( 14; 18) powszechnie stwierdzanej w nie-Hodgkinowskich chłoniakach 
[66, 67]. bcl-2 jest normalnie zlokalizowany na chromosomie 18 q21, jednakże 
w wyniku translokacji dostaje się on pod wpływ genu IgH na chromosomie 14 
q32, co w konsekwencji prowadzi do wzmożenia ekspresji i nadprodukcji białka 
Bcl-2. Nadekspresja bcl-2 występuje nie tylko w złośliwych chorobach prolife- 
racyjnych układu krwiotwórczego, ale również w wielu typach złośliwych guzów 
litych i jest odpowiedzialna za ich oporność na radio- i chemioterapię [55]. Do
wiedziono, że w 57% przypadków raka piersi [73] i w 27% raka prostaty [5] 
występuje nadekspresja bcl-2. W ysoką ekspresję bcl-2 stwierdziliśmy w stan
dardowych liniach komórek białaczkowych: L1210 (rys. 2a), MOLT-4, K562 oraz 
w stransformowanych liniach: szczurzych mioblastów szkieletowych L6 (rys. 2b) 
oraz mysich komórkach nabłonka gruczołu mlekowego HC11 (rys. 2c, d). Poziom 
Bcl-2 w badanych komórkach był różny i zależny od linii komórkowej, cyklu 
komórkowego, dostępności czynników wzrostowych i troficznych oraz apoptogen- 
nych i antyapoptogennych stymulacji [41, 50, 76, 77]. Spośród wszystkich znanych 
dotychczas białek komórkowych Bcl-2 jest najsilniejszym inhibitorem apoptozy 
wywołanej przez bardzo różne czynniki, np. promieniowanie jonizujące, hipertermię, 
deficyt czynników wzrostowych, glikokortykoidy, chemioterapeutyki [16] oraz re
aktywne formy tlenu [76].

Bax (Bcl-2 associated X protein) jest najlepiej opisanym promotorem apoptozy, 
zależnym od czynnika transkrypcyjnego p53, jakkolwiek w niektórych typach ko
mórek nie zawsze aktywacja genu p53 indukuje proces apoptozy za pośrednictwem 
wyżej wymienionego białka [21]. Ludzki gen zlokalizowany jest na chromosomie
19 q 13,3-13,4 [2]. Gen ten ma długość 4500 par zasad oraz złożony jest z 6 egzonów 
przedzielonych 5 intronami. U człowieka, w wyniku procesu alternatywnego spli- 
cingu pierwotnego transkryptu powstają aż trzy różne formy dojrzałego białka. 
Są to: aktywna biologicznie forma B axa zbudowana ze 192 aminokwasów (o masie 
cząsteczkowej wynoszącej 21 kDa)[47], mająca hydrofobową domenę C-terminalną, 
mogącą zakotwiczyć całą cząsteczkę w błonach organelli komórkowych oraz cy- 
tozolowe białka Bax(3 i Baxy nie mające transmembranowej domeny (rola tych 
ostatnich nie została jak  dotąd poznana). Białko B axa (Bax) może tworzyć z białkami 
z rodziny Bcl-2 zarówno homodimery stymulujące apoptozę, jak i heterodimery. 
Spośród licznych członków rodziny Bcl-2 białko Bax ma wysokie powinowactwo 
jedynie do czterech antyapoptotycznych białek: Bcl-2 i A l (z którymi formuje 
heterodimery hamujące apoptozę) oraz do Bcl-xl i Mcl-1, z którymi tworzy hete
rodimery proapoptotyczne. Podobnie jak w przypadku bcl-2, najwyższy poziom 
ekspresji bax występuje w komórkach nowotworowych i stransformowanych. Ostat
nie nasze badania przeprowadzone na liniach ludzkich komórek nowotworowych: 
raka sutka MCF-7, glejaka U373MG, raka jajnika PA1 i raka okrężnicy COLO205 
z zastosowaniem laserowej cytometrii skaningowej wykazały zależność ekspresji
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bax od cyklu komórkowego z najwyższym poziomem Bax w komórkach w fazie 
G2/M (rys. 3). Przechodzenie komórki przez kolejne fazy cyklu związane jest także 
z wewnątrzkomórkową redystrybucją Bax z obszaru cytoplazmatycznego do obszaru 
jądrowego, co sugeruje udział tego białka w regulacji cyklu komórkowego.

Immunohistochemiczna analiza białek z rodziny Bcl-2 w zdrowych tkankach 
wykazała szeroką, lecz zróżnicowaną ekspresję bcl-2, bcix, bcl-x i mcl-1 [23, 24, 
25, 37]. Stosunkowo wysoki poziom białka Bax występuje w komórkach licznych 
narządów człowieka, np. wątroby, zewnątrzwydzielniczej części trzustki, jelita cien
kiego, mięśni szkieletowych i gładkich, układu nerwowego, nerek, grasicy, szpiku 
kostnego, węzłów chłonnych, gruczołu krokowego oraz gruczołu mlekowego [37]. 
Generalnie Bax jest bardziej rozpowszechniony w zdrowych tkankach niż Bcl-2. 
Ekspresję bcl-2 wykryto przede wszystkim w komórkach niezróżnicowanych o dużej 
witalności, np. prekursorowych szpiku kostnego, nabłonka przewodu pokarmowego, 
gruczołu mlekowego i gruczołu krokowego [17].

Odpowiedź ze strony białek z rodziny Bcl-2 na sygnały przeżycia i śmierci 
odbywa się na poziomie zarówno transkrypcyjnym, jak i potranslacyjnym, w tym 
przez fosforylację oraz proteolityczne rozszczepienie [1]. Istotnym i mało poznanym 
dotychczas zjawiskiem jest przemieszczanie się białek z rodziny Bcl-2 z cytoplazmy 
do błon organelli w odpowiedzi na czynnik apoptotyczny [18]. Uważa się, iż prze
sunięcie Bax z cytozolu do zewnętrznej błony mitochondrialnej w czasie apoptozy 
odbywa się w ciągu 30 min i wyprzedza w czasie takie symptomy apoptozy, jak 
obkurczenie komórki i kondensację chromatyny [72].

Pomimo intensywnych badań molekularny mechanizm regulacji apoptozy przez 
białka z rodziny Bcl-2 jest wciąż mało poznany. Strukturalne podobieństwo białek 
rodziny Bcl-2 z tworzącą pory domeną błonową toksyny błonicznej sugeruje, że 
białka te tworzą kanały błonowe regulowane przez sygnały zależne od napięcia 
i pH [45]. Bax i Bcl-2 tworzą w sztucznych błonach kanały jonowe o różnej se
lektywności, przewodności, zależności od napięcia i właściwościach prostowniczych 
[60]. Bax jest bardziej selektywny dla CU, podczas gdy Bcl-2 dla K+. Białka z 
rodziny Bcl-2 mogą również regulować przepływ H+ oraz Ca" przez błony we
wnątrzkomórkowe [29]. Poznanie struktury trzeciorzędowej Bcl-xl i Bax potwier
dziło możliwość ich wbudowywania w błony wewnątrzkomórkowe i tworzenie 
kanałów jonowych [3]. Uważa się, iż sygnał apoptotyczny powoduje oligomeryzację 
Bax (występującego w cytozolu w postaci monomerów) i wbudowywanie w błony 
organelli oligomerów Bax, których struktura czwartorzędowa pozwala na formowanie 
kanałów jonowych. Agoniści i antagoniści apoptozy z rodziny Bcl-2 mogą wchodzić 
w skład większych kompleksów białkowych tworzących pory w błonach mito- 
chondrialnych, przepuszczalne dla cząsteczek <1,5 kDa [74]. W procesie apoptozy 
dochodzi prawdopodobnie do włączania Bax, Bcl-xs lub/i innych agonistów apoptozy 
w te kompleksy i wzrostu przepuszczalności błon mitochondrialnych dla wody, 
jonów i związków drobnocząsteczkowych, pęcznienia mitochondriów, pękania zew-
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RYSUNEK 3. Współzależność pomiędzy cyklem komórkowym a ekspresją bax w komórkach ludzkiego 
raka sutka linii MCF-7. Poziom Bax w komórkach wyznakowanych poliklonalnymi przeciwciałami 
anty-Bax i wtórnymi przeciwciałami sprzężonymi z fluoresceiną oceniano metodą laserowej cytometrii 
skaningowej. Zawartość Bax w komórce wzrasta podczas przechodzenia komórki przez kolejne fazy 
cyklu osiągając najwyższe wartości w fazie G2/M. A -  komórki apoptotyczne w fazie zniszczenia o bardzo 
niskim poziomie Bax. Cykl komórkowy oceniano na podstawie zawartości DNA w komórce, wybarwio- 
nego 7-aminoaktynomycyną D

nętrznej błony mitochondrialnej i uwalniania z przestrzeni międzybłonowej czyn
ników indukujących apoptozę: cytochromu c i AIF (Apoptosis Inducing Factor)[\2], 
AIF jest 50 kDa proteazą, która jest niezbędna do proteolitycznego uaktywnienia 
kaspazy 3 i do późniejszej aktywacji jądrowych endonukleaz w warunkach in vitro 
[27, 74]. W przeciwieństwie do AIF, cytochrom c, który został zidentyfikowany 
jako czynnik 2 uaktywniający apoptozę (Apaf 2)[33], wymaga cytozolowych białek
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zwanych Apaf 1 i Apaf 3 do proteolitycznej aktywacji kaspazy 3 [68, 78]. Odkryto, 
że A paf 1 jest homologiem Ced-4, białka regulującego apoptozę u nicienia Cae- 
norhabditis elegans. Vaux [68] zaproponował dyskusyjny model aktywacji kaspazy 
3 w obecności dATP, cytochromu c (Apaf-2), Apaf-1 i Apaf-3 (niezdefiniowane 
45 kDa białko). Zgodnie z tym modelem cytochrom c i Apaf-3 aktywuje Apaf-1, 
który w obecności dATP rozszczepia prokaspazę-3, umożliwiając jej przekształcenie 
w formę proteolitycznie aktywną. Bcl-2 lub Bcl-xl mogą hamować aktywację ka- 
spazy-3 zarówno przez zapobieganie uwalniania AIF i cytochromu c z mitochon- 
driów, jak  i przez bezpośrednie wiązanie z Apaf-1 (Ced-4). Jak już wcześniej 
wspomniano, cechy budowy Bcl-xl dowodzą zarówno możliwości kotwiczenia w 
błonie, jak i ewentualnego sprzężenia z homologami Ced-4 [3]. Spokrewnieni z 
Bcl-2 antagoniści apoptozy mogą formować kompleksy zawierające Ced-4 i liczne 
prokaspazy, jak również hamować aktywację kaspaz [7]. Agoniści programowanej 
śmierci z rodziny Bcl-2 prawdopodobnie rozszczepiają te kompleksy doprowadzając 
do aktywacji kaspaz, będących egzekutorami apoptozy, uczestniczącymi w roz
szczepianiu białek cytozolowych i jądrowych [20, 69] oraz aktywacji DNaz od
powiedzialnych za apoptotyczną fragmentację DNA [8].

APOPTOZA -  PODSTAWOWY PROCES ODPOWIEDZIALNY 
ZA INWOLUCJĘ GRUCZOŁU MLEKOWEGO

Apoptoza jest odpowiedzialna za spadek liczby komórek w czasie inwolucji 
gruczołu mlekowego po naturalnym odsądzeniu lub zabraniu miotu u gryzoni [53, 
54] oraz u przeżuwaczy w okresie zasuszania [52,70]. Uważa się także, iż postępujący 
spadek liczby komórek gruczołowych u przeżuwaczy między szczytem laktacji 
a zasuszeniem jest wynikiem przesunięcia równowagi między mitozą a apoptozą 
(rys. 1) na korzyść tej ostatniej [70]. W czasie inwolucji gruczołu mlekowego 
poza nasiloną apoptozą komórek nabłonka wydzielniczego dochodzi do proteolizy 
substancji międzykomórkowej [61].

Najlepiej dotychczas poznany proces inwolucji gruczołu mlekowego u myszy 
został przez niektórych badaczy [35, 11] podzielony na dwie fazy: fazę I -  trwającą 
od 1. do 3. dnia po zakończeniu karmienia, zależną od czynników wydzielonych 
do mleka [31] oraz fazę II -  trwającą od 4. do 10. dnia, zależną od obniżenia 
poziomu hormonów i czynników wzrostowych [35].

Podczas pierwszej fazy inwolucji zaobserwowano 6 kolejno po sobie następu
jących zjawisk:

a) spadek aktywności białek Stat5a i Stat5b będących wtórnymi przekaźnikami 
receptorów prolaktynowych, cytokinowych i czynników wzrostowych [30],

b) wzrost poziomu ekspresji genów c-fos i jun-d, a następnie formowanie się 
z ich produktów białkowych czynnika transkrypcyjnego AP-1 [10],
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c) zwiększenie się w 1. i 2. dniu zasuszania ekspresji cytokin: TGF-(3l, -(32, 
-(33, T N F -a i KGF [22],

d) podwyższenie poziomu biosyntezy białek Bax, Bcl-xl i Bcl-xs [14, 30],
e) wzrost ekspresji zarówno TIM P (tkankowego inhibitora metaloproteinaz), jak 

i kaspaz zaangażowanych w degradację białek komórkowych i substancji międzyko
mórkowej [6],

f) zwiększenie liczby komórek apoptotycznych w pęcherzykach wydzielniczych.
W okresie trwania drugiej fazy inwolucji gruczołu mlekowego myszy zaob

serwowano 4 kolejno po sobie następujące procesy:
a) względny spadek liczby komórek apoptotycznych [14],
b) względny wzrost ekspresji metaloproteinaz stromelizyny-1 i gelatynazy A 

[35, 63] w stosunku do TIMP,
c) proteolityczną degradację błony podstawnej nabłonka wydzielniczego oraz 

pozostałych składników substancji międzykomórkowej [35],
d) przebudowę płacikowo-pęcherzykowej struktury gruczołu mlekowego [35, 

63].
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EKSPRESJA I ROZMIESZCZENIE BAX I BCL-2 
W KOMÓRKACH NABŁONKA WYDZIELNICZEGO 

GRUCZOŁU MLEKOWEGO

Dotychczasowe dane dotyczące zmian ekspresji niektórych genów z rodziny 
bcl-2 podczas apoptozy komórek nabłonka wydzielniczego gruczołu mlekowego 
odnoszą się przede wszystkim do myszy. W okresie spoczynku i podczas laktacji 
transkrypcja genów bax i bcl-x zachodzi na dość niskim poziomie (białko p53 
nie wydaje się mieć wpływu na ekspresję genów z rodziny /x7-2)[30, 31, 38]. 
Znaczący wzrost liczby komórek apoptotycznych w nabłonku wydzielniczym wy
kazano dopiero w 3. dniu po zakończeniu laktacji (w okresie trwania I etapu in
w olucji); jednocześn ie  stw ierdzono w kom órkach nabłonka w ydzielniczego 
podwyższony poziom białka Bax, poprzedzony (w 1.-2. dniu) wzrostem poziomu 
transkrypcji odpowiedniego mRNA [30]. Należy zwrócić uwagę, że główny an
tagonista Bax, białko Bcl-2 wydaje się mieć niewielkie znaczenie podczas apoptozy 
komórek nabłonkowych myszy [51]; rolę jego pełni białko Bcl-xl, podczas gdy 
Bcl-xs pełni synergistyczną rolę w stosunku do Bax. Wzrost ekspresji genu bcl-x 
zachodzi w drugim dniu po zakończeniu laktacji: zwiększa się wówczas stosunek 
stężenia białka Bcl-xs do Bcl-xl (w wyniku zjawiska alternatywnego splicingu pre- 
mRNA dla genu bcl-x i powstawania większej ilości krótkiej formy mRNA) [14, 
30]. Stosunek Bcl-xs:Bcl-xl zwiększa się wówczas do około 1:7, podczas gdy w 
okresie ciąży i laktacji osiąga wartość 1:40. Wydaje się, że wzrost stężenia białek

http://rcin.org.pl



40 T. MOTYL ET AL.

Bax i Bcl-xs w stosunku do Bcl-xl stanowić może bezpośredni bodziec stymulujący 
komórki nabłonka wydzielniczego gruczołu mlekowego myszy do masowej apoptozy 
[14, 30, 54], występującej pod koniec I fazy inwolucji i na początku fazy II: od 
3. do 5. dnia po zakończeniu laktacji.

Dotychczas nie wyjaśniono, co jest bezpośrednim sygnałem zmieniającym rów
nowagę pro- i antyapoptotycznych białek z rodziny Bcl-2 i kierującym komórki 
nabłonka wydzielniczego na drogę masowej apoptozy w procesie inwolucji gruczołu 
mlekowego. Banes i wsp. [4] twierdzą, iż długotrwały mechaniczny nacisk mleka 
(zalegającego pęcherzyki wydzielnicze zasuszanego gruczołu mlekowego) na ko
mórki nabłonkowe może stanowić dla nich silny proapoptotyczny sygnał. Główną 
jednakże przyczyną inwolucji wydaje się być obniżenie syntezy prolaktyny [70], 
hormonu wzrostu [65], estradiolu i progesteronu, a także wydzielanie przez nabłonek 
do mleka zatrzymanego w gruczole licznych czynników, oddziałujących zwrotnie 
[52, 53]:

a) FIL (Feedback Inhibitor o f  Lactation) -  hamującego u kóz konstytutywną 
syntezę a-kazeiny i laktozy oraz obniżającego liczebność komórek nabłonkowych 
i poziom ekspresji receptora prolaktynowego [71, 48];

b) TGF-(3j blokującego in vitro wzrost i różnicowanie oraz syntezę kazein w 
stransformowanych komórkach nabłonka wydzielniczego gruczołu mlekowego my
szy linii HC11 [39];

c) MDGI -  M ammary Derived Growth Inhibitor [13], a-laktoalbum iny [64] 
i mammastatyny [9] -  hamujących laktację oraz blokujących rozwój gruczołu.

Własne badania [50] wykazały, iż prolaktyna jest nie tylko kluczowym hormonem 
laktogennym, lecz również antyapoptotycznym. Podanie prolaktyny do kultury ko
mórek nabłonka gruczołu mlekowego myszy linii H C11 hamuje apoptozę wywołaną 
deficytem EGF. Powyższy efekt prolaktyny związany jest ze wzrostem ekspresji 
bcl-2 i obniżeniem ekspresji bax. Nie jesteśm y jednak przekonani, czy antyapo- 
ptotyczny efekt prolaktyny w komórkach nabłonka wydzielniczego jest bezpośredni, 
czy też zachodzi pośrednio przez obniżenie ekspresji TGF-P] -  auto/parakrynnego 
czynnika hamującego mitozę i apoptotycznego. Wyniki doświadczeń przeprowa
dzonych na linii H C 11 wskazują, że prolaktyna oddziałuje supresyjnie na transkrypcję 
TGF-(3[ [44]. Efekt ten ma bardzo istotne znaczenie fizjologiczne i może wyjaśniać 
niski poziom TG F-PpnRN A  w czasie laktoguiezy i galaktopoezy [49], a także 
wzrost ekspresji TGF-(3| w końcu laktacji i okresie zasuszania [42]. Z literatury 
wiadomo, iż TGF-(3| hamuje auto/parakrynnie syntezę białek mleka oraz odpowiada 
za hamowanie wzrostu gruczołu mlekowego [36, 57, 62]. Stwierdzono ponadto, 
że nadekspresja TGF-(3| u karmiących transgenicznych myszy blokuje różnicowanie 
się komórek wydzielniczych i syntezę białek mleka [19]. Z drugiej strony zjawisko 
obniżenia ekspresji TG F-Pp -(3-,, -(33 podczas laktacji [56] wydaje się być przyczyną 
odblokowania procesu rozwoju nabłonka pęcherzyków i przewodów mlecznych 
oraz syntezy [3-kazeiny. Własne obserwacje przeprowadzone na komórkach mysiej
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białaczki limfatycznej linii L1210 wykazały, że TGF-(3j poza blokowaniem komórek 
w fazie Gj cyklu komórkowego, zwiększa ekspresję bcix i hamuje ekspresję bcl-2 
prowadząc do apoptozy [41]. Podobny wpływ wywiera TGF-(3j na komórki nabłonka 
wydzielniczego gruczołu mlekowego myszy linii HC11, w których stwierdzono 
wzrost poziomu mRNA Bax, spadek poziomu Bcl-2 oraz indukcję apoptozy [44]. 
Prolaktyna znacząco modyfikuje ten efekt zmniejszając stymulujący wpływ TGF-(3j 
na ekspresję bax, znosząc całkowicie jego supresyjny wpływ na ekspresję bcl-2 
oraz ograniczając wysoce istotnie rozmiar apoptozy w badanych kulturach FICU. 
Na podstawie dotychczasowych danych literaturowych i własnych obserwacji można 
zaproponować hipotezę, iż wysokie stężenie prolaktyny w krwi docierającej do 
tkanki gruczołowej w przebiegu laktacji oddziałuje supresyjnie na ekspresję TGF-(3[ 
i jego receptora. Obniżenie syntezy prolaktyny u schyłku laktacji pozwala na wzrost 
ekspresji TGF-(3j i TGF-(3j-R w komórkach nabłonka wydzielniczego, co z kolei 
rozpoczyna kaskadę reakcji prowadzących do zahamowania wzrostu komórek, ob
niżenia syntezy białek mleka i apoptozy. Kluczowy punkt kontrolny w procesie 
apoptozy indukowanej przez TGF-Pj stanowią białka z rodziny Bcl-2.

Do najwcześniejszych odpowiedzi komórkowych na sygnał wzbudzany przez 
TGF-[3,, poza akty wacją transkrypcji bax, należy wewnątrzkomórkowa redystrybucja 
białka Bax, zachodząca w ciągu minut od podania cytokiny do kultury komórek 
nabłonka wydzielniczego gruczołu mlekowego. Zastosowanie mikroskopii immu- 
noelektronowej ze znakowaniem Bax przeciwciałami sprzężonymi z koloidalnym 
złotem pozwoliło na stwierdzenie, iż w nie stymulowanych TGF-(3, mysich ko
mórkach nabłonka gruczołowego linii HC11 Bax znajduje się przede wszystkim 
w cytozolu oraz na błonach: komórkowej, siateczki śródplazmatycznej i jądrowej. 
Już po 15 min od podania TGF-Pj do hodowli komórek stwierdza się jego prze
sunięcie do mitochondriów, gdzie lokalizuje się na błonach oraz we wnętrzu organelli. 
Po 30 min poza wiązaniem Bax z błonami mitochondrialnymi zaobserwowano 
jego obecność na błonach aparatu Golgiego (rys. 4a), co stanowi nowe, nieopisane 
dotychczas miejsce wiązania Bax. Po 60 min dochodzi do znaczącego wzrostu 
koncentracji Bax w cytozolu, na błonach mitochondrialnych, w porach błony jądrowej 
oraz w heterochromatynie (rys. 4b). Obecność Bax w jądrze komórkowym staje 
się jeszcze bardziej widoczna po upływie dalszych 60 min. Generalnie obserwacje 
te są zgodne z poprzednimi, wykonywanymi na innych liniach komórkowych (np. 
HL-60, Cos-7, L-929, FL5.12) z zastosowaniem innych metod (np. Western biot, 
m ikroskopia konfokalna) wykazującymi przesunięcie Bax z cytozolu do organelli 
podczas stymulacji apoptogennej, wywołanej deksametazonem, promieniowaniem 
y czy staurosporyną [18, 72, 75]. Najbardziej interesujący jest wzrost koncentracji 
Bax w jądrze komórkowym (rys. 4b), jednakże jego losy i fizjologiczne znaczenie 
w tym miejscu są nieznane. Już wcześniej stwierdzono obecność białka o masie 
31 kDa wykazującego reakcję krzyżową z przeciwciałami anty-Bax w materiale 
jądrow ym  pochodzącym ze szczurzej wątroby po uprzedniej ekstrakcji białek ją-
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RYSUNEK 4. Lokalizacja Bax określona metodą post-embedding immuno-gold w stymulowanych 
TGF-(3i mysich komórkach nabłonka gruczołowego linii HC11. Białko Bax wyznakowane zostało 18 
nm koloidalnym złotem: a-fragm ent aparatu Golgiego (AG): cząsteczki złota pojedyncze lub w formie 
skupisk obecne są na błonach kanałów AG, b -  koncentracja cząsteczek złota w postaci skupisk widoczna 
jest w cytozolu oraz w jądrze komórkowym (N). Wyraźnie znakowane cząsteczkami złota są także błony: 
mitochondrialne (M), siateczki śródplazmatycznej (RER) oraz błona jądrowa

http://rcin.org.pl



ROLA BAX I BCL-2 W REGULACJI APOPTOZY KOMÓREK
NABŁO NK A GRUCZOŁU MLEKOWEGO

43

RYSUNEK 5. Zmiany stosunku Bax obszaru jądrowego (green integral) do Bax obszaru cytoplazmaty- 
cznego (green pm tr int.) w komórkach ludzkiego raka sutka MCF-7 poddanych oddziaływaniu TGF-(3i 
(2 ng/ml) w ciągu 3 godzin. Komórki wyznakowano poliklonalnymi przeciwciałami anty-Bax i wtórnymi 
przeciwciałami sprzężonymi z fluoresceiną oraz 7-aminoaktynomycyną D (barwienie DNA) -  zdjęcie w 
prawym górnym rogu. Intensywność fluorescencji zielonej (Bax) i czerwonej (DNA) oceniano metodą 
laserowej cytometrii skaningowej
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RYSUNEK 6. Porównanie ekspresji bax w tkance gruczołu mlekowego kozy we wczesnej laktacji (40. 
dzień) -  a i w okresie zasuszania (270. dzień) -  b. Bax widoczny w postaci czerwonych punktów 
wyznakowany został poliklonalnymi przeciwciałami anty-Bax i biotynylowanymi wtórnymi przeciwcia
łami sprzężonymi z zasadową) fosfatazą. Komórki apoptotyczne wyznakowane metodą TUNEL (żółto
zielona fluorescencja DNA) występują pojedynczo w tkance gruczołowej kozy w czasie późnej laktacji 
(c) i masowo w okresie zasuszania (d) (pow. 600 x)
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drowych, sugerującą funkcjonalny związek Bax z chromatyną [26]. Warto zauważyć, 
iż antagonista Bax -  Bcl-2 również występuje w jądrze komórkowym w powiązaniu 
z chromosomami w nabłonkowych liniach komórkowych, przy czym jego ekspresja 
jest zależna od cyklu komórkowego i jest największa w czasie mitozy [34, 46, 
58, 59]. Najnowsze badania z zastosowaniem laserowej cytometrii skaningowej 
potwierdziły wzrost ekspresji bax oraz wzrost udziału Bax jądrowego pod wpływem 
TGF-(3j w komórkach ludzkiego raka sutka linii MCF-7 (rys. 5). Stwierdzono wzrost 
anty-Bax fluorescencji w obszarze jądrowym w stosunku do obszaru cytoplazmaty- 
cznego wraz z upływem czasu (1 i 3 h) od podania TGF-(3j do hodowli komórkowej. 
Warto zauważyć, iż po 3 h pojawia się dodatkowy szczyt komórek o bardzo małej 
anty-Bax fluorescencji tworzony przez komórki apoptotyczne, znajdujące się w 
fazie zniszczenia, w której dochodzi do rozpadu białek komórkowych, w tym również 
Bax i Bcl-2. Już wcześniej zaobserwowaliśmy wysoce istotną ujemną korelację 
pomiędzy liczbą komórek apoptotycznych a liczbą komórek wykazujących ekspresję 
bcl-2 [50, 77], co potwierdza proces degradacji Bcl-2 zachodzący w fazie zniszczenia 
apoptozy.

Rola Bax i Bcl-2 jako regulatorów apoptozy, a TGF-(3j jako jej induktora w 
komórkach nabłonka gruczołu mlekowego została potwierdzona w badaniach in 
vivo na gruczole mlekowym kozy w cyklu laktacyjnym oraz gruczole mlekowym 
lochy po odsądzeniu prosiąt. W badaniach na modelu kozim [42] stwierdzono, 
iż wzrostowi ekspresji TGF-(3! i TG F-PpR  u schyłku laktacji (210.-230. dzień) 
i w okresie zasuszania (260.-280. dzień) towarzyszy podwyższenie poziomu Bax 
(rys. 6a vs b), CPP-32 (kaspazy 3) oraz zwiększenie liczby komórek apoptotycznych 
w tkance gruczołowej. Ciekawe, że wzrost ekspresji bax i cpp-32 obserwowany 
już w końcowej fazie laktacji wyprzedza w czasie wzrost liczby komórek apo
ptotycznych widoczny wyraźnie dopiero w czasie zasuszania (rys. 6c vs d). Kom
puterowa analiza obrazu immunohistochemicznego wykazała, iż najwyższy stosunek 
Bax/Bcl-2 w komórkach gruczołowych występuje w końcowym okresie laktacji, 
co może być przejawem przygotowania gruczołu mlekowego do inwolucji.

Badania przeprowadzone na modelu gruczołu mlekowego lochy w czasie in
wolucji pozwoliły na stwierdzenie, iż ekspresja bax nie jest jednakowa w poszcze
gólnych gruczołach u tego samego zwierzęcia i wzrasta wraz ze stopniem zasuszenia 
gruczołu (rys. 7a vs b). Badania ultrastrukturalne z zastosowaniem mikroskopii 
immunoelektronowej potwierdziły obecność Bax w cytozolu, na błonach mitochon- 
drialnych, siateczki śródplazmatycznej, w porach błony jądrowej oraz w samym 
jądrze komórkowym (rys. 7c i d). Stwierdzono także, iż wzrostowi ekspresji bax 
w procesie zasuszania gruczołu towarzyszy wzrost poziomu egzekutora apoptozy 
-  CPP-32. Godnym uwagi jest fakt, iż wzrost liczby widocznych komórek apo
ptotycznych (wybarwianych metodą TUNEL) jest niewielki w stosunku do ubytku 
komórek gruczołowych w czasie zasuszania, co wynika prawdopodobnie z naty
chmiastowej fagocytozy komórek apoptotycznych.
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RYSUNEK 7. Ekspresja bax w gruczole mlekowym lochy (brązowo zabarwiona tkanka) w zależności 
od stopnia zasuszenia: a -  gruczoł słabo zasuszony, b -  gruczoł dobrze zasuszony. Bax został wyznako
wany przeciwciałami poliklonalnymi anty-Bax i biotynylowanymi wtórnymi przeciwciałami sprzężony
mi z peroksydazą (pow. 200 x),c,d -  lokalizacja Bax określona metodąpost-embedding immuno-gold w 
gruczole mlekowym lochy, białko Bax znakowane 18 nm koloidalnym złotem, c -  obecność białka Bax 
zaznaczona jest strzałkami w porach jądrowych oraz na błonie zewnętrznej mitochondrium, d -  skupiska 
cząsteczek złota wyznaczające lokalizację Bax obecne są na błonie zewnętrznej i wewnętrznej mitochon
drium oraz w macierzy mitochondrialnej
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Podsumowując, duże zmiany w ekspresji bax i bcl-2 oraz wewnątrzkomórkowym 
rozmieszczeniu ich produktów, obserwowane na modelach gruczołu mlekowego 
zarówno in vitro , jak i in vivo, wskazują na kluczową rolę białek rodziny Bcl-2 
w regulacji apoptozy komórek nabłonka wydzielniczego gruczołu mlekowego, bę
dącej podstawą inwolucji tkanki gruczołowej po zakończeniu laktacji. Czynniki 
przeżycia, np. prolaktyna i EGF zwiększają ekspresję bcl-2 i hamują ekspresję 
bax, z kolei czynniki śmierci, np. TGF-(3j działają odwrotnie zwiększając stosunek 
Bax/Bcl-2 w komórce. Ciekawą reakcją komórki jest przemieszczanie Bax z obszaru 
cytoplazmatycznego (obszaru powstawania) do obszaru jądrowego w cyklu ko
mórkowym oraz podczas stymulacji apoptogennej. Fizjologiczne znaczenie tego 
zjawiska, podobnie jak i cały molekularny mechanizm funkcjonowania białek z 
rodziny Bcl-2 jest mało poznany i pozostaje wyzwaniem dla dalszych badań.
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Streszczenie: W pracy przedstawiono sposób infekcji wirusem HIV-1 i rolę glikoproteiny 120 (gpl20) 
w tym procesie. Białko gpl20 jest odpowiedzialne za szereg zjawisk wywołanych zakażeniem HIV-1. 
Przeciwko epitopom gpl20 rozwijają się odpowiedzi humoralna i komórkowa. Jednakże, z powodu 
wysokiego stopnia zmienności tego białka, wywołanego mutacjami, w trakcie trwania infekcji odpowie
dzi te stają się nieefektywne. Ponadto, białko gp 120, jak wynika z rezultatów licznych badań, powoduje 
zmniejszenie liczby limfocytów T CD4+ krwi obwodowej zarówno zakażonych, jak i niezakażonych. 
Przyczynia się do tego przez wywołanie i udział w zjawiskach, takich jak: zahamowanie ekspresji 
receptora CD4 na powierzchni zakażonego limfocytu, tworzenie zespólni, cytotoksyczność komórkowa 
zależna od przeciwciał i apoptoza. W połączeniu z innymi czynnikami, procesy te przyczyniają się do 
rozwinięcia się pełnoobjawowego zespołu nabytego niedoboru odporności (AIDS).
(.Postępy Biologii Komórki 2000; 27: 53-68)

Słowa kluczowe: HIV-1, gpl20, ADCC, syncytia, apoptoza.

Summary: In this article the mode of infection with HIV-1 virus and the role of glycoprotein 120 (gpl20) 
in this process were described. The gpl20 is responsible for a number of phenomena resulting from 
HIV-1 infection. Against the epitopes of gpl20 humoral and cellular responses develop. However, 
because of a high variability of this protein, caused by mutations, in the process of infection these 
responses become ineffective. Moreover, gpl20, as revealed from numerous studies, causes a decrease 
in the number of peripheral blood CD4+ T lymphocytes, both infected and uninfected. This is caused by 
induction and participation in the processes such as: inhibition of CD4 receptor expression on the surface 
of infected lymphocyte, formation of syncytia, antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity and

*Praca finansowana z grantu promotorskiego KBN nr 4 P05A 016 15.
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apoptosis. Together with other factors, these processes result in developing of fully symptomatic acquired 
immunodeficiency syndrome (AIDS).
(Advances in Cell Biology 2000; 27: 53-68)

Key words: HIV-1, gp!20, ADCC, syncytia, apoptosis.

1. BUDOWA WIRUSA HIV-1

Wirus HIV-1 (human immunodeficiency virus 7), wywołujący zespół nabytego 
niedoboru odporności (acquired immunodeficiency syndrome -  AIDS), jest za
liczany do rodziny lentiwirusów. Do rodziny tej należą także HIV-2 oraz SIV 
{simian immunodeficiency virus) [25, 28]. Genom HIV-1 stanowią dwie pojedyncze 
nici RNA, które z dwiema cząsteczkami odwrotnej transkryptazy, integrazą oraz 
związanymi z RNA białkami p7 i p9 stanowią rdzeń wirusa. Rdzeń wirusa oraz 
otaczające go warstwy białek p24 i p l7  tworzą cylindryczny nukleokapsyd, otoczony 
błoną pochodzącą z komórki gospodarza, nabytą w trakcie wypączkowania. W 
błonie tej, oprócz białek komórkowych, znajdują się glikoproteiny wirusowe gp41 
i gp l20 , mające ważne znaczenie w infekcyjności wirusa.

Po wejściu do komórki wirusowe RNA zostaje przepisane na DNA, który następnie 
przy pomocy enzymu integrazy zostaje wbudowany do jądrowego DNA gospodarza, 
tworząc tzw. prowirus. Genom wirusa tworzą trzy geny główne, wspólne dla re- 
trowirusów: gag, poi i env. Produkt genu gag - p53, jest prekursorem białek kapsydu, 
p l7 , p24 oraz p9 i p7. Gen poi koduje białka enzymatyczne związane z prze
kształceniem wirusowego RNA w DNA i wbudowaniem go do genomu gospodarza: 
p64 i p 5 1, mające aktywność odwrotnej transkryptazy (p64 wykazuje również aktyw
ność RNazy H); plO o aktywności proteazy, hydrolizującej pierwotny produkt biał
kowy genu gag oraz p32  o właściwościach integrazy. Produkt białkowy genu env, 
gpl60, ulega proteolizie na dwa fragmenty, stanowiące białka otoczki wirusowej: 
przezbłonowe białko gp41 oraz powierzchniowe białko gpl20 , związane nieko- 
walencyjnie z gp41.

Genom HIV-1 zawiera także sześć genów, kodujących białka regulacyjne: v if 
{virion injectivity factor, p23), vpr {viral protein R, p i 5), tat {transactivator, p i 5), 
rev {regulator o f  expression o f  virion proteins, p 19), n e f {negative regulatory factor, 
p27) i vpu {viral protein U, p i 6).

Prowirus jest otoczony sekwencjami LTR (long terminal repeats). 5 ’-LTR działa 
jako promotor, natomiast 3 ’-LTR wymagany jest do wydajnej poliadenylacji po
wstających transkryptów. W obrębie promotora zidentyfikowano szereg sekwencji 
identycznych lub homologicznych do rozpoznawanych przez czynniki transkrypcyjne 
komórki gospodarza. Rozpoznano m.in. dwa miejsca wiążące dla indukowalnego 
czynnika transkrypcyjnego NFKB, aktywującego wiele genów biorących udział w
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odpowiedzi komórkowej na infekcję czy też uszkodzenie tkanki. Ponadto, w 5 ’-LTR 
występują miejsca wiązania czynnika indukowanego poprzez aktywację limfocytów 
T: NFAT-1, oraz indukowalnego czynnika transkrypcyjnego AP-1. Bezpośrednio 
przed sekwencją TATA, po stronie 5 ’, znajdują się trzy miejsca wiązania odpo
wiedzialnego za ekspresję konstytutywną czynnika S p l. Wydaje się, że właśnie 
te sekwencje stanowią podstawowy promotor HIV-1, wiążący czynniki transkry- 
pcyjne TFIID i S p l. Oprócz sekwencji pozytywnie wpływających na transkrypcję 
prowirusowego DNA, w 5 ’-LTR występują sekwencje, które są zgodne z sekwen
cjami wiążącymi czynniki transkrypcyjne USF i LBP. Sądzi się, przynajmniej w 
odniesieniu do USF, że czynnik ten może oddziaływać jako słaby element regulacji 
negatywnej [19].

Pomimo występowania w promotorze miejsc rozpoznawanych przez czynniki 
transkrypcyjne, wiązanie polimerazy RNA jest słabe i poziom ekspresji genów 
wirusa niski. Transkrypty początkowe, docierające do cytoplazmy, są krótkie (ok. 
2 kpz). Kodują one białka regulatorowe: tat, rev i nef. Białka te, szczególnie tat, 
regulują pozytywnie transkrypcję genów prowirusa, co prowadzi do zwiększenia 
syntezy wirusowego RNA oraz białek [9]. Gen tat podzielony jest na dwa eksony, 
które łącznie kodują białko zawierające 86 aminokwasów. Jednakże, odcinek o 
długości 72 aminokwasów, kodowany przez ekson pierwszy, jest wystarczający 
do uzyskania pełnej aktywności tego białka. Białko tat rozpoznaje krótką sekwencję 
RNA znajdującą się na końcu 5 ’ powstających transkryptów. Sekwencja ta, zwana 
TAR (trans-acting responsive element), o długości 59 nukleotydów tworzy strukturę 
typu szypuła-pętla (stem-loop). Oddziaływanie białka tat z tą strukturą przypusz
czalnie zwiększa częstość inicjacji transkrypcji oraz jej stabilność, co zapewnia 
syntezę transkryptów o pełnej długości.

2. INFEKCJA KOMÓRKI GOSPODARZA

2.1. Receptor CD4 i tropizm HIV-1

Limfocyty T rozpoznają obce antygeny prezentowane w połączeniu z głównym 
kompleksem zgodności tkankowej (MHC). Przekazywanie sygnału następuje za 
pomocą receptora głównego -  TCR (T-cell receptor). Z TCR związane są m.in. 
cząsteczki: CD2, CD3, CD4 i CD8. Działają one jako cząsteczki pomocnicze, zw ię
kszając interakcję między limfocytem T a komórką prezentującą antygen bądź do
celową i uczestniczą w transdukcji sygnału. W zależności od ekspresji receptora 
pomocniczego wyróżnia się limfocyty T CD4+ i CD8+. Limfocyty CD8+ rozpoznają 
antygen w połączeniu z głównym kompleksem zgodności tkankowej klasy pierwszej 
(MHC-I) i działają głównie jako komórki cytotoksyczne. Natomiast limfocyty CD4+
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rozpoznają antygen w połączeniu z głównym kompleksem zgodności tkankowej 
klasy drugiej (MHC-II), funkcjonując przeważnie jako komórki pomocnicze [28].

Receptor CD4, o masie cząsteczkowej 55 kDa, jest glikoproteiną należącą do 
nadrodziny immunoglobulin. Składa się z czterech, przypominających immuno- 
globuliny, domen zewnątrzkomórkowych, hydrofobowej części przezbłonowej i dłu
giej domeny cytoplazmatycznej, zawierającej trzy reszty seryny, które mogą ulegać 
fosforylacji. Domena cytoplazmatyczna CD4 może pośredniczyć w transdukcji syg
nału w odpowiedzi na antygen, gdyż, jak wykazano, związana jest z kinazą białkową 
p 5 6 c , która może fosforylować podjednostki receptora CD3 [28].

Do procesu fuzji z komórką gospodarza HIV-1 wykorzystuje przede wszystkim 
receptor CD4 [ 10,27]. Wiele szczepów pierwotnych wirusa zakaża głównie monocyty 
i makrofagi, chociaż mogą też infekować pierwotne limfocyty T (ale nie stran- 
sformowane komórki linii T), dlatego określa się je  jako wirusy M-tropowe (mo- 
notropowe) [6]. Szczepy wirusa, które preferencyjnie zakażają limfocyty T i dobrze 
rosną w komórkach linii ustalonych limfocytów T, nazywa się wirusami T-tropowymi 
[54]. Infekcji dokonują zwykle szczepy M-tropowe, jednakże w przebiegu choroby 
zostają one zastąpione przez wirusy T-tropowe [54]. Określenie „wirusy M -tropowe” 
często używane jest zamiennie z określeniem „wirusy nie indukujące tworzenia 
zespólni” (non-syncytia inducing , NSI), ponieważ nie mają one zdolności do two
rzenia zespólni in vitro , natomiast nazwa: wirusy T-tropowe jest często synonimem 
wirusów indukujących tworzenie zespólni (syncytia inducing , SI) [41]. Tropizm 
HIV-1 zależy głównie od sekwencji regionu zmiennego V3 g p l20  [23].

2.2. Koreceptory wirusa HIV-1

Oprócz receptora CD4, do fuzji z błoną komórkową gospodarza i wejścia HIV-1 
do komórki, wymagane są tzw. „koreceptory” . Wirusy M -tropowe korzystają z 
receptora CCR5, dla którego naturalnym ligandem są chemokiny RANTES (re- 
gulated-upon-activation, normal T expressed and secreted) oraz M IP -la  i M IP -lß  
(macrophage inflammatory protein) [7, 11, 12]. Ligandy te hamują infekcję wirusem 
M -tropowym, ale nie T-tropowym. Wirusy T-tropowe wykorzystują koreceptor 
CXCR4, inaczej zwany fuzyną lub LESTR (leukocyte-expressed seven-transmem- 
brane-domain receptor) [14]. Pozwala on wirusom T-tropowym na wejście do lim
focytów CD4 oraz na fuzję i tworzenie syncytiów, natomiast nie mogą z niego 
skorzystać wirusy M-tropowe [14,36]. Wykazano, że CXCR4, początkowo zaliczany 
do receptorów sierocych, wiąże SDF-1 (stromal cell-derived factor-1) [3, 36]. W y
kryto również podobne strukturalnie koreceptory, jak np. CCR3 (dla którego li
gandem jest eotaksyna), wykorzystywany, razem z CCR5, podczas infekcji komórek 
mikrogleju [20]. W szystkie one mają charakterystyczną budowę -  występuje siedem 
domen przezbłonowych i sprzężone są z białkiem G [21]. Naturalnymi ligandami 
dla tych związków są ß-chemokiny, związki produkowane i wydzielane przez ko
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mórki układu immunologicznego w odpowiedzi na stan zapalny, tzw. chemoatra- 
ktanty, MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1), MCP-2, MCP-3, eotaksyna (eo- 
taxin) oraz wspomniane RANTES, M IP -la , i M IP-lß . ß-chemokiny aktywują 
limfocyty T, bazofile, eozynofile i makrofagi, podczas gdy chemoatraktant lim
focytów T, SDF-1, tworzy osobną grupę [42].

2.3. Budowa białka gpl20

Spośród białek wirusa HIV-1, gp l20  i gp41 wykazują największe zróżnicowanie 
sekwencji [28]. W g p l20  wyróżnić można regiony stałe (C) oraz regiony zmienne 
(V) (rys. 1). Regiony stałe wykazują identyczność albo prawie całkowitą homologię 
sekwencji u różnych szczepów wirusa. Należy do nich region C4 odpowiedzialny 
za wiązanie się z receptorem CD4. Spośród regionów zmiennych, tzn. ulegających 
częstym mutacjom, które nie wpływają na funkcję gpl20, najwięcej uwagi po
święcono regionowi V3. Region V3, czyli trzeci hiperzmienny region gpl20, zwany 
również pętlą V3, tworzą reszty aminokwasowe 307-330. W różnych szczepach 
wirusa podane liczby mogą się nieznacznie różnić, z powodu przesunięcia i/lub 
delecji jednego albo kilku aminokwasów. Struktura pętli V3 powstaje wskutek po
łączenia się mostkiem disiarczkowym wysoce konserwatywnych reszt cysteiny, two
rzących pierwszy i ostatni aminokwas regionu V3. Region ten najczęściej podlega 
mutacjom i różne szczepy wirusa mogą wykazywać nawet 50% różnicy w sekwencji 
tego obszaru. Jednakże, istnieje krótki odcinek pętli V3 względnie konserwatywny,

RYSUNEK 1. Schemat produktu białkowego genu env: -  gp!60 , który ulega proteolizie i tworzą się 
białka: gpl20 oraz gp41; zaznaczono regiony stałe (C) oraz zmienne (V) gpl20, miejsce wiązania 
receptora CD4 oraz mostek disiarczkowy -C-C- pętli V3; innych mostków disiarczkowych nie pokazano; 
w domenie zewnętrznej gp41 wyróżniono peptyd odpowiadający za fuzję błony HIV-1 z błoną komór
kową, AA -  reszty aminokwasowe
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tzw. korona, którą tworzą reszty aminokwasowe od 316 (lub 317) do 324. W 
jej obrębie, stosunkowo najbardziej konserwatywne są cztery reszty, tworzące se
kwencję gly-pro-gly-arg (GPGR) [28].

2.4. Rola gpl20  w infekcji wirusem

Wejście HIV-1 do komórki gospodarza wymaga oddziaływania regionu C4 g p l20  
z receptorem CD4 [10, 27]. Przypuszczalnie powoduje to wyeksponowanie pętli 
V3, która wchodzi w interakcję z odpowiednim koreceptorem [48, 50]. Jak wspo
mniano poprzednio, za tropizm wirusa odpowiada głównie sekwencja aminokwa- 
sowa pętli V3 [23]. W ykazano, że przeciwciała anty-V3 hamowały wiązanie g p l20  
z koreceptorem CCR5, nie mając wpływu na wiązanie gp l20  z receptorem CD4 
[48]. Związanie g p l20  do obu receptorów wywołuje zmiany konformacyjne, które 
prowadzą do wyeksponowania gp41, a zwłaszcza jej regionu N-końcowego, bogatego 
w reszty aminokwasów hydrofobowych i odpowiedzialnego za fuzję z błoną komórki 
gospodarza [16]. Mutacje punktowe w obrębie tego obszaru, polegające na zamianach 
aminokwasów hydrofobowych na polarne, nie mają wpływu na ekspresję g p l60  
i jego modyfikacje potranslacyjne, ale znacznie obniżają zdolność fuzji z komórkami 
CD4+. Po oddysocjowaniu gp l20  od gp41 następuje fuzja błony wirusa z błoną 
cytoplazmatyczną i infekcja komórki [5,35,49]. Wyniki doświadczeń prowadzonych 
w hodowlach limfocytów T z krwi obwodowej ujawniły, że zakażeniu ulegały 
nie tylko komórki dzielące się, ale także spoczynkowe [47]. W tych ostatnich na
stępowało przepisanie informacji na DNA, którego obecność wykrywano nawet 
po dwóch tygodniach hodowli. Jednakże, w przeciwieństwie do limfocytów za- 
ktywowanych, w limfocytach spoczynkowych nie następowała integracja wiruso
wego DNA z DNA komórki. Tak więc, wydaje się, że aktywacja komórki jest 
konieczna po to, aby nastąpiło wbudowanie się wirusowego DNA do genomu go
spodarza, ekspresja i produkcja infekcyjnych wirusów potomnych [47].

3. ZJAWISKA CYTOTOKSYCZNE, ZALEŻNE OD gpl20,
W INFEKCJI HIV-1

Infekcja wirusem HIV-1 powoduje pobudzenie układu immunologicznego. W ażną 
rolę w procesie tym odgrywa gpl20. Oprócz podstawowej funkcji, jaką jest po
średniczenie w infekcji wirusem poprzez łączenie się z receptorem CD4 [10], gp l20  
może wywołać odpowiedź immunologiczną typu humoralnego [26] oraz typu ko
mórkowego [38]. W obu tych typach odpowiedzi ważną rolę odgrywają regiony 
zmienne gpl20 , a szczególnie pętla V3 [52, 53]. Pętla V3, wraz z V2, tworzy 
najbardziej wyeksponowane fragmenty gp!20 [34]. Przeciwko epitopom znajdu
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jącym  się w regionie V3 wytwarza się duża liczba przeciwciał, a także pojawia 
się odpowiedź komórkowa. Jednakże z powodu wysokiego tempa mutacji w tym 
regionie, wytworzone przeciwciała oraz indukowane cytotoksyczne limfocyty CD8 
stają się po pewnym czasie nieefektywne, co przyczynia się do postępu choroby, 
a w końcu do rozwinięcia się pełnoobjawowego zespołu nabytego niedoboru od
porności (AIDS).

3.1. Wpływ gpl20, związanego na powierzchni komórki, 
na efekt cytotoksyczny

3.1.1. Bezpośredni efekt cytotoksyczny

Cechą charakterystyczną infekcji wirusem HIV-1 jest postępujące zmniejszenie 
się liczby komórek CD4+ krwi obwodowej. Przyjęto, że osoby zakażone wirusem 
są uznane za chorych na AIDS, kiedy liczba komórek CD4+ w ich krwi spada 
poniżej 200/pl. Za proces ten odpowiedzialne jest szereg zjawisk, w których dużą 
rolę odgrywa gpl20. Wśród nich wymienić należy bezpośredni efekt cytotoksyczny 
wirusa. Kiedy wirus wychodzi ze stanu latencji i rozpoczyna się produkcja oraz 
składanie wirionów potomnych, te uwalniane na zewnątrz przez wypączkowanie 
powodują śmierć komórki. Bezpośredni efekt cytotoksyczny związany jest także 
z tym, że w siateczce śródplazmatycznej zakażonej komórki dochodzi do interakcji 
pomiędzy nowo zsyntetyzowanymi cząsteczkami gplóO i receptora CD4 [8]. Obniża 
to liczbę cząsteczek receptora CD4 na powierzchni komórki, co upośledza jej funkcję 
[10, 27]. Komórki linii ustalonych T (np. MOLT4), które po zakażeniu HIV-1 
i związanych z tym początkowych efektach cytotoksycznych rozwijają stabilne, 
namnażające się i produkujące wirusa klony, wykazują znaczne obniżenie ilości 
cząsteczek receptora CD4 na swojej powierzchni [22]. Wydaje się zatem, że na 
poziomie pojedynczej komórki, za efekt cytotoksyczny odpowiedzialne są kompleksy 
gpl60-C D 4, które ulegają nagromadzeniu w siateczce śródplazmatycznej.

3.1.2. Odpowiedź immunologiczna przeciwko komórkom zakażonym HIV-1

Inny mechanizm, odpowiedzialny za obniżenie się liczby zakażonych komórek 
CD4+, związany jest z odpowiedzią immunologiczną organizmu. Duża część prze
ciwciał neutralizujących, których produkcja wzbudzona jest po infekcji organizmu, 
skierowana jest przeciwko epitopom gpl20, zwłaszcza w obrębie pętli V3 [53], 
natomiast wydaje się, że tylko niewielka część przeciwciał anty-gpl20 neutralizuje 
miejsce wiążące CD4 [26]. Przeciwciała anty-gpl20 wiążą się do epitopów tego 
białka i wraz z układem dopełniacza wywołują lizę komórek zakażonych. W od
powiedzi komórkowej, limfocyty cytotoksyczne CD8+ rozpoznają antygeny wi
rusowe, w tym pochodzące z gpl20, w formie peptydów złożonych z dziewięciu 
do dziesięciu reszt aminokwasowych, związanych z cząsteczkami białek M HC-I
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RYSUNEK 2. Wzbudzenie odpowiedzi komórkowej anty-gpl20 w infekcji HIV-1: kontakt między 
gpl20 na powierzchni HIV-1 a receptorem CD4 komórki prowadzi do fuzji ich błon i infekcji; w komórce 
nowo wyprodukowane białka wirusowe, w tym gpl20, mogą ulec fragmentacji i wystawieniu na 
powierzchnię w kontekście głównego układu zgodności tkankowej klasy I (MHC-I); prowadzi to do 
uaktywnienia specyficznych limfocytów cytotoksycznych CD8+, które przez swój receptor (TCR) 
rozpoznają obce antygeny związane z MHC-I i zabijają zakażoną komórkę

i prezentowanych na powierzchni zakażonej komórki (rys. 2). Rozpoznanie antygenu 
wirusowego powoduje, że limfocyty cytotoksyczne zabijają komórkę. W przypadku 
HIV-1 paradoks polega na tym, że układ immunologiczny eliminuje swoją ważną 
składową, tj. komórki CD4+. Zarówno odpowiedź humoralna, jak  i komórkowa 
stają się jednak nieefektywne z powodu wyłonienia się mutantów HIV-1 opornych 
na te dwa typy odpowiedzi.

3.1.3. Tworzenie zespólni

Kolejny proces, który może być odpowiedzialny za obniżenie się liczby lim
focytów CD4+ zarówno zakażonych HIV-1, jak  i niezakażonych, to tworzenie ze
spólni. W badaniach in vitro zaobserwowano, że po dodaniu do komórek 
zakażonych HIV-1 niezainfekowanych komórek CD4+ następowało zlewanie się 
obu rodzajów komórek, co prowadziło do tworzenia komórek olbrzymich i wreszcie 
krótko żyjących zespólni (rys. 3) [44]. Zjawisko to wywołane jest interakcją między 
gp l20  występującą na powierzchni komórek zakażonych a receptorem CD4 głównie 
komórek niezakażonych, gdyż komórki zakażone mają zmniejszoną liczbę cząsteczek 
tego receptora [22]. M echanizm reakcji jest przypuszczalnie taki sam albo prawie 
identyczny jak  podczas fuzji wirusa z błoną komórki gospodarza, co wskazuje, 
że obok regionu C4 uczestniczy w tym również pętla V3. Jak wykazano, sekwencja 
aminokwasowa g p l20  ma wpływ na to, czy dany szczep HIV-1 indukuje zlewanie 
się komórek, czy też nie [46]. Stopień ubytku limfocytów CD4+ w wyniku tworzenia 
zespólni in vivo jest jednak niejasny, ponieważ badania nad ich tworzeniem prze
prowadzano z reguły in vitro. Niektóre badania wskazują jednak, że w miarę postępu 
choroby pojawia się korelacja między gwałtownym spadkiem liczby limfocytów 
CD4+ a pojawieniem się izolatów wirusa zdolnych do tworzenia zespólni [4]. Jak
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RYSUNEK 3. Schemat tworzenia zespólni: kontakt komórek zainfekowanych HIV-1 o ekspresji powie
rzchniowej gpl20 z komórkami CD4 niezainfekowanymi prowadzi przez połączenie się gpl20 z CD4 
do zlania się obu tych rodzajów komórek i powstania krótko żyjących zespólni

wynika z prac Laurent-Crawford i wsp. [30, 31], jednym  z mechanizmów śmierci 
komórek po fuzji i utworzeniu zespólni może być apoptoza.

3.2. Udział w efekcie cytotoksycznym gpl20 uwolnionej z powierzchni
komórki

3.2.1. Liza niezainfekowanych komórek CD4+ przez gpl20-specyficzne, 
cytotoksyczne limfocyty CD4+

Kolejne zjawiska, prowadzące do zmniejszenia się puli limfocytów CD4+, są 
związane z oderwaniem się gp l20  z powierzchni HIV-1 i/lub zakażonej komórki 
[39]. Jak wspomniano, jedynie niewielka część przeciwciał anty-gpl20 skierowana 
jest przeciwko miejscu wiążącemu receptor CD4 [26,40], zatem wydaje się możliwe, 
iż krążąca w osoczu i limfie gp l20  oddziałuje z receptorami CD4 komórek nie- 
zakażonych. Mogłoby to indukować następne procesy obniżające liczbę komórek 
CD4+ w zakażonym organizmie, a mianowicie: cytotoksyczność komórkową zależną 
od przeciwciał (ADCC -  antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) [32, 37], 
apoptozę [2] i gpl20-zależną lizę niezakażonych komórek CD4+ przez gpl20-spe- 
cyficzne, cytotoksyczne limfocyty CD4+, jako komórki efektorowe (gpl20-depend- 
ent lysis ofnoninfected CD4+ T cells by gp!20-specific CD4+ cytolytic T lymphocytes) 
[43, 45]. W tym ostatnim przypadku, zaktywowane komórki, prowadzące ekspresję 
M HC-II i mające na swojej powierzchni receptory CD4, mogą wiązać g p l20  po
chodzące z osocza, następnie internalizować powstały kompleks, trawić i po zwią
zaniu z M HC-II eksponować na zewnątrz peptydy stanowiące fragment gpl20, 
czyniąc się tym samym podatnymi na atak gpl20-specyficznych, cytotoksycznych 
limfocytów CD4+ (rys. 4). Aktywność tych limfocytów wykryto u osób zakażonych.
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RYSUNEK 4. Aktywność HIV-1-specyficznych cytotoksycznych limfocytów CD4+: komórki prezen
tujące antygen, mające na swojej powierzchni receptor CD4 wiążą krążące w osoczu gpl20; powstały 
kompleks podlega internalizacji, a następnie trawieniu, po czym powstałe fragmenty gpl20 zostają 
wystawione na zewnątrz w kontekście głównego kompleksu zgodności tkankowej klasy II (MHC-II); po 
rozpoznaniu przez receptor (TCR) HIV-1-specyficznych cytotoksycznych limfocytów CD4+, komórka 
prezentująca antygen ulega lizie

Nie wiadomo jednak, jaki jest udział tego procesu w ogólnym zmniejszeniu ilości 
komórek CD4+ w trakcie infekcji, albowiem większość aktywności cytotoksycznej 
anty-gpl60, zależnej od MHC związana jest z limfocytami T, CD8+, zależnymi 
od M HC-I [24].

3.2.2. Cytotoksyczność komórkowa 
zależna od przeciwciał

W cytotoksyczności komórkowej za
leżnej od przeciwciał (antibody-depend
ent cell-mediated cytotoxicity -  ADCC) 
komórkami efektorowymi m ogą być: 
makrofagi, monocyty, niektóre limfocy
ty T, komórki NK (natural killers), neu- 
trofile, eozynofile, a także trombocyty, 
mające receptory Fcy, zw łaszcza typ 
FcylllA (inaczej CD 16) [29]. Receptor 
ten występuje na powierzchni 80-90%  
komórek NK i wykazuje duże powino
wactwo do fragmentów Fc przeciwciał 
IgG u człowieka, w tym przypadku anty- 
gpl20, które stanowią większość prze
ciwciał u zakażonych osobników [13]. 
Z w iązanie przez przeciw ciała anty- 
gpl20, połączone z tym białkiem, z jed 
nej strony komórek CD4+, a z drugiej

RYSUNEK 5. Zjawisko cytotoksyczności komór
kowej zależnej od przeciwciał (ADCC) w infekcji 
HIV-1: w procesie ADCC bierze udział gpl20 wy
stawione na powierzchni zakażonej komórki prze
ciwciało anty-gpl20 (anty-gpl20 Ab) oraz komórki 
mające na swojej powierzchni receptor CD16 (np. 
NK); przeciwciało anty-gp 120 wiąże się końcem Fab 
do gpl20, a końcem Fc do CD 16 sieciując w ten 
sposób oba rodzaje komórek; następnie dochodzi do 
lizy komórki zakażonej; przypuszczalnie w procesie 
ADCC lizie ulegają też komórki CD4+ niezakażone 
przez przyłączenie do receptorów CD4 wolnego 
gpl20 z osocza
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komórek CD16+, prowadzi do lizy komórek CD4+ (rys. 5). Wydaje się prawdo
podobne, że na lizę podatne są nie tylko komórki CD4+ zainfekowane HIV-1, 
ale także i te niezainfekowane zarówno zaktywowane, jak i spoczynkowe, które 
przez przyłączenie wolnej gp l20, a następnie przeciwciał anty-gpl20, stają się 
celem dla komórek CD16+.

3.2.3. Apoptoza

Krążąca w osoczu gp l20  przez związanie się z receptorem CD4 niezainfeko- 
wanych komórek T, może nie tylko powodować zaburzenia w ich interakcji z 
komórkami prezentującymi antygeny w kontekście MHC-II, ale również ich apo- 
ptozę. Rola apoptozy w obniżeniu się liczby limfocytów CD4+ u pacjentów HIV-1 + 
jest jeszcze niejasna. Szereg doniesień z badań in vitro wskazuje jednak, że proces 
ten może odgrywać ważną rolę w ubytku komórek CD4+. Kiedy po związaniu 
wolnej gpl20, a następnie przeciwciał anty-gpl20, limfocyty CD4+ zostały poddane 
aktywacji przez receptor komórkowy TCR (T celi receptor -  TCR), okazało się, 
że stanowiło to sygnał do programowanej śmierci komórki [2]. Istotną rolę odgrywa 
tutaj przypuszczalnie odwrócenie sekwencji zdarzeń, ponieważ w warunkach pra
widłowych aktywacja limfocytu T, CD4+ polega na rozpoznaniu antygenu przez 
TCR, a następnie zachodzi transdukcja sygnału aktywującego do wnętrza komórki, 
w czym uczestniczy receptor CD4. W przypadku opisanym powyżej [2], najpierw 
nastąpiło zaktywowanie drugiego sygnału przez CD4, a potem dopiero aktywacja 
właściwa przez TCR, co spowodowało apoptozę. W ten sposób apoptozie ulegałaby 
głównie pula zaktywowanych komórek T, CD4+. Warto dodać, że niektóre do
niesienia, oparte na eksperymentach wykonanych w podobny sposób, nie potwier
dziły występowania apoptozy w odwrotnie stymulowanych limfocytach CD4+ [33]. 
Z innej pracy wynika, że apoptozie ulegają najczęściej komórki CD4+ niezakażone, 
natomiast zakażone jej nie podlegają [15]. O tym, że proces apoptozy następuje 
po związaniu się gp l20  z receptorem CD4, może świadczyć fakt, iż efekt blokujący 
miało dodanie przeciwciała OKT4A, skierowanego przeciwko regionowi CD4 wią
żącemu g p l20  [31]. Groux i wsp. [18] donieśli, że wstrzymanie proliferacji komórek 
oraz apoptoza nastąpiły, gdy do limfocytów CD4+, pochodzących od pacjentów 
seropozytywnych pod względem HIV-1 i nie wykazujących objawów choroby, do
dano mitogen PWM (pokeweed mitogen) czy też superantygen SEB (staphylococcal 
enterotoxin B), ale nie, gdy stymulantami były superantygen PHA (phytohemag- 
glutinin) i przeciwciało anty-CD3. Zatrzymania proliferacji i apoptozy po podaniu 
PWM i SEB nie zaobserwowano w komórkach pobranych od zdrowych pacjentów. 
Oprócz tego, dodanie do układu z SEB bądź PWM przeciwciała anty-CD28, blo
kującego białko powierzchniowe CD28 komórek T, powodowało przywrócenie wła
ściw ości proliferacyjnych kom órek CD4+ pobranych  od daw ców  H IV -1+ i 
wstrzymanie procesu apoptozy. Samo przeciwciało anty-CD28 nie pobudzało po
działów tych komórek. Zatem, w procesie apoptozy może mieć znaczenie sygnał
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przekazywany przez CD28. W innym eksperymencie wykazano, że nie tylko SEB 
i inne superantygeny zależne od MHC-II wywoływały apoptozę limfocytów CD4+ 
pochodzących od bezobjawowych dawców HIV-1+, ale induktorem apoptozy był 
również jonofor wapniowy, jonom ycyna (ionomycin), który działał nie tylko na 
limfocyty CD4+, ale także CD8+ [17]. Natomiast, jak donieśli Wu i wsp. [51], 
apoptozę komórek CD4+ i CD8+ zdrowych dawców po stymulacji poliklonalnej 
(np. mysim przeciwciałem anty-CD3 lub anty-CD4) i zsieciowaniu za pomocą GA- 
M lgG (goat anti-mouse IgG ) lub inkubacji z mieszaniną: gpl20+m ysie przeciwciało 
anty-gpl20+GAM IgG wywoływał też kontakt z utrwalonymi autologicznymi bądź 
allogenicznymi monocytami stymulowanymi wcześniej estrem forbolu -  PMA (phor- 
boi 12-myristate 13-acetate), co mogło być spowodowane wydzielaniem przez mo- 
nocyty rozpuszczalnych czynników indukujących proces apoptozy. Aktywacja 
komórek T była niezbędna, albowiem bez tego utrwalone monocyty, traktowane 
PMA, nie wywoływały procesu apoptozy. Wyniki te doprowadziły do hipotezy, 
że w trakcie infekcji wirusem HIV-1, kiedy to, zwłaszcza w fazie bezobjawowej, 
przeważają szczepy M-tropowe, zakażają one monocyty i makrofagi, aktywując 
je bezpośrednio przez sam akt infekcji albo pośrednio przez indukcję produkcji 
i wydzielania czynników aktywujących, a to z kolei wzbudzałoby proces apoptozy 
w limfocytach CD4+ ze związanym gpl20. Zauważono, że jednym  z takich czyn
ników jest ligand Fas wydzielany przez makrofagi w zwiększonej ilości po infekcji 
H IV -1. Ligand ten, w połączeniu z powierzchniowym białkiem Fas (CD95), indukuje 
proces apoptozy limfocytów [1].

4. UWAGI KOŃCOWE

Zarówno udział w infekcji wirusem HIV-1, jak  i pośredniczenie w efektach 
cytotoksycznych, a także wywoływanie silnej odpowiedzi immunologicznej, po
wodują, że białko g p l20  pozostaje w sferze intensywnych badań mających na celu 
zrozumienie mechanizmów infekcji. Rola gp 120 oraz gp41 w procesie wejścia wirusa 
do komórki została ostatnio dość dobrze poznana. Inaczej sprawa ma się ze zja
wiskami cytotoksycznymi, opisanymi w artykule. Część z nich, np. tworzenie syn- 
cytiów, obserwuje się przeważnie w eksperymentach in vitro, mało jest danych 
na temat znaczenia tych zjawisk in vivo, podczas infekcji. Zdania są również po
dzielone co do interpretacji zjawisk, w których bierze udział gpl20. Część badaczy 
uważa, że procesy, takie jak ADCC, mogą być korzystne dla organizmu, gdyż 
prowadzą do lizy zakażonych komórek, jednakże istnieje możliwość, że w procesie 
tym zmniejszy się również, przez fakt przyłączenia wolnej gp l20  z osocza, pula 
komórek CD4+ niezakażonych. Ponadto, ukazały się doniesienia w różny sposób 
określające rolę gp!20 w procesie apoptozy. Zatem bardzo ważne jest dokładne
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wyjaśnienie roli tego białka w efektach cytotoksycznych spowodowanych infekcją 
wirusem HIV-1, tym bardziej że gpl20, w różnej postaci, próbuje się wykorzystać 
do szczepienia przeciwko HIV-1 oraz w terapii AIDS. Niektóre problemy, które 
wiążą się z próbami immunizacji za pomocą gpl20, zostaną opisane w następnym 
artykule.
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gpl60, IN THE IMMUNIZATION AGAINST HIV-1 VIRUS

DARIUSZ KMIECIAK, WIESŁAW H. TRZECIAK

Katedra i Zakład Chemii Fizjologicznej,
Akademia Medyczna im. K. Marcinkowskiego, Poznań

Streszczenie: Celem pracy jest przedstawienie prób immunizacji przeciwko HIV-1 za pomocą produktów 
białkowych genu env. Nowo opracowane techniki pozwoliły na zastąpienie konwencjonalnych metod 
szczepienia, które w przypadku wysoce zmiennego wirusa HIV-1 okazują się nieskuteczne i poszukiwa
nie alternatywnych rozwiązań, takich jak: immunizacja za pomocą rekombinowanych wirusów jako 
wektorów czy też „nagim” DNA. Wyniki tych badań są obiecujące i wskazują drogę do rozwiązania 
problemu. Jednakże, z powodu wysokiej zmienności HIV-1, zmienności haplotypowej w populacji 
ludzkiej oraz ciągle niedostatecznej znajomości interakcji gospodarz-patogen, wydaje się, że skonstruo
wanie uniwersalnej szczepionki anty-HIV-l, nieprędko, jeśli w ogóle, nastąpi.
(Postępy Biologii Komórki 2000; 27: 68-79)

Słowa kluczowe: HIV-1, env, gpl60, gpl20, wirus krowianki, immunizacja.

Summary: The aim of this article is to present the attempts of immunization against HIV-1 with the use 
of protein products of the env gene. Newly elaborated techniques allowed replacing traditional vaccina
tion methods, ineffective in case of highly variable HIV-1 virus and investigating alternative solutions 
such as: immunization with the use of recombinant viruses as vectors or „naked” DNA. The results of 
these studies are promising and indicate the way to solve this problem. However, because of high 
variability of HIV-1, haplotype variability in human population and still insufficient knowledge on 
host:pathogen interaction, it seems that effective, universal vaccine against HIV-1 will not, if ever, be 
constructed soon.
(.Advances in Cell Biology 2000; 26: 68-79)

Key words: HIV-1, env, gpl60, gpl20, vaccinia, immunization.
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1. WSTĘP

Próby ograniczenia infekcji wirusem HIV-1 zmierzają w dwóch kierunkach. 
Jednym z nich jest chemioterapia za pomocą inhibitorów odwrotnej transkryptazy: 
azydotymidyny {3’-azido-3’-deoxy thym idine- AZT), dideoksycytozyny (dideoxycy- 
tosine -  ddC), dideoksyinozyny (dideoxyinosine -  ddl) [14, 21], czy teżjiew irapiny 
{nevirapine -  lek nienukleozydowy, który po związaniu się blisko centrum kata
litycznego transkryptazy, blokuje jej aktywność, niekompetycyjnie w stosunku do 
matrycy i nukleotydów) [10]. Stosuje się także inhibitory proteazy: saquinavir (Hof- 
fman-La Roche), indinavir (Merck), ritonavir (Abott) i inne. W próbach klinicznych 
leki te są stosowane oddzielnie albo w kombinacjach. Obniżają one znacznie poziom 
wirusa we krwi. Podnosi się też liczba limfocytów CD4+, jednakże nie zmniejszają 
one ilości wirusa w innych tkankach, m.in. w węzłach chłonnych, będących jego 
rezerwuarem [14, 21]. W krótkim czasie powstają również warianty wirusa oporne 
na chemioterapię. Ponadto, leki te wykazują działania uboczne.

Drugi kierunek badań skupia się na próbach stworzenia skutecznej szczepionki 
anty-H IV -l, która wzbudzałaby dwa typy odpowiedzi immunologicznej: humoralną 
i komórkową. Próbuje się to osiągnąć:

(1) przez zastosowanie oczyszczonych białek wirusa bądź immunogennych pep- 
tydów będących częścią sekwencji wirusa i

(2) użycie wektorów ekspresyjnych zawierających gen(y) HIV-1.
Natomiast użycie jako szczepionki żywego, osłabionego wirusa, nawet zawie

rającego mutacje w obrębie sekwencji kluczowych dla replikacji, związane jest 
z niebezpieczeństwem powrotu do pełnej wirulencji, a poza tym szczepionka taka 
chroniłaby tylko przed wirusem tego samego lub bardzo bliskiego genetycznie szcze
pu.

2. IMMUNIZACJA ZA POMOCĄ OCZYSZCZONEGO 
gpl20 ORAZ PEPTYDÓW STANOWIĄCYCH FRAGMENT

TEGO BIAŁKA

Clerici i wsp. [5] zastosowali rekombinowaną glikoproteinę 160 (rgplóO -  re
combinant gplóO) -  otrzymaną z komórek owadzich w hodowli po ich uprzedniej 
infekcji bakulowirusem mającym wklonowany gen env, do immunizacji ochotników 
seronegatywnych pod względem H IV -1. Udało się w ten sposób pobudzić i wzmocnić 
funkcję pomocniczych limfocytów T (TH) mierzoną stopniem proliferacji komórek 
i produkcją interleukiny-2 (IL-2). Ponadto, stwierdzono, że aktywność anty-HIV-l 
komórek TH była ponad sto razy wyższa u wielokrotnie immunizowanych ochotników
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niż u bezobjawowych pacjentów H IV -1-pozytywnych. Podobne eksperymenty z 
użyciem rgpl60, podawanym łącznie z adjuwantem bezobjawowym pacjentom HIV- 
1+ wykazały znaczne zwiększenie aktywności env-specyficznych limfocytów CD4+ 
i CD8+ [15]. Szczepionka ta okazała się więc immunogenna, gdyż wzmacniała 
odpowiedź e/?v-specyficznych limfocytów cytotoksycznych. Jednakże istnieje ry
zyko, że rgplóO może wzbudzić też odpowiedź immunologiczną w postaci prze
ciwciał wzmacniających infekcyjność wirusa [23]. Tak więc, pojawiły się próby 
wzbudzenia odpowiedzi immunologicznej za pomocą peptydów zawierających wy
łącznie determinanty antygenowe. Takahashi i wsp. [27] inkubowali komórki śle
dziony myszy BALB/c z peptydem 18IIIB (sekwencja RIQRGPGRAFVTIGK z 
pętli V3 białka gpl20), następnie napromieniowali je  i podawali myszom o takim 
samym haplotypie. Po 3 -4  tygodniach izolowali z nich komórki śledziony, re- 
stymulowali in vitro, a następnie sprawdzali aktywność limfocytów CD8+ w teście 
cytotoksyczności (pomiar stopnia wrażliwości komórek docelowych, wystawiających 
obcy antygen w kontekście głównego kompleksu zgodności tkankowej klasy I {MHC- 
I], na lizę prowadzoną przez limfocyty cytotoksyczne, o takim samym haplotypie 
i rozpoznające obcy antygen), w którym komórkami docelowymi były fibroblasty 
myszy BALB/c, inkubowane z peptydem 18IIIB lub też transfekowane plazmidem 
zawierającym gen env, a więc wykazujące ekspresję tego genu. Wykazano w ten 
sposób, że immunizacja za pomocą napromieniowanych komórek z przyłączonym 
peptydem jest efektywna. Napromieniowanie w tym przypadku prawdopodobnie 
zwiększa akumulację komórek w śledzionie immunizowanej myszy, przyczyniając 
się do lepszej prezentacji immunogennego peptydu, również w ten sposób, że na
promieniowane, a więc uszkodzone komórki, oprócz prezentowania antygenu, mo
głyby być łatwiej fagocytowane przez inne komórki prezentujące antygen.

Jak się wydaje, indukcja limfocytów cytotoksycznych często wymaga współ
udziału limfocytów TH, produkujących odpowiednie limfokiny. Zatem, połączono 
syntetyczne peptydy stanowiące fragment gplóO i stymulujące proliferację-lim 
focytów TH oraz wydzielanie cytokin z peptydem 18IIIB, stymulującym limfocyty 
cytotoksyczne. Podano je  myszom i po dwóch tygodniach wyizolowano komórki 
śledziony, restymulowano i użyto jako komórki efektorowe w teście cytotoksy
czności, w którym komórkami docelowymi były fibroblasty mysie BALB/c 3T3, 
o tym samym kompleksie zgodności tkankowej, wykazujące ekspresję gpl60. Ponad
to, aby wykazać, że jest to aktywność limfocytów cytotoksycznych CD8+, a nie 
CD4+, wykonano test cytotoksyczności, w którym komórkami docelowymi były 
inkubowane z peptydem 18IIIB fibroblasty mysie BALB/c 3T3, mające MHC-I, 
ale bez ekspresji MHC-II. Stwierdzono, że połączone peptydy były znacznie bardziej 
wydajne w indukcji env-specyficznych limfocytów cytotoksycznych niż sam peptyd 
18IIIB [25].

Immunizacja peptydami, stanowiącymi dominanty antygenowe gpl60 , może być 
korzystniejsza niż immunizacja kompletnym gp 160, gdyż: (1) jak  wspomniano wcześ
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niej, białko o pełnej długości może pobudzić produkcję niekorzystnych przeciwciał
[23] i (2) wyizolowane białko może mieć zupełnie inną strukturę trzecio- i czw ar
torzędową, zatem wyprodukowane przeciwciała nie będą rozpoznawały natywnej 
struktury białka.

Dlatego immunizacja za pomocą oligomerycznego, niezdenaturowanego białka 
gpl60, bardziej przypominającego natywną formę, pobudza tworzenie frakcji prze
ciwciał przeciwko epitopom konformacyjnym gp 120 i gp41, natomiast może zm niej
szyć produkcję przeciwciał przeciwko liniowym epitopom tego białka, mniej 
skutecznym w neutralizacji natywnej formy gpl60  [7]. Reszty oligosacharydowe 
spełniają rolę ochronną przed rozpoznaniem przez układ immunologiczny, zatem, 
jak się wydaje, odpowiedź w postaci przeciwciał neutralizujących jest jeszcze efe
ktywniejsza, jeżeli do szczepienia użyje się natywnej, oligomerycznej formy gp l20 , 
pozbawionej wybranych miejsc glikozylacji [20]. Oprócz tego, odpowiedź humoralna 
może być ograniczona do homologicznego szczepu HIV-1, nie mając żadnego albo 
mając niewielki wpływ na inne szczepy. Salmon-Ceron i wsp. [24] podawali rgplóO 
ochotnikom H IV -1-negatywnym, łącznie z peptydem stanowiącym sekwencję pętli 
V3 z izolatu MN wirusa HIV-1. Po kilku miesiącach badali aktywność przeciwciał 
neutralizujących oraz ercv-specyficznych limfocytów cytotoksycznych. Okazało się, 
że te ostatnie zostały słabo wyindukowane, natomiast uzyskano wysoki poziom 
przeciwciał neutralizujących, ograniczonych jednak do homologicznego szczepu 
wirusa.

3. ZASTOSOWANIE ZREKOMBINOWANEGO 
WIRUSA KROWIANKI ZAWIERAJĄCEGO GEN env

Użycie do immunizacji zrekombinowanego wirusa krowianki (vaccinia virus), 
zawierającego gen(y) HIV-1, stanowi przykład drugiego toru badań, w których 
próbuje się wykorzystać ten wirus jako wektor ekspresyjny. Po podaniu zwierzętom 
doświadczalnym i/lub ochotnikom odpowiednio przygotowanego wektora, oczekuje 
się, że zrekombinowany gen ulegnie ekspresji, a następnie wyindukuje trwałą 
odpowiedź immunologiczną chroniącą przed skutkami infekcji.

O ekspresji genu env HIV-1 w systemie wirusa krowianki doniesiono już w 
1986 r. [4, 12]. Równie wcześnie zaczęto wykorzystywać ten wirus do prób im
munizacji przeciwko HIV-1. Cooney i wsp. [6] wykazali, że szczepienie ochotników 
seronegatywnych pod względem HIV-1 żywym, zrekombinowanym wirusem kro
wianki zawierającym gen env H IV -ljest bezpieczne i dobrze tolerowane. Jednakże, 
znacznie lepsza odpowiedź rozwinęła się u tych osobników, którzy wcześniej nie 
byli szczepieni wirusem krowianki przeciwko ospie. Z tego też względu Hammond 
i wsp. [11] użyli do badań osoby nie mające wcześniej styczności z tym wirusem
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i seronegatywne pod względem HIV-1. Podano im szczepionkę w postaci zre- 
kombinowanego wirusa krowianki, zawierającego gen env HIV-1 szczepu LAI. 
Dwa miesiące później, w celu wzmocnienia odpowiedzi immunologicznej, szcze
piono ich dodatkowo używając oczyszczonego białka rgplóO. Zgodnie z założeniami 
pracy, udało się wzbudzić aktywność anty-gpl60 limfocytów cytotoksycznych CD8+ 
(za pomocą zrekombinowanego wirusa krowianki) oraz limfocytów cytotoksycznych 
CD4+ (za pomocą rgp 160). Podobnie jak  w innych pracach [26], aktywność wykazano 
w stosunku do tego samego szczepu HIV-1, z którego pochodził gen env używany 
do immunizacji, chociaż inne szczepy też były podatne na lizę, ale w mniejszym 
stopniu, głównie za pośrednictwem limfocytów cytotoksycznych CD8+. Ponadto, 
określono restrykcję haplotypową wyizolowanych klonów limfocytów cytotoksy
cznych CD4+ i CD8+ badając stopień lizy komórek docelowych, wykazujących 
ekspresję genu env i dopasowanych pod względem jednego allelu HLA-I i HLA-II 
w stosunku do limfocytów cytotoksycznych (w przypadku człowieka, często zamiast 
skrótów MHC-I i MHC-II, używa się na określenie głównego układu zgodności 
tkankowej terminu: human leukocyte antigen , w skrócie HLA). Dalszym krokiem 
było scharakteryzowanie specyficzności epitopowej klonów limfocytów cytotoksy
cznych CD8+ i CD4+ o aktywności anty-H IV -l, otrzymanych od szczepionych 
ochotników [13]. W tym celu autologiczne komórki docelowe zostały zainfekowane 
wirusami krowianki zawierającymi geny env charakteryzujące się seryjnymi de- 
lecjami, a w celu dokładniejszego poznania -  inkubowane z krótkimi peptydami 
pochodzącymi z tych regionów, które jak można wnioskować z seryjnych delecji 
genu env, dawały największą lizę. Jak się okazało, rozpoznawane były epitopy 
w obrębie genu env, charakterystyczne dla kilku typów HLA-I i HLA-II. Co ciekawe 
jednak, odpowiedź większości klonów limfocytów CD8+ rozwinęła się przeciwko 
wysoce konserwatywnemu regionowi białka gp l20  (aminokwasy 38 do 47) pre
zentowanemu w kontekście HLA-A3.1 [13]. Wyniki te są zachęcające, gdyż roz
poznawany region jest wysoce konserwatywny u różnych szczepów wirusa HIV-1, 
z drugiej jednak strony specyficzność epitopowa limfocytów cytotoksycznych CD8+ 
jest głównie zdeterminowana przez haplotyp dawcy, zatem nie wiadomo, czy osob
nicy posiadający inny allel niż HLA-A3, również będą silnie rozpoznawać ten 
region białka.

Mimo że zrekombinowany wirus krowianki jest bezpieczny po podaniu ochot
nikom w celu wzbudzenia odpowiedzi immunologicznej anty-H IV -l, w niektórych 
eksperymentach stosuje się zrekombinowany wirus ospy ptasiej (canarypox), za
wierający gen env HIV-1 [8]. Wirus ten, choć infekuje komórki ssacze, to jednak 
nie podlega w nich replikacji, a więc jego cykl życiowy nie jest w nich ukończony. 
W ażne jednak jest to, że po infekcji, część genów, tzw. wczesnych, ulega ekspresji 
i jeśli gen-wstawka (w tym przypadku env) znajduje się także pod kontrolą promotora 
dla genów wczesnych, to również powstanie jego produkt białkowy. W ten sposób 
u części immunizowanych ochotników, seronegatywnych pod względem HIV-1,
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udało się wzbudzić aktywność HIV-1-specyficznych limfocytów cytotoksycznych 
CD8+. Co więcej, również u tych, którzy wcześniej byli szczepieni wirusem kro- 
wianki przeciwko ospie.

4. IMMUNIZACJA Z UŻYCIEM DNA PLAZMIDOWEGO

Stosowanie zrekombinowanego wirusa krowianki, jak również i innych wirusów 
(polio, adenowirus) wydaje się być bezpieczne i efektywne. Niektórzy badacze 
jednak zaczęli szczepić zwierzęta doświadczalne za pomocą bezpośredniej inokulacji 
plazmidowego DNA (domięśniowo, dootrzewnowo lub dożylnie), zawierającego 
obcy gen, którego ekspresja znajduje się pod kontrolą silnego promotora, np. z 
cytomegalowirusa (cytomegalovirus -  CMV). Po pobraniu przez komórki, obcy 
gen ulega ekspresji, a zatem może wywoływać odpowiedź immunologiczną. Co 
ważne, immunizacja za pomocą DNA naśladuje naturalną infekcję, gdyż białko/a 
wirusowe są produkowane w „zainfekowanej” komórce.

Dane z badań in vitro wskazują, że aby nastąpiła wydajna ekspresja genu env 
HIV-1, potrzebna jest koekspresja genu rev [18]. Omawiany powyżej system wirusa 
krowianki stanowił wyjątek, ponieważ wirus ten ma własne sekwencje promotorowe 
i własny aparat transkrypcyjny, a więc gen env ulegał wydajnej ekspresji bez „po
mocy” rev. W innych układach jednak stosuje się koekspresję genu rev. Okuda 
i wsp. [19] użyli plazmidu ekspresyjnego z promotorem CMV do wstawienia regionu 
cDNA HIV-1 obejmującego zarówno gen env, jak i segmenty genu rev. Następnie 
podawali plazmidowe DNA, dwukrotnie w odstępie dwutygodniowym, myszom, 
królikom i makakom. W niektórych przypadkach dodawali do mieszaniny ino- 
kulacyjnej dodatkowy plazmid zawierający tylko gen rev, żeby wzmocnić dodatkowo 
ekspresję env. Po miesiącu od ostatniej immunizacji pobierali oni komórki do testu 
cytotoksyczności oraz surowicę do testu neutralizującego. W tym ostatnim chodziło
0 sprawdzenie, czy wytworzyły się przeciwciała anty-gpl60, zdolne do blokowania 
infekcji wirusem HIV-1 in vitro. Wyniki tych badań wskazują, że szczepienie za 
pomocą tej techniki jest w stanie wzbudzić silną odpowiedź immunologiczną w 
postaci przeciwciał oraz limfocytów cytotoksycznych CD8+. Boyer i wsp. [2] użyli 
dwóch plazmidów, jednego zawierającego geny env+rev (ze szczepu wirusa MN),
1 drugiego: gag+pol (ze szczepu IIIB), do immunizacji szympansów, po której 
infekowano je  wirusem HIV-1 szczepu SF2. Immunizowane szympansy, chociaż 
początkowo HIV-pozytywne, nie wykazywały potem oznak zakażenia w postaci 
wysokiej wiremii. W ich surowicy metodą RT-PCR nie stwierdzono obecności 
wirusowego RNA. Natomiast kontrola, czyli szympans nieimmunizowany, stał się 
HIV-pozytywny dwa tygodnie po podaniu wirusa i pozostawał w tym stanie przez 
48 tygodni. U immunizowanych szympansów wykryto aktywność limfocytów cyto-
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toksycznych anty-env i anty-gag/pol; wykryto też przeciwciała anty-gpl60. Dane 
te wskazują, że możliwa jest ochrona przed infekcją po immunizacji za pomocą 
plazmidowego DNA i to nawet wtedy, gdy HIV-1 użyty do infekcji należy do 
innego szczepu. W tym przypadku jednak wirusy HIV-1 MN i IIIB, z których 
sekwencji skonstruowano plazmidy, jak i SF2, użyty do infekcji, należą do tej 
samej grupy B, a więc są blisko spokrewnione genetycznie.

Ochronę przeciw infekcji wirusem HIV-1, trwającą do roku po ostatniej im
munizacji, osiągnięto także u szympansów, którym kilkakrotnie podano w formie 
aerozolu do nosa, szczepionkę w postaci zrekombinowanego adenowirusa zawie
rającego gen env izolata MN oraz domięśniowo białko gp l20  izolata SF2 w ad- 
juw ancie . E fektyw ność szczepien ia spraw dzono poprzez in fekcję w irusem  
HIV-1-SF2, 52 i 98 tygodni po pierwszej immunizacji [17]. Jednakże, w przypadku 
szympansów immunizowanych „nagim” DNA, które następnie zostały kontrolnie 
infekowane HIV- 1-SF2, pojawiły się głosy krytyki, że szczep SF2, jako laboratoryjny, 
a więc łatwy do neutralizacji, nie nadaje się do tego typu eksperymentów, ponieważ 
dość łatwo można otrzymać pozytywne rezultaty, które z kolei mogą wzbudzać 
zbyt daleko idące nadzieje [3].

Na zakończenie tego rozdziału warto wspomnieć, choć nie dotyczy to wprawdzie 
genu env, o nowej koncepcji ograniczenia infekcji wirusem HIV-1, przez wyko
rzystanie białka Casp3 (caspase-3), uczestniczącego w apoptozie komórek. Białko 
to występuje w komórce w postaci nieaktywnego zymogenu. Sygnał apoptotyczny 
uruchamia kaskadę reakcji, podczas której następuje proteolityczne cięcie zymogenu 
do formy aktywnej Casp3. Następnie, forma ta, przez proteolizę inhibitora de- 
oksyrybonukleazy, aktywuje ją, co prowadzi do apoptozy. Jednocześnie, aktywna 
forma Casp3 dokonuje proteolizy kolejnych cząsteczek swojego zymogenu, co zwie- 
lokratnia sygnał. Vocero-Akbani i wsp. [28] wymienili proteolityczne miejsca cięcia 
w białku Casp3 i zamienili je  na sekwencje rozpoznawane przez proteazę HIV-1 
(miejsca cięcia p l7-p24  gag oraz p7-pl). Po podaniu komórkom zakażonym HIV-1, 
następowała w nich aktywacja białka Casp3 i apoptoza. W komórkach niezakażonych 
zmodyfikowane białko Casp3 pozostawało w formie zymogenu.

5. PERSPEKTYWY SKONSTRUOWANIA EFEKTYWNEJ 
SZCZEPIONKI ANTY-HIV-1

W chemioterapii wirusa HIV-1, a także w wytworzeniu możliwie najbardziej 
skutecznej szczepionki konieczna jest znajomość mechanizmów prowadzących do 
załamania się układu obronnego organizmu w trakcie infekcji i utraty limfocytów 
CD4+ i CD8+. W ażne są np. dane na temat kinetyki zmian w repertuarze limfocytów 
u zakażonych osób, u których AIDS rozwija się szybko lub powoli (10 lat i dłużej
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od momentu zakażenia). U tych ostatnich wykryto np. wysoki poziom odpowiedzi 
komórkowej w postaci limfocytów cytotoksycznych CD8+ i ich prekursorów, spe
cyficznych dla epitopów HIV-1: env, gag i poi [22]. Goulder i wsp. [9] badali 
wybrane osoby H IV -1-pozytywne, pozostające przez długi czas w fazie bezob- 
jawowej. Przez cały ten okres (ok. 10-12 lat od momentu zakażenia) wykrywali 
oni silną odpow iedź kom órkową, skierow aną głów nie przeciw ko epitopow i 
KRW IIMGLNK (aminokwasy: 263-272) produktu genu gag, prezentowanemu w 
kontekście HLA-B27. Przejściu do fazy objawowej choroby towarzyszyło pojawienie 
się wirusów zawierających mutację (K/R -  lizyna/arginina) w obrębie tego epitopu, 
w pozycji drugiej, a więc pozycji odpowiedzialnej za zakotwiczenie w cząsteczce 
HLA. Również aktywność limfocytów cytotoksycznych znacznie zmalała. Nie wia
domo dokładnie, czy mutacja ta pojawiała się wcześniej, ale była selektywnie eli
minowana, czy też pojawiła się później, gdy nastąpiło wyczerpanie się układu 
immunologicznego. M ożliwe jeszcze jest, że nagromadzenie się mutacji w innych 
regionach genu gag doprowadziło w końcu do wyłonienia się stabilnej mutacji 
K/R w tym epitopie. Inny sposób selekcji w kierunku zmutowanych wirusów, wy
mykających się spod kontroli układu immunologicznego, opisany został w pracy 
Borrow i wsp. [1]. M ianowicie, krótko po infekcji wytworzyła się silna odpowiedź 
komórkowa limfocytów CD8+ przeciwko epitopowi produktu genu env (aminokwasy: 
30-38) prezentowanemu w kontekście HLA-B44. Silna presja układu immunolo
gicznego doprowadziła w ciągu kilkudziesięciu dni do wyselekcjonowania mutantów 
wirusa w tym regionie, natomiast mutacje w innych obszarach genu env były znacznie 
rzadsze. Zatem limfocyty cytotoksyczne, specyficzne dla tego regionu, nie były 
już efektywne i wkrótce, z powodu braku silnej odpowiedzi przeciwko innym epi- 
topom wirusa, nastąpiło szybkie wejście w fazę objawową choroby, mimo że wraz 
z selekcją mutantów pojawiła się słaba odpowiedź komórkowa skierowana przeciwko 
epitopom produktów genów gag, poi, nef, a także innemu epitopowi env. Być 
może, za szybkie wejście w fazę symptomatyczną odpowiedzialny jest również 
efekt antagonisty, tzn. env-specyficzne limfocyty skierowane przeciwko epitopowi 
30-38, mogły rozpoznawać nie tylko ten epitop, ale także zmutowane, o ile wyka
zywałyby one podobieństwo do wersji pierwotnej. Jednakże w tym ostatnim przy
padku zamiast ich aktywacji, dochodziłoby do częściowego albo całkowitego 
zahamowania aktywności limfocytów i to nie tylko w stosunku do komórek zain
fekowanych zmutowaną wersją wirusa, ale również i wersją pierwotną.

Wydaje się, że stworzenie efektywnej szczepionki anty-H IV-l powinno polegać 
na wzbudzeniu silnej odpowiedzi humoralnej i komórkowej, skierowanej przeciwko 
wielu współdominującym epitopom wirusowym tak, że ewentualna mutacja w jednym 
z nich nie spowoduje natychmiastowego wyłonienia się mutanta, wymykającego 
się spod kontroli układu immunologicznego. W poszukiwaniu odpowiednich epi
topów w białku wirusowym trzeba oczywiście brać pod uwagę występowanie re
gionów zmiennych i stałych oraz rozważyć, które domeny w regionach stałych
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są najbardziej konserwatywne w różnych szczepach wirusa. Wreszcie, poszukiwania 
odpowiednich epitopów należy wiązać z haplotypami człowieka, starając się dobrać 
takie sekwencje, które są efektywnie prezentowane z kilkoma haplotypami albo/i 
haplotypem, który występuje najliczniej w danej populacji [16].
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ROLA HOM OCYSTEINY  
W PROCESIE ROZW OJU ZMIAN  

M IAŻDŻYCOW YCH NA POZIOM IE KOM ÓRKOW YM

ROLE OF HOMOCYSTEINE IN PROGRESS 
OF ATHEROSCLEROSIS ON CELLULAR LEVEL

AGNIESZKA BRZEZIŃSKA, MAŁGORZATA BALIŃSKA 

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

Streszczenie: Homocysteina, aminokwas siarkowy nie wchodzący w skład białek, jest nielipidowym 
czynnikiem w patogenezie miażdżycy. Opisano metabolizm homocysteiny i procesy stymulujące pod
wyższanie jej poziomu w surowicy krwi. Stan ten wpływa w sposób bezpośredni lub pośredni na 
patogenezę miażdżycy. W wyniku podwyższonego stężenia homocysteiny następują zaburzenia proce
sów metylacji białek, lipidów i DNA, zmiany w ekspresji niektórych genów oraz w uwalnianiu EDRF. 
Pośredni udział homocysteiny w generowaniu zmian miażdżycowych polega na wytwarzaniu wolnych 
rodników, które prowadzą do uszkodzeń komórek śródbłonka, zwiększenia proliferacji mięśni gładkich 
naczyń krwionośnych i zmian strukturalnych elementów substancji zewnątrzkomórkowej. Wszystkie te 
procesy przyczyniają się do powstawania płytek miażdżycowych, przerostu mięśniówki i zwężenia 
światła naczyń oraz zmian w procesach krzepnięcia krwi, co przyczynia się do postępu procesów 
miażdżycowych.
{Postępy Biologii Komórki 2000; 27: 81-96)

Słowa kluczowe: Homocysteina, miażdżyca, śródbłonek, krzepliwość, metylacje, tlenek azotu.

Summary: Homocysteine, a sulphur-containing non-structural protein aminoacid is a non-lipid factor in 
the pathogenesis of artheriosclerosis. The metabolism of homocysteine and the processes responsible for 
the high serum level of this aminoacid are described. The pathogenesis of artheriosclerosis depends 
directly or indirectly on high serum levels of homocysteine, which generate disorders in proteins, DNA 
and lipid méthylation, changes the expresion of some genes and secretion of EDRF. Indirect effects of 
homocysteine mostly involve the generation of free radicals causing endothelium injury, proliferation 
of vacular smooth muscle cells and structural changes in the extracellular matrix. All these changes result 
in the generation of artheriosclerosis plates, hyperproliferation of vacular myocytes and changes in 
vasodilator and artheriotrombosis activities, which cause the progression of artheriosclerosis. 
{Advances in Cell Biology 2000; 27: 81-96)
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WSTĘP

Pod koniec lat siedemdziesiątych pojawiły się pierwsze doniesienia na temat 
korelacji między podwyższonym stężeniem homocysteiny w surowicy krwi a wy
stępowaniem choroby niedokrwiennej mięśnia sercowego. W wyniku badań sta
tystycznych z zastosowaniem wielu testów korelacyjnych uznano homocysteinę 
za niezależny, nielipidowy czynnik ryzyka rozwoju miażdżycy [20, 41, 73]. Ob
serwacje te zaczęły budzić zrozumiałe zainteresowanie i stały się przedmiotem 
nowych obserwacji zarówno klinicznych, jak i na poziomie metabolizmu komór
kowego i molekularnym. Mechanizm komórkowy tego procesu nie został jeszcze 
do końca poznany, a obserwowane klinicznie zmiany są wypadkową wielu niezwykle 
skomplikowanych, powiązanych wzajemnie procesów. Wiele wyników na ten temat 
było przedstawionych w piśmiennictwie monograficznym o charakterze opisu kli
nicznego [50, 61], jednak brak jest usystematyzowanych danych opisujących ten 
proces na poziomie molekularnym.

REGULACJA METABOLIZMU HOMOCYSTEINY

Homocysteina jest aminokwasem siarkowym nie wchodzącym w skład struktury 
białek, ale pełniącym ważną rolę w metabolizmie komórki. W organizmie ssaków 
ulega procesom metylacji (do metioniny) i transsulfuracji (do (3-cystationiny). Po
wstająca metionina bierze udział w syntezie białek, w wielu reakcjach transmetylacji 
(w tym metylacji DNA), w tworzeniu poliamin -  sperminy i spermidyny. Metylację 
homocysteiny, jak się uważa, katalizują dwa różne enzymy: MFMT (transmetylaza 
metylotetrahydrofolian:homocysteina) i BHMT (transmetylaza betaina:homocystei- 
na). Enzym MFMT jako kofaktora wymaga cyjanokobalaminy (wit. B 12), a grupy 
metylowe w tej reakcji pochodzą z metylotetrahydrofolianu, związku powstającego 
w reakcji katalizowanej przez MTHFR (reduktaza metylenotetrahydrofolianu). Dla 
enzymu BHM T donorem grupy metylowej jest betaina (powstająca w wyniku prze
mian choliny). MFM T jest enzymem obecnym we wszystkich tkankach ssaków, 
a BHMT występuje przede wszystkim w wątrobie i nerkach. W reakcji transsulfuracji 
homocysteina jest nieodwracalnie katabolizowana przez enzym CBS (syntaza [3- 
cystationiny), który w obecności fosforanu pirydoksalu (wit. B6) prowadzi syntezę 
cystationiny, przekształcanej następnie do cysteiny, tauryny, glutationu (rys. 1).

Trzy wyżej wymienione enzymy odpowiadają za utrzymanie właściwego stężenia 
homocysteiny w komórce. Ich akty wność jest regulowana przez wewnątrzkomórkowe

http://rcin.org.pl



HOM OCYSTEINA A M IAŻDŻYCA 83

stężenie S-adenozylometioniny (SAM) -  metabolitu metioniny. W zależności od 
jej stężenia homocysteina podlega przemianom albo na szlaku katabolizmu lub 
na szlaku syntezy metioniny, gdyż SAM jest aktywatorem CBS [19] i allosterycznym 
inhibitorem syntezy metylotetrahydrofolianu [42]. Tak więc wysoki poziom SAM 
stymuluje nieodwracalny proces katabolizmu homocysteiny, a niski -  remetylacje, 
czyli powstawanie metioniny. Wysokie stężenie homocysteiny we krwi nie jest 
zatem spowodowane nadmierną produkcją tego aminokwasu, ale zablokowaniem 
jednego ze szlaków jej usuwania. Ten patologiczny stan powstaje w warunkach 
zaburzających remetylacje, w wyniku czego następuje znaczne obniżenie syntezy 
SAM, tak że jej stężenie jest zbyt niskie, aby aktywować syntezę cystationiny, 
a więc zahamowany jest alternatywny szlak usuwania homocysteiny. Natomiast 
w warunkach zaburzających transsulfurację gromadzi się SAM jako produkt re- 
metylacji, co w konsekwencji powoduje zwrotną inhibicję syntezy metenylotetra- 
h y d ro fo lian u  o raz  za b lo k o w an ie  m ety lac ji h o m o cy ste in y . Do p rzy czy n  
upośledzających remetylację lub transsulfurację należą defekty genetyczne, które 
obejmują heterozygotyczny niedobór CBS [84, 90] oraz polimorfizm genu MTHFR 
spowodowany mutacją punktową zmieniająca alaninę na walinę. M utacja ta po
woduje termolabilność i zmniejsza aktywność enzymu, wywołując niedobór metylo
tetrahydrofolianu -  donora grup metylowych w reakcji metylacji homocysteiny 
[29,85]. Zaburzenia metabolizmu homocysteiny występują też przy braku kofaktorów 
enzymów biorących udział w metabolizmie homocysteiny, a więc wit. B6, B ]2, 
kwasu foliowego. Niedobór folianów jest często spotykany u osób starszych, u

RYSUNEK 1. Przemiany metaboliczne homocysteiny: MFMT -  transmetylaza metylotetrahydrofo- 
liamhomocysteina (EC 2.1.1.13); BHMT -  transmetylaza betaina:homocysteina (EC 2.1.1.5), MTHFR
-  reduktaza metylenotetrahydrofolianu (EC 1.7.99.5), CBS -  syntaza (3-cystationiny (EC 4.2.1.22), SAM
-  S-adenozylometionina, SAH -  S-adenozylohomocysteina, GPx -  peroksydaza glutationu, MetyloTHF 
-metylotetrahydrofolian,MetylenoTHF-metylenotetrahydrofolian (linia przerywana oznaczona plusem 
oznacza proces aktywowania reakcji, a minusem -  hamowania)

CBS
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których wchłanianie tych związków jest upośledzone, jak również u kobiet w ciąży 
lub stosujących doustne środki antykoncepcyjne, u palaczy i alkoholików, a także 
u osób leczonych środkami przeciwdrgawkowymi [14], Opisano obniżone wchła
nianie folianów przy infekcji Helicobacter pylori, która powoduje podwyższenie 
pH soku żołądkowego [54]. Deficyt folianów ma wiele patologicznych konsekwencji. 
Obok zwiększonego ryzyka chorób krążenia, niedobór może być przyczyną po
wstawania anemii megaloblastycznej, częstszych uszkodzeń układu nerwowego roz
wijającego się płodu (ang. neural tube defects), zaburzeń neuropsychiatrycznych, 
znacznego wzrostu zachorowań na nowotwory [15]. Inną przyczyną zwiększającą 
wewnątrzkomórkowe stężenie homocysteiny jest terapia ze stosowaniem antyfo- 
lianów, np. MTX, w leczeniu nowotworów, chorób reumatoidalnych i łuszczycy
[10]. W tym wypadku zaburzenia metabolizmu są związane ze zmniejszeniem się 
puli zredukowanych folianów.

Opisane procesy prowadzą do wzrostu stężenia homocysteiny w komórce i jej 
zwiększonego transportu do krwi [72]. Usuwanie homocysteiny z osocza zachodzi 
w nerkach, głównie w szlaku transsulfuracji [34]. U osób z wadami nerek lub 
po hemodializie obserwuje się często podwyższony poziom homocysteiny [37]. 
Stężenie homocysteiny w surowicy może osiągać stężenie do 15 pmol/1, co jest 
uważane za poziom prawidłowy. W stanach patologicznych, nazywanych hiper- 
homocysteinemią, wyróżnia się łagodne podwyższenie poziomu homocysteiny (16 - 
30 pmol/1), umiarkowane (31-100 pmol/1) i ciężkie (powyżej 100 pmol/1) [50].

METABOLICZNE EFEKTY PODWYŻSZONEGO 
STĘŻENIA HOMOCYSTEINY W KOMÓRCE 

A PATOLOGIA MIAŻDŻYCY

Podwyższone stężenie homocysteiny, nawet uważane za łagodną hiperhomocy- 
steinemię, może prowadzić do zaburzeń wielu procesów metabolicznych, między 
innymi związanych z przemianami lipidów. Zaobserwowano, że u osób z hiper- 
homocysteinemią może zachodzić pozytywna korelacja między podwyższonym stę
żeniem homocysteiny a poziomem cholesterolu w surowicy krwi. W doświadczeniach 
in vitro komórki wątrobiaka inkubowane z homocysteiną produkują i wydzielają 
zwiększoną ilość cholesterolu oraz apolipoproteiny B 100, a także mają podwyższoną 
aktywność reduktazy HMG-CoA [62]. Zwiększenie stężenia lipidów pod wpływem 
homocysteiny może już powodować miażdżycowe zmiany patologiczne. Szczególnie 
dotyczy to zestryfikowanych form lipidów. M etylacja LDL obniża jego przyłączanie 
do receptorów na makrofagach [27] zapobiegając w ten sposób inicjowaniu procesów 
oksydacji LDL [2]. Występujące przy hiperhomocysteinemii upośledzenie procesów 
metylacji sprzyja powstawaniu utlenionych form LDL, które są efektywniej po
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chłaniane przez makrofagi, osiadające następnie pod śródbłonkiem i tworzące płytki 
miażdżycowe w naczyniach [71]. Reakcje metylacji są również częścią procesu 
naprawy uszkodzeń wynikających ze spontanicznych deaminacji i izomeryzacji po
datnych na te reakcje miejsc białkowych. Zaburzenia metylacji powodują groma
dzenie się tak uszkodzonych białek w błonach erytrocytów ludzi, u których wady 
nerek powodują podwyższone stężenie homocysteiny [66].

Nagromadzenie się homocysteiny nasila również niekorzystny proces, w którym 
jest ona błędnie aktywowana przez syntazę metionylo-tRNA, tworząc homocystei- 
nylo-AMP. Przekształcenie homocysteinylo-AMP do tiolaktonu zapobiega niepo
żądanej inkorporacji tego związku podczas syntezy łańcucha polipeptydowego. 
Nadmiar tiolaktonu homocysteiny pojawiający się przy hiperhomocysteinemii jest 
odpowiedzialny za posttranslacyjne modyfikacje białek poprzez acylację grup li- 
zylowych w łańcuchu polipeptydowym, co zmienia strukturę białek i zaburza ich 
funkcjonowanie [36]. Reaktywność tiolaktonu względem białek jest uważana za 
kolejną przyczynę patologii wywoływanych przez podwyższony poziom homocy
steiny np. może powodować dysplazję różnych komórek, zwiększoną produkcję 
elementów keratynowych, nasilenie agregacji płytek krwi [56]. Ponadto wolne grupy 
aminowe LDL ulegają procesom dołowania, co powoduje zwiększone pobieranie 
tych cząstek przez makrofagi i odkładanie lipidów w płytkach miażdżycowych. 
W ścianach naczyń, gdzie osiadają makrofagi, tiolakton jest uwalniany z LDL 
wywołując oksydacje cholesterolu i nienasyconych lipidów, uszkodzenia miejscowe 
oraz agregację płytek, wzmożone uwalnianie czynników krzepnięcia, miohyper- 
plazję, odkładanie siarczanów glikozoaminoglikanów, a także poważne w skutkach 
włóknienie i wapnienie płytek miażdżycowych [55].

W patologii miażdżycy następują zmiany powodujące uszkodzenia, śródbłonka, 
nadmierną krzepliwość krwi i proliferację mięśniówki naczyń oraz zmiany w sub
stancji zewnątrzkomórkowej. Z badań ostatnich lat wynika, że podwyższony poziom 
homocysteiny ma istotny udział w tych procesach.

Toksyczne działanie homocysteiny na śródbłonek

Śródbłonek naczyniowy, pod wpływem czynników powstających podczas krze
pnięcia krwi i hormonów tkankowych, takich jak: acetylcholina, histamina, bra- 
dykinina, a także w odpowiedzi na ciśnienie przepływającej krwi, uwalnia substancję 
nazywaną EDRF (ang. endothelium derived relaxing factors), tlenek azotu (NO) 
pełniący ważną rolę w regulacji homeostazy i relaksacji naczyń. Wydaje się, że 
toksyczny wpływ homocysteiny na funkcjonowanie śródbłonka może wywoływać 
początkowe fazy rozwoju miażdżycy [58]. Inkubacja in vitro komórek śródbłonka 
z hom ocysteiną prowadzi do zmniejszenia żywotności i odrywania się komórek 
od podłoża [ 13] oraz stymuluje adhezję granulocytów obojętnochłonnych i niszczenie 
przez nie warstwy komórek śródbłonka [12]. W  organizmie uszkodzenie komórek
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śródbłonka powoduje adhezję płytek krwi do odsłoniętego kolagenu ścian naczyń 
stwarzające warunki do powstawania skrzepów, a także stymuluje produkcję cytokin 
i czynników wzrostowych (np. PDGF), które oddziałują na otaczające je miocyty 
zwiększając ich proliferację.

Efekt homocysteiny przypisywany jest przede wszystkim stresowi oksydacyj
nemu związanemu z reaktywnością grup tiolowych tego aminokwasu [5, 35], które 
w obecności jonów żelaza i miedzi generują wolne rodniki, takie jak: rodniki tlenowe 
i rodniki homocysteinowe. Uważa się to za przyczynę uszkodzeń w komórkach, 
gdyż antyoksydanty, np. katalaza, zmniejszają cytotoksyczność homocysteiny [16]. 
Stres oksydacyjny powoduje obniżenie poziomu glutationu w komórce, oksydację 
lipidów, uszkodzenia błon i struktury DNA, a także aktywację proteaz, nukleaz 
i kinaz białkowych [25]. Wysoki poziom utlenionych form lipidów jest skorelowany 
ze zmniejszoną przeżywalnością komórek śródbłonka [86]. Wiadomo, że utlenione 
cząsteczki LDL niszczą błony i organella komórkowe, hamują syntezę prostacyklin 
[77], aktywują kaspazy i sfingomielinazy [28], a także powodują, że komórki śród
błonka stają się wrażliwe na apoptotyczne sygnały receptora Fas [70]. Utlenione 
cząsteczki LDL są łatwiej pobierane przez makrofagi, które następnie osiadają pod 
śródbłonkiem uszkadzając strukturę naczynia [71 ], a dodatkowym czynnikiem wzma
gającym ten proces jest większa liczba receptorów dla LDL na oksydacyjnie zmo
dyfikowanych makrofagach [23]. Prowadzi to do gromadzenia cholesterolu w 
ścianach naczyń i powstawania płytek miażdżycowych. Z kolei oksydacyjne mo
dyfikacje białek mogą powodować zmiany ich struktury przestrzennej, podatność 
na proteolizę, a także wpływać na ich posttranslacyjne przemiany [3]. Nadtlenek 
wodoru, przez zwiększenie napływu jonów wapnia do komórki, stwarza też sygnał 
indukujący syntezę czynnika aktywującego płytki, co stymuluje adhezję neutrofili 
do powierzchni śródbłonka [63].

Wolne rodniki wpływają też na zmianę stężenia tlenku azotu uwalnianego przez 
śródbłonek. Efektywne funkcjonowanie tlenku azotu odbywa się przy udziale pe- 
roksydazy glutationu (GPx), która zapobiega jego inaktywacji redukując utlenione 
lipidy. Homocysteina uszkadza enzymy antyoksydacyjne, a głównie właśnie we
wnątrzkomórkową izoformę GPx, zmniejszając w ten sposób biologiczną dostępność 
tlenku azotu, mimo że jego produkcja mierzona poziomem mRNA i białka enzymu 
NOS nie zmienia się [81].

W komórkach śródbłonka opisano także uszkodzenia struktury DNA w wyniku 
działania wolnych rodników generowanych przez homocysteinę. Obserwowany 
wzrost aktywności polimerazy poli-ADPrybozy, który jest stymulowany przez usz
kodzenia syntezy jednej z nici DNA, prowadzi do wyczerpania puli NAD+ i śmierci 
komórki [4, 78]. Dodatkowo, oprócz indukcji zaburzeń w strukturze DNA, ho
mocysteina bezpośrednio wywiera hamujący wpływ na syntezę kwasów nuklei
nowych, powodując niekorzystną dystrybucję grup metylowych dla kofaktorów 
syntezy nukleotydów. Obniżenie syntezy DNA i zahamowanie podziałów komór
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kowych jest selektywnym działaniem homocysteiny na komórki śródbłonka (w od
różnieniu od odmiennego wpływu na komórki mięśni gładkich naczyń). W śródbłonku 
obserwuje się wzrost aktywności syntazy SAH, której nagromadzany produkt -  
SAH jest inhibitorem transmetylacji. Zaindukowana przez homocysteinę hypome- 
tylacja jest związana z obniżeniem posttransłacyjnej metylacji białka p21ras i zmniej
szeniem jego powinowactwa do błony komórkowej [44]. Przypuszcza się, że ten 
proces jest odpowiedzialny za spadek aktywowania MAP kinaz uczestniczących 
w regulacji podziałów komórkowych, co w efekcie zatrzymuje komórki śródbłonka 
w fazie G1 cyklu komórkowego [87].

Ostatnio rozpoczęto też prace nad molekularnym działaniem homocysteiny na 
ekspresję niektórych genów. Wykryto jej wpływ na indukcję in vitro ekspresji 
białka GRP78 [65, 40] i sekwencji homologicznej z kompleksem regulującym trans
lację mRNA -  EF-1 delta [9]. Podobne zjawisko obserwuje się in vivo, gdy hiper- 
homocysteinemia jest wywołana przez defekt genu CBS [9, 65]. Gen GRP78 koduje 
białko opiekuńcze łączące się z siateczką endoplazmatyczną i ułatwiające prze
chodzenie do niej białek, gdzie są postranslacyjnie modyfikowane i kierowane do 
innych organelli. Uważa się, że akumulacja w siateczce endoplazmatycznej usz
kodzonych białek jest spowodowana indukcją GRP78 wywoływanej specyficznie 
przez homocysteinę. Tym mechanizmem można więc tłumaczyć wpływ homocy
steiny na selektywną inhibicję ekspresji powierzchniowej niektórych białek, takich 
jak  trombomodulina lub sekrecji czynnika von W illebranda [45, 46]. Aktywacja 
wymienionych genów w połączeniu z redukcją ekspresji GPx i czynnika B wzmac
niającego komórki NK (ang. natural killer-enhancing factor B) wskazuje na rolę 
homocysteiny we wzmacnianiu cytotoksycznej odpowiedzi komórek na stres oksy
dacyjny [65]. Inne geny, dla których opisano regulację przez homocysteinę, to 
gen kodujący enzym o aktywności dehydrogenazy metylenotetrahydrofolianowej 
i cyklohydrolazy metenylotetrahydrofolianu, który bierze udział w metabolizmie 
homocysteiny poprzez szlak remetylacji, gen ATF-4 (ang. activating transcription 
factor ), gen RTP  [40]. W yizolowano również gen RIT42 (ang. reduced in tumor), 
który w komórkach śródbłonka jest indukowany przez homocysteinę, a którego 
wprowadzenie do komórek nowotworowych powoduje zahamowanie ich pro
liferacji [43].

Wpływ homocysteiny na procesy krzepliwości krwi

Jednym z efektów w patologii miażdżycy jest również nieprawidłowy przebieg 
procesów krzepnięcia krwi, powodujący powstawanie zatorów w naczyniach. Pra
widłowy śródbłonek ma system mechanizmów antykoagulacyjnych i regulujących 
fibrynolizę. Homocysteina hamuje niektóre z tych funkcji śródbłonka. Jednym z 
ważniejszych systemów zapobiegających koagulacji jest aktywacja kaskady pro
cesów z udziałem enzymu, tzw. białka C, w której kofaktorami jest trombina oraz
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trombomodulina powstająca w śródbłonku. Wykazano, że homocysteina, redukując 
mostki dwusiarczkowe trombomoduliny, zmniejsza jej udział w pośredniczeniu akty
wacji białka C [33]. Pod wpływem homocysteiny ulega uszkodzeniu również sekrecja 
i zakotwiczanie trombomoduliny na powierzchni komórek śródbłonka [46]. Innym 
mechanizmem antykoagulacyjnym jest oddziaływanie antytrombiny III z hepary- 
no-podobnymi proteoglikanami obecnymi na powierzchni śródbłonka, powodujące 
inhibicję czynników krzepliwości, takich jak czynnik Xa, Vila. W ysokie stężenie 
homocysteiny zmniejsza poziom antytrombiny III związanej na powierzchni komórek
[59]. W śródbłonku odbywa się synteza prostacyklin i tlenku azotu, które są zw iąz
kami obniżającymi agregację płytek. Stwierdzono, że w hodowlach komórkowych 
homocysteina i SAH inhibują syntezę prostacyklin [88], a przez generację wolnych 
rodników inaktywują tlenek azotu [81]. Homocysteina, przez inhibicję aktywności 
śródbłonkowej ADP-azy, zwiększa stężenie ADP -  nukleotydu mającego wpływ 
na agregację płytek krwi [30] oraz powoduje wzrost aktywności prokoagulacyjnego 
czynnika TF (ang. tissue factor) [22].

Komórki śródbłonka wpływają na utrzymanie prawidłowego przepływu krwi 
również przez regulację procesów fibrynolizy. Poziom plazminy -  czynnika zapo
biegającego procesom fibrynylacji -  jest regulowany przez syntetyzowany w śród
błonku tkankow y aktyw ator plazm inogenu (t-PA) oraz inhibitor aktyw atora 
plazminogenu (PAI-1). Działanie homocysteiny jest związane ze zmniejszeniem 
aktywacji plazminogenu. Dzieje się to przez zahamowanie łączenia t-PA do aneksyny 
II, będącej receptorem warunkującym działanie czynników fibrynolitycznych [24], 
jak  również przez zwiększenie inkorporacji Lp(a) do ściany naczyń [32]. W ysokie 
stężenie Lp(a) inhibuje fibrynolizę, gdyż obniża łączenie aneksyny z plazminogenem 
[24, 18] i stymuluje komórki śródbłonka do uwalniania inhibitora aktywatora pla
zminogenu PAI-1 [31].

Wpływ homocysteiny na miocyty naczyń

Komórki miocytów ścian naczyń podlegają w odpowiedzi na miażdżycogenne 
działanie homocysteiny procesom biochemicznym odmiennym niż komórki śród
błonka. Homocysteina stymuluje proliferację miocytów prowadząc do patologicz
nego zgrubienia ścian i zwężenia światła naczyń krwionośnych [7]. Nie wiadomo 
jednak, czy przeważa bezpośredni wpływ homocysteiny, czy pośredni -  poprzez 
inne typy komórek. Jakjuż wspomniano, uszkodzenie śródbłonka powoduje agregację 
w miejscach uszkodzeń płytek krwi i uwalnianie przez nie PDGF, który jest czyn
nikiem mitogennym dla miocytów. Homocysteina dodatkowo zwiększa działanie 
PDGF prawdopodobnie przez uszkodzenie aktywności enzymów an ty oksydacyjnych
[60]. Stres oksydacyjny wywoływany bezpośrednim działaniem homocysteiny po
woduje także aktywację czynnika transkrypcyjnego NFkB i ekspresję indukowalnej 
izoformy syntazy tlenku azotu (iNOS). Zwiększenie wytwarzania tlenku azotu przy
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czynią się dodatkowo do powstania odczynu zapalnego, który charakteryzuje wczesne 
procesy miażdżycowe [89].

Określenie roli homocysteiny jako agonisty receptorów NMDA w układzie ner
wowym [39, 64] przyczyniło się do rozpoczęcia badań na innych typach komórek 
nad mitogennym wpływem tego aminokwasu przez mechanizm receptorowy. Wyniki 
tych poszukiwań wykazały, że homocysteina aktywuje czynnik receptorowo-po- 
dobny, co powoduje zwiększone wytwarzanie diacyloglicerolu i indukcję kinazy 
białkowej C. Obserwuje się również zwielokrotnioną transkrypcję c-fos i c-myb, 
której zahamowanie przez inhibitory receptora NMDA ogranicza tempo proliferacji
[11]. Zaproponowano hipotezę o zależnej od MAP kinaz transdukcji sygnałów, 
gdyż w miocytach z zaindukowaną przez homocysteinę transkrypcją c-fos następuje 
aktywacja ERK2 [6]. Poza tym opisano wzrost poziomu mRNA cyklin A i D l 
[79] oraz podwyższony poziom kinaz cyklino-zależnych [21, 49], które regulują, 
jak  wiadomo, wchodzenie w fazę S cyklu komórkowego i rozpoczynanie mitozy. 
Uważa się więc, że być może w błonie komórkowej lub w cytoplazmie są receptory 
dla homocysteiny, których stymulacja prowadzi do powstania kaskady przekaźników 
sygnałów z powierzchni komórki do jądra i w rezultacie wzrost syntezy DNA.

Wpływ homocysteiny na substancję zewnątrzkomórkową

Substancja zewnątrzkomórkową, tworząca otoczenie dla komórek ścian naczyń, 
jest złożona głównie z białkowych elementów, takich jak  kolagen i elastyna, które 
nadają naczyniom elastyczność i sprężystość. Stres oksydacyjny w naczyniach krwio
nośnych powoduje wzrost stężenia cytokin, które stymulują aktywność elastaz, co 
prowadzi do ubytku włókien elastynowych bez zmian w ilości włókien kolage
nowych. Takie zaburzenia w strukturze przyczyniają się do stwierdzanych zmian 
naczyniowych w procesach miażdżycowych [26]. Wykazano ponadto, że homo
cysteina działa także w sposób bezpośredni, indukując w naczyniach krwionośnych 
nasilenie procesów elastynolizy przez uaktywnienie proteaz serynowych [38] i za
stępowanie komponentów elastycznych składnikami włóknistymi [69]. Komórki 
miocytów hodowane w obecności homocysteiny szybciej się namnażają i produkują 
zwiększoną ilość kolagenu [51, 80]. Jednocześnie od dawna wiadomo, że w hiper- 
homocysteinemii występują zmiany strukturalne włókien kolagenowych polegające 
na redukowaniu połączeń sieciujących, co powoduje destabilizację włókien [48, 
53]. W iązania sieciujące w kolagenie i elastynie są inicjowane przez oksydazę 
lizylową. Przy niedoborze wit. B6 stwierdzono zmniejszenie aktywności oksydazy 
lizylowej obniżające ilość reszt lizynowych w elastynie, co zaburza sieciowanie 
i powstawanie fibrylli [57]. Niedobór tej witaminy -  kofaktora CBS -  sugerowałby 
wpływ homocysteiny na ten proces. Jednak homocysteina w fizjologicznych stę
żeniach in vitro nie hamuje oksydazy lizylowej [53]. Wykazano natomiast, że tio- 
lakton hom ocysteiny je s t nieodw racalnym  inhibitorem  tego enzymu, a więc
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akumulacja tego związku, a nie samej homocysteiny, może być przyczyną zm niej
szonego powstawania włókien, a tym samym zmian w substancji międzykomórkowej 
[47].

Ostatnio stwierdzono, że zwiększenie stężenia międzykomórkowej cząsteczki 
adhezyjnej ICAM-1 (ang. intercellular adhesion molecule) wpływa na adhezję i 
migrację leukocytów przez warstwę komórek śródbłonka, co jest uważane za kry
tyczny moment w inicjacji i postępie procesów miażdżycowych. W ydaje się, że 
wysoki poziom homocysteiny, trójglicerydów, cholesterolu, t-PA ma wpływ na 
zwiększenie się liczby cząsteczek adhezyjnych ICAM-1, co zwiększa ryzyko miaż
dżycy i zawału serca [68].

WSPÓŁDZIAŁANIE HOMOCYSTEINY 
Z TLENKIEM AZOTU A PROCESY MIAŻDŻYCOWE

Tlenek azotu, nazywany czynnikiem relaksacyjnym (EDRF), syntetyzowany jest 
przez obecną w śródbłonku syntazę NO (eNOS) w odpowiedzi na ciśnienie wy
woływane przepływem krwi, co jest sygnałem do rozkurczu mięśni gładkich i roz
szerzenia naczyń. Szereg warunków związanych z ryzykiem rozwoju miażdżycy, 
m.in. podwyższone stężenie homocysteiny we krwi, powoduje upośledzenie wy
dzielania EDRF. Z kolei wiadomo, że grupy tiolowe w obecności tlenku azotu 
tworzą S-nitrozotiole. Są to związki o postulowanym działaniu przeciwskrzepowym 
i powodującym rozszerzenie naczyń krwionośnych, a więc przypisuje im się rolę 
w łagodzeniu uszkodzeń wywoływanych przez homocysteinę [83]. S-nitrozotiole 
-  mając stosunkowo większą stabilność i brak reaktywności względem rodników 
tlenowych — służą jako donory NO po rozpadzie wiązania S-N uwalnia się 
ponownie tlenek azotu [1]. Związek ten uczestniczy w reakcjach nitrozylacji miejsc 
nukleofilowych aminokwasów i białek regulując ich funkcjonowanie [74]. S-ni- 
trozylacja t-PA stymuluje procesy antykoagulacyjne i rozszerzanie się naczyń [76]. 
Podobnie czynnik XIII -  transglutaminaza katalizująca sieciowanie monomerów 
fibryny podczas koagulacji -  jest inhibowany po S-nitrozylacji [8]. S-nitrozo- 
proteiny powodują również supresję proliferacji mięśni gładkich naczyń krwio
nośnych [17]. W reakcjach nitrozylacji najbardziej reaktywne są tiole. Nitrozylacja 
homocysteiny prowadzi do powstania S-nitrozohomocysteiny, która nie stymuluje 
powstawania nadtlenku wodoru i nie przechodzi konwersji do tiolaktonu, nie po
woduje więc dysfunkcji komórek [75]. Prawidłowy śródbłonek moduluje więc nie
korzystny wpływ homocysteiny dzięki produkcji EDRF i nitrozylacji. Natomiast 
toksyczny wpływ homocysteiny może wynikać z pogorszenia tworzenia S-nitro- 
zohomocysteiny ze względu na brak równowagi między produkcją EDRF przez 
uszkodzony śródbłonek a podwyższonym poziomem homocysteiny we krwi [75].
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Stymulacja produkcji tlenku azotu może służyć jako mechanizm detoksyfikacji przy 
hiperhomocysteinemii. W obecności agonisty tlenku azotu, bradykininy, homocy- 
steina powoduje podwyższenie poziomu S-nitrozopochodnych, czemu towarzyszy 
większa aktywność syntazy tlenku azotu i transkrypcja genu NOS3 [82]. Wydaje 
się więc, że homocysteina w obecności tlenku azotu może mieć pozytywny wpływ 
antymiażdżycowy, o ile jej stężenie nie przekroczy poziomu, przy którym efekt 
korzystny będzie niweczony przez ujemne działanie homocysteiny.

UWAGI KOŃCOWE

Z przedstawionych danych widać, że mechanizm działania homocysteiny w pro
cesie powstawania zmian miażdżycowych jest wielostronny ze względu na jej wpływ 
na różnorodne procesy komórkowe. Stężenie homocysteiny w surowicy jest od
wrotnie proporcjonalne do poziomu folianów. Zapobieganie hiperhomocysteinemii 
w surowicy krwi polega zatem na dostarczaniu głównie folianów, wit. B 12 i B6 
-  związków, które biorą udział w utylizacji homocysteiny [52]. Istnieje wiele opi
sanych terapii, w których stosowanie kwasu foliowego (5-10 mg dziennie) i witamin 
z grupy B powoduje znaczne obniżenie stężenia homocysteiny [37, 67]. Podobny 
efekt powoduje również podanie metioniny czy nawet betainy, a związki te mogą 
być podawane osobom z upośledzonym wchłanianiem folianów [91]. W pewnych 
szczególnych przypadkach, np. ścisłych diet wegetariańskich, może nastąpić niedobór 
wit.B j 2, co odgrywa istotną rolę w potencjalnej patologii miażdżycy ludzi stosujących 
te diety.
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O PRZYCZYNACH ZM IENNOŚCI PLANU BUDOW Y  
KW IATU

MECHANISMS OF PATTERNING IN FLOWERS

BEATA ZAGÓRSKA-MAREK 

Instytut Botaniki, Uniwersytet Wrocławski, Wrocław

Profesorowi Zygmuntowi Hejnowiczowi
W podziękow aniu  za g łoszen ie poch w a ły  radości badania.

Streszczenie: Zmiany podstawowego planu budowy kwiatu to zmiany osiowe oznaczające utratę doty
chczasowej lub nabycie nowej tożsamości przez zawiązki kolejnych okółków albo też zmiany obwodowe 
zmieniające symetrię i krotność kwiatu. W pracy dokonano przeglądu najnowszych osiągnięć genetyki 
molekularnej wskazujących na istnienie w merystemach kwiatowych interaktywnych systemów steru
jących rozmieszczeniem i tożsamością organów kwiatowych. Podkreślono znaczenie mutacji genów 
homeotycznych, zmieniających fenotypowe cechy kwiatu, które po ustabilizowaniu się w populacjach 
w wyniku selekcyjnej presji środowiska dały początek różnym liniom rozwojowym roślin okrytozaląż- 
kowych i przyczyniły się do wzrostu różnorodności kwiatowej morfologii.
(Postępy Biologii Komórki 2000; 27: 97-109)

Słowa kluczowe: Morfogeneza kwiatu, geny homeotyczne, zmienność merystyczna, symetria, tożsamość 
organów kwiatowych.

Summary: New developments in molecular genetics, explaining over the past decade the changes in floral 
organ identity and distribution, are presented and discussed. Specific mutations of homeotic genes 
changing flower phenotype are described as factors leading to the outstanding diversity of floral patterns 
present in Angiosperms. Special attention is paid to the systems interacting with each other as well as 
acting independently. Aspects of meristic variation are underlined as important for the development of 
different floral symmetry in evolutionary lines of Monocots and Eudicots.
(Advances in Cell Biology 2000; 27: 97-109)

Key words: Flower morphogenesis, homeotic genes, meristic variation, symmetry, floral organ identity.
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Motto:

Obiecało się dziewczynie 
W pięciolistnym bzie kwitnące 

W czterolistnej koniczynie 
Na rosami srebrnej łące

Maryla Wolska "Szczęście"

WPROWADZENIE

Morfologia, a w szczególności organografia kwiatu jako struktury konserwa
tywnej, jest podstawą diagnostyki taksonomicznej w systematyce roślin okrytoza- 
lążkowych od czasów Linneusza. Stabilność cech budowy kwiatu w obrębie danego 
taksonu stała się dla systematyków niemal dogmatem. W ynika ona ze ścisłego, 
ewolucyjnie wykształconego dopasowania tej budowy do pełnionej funkcji roz
mnażania generatywnego z zastosowaniem charakterystycznego dla tego taksonu 
wzorca rozmnażania. Wzorzec ten jest związany głównie, choć nie tylko (apomiksja), 
z biologią zapylania, na co wskazują takie tendencje ewolucyjne w kwiecie, jak: 
zmiana symerii z promienistej na grzbiecistą, redukcja elementów przez ich zrastanie 
itp. W szelka niestabilność budowy kwiatu mogłaby nieść ryzyko niepowodzenia 
w przekazywaniu genów kolejnym pokoleniom.

Stabilność w obrębie taksonów niższego rzędu, a zarazem znaczna różnorodność 
budowy kwiatu wśród całej grupy roślin okrytozalążkowych rodzi pytanie o m e
chanizmy ewolucyjnych przemian prowadzących do tej różnorodności. Dlaczego 
i jak  zmieniała się krotność i symetria kwiatu? Dlaczego niektóre kwiaty mają 
pełny okwiat, a inne pojedynczy? Dlaczego jedne kwiaty są doskonałe, a inne 
jednopłciowe? W ciągu ostatnich lat wiele nowych informacji na temat filogenezy 
kwiatu -  struktury, która zapewniła największy w historii życia na Ziemi sukces 
ewolucyjny roślinom okrytozalążkowym, przyniosły badania genetyki molekularnej. 
Jesteśmy w chwili obecnej świadkami bodaj największej rewolucji w poznawaniu 
i rozumieniu genetycznych mechanizmów rządzących procesami morfogenetycz- 
nymi u roślin.

W KWIECIE DZIAŁA SYSTEM OKREŚLAJĄCY 
TOŻSAMOŚĆ ZAWIĄZKÓW ORGANÓW KWIATOWYCH

Badania mutantów kwiatowych genów homeotycznych u rzodkiewnika (A ra - 
bidopsis) i wyżlinu (Antirrhinum ) wskazały na istnienie trzech klas genów A, B 
i C, których współdziałanie decyduje o tożsamości zawiązków organów kwiatowych 
produkowanych przez merystem generatywny [2, 3]. Aktywność ich zmienia się 
podczas tworzenia się kolejnych okółków kwiatu doskonałego w sposób, który
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zapewnia prawidłową sekwencję tych okółków i określoną, a zarazem różną po
między kolejnymi okółkami, tożsamość elementów każdego z nich. Pierwszy po
ziom w kwiecie to domena aktywności genów klasy A - z  okółka tego powstają 
działki kielicha. Drugi poziom, w którym aktywne są zarówno geny z klasy A, 
jak i B, to okółek płatków korony. Na poziomie trzecim nie ma już aktywności 
genów A, pojawiają się natomiast produkty aktywności genów klasy C i wciąż 
jeszcze aktywne są geny B -  tu tworzą się pręciki. Na ostatnim poziomie zostają 
wyłączone geny klasy B, aktywność genów C zapewnia tworzącym się najwyżej 
w kwiecie zawiązkom tożsamość słupkowia. Domeny aktywności genów homeo- 
tycznych wszystkich trzech klas jak widać zachodzą na siebie wzdłuż osi kwiatu. 
Prawidłowe działanie systemu polega na precyzyjnym, regulowanym w czasie i 
przestrzeni włączaniu i wyłączaniu tych genów.

Elegancja powyższej propozycji polega na tym, że można funkcjonowaniem 
systemu ABC objaśnić ogromną liczbę ciekawych i spotykanych w różnych rodzinach 
odstępstw od typowego planu budowy kwiatu. Pozwala badać pochodzenie i przy
należność struktur w kwiatach o nietypowym fenotypie, takich jak np. plewki i 
łuszczki w kwiecie traw (łuszczki są odpowiednikiem płatków korony), a także, 
dla przykładu, zrozumieć przemianę, jaka zaszła na drodze udomowiania kukurydzy, 
polegającą na zmianie płci kwiatów (mutacja silky 1) w terminalnych kwiatostanach 
osi bocznych dzikiego jej przodka -  teosinte.

Jednym z najważniejszych dla filogenezy osiągnięć jest to, że w wyniku badań 
genetyki molekularnej potwierdzone zostały poglądy o liściowym pochodzeniu or
ganów kwiatowych: potrójne mutanty genów homeotycznych systemu ABC, okre
ślających tożsamość tych organów, tworzą zamiast płatków, pręcików i słupków 
struktury liściopodobne. Rewersja -  zjawisko polegające na spontanicznym powrocie 
merystemu generatywnego do tworzenia liści w miejscu organów kwiatowych, opi
sane dla Impatiens balsamina i Anagallis arvensis [1], spotykane również niekiedy 
u Trifolium pratense (obserwacje własne) są zapewne efektem unieczynnienia tych 
genów. M ożliwość wpisania zjawiska reiteracji części programu rozwojowego w 
strategię życiową rośliny, prowadzącą do podniesienia skuteczności jej propagacji 
w środowisku, została niedawno udokumentowana dla egzotycznego gatunku Nym- 
phea prolifera, w którego kwiatach produkowane są nowe, służące rozmnażaniu 
pączki [18].

Fenotypy mutantów kwiatowych genów homeotycznych pokazują zjawisko na
zwane przez Coena i M eyerowitza [9] wojną okółków (the war o f  the whorls). 
Efekt homeotyczny polegający na pojawieniu się prawidłowego organu w niewła
ściwym dlań położeniu w roślinie objawia się w tych mutantach wkraczaniem na 
teren danego okółka kwiatowego obcych dla niego struktur: płatków lub słupków 
na teren pręcików lub pręcików na teren słupkowia.

U Arabidopsis przy braku aktywności genów A (mutant apetala 1, apetala 2) 
funkcja genów klasy C pojawia się na poziomie wszystkich czterech okółków kwia
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towych. Daje to efekt fenotypowy kwiatu pozbawionego okwiatu, ze słupkami na 
poziomie działek kielicha i pręcikami na poziomie płatków korony. Kwiat taki 
obupłciowy, z dwoma okółkami pręcików składa się wyłącznie z organów gene- 
ratywnych. Przypomina bezokwiatowe, obupłciowe kwiaty w rodzinach Piperaceae 
i Ceratophyllaceae uznane obecnie za jedne z najpierwotniejszych. Brak aktywności 
B (mutant apetala3 lub pistillata) oznacza, że w wyniku mutacji powstaje jed- 
nopłciowy kwiat żeński zawierający jedynie słupki. W tym wypadku słupki po
jaw iają się już na poziomie pręcików, a więc efekt fenotypowy polega znów, jak  
poprzednio, na zwiększeniu liczby okółków, w których występują organy o iden
tycznej tożsamości. Szczególny efekt mnożenia okółków obserwuje się w przypadku 
braku aktywności C, w trzecim typie mutanta homeotycznego u Arabidopsis, jakim  
jest agamo us. Tutaj, komplementarnie do sytuacji opisanej w przypadku mutanta 
apetala 1, brak aktywności C oznacza pojawienie się aktywności A we wszystkich 
okółkach. Kwiat traci swą funkcję generatywną: składa się wyłącznie z elementów 
okwiatu: płatków i działek kielicha. Ma charakter kwiatu pełnego, bowiem wraz 
z mutacją genów klasy C następuje utrata zdeterminowanego charakteru wzrostu 
wierzchołka kwiatowego. Program tworzenia kolejnych okółków, przy nieograni
czonym wzroście merystemu, podlega kilkakrotnej reiteracji. Odpowiednikami wyżej 
wymienionych genów tożsamości organów kwiatowych u Antirrhinum  są odpo
wiednio w klasie A -  gen squamosa, w B -  deficiens, globosa oraz w C -  plena.

Scharakteryzowane wyżej fenotypy pojedynczych mutantów homeotycznych ge
nów kwiatowych systemu ABC nie wyczerpują wszystkich możliwości odstępstw 
od typowego planu budowy kwiatu. Istnieje bowiem szereg interesujących mutacji 
podwójnych, a ponadto granice domen, w których ekspresjonowane są geny po
szczególnych klas, mogą ulegać osiowym przesunięciom. Przesunięcie akropetalne 
granicy domeny, w której obecne są produkty genów klasy B, i rozciągnięcie się 
jej na czwarty okółek powoduje powstanie fenotypu superman. W kwiecie takim 
zamiast słupków pojawia się terminalnie dodatkowy okółek pręcików!

Należy na koniec zauważyć, że znaleziono ostatnio roślinę, której kwiaty łamią 
„boski porządek” nadany przez system ABC, bowiem słupki znajdują się tu w 
trzecim, a pręciki w czwartym, czyli ostatnim, okółku. Jest to Lacandonia schismatic a 
(Triuridales). Kwiat ten, o odwróconej polarności osi generatywnej, jest w chwili 
obecnej analizowany przez genetyków [19] jako niezwykle atrakcyjny dla dalszego 
poznania mechanizmów rządzących zmiennością kwiatowej morfologii. Sprawdzana 
jest hipoteza o nieciągłości domeny, w której ekspresjonowane są geny klasy B 
i przesunięciu jej apikalnego segmentu na obszar okółka czwartego.

Wojna okółków tłumaczy następujące zmiany planu budowy kwiatu doskonałego:
• mnożenie wzdłuż osi okółków organów kwiatowych o tej samej tożsamości (ape

tala 1, apetala 3, agamous)
• utratę pewnych typów tożsamości:

redukcja okwiatu (apetala 1, apetala 3),
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RYSUNEK 1. Magnolia stellata-petalodia. powoduje zwielokrotnienie trójkrotnego zazwyczaj okwiatu: 
A -  pęd generatywny kwiatu normalnego po przekwitnieniu, blizny po opadłych płatkach ułożonych w 
trzech trójkrotnych okółkach są znacznie większe od blizn po opadłych pręcikach; B -  pęd kwiatu, w 
którym wystąpiła petalodia; osiowe przeniesienie tożsamości płatkowej na teren pręcikowia spowodowało 
rozwój płatków (większe blizny) ze spiralnie ułożonych niedoszłych pręcików; C -  kwiat pełny tworzący 
się w wyniku petalodii staje się bardziej efektowny
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-  tworzą się one w okółkach. Oznacza to znów, że system określający wzór roz
mieszczenia zawiązków działa niezależnie od systemu określającego ich tożsamość.

U Antirrhinum  genami sterującymi przemianą układu spiralnego (kwiatostanowe
go) w okółkowy (kwiatowy) są geny floricaula  i sąuamosa określające tożsamość 
kwiatową merystemu [4]. Wierzchołki mutantów tych genów nie rozpoczynają two
rzenia kwiatu w odpowiednim plastochronie przez formowanie okółków, lecz kon
tynuują tworzenie zawiązków w układzie spiralnym. Geny te są związane nie tyle 
z tożsamością organów kwiatowych, ile z tożsamością całego merystemu. Zmiana 
tożsamości wierzchołka pociąga jednak w tym wypadku za sobą i zmianę tożsamości 
organów, i zmianę ich rozmieszczenia. Wiemy skądinąd, że zarówno generatywny, 
jak i wegetatywny wierzchołek może w pewnych wypadkach zmieniać system roz
mieszczenia inicjowanych przez siebie zawiązków bez zmiany ich tożsamości, 
a więc w sposób prawdopodobnie niezależny od systemu określającego tę tożsamość. 
Zjawisko to spotykamy w obrębie słupkowia w kwiecie magnolii drzewiastej (M ag
nolia acuminata) oraz w wegetatywnych pędach szpilkowych [20, 21]. W obu 
tych wypadkach jeden wzór spiralny zmienia się w inny, również spiralny. Przyczynia 
się to do znacznego powiększenia różnorodności istniejących wzorów rozmieszczenia 
zawiązków w merystemie, choć zakres możliwych zmian zdaje się być pod ścisłą 
kontrolą genetyczną [23].

Powyższe przykłady dowodzą, że istnieje wielka łatwość w ontogenetycznym 
przechodzeniu jednego systemu rozmieszczenia organów w drugi: okółkowego w 
spiralny, spiralnego w inny spiralny, jak w kwiecie magnolii, a także spiralnego 
w okółkowy jak przy przejściu merystemu kwiatostanowego w kwiatowy u wyżlinu. 
Nie wydaje się w tym świetle słuszny pogląd o filogenetycznej pierwotności układu 
spiralnego, zwłaszcza wobec powszechności ulistnienia okółkowego w pędach we
getatywnych nagozalążkowych (Cupressaceae, Wollemia nobilis).

O genach uruchamiających zdarzenia prowadzące do zmiany ułożenia zawiązków 
inicjowanych przez merystem niewiele wiadomo. Jeszcze mniej wiemy o nastę
pujących po ich ekspresji procesach. Można domniemywać, że geny te działają 
za pośrednictwem innych genów, odpowiedzialnych za ekspresję genu kodującego 
białko rozluźniające strukturę ściany komórkowej -  ekspansynę. Lokalne podanie 
ekspansyny pomiędzy zawiązki na merystemie powoduje inicjację nowego zawiązka 
w miejscu nieprzewidzianym regułami realizowanego aktualnie wzoru rozmiesz
czania organów, a w następstwie zmianę tego wzoru [13]. Udowodniono, że 
ekspresja genu L eE xpl8  kodującego ekspansynę określa miejsce inicjacji kolejnego 
zawiązka na merystemie przed pojawieniem się jakichkolwiek zmian histologicznych 
w tym miejscu [16].

Fakty te wciąż jednak nie dają odpowiedzi na to, co ostatecznie określa miejsce 
ekspresji ekspansyny i inicjacji zawiązka w nowym położeniu. Pewne światło na 
to rzucają wyniki badań modelowych nad transformacjami wzorów rozmieszczenia 
zawiązków w symulacjach komputerowych [10, 11, 12, 22]. Przyczyną może być
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pojawienie się dostępnej dla nowego zawiązka przestrzeni na wierzchołku w wyniku 
zmiany stosunku wielkości zawiązków do wielkości powierzchni organogenicznej 
merystemu. Z badań tych wynika, że zarówno akumulacja zmian stopniowych, 
zachodzących kierunkowo w sposób ciągły, jak i zmiana skokowa w sektorze 
obwodu wierzchołka mogąspowodować zmianę systemu rozmieszczania zawiązków. 
Tłumaczy to zarówno osiowe przejścia między systemem spiralnym i okółkowym, 
zachodzące w obie strony, jak to widzimy na przykładach magnolii (okwiat-prę- 
cikowie) lub wyżlinu (oś kwiatostanu -  kwiat terminalny), jak i obwodową, tj. 
jednopoziom ową zmianę rozmieszczenia lub liczby elementów o tej samej tożsamości 
(zmiana krotności kwiatu).

LICZBA ORGANÓW W DANYM OKÓŁKU, 
A WIĘC KROTNOŚĆ I SYMETRIA KWIATU MOŻE BYĆ 

ZMIENNA W OBRĘBIE TEGO SAMEGO TAKSONU

Czy roślina potrafi „liczyć” liczbę zawiązków o tej samej tożsamości, tj. znaj
dujących się na obwodzie merystemu w tym samym okółku, a jeśli tak, to jaki 
system określa ich liczbę i czy może ona być zmienna? Odpowiedź na to pytanie 
można dać na podstawie wyżej przedstawionych rozważań o sposobach rozmie
szczania organów kwiatowych.

Od liczby organów w danym okółku zależy ważna dla taksonomii cecha planu 
budowy kwiatu, jakąjest jego symetria i krotność. Wiadomo, że rośliny jednoliścienne 
różnią się pod tym względem od dwuliściennych. Kwiat tych pierwszych jest 
trójkrotny, a tych drugich cztero- lub pięciokrotny. Jak doszło w ewolucji do po
wstania tak zdecydowanej różnicy? W wyniku odbywającej się obecnie rewolucji 
w ustalaniu filogenetycznych powiązań na podstawie syntezy danych molekularnych 
z danymi o mikro- i makromorfologicznych cechach budowy roślin, wyodrębniono 
z dwuliściennych pierwotną grupę mającą szereg cech wspólnych z jednoliściennymi. 
Należy do nich między innymi Magnolia, która, będąc dotąd zaliczana do dwu
liściennych, ma z reguły okwiat trójkrotny. U wielu przedstawicieli tzw. Eucli- 
cotyledones, czyli dwuliściennych właściwych, spotykamy przykłady merystycznej 
zmienności budowy kwiatu: u forsycji (Forsythia), powojnika (Clematis) czy bzu 
lilaka (Syringa) kwiaty typowe są czterokrotne, ale na tym samym krzewie można 
spotkać kwiatki trój-, pięcio-, a nawet sześciokrotne (rys. 2B). U niezapominajki 
(Myosotis) lub pierwiosnka (Primula), o typowo pięciokrotnym kwiecie, zdarzają 
się kwiatki cztero- lub sześciokrotne. U piżmaczka (Adoxa) krotność kwiatu jest 
związana z jego pozycją w kwiatostanie, cztery boczne kwiatki są pięciokrotne, 
natomiast szczytowy kwiatek jest czterokrotny. Nawet u jednoliściennych można 
spotkać odstępstwa od obowiązującej tam trójkrotności -  u rdestnicy (Potamogeton)
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RYSUNEK 2. Przykłady merystycznej zmienności w kwiatach okrytozalążkowych: A -  Tulipci -  
nietypowa dla tego przedstawiciela jcdnoliściennych, czterokrotna symetria kwiatu jest widoczna na 
poziomie wszystkich okółków: okwiatu, pręcików i słupków (fot. I. Kaszen); B -  Forsythia -  na tym 
samym krzewie oprócz typowych kwiatów czterokrotnych (u dołu) spotkać można regularne kwiaty 
pięcio- i sześciokrotne
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kwiaty są z reguły czterokrotne, zaś u narcyzów (Narcissus) zdarzają się bardzo 
rzadko kwiaty pięciokrotne, a u tulipanów (Tulipa) równie rzadko, czterokrotne 
(rys. 2A). Od czego zależy częstotliwość pojawiania się takich zmian? Jakie m e
chanizmy mogły zmieniać w ewolucji krotność kwiatu i ją  stabilizować do poziomu 
cechy o znaczeniu diagnostycznym w taksonomii? Nie na wszystkie pytania można 
już dziś odpowiedzieć jednak pewnych interesujących informacji, jak  uprzednio, 
dostarczają wyniki badań genetyki molekularnej.

U Arabidopsis w normalnym kwiecie słupki występują w najwyższym, czwartym 
okółku w liczbie dwóch. W mutantach apetala 3 słupki tworzące się w trzecim 
okółku rozwijają się z zawiązków rozmieszczonych według schematu pręcikowego. 
Ich liczba jest liczbą 6, a więc taką, jaka jest przypisana w normalnym kwiecie 
pręcikom. Wydawać by się mogło, że tożsamość słupkowa zostaje nadana zawiązkom, 
których liczba i rozmieszczenie zostały określone przez inny system, działający 
niezależnie od obecności produktów genów klasy B. Niekiedy jednak w mutantach 
apetala 3 i pistillata  obserwuje się redukcję liczby zawiązków trzeciego okółka, 
co mogłoby jednak świadczyć o związkach tych dwóch systemów i o udziale genów 
klasy B w regulacji liczby zawiązków w okółku trzecim. Interaktywnymi genami 
mającymi wpływ na liczbę zawiązków w trzecim i czwartym okółku są superman 
i fon  1 (floral organ number 1) [14].

Jedną z mutacji, której skutkiem jest zwiększenie wielkości merystemu, zarówno 
wegetatywnego jak  i generatywnego, a co za tym idzie liczby produkowanych 
przezeń zawiązków, jest mutacja słabego allelu genu clavata. Mutacja silniejszych 
alleli może prowadzić do fascjacji lub nawet niekontrolowanej proliferacji komórek 
merystemu. Gen ten zdaje się kontrolować właściwe dla organu tempo podziałów 
komórkowych [5, 6, 14].

System wpływający na krotność kwiatu może mieć związek z systemem kontroli 
symetrii kwiatu. U Antirrhinum  rozwijające się z pachwinowych wierzchołków 
kwiaty mają symetrię grzbiecistą. O rozwoju tej symetrii decyduje między innymi 
gen cycloidea ekspresjonowany w doosiowej części obwodu zawiązka kwiatowego 
tworzonego przez wierzchołek kwiatostanowy jako pachwinowy merystem boczny 
[7, 8, 15]. M utacja tego genu powoduje u mutanta rozwój z zawiązka kwiatowego 
pelorycznego kwiatu o symetrii promienistej, który, co ciekawe, ma zwiększoną 
liczbę elementów okwiatu. Jest sześciokrotny, podczas gdy kwiaty o fenotypie dzikim 
są pięciokrotne.

Podobne efekty polegające na zwiększeniu krotności jak w przypadku kwiatów 
pelorycznych u wyżlinu przynosi mutacja perianthia  u Arabidopsis. Kwiaty o fe
notypie dzikim są czterokrotne, zaś mutanty mają kwiat pięciokrotny [17].

Można domniemywać, że w regulacji liczby zawiązków organów rozmieszczanych 
na obwodzie merystemu mogą mieć swój udział geny dokonujące podziału pierwotnej 
pierścieniowej fałdy (w przypadku okółków) lub listwy (w przypadku układu spi
ralnego) na dyskretne, oddzielone od siebie wyraźnie zawiązki. U mutantów flońcau la
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brak takiej indywidualizacji zawiązków powoduje tworzenie na pędzie ciągłej pod
wójnej listwy zbiegającej spiralnie wzdłuż jego osi [4]. Z obserwacji moich wynika, 
że liczba przegród w tarczkach znamienia w kwiecie maku (Papaver), odpowia
dająca liczbie ścian wielokomorowej zalążni, zależy wprawdzie od wielkości tej 
tarczki, jednakże zakresy zmian tej wielkości w poszczególnych, sąsiadujących 
ze sobą klasach, wyodrębnionych na podstawie liczby przegród -  wyraźnie zachodzą 
na siebie. Jest niezmiernie ciekawe, jak zapada decyzja o tym, na ile komór podzielić 
zalążnię u maku -  czy ważniejsza jest wielkość elementu wzoru, czy powierzchni, 
na której wzór powstaje?

U wielu roślin na jednym kwitnącym obficie osobniku można spotkać wiele 
odstępstw od typowego planu budowy kwiatu. Częstotliwość zmian merystycznych 
może być różna w zależności od gatunku lub nawet osobnika. Wstępne badania 
przeprowadzone przez nas nad Clematis vitalba wskazują, że w pnączach pocho
dzących z różnych lokalizacji częstotliwość występowania kwiatów cztero-, pię
ciokrotnych, a także osobliwych kwiatów o charakterze pośrednim, mających jeden 
płatek wyraźnie większy i rozdwojony na szczycie, jest niejednakowa. Może to 
wynikać zarówno z odmienności genetycznej osobników -  genetów, różniących 
się skłonnością do tworzenia, np. w wyniku transpozycji, mutantów w populacji 
rametów, którymi są merystemy kwiatowe, jak i z odmienności siedlisk wiążącej 
się, być może, ze zróżnicowanym nasileniem działania czynników mutagennych. 
Z obserwacji dalszych wynika jeszcze, że tworzące się płatki u Clematis są typowo 
zaopatrywane przez trzy wiązki waskularne, a płatki rozdwajające się powstają 
z większych zawiązków i znajduje się w nich większa liczba wiązek (4-5). Rodzi 
się pytanie o stan zaopatrzenia waskularnego rozwijającego się zawiązka kwiatowego. 
Czy jego ewentualna asymetria może mieć wpływ na wielkość powstających za
wiązków okwiatu? W pędzie głównym liczba wiązek ma charakterystyczny układ: 
6 większych i międzylegle ułożonych 6 mniejszych wiązek. W szypułkach kwia
towych jednak małe wiązki podlegają znacznej, mniejszej lub większej redukcji. 
Badania te są aktualnie w toku.

ZAKOŃCZENIE

Z przeprowadzonego wyżej przeglądu wynika jednoznacznie, że merystemy kwia
towe dysponująbogatym  arsenałem genetycznych możliwości zmiany podstawowego 
planu budowy kwiatu. Te same efekty mogą być najprawdopodobniej uzyskiwane 
różnymi metodami. Wszelkie zmiany obowiązującego planu pojawiały się zapewne 
w populacjach jako wyniki mutacji. Niektóre z nich okazywały się korzystne i 
stabilizowały się przez selekcję dając początek nowym liniom rozwojowym roślin
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kwiatowych. Dało to w ostateczności takie bogactwo form kwiatów, jakie możemy 
dzisiaj podziwiać.
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RÓŻNORODNE ASPEKTY DZIAŁANIA  
KINAZ BIAŁKOW YCH W APOPTOZIE*

VARIOUS ASPECTS OF PROTEIN KINASES ACTION 
IN APOPTOSIS

AGNIESZKA LACHOWICZ*, ELŻBIETA RĘBAS*, LUDMIŁA ŻYLIŃSKA**,
LILLA LACHOWICZ**

Instytut Endokrynologii Akademii Medycznej, Zakład Biochemii Instytutu Fi
zjologii i Biochemii Akademii Medycznej Łódź

Streszczenie: Apoptoza jest złożonym procesem wymagającym harmonijnego działania wielu zewnątrz - 
komórkowych i wewnątrzkomórkowych czynników. Wiadomo, że niektóre bodźce wewnątrzkomórko
we mogące brać udział w inicjacji procesu apoptozy kontrolują także procesy proliferacji i różnicowania 
komórek. Z danych eksperymentalnych wynika, że między innymi kinazy białkowe również włączane 
są w drogi sygnalizacyjne kontrolujące apoptozę. Od dawna bowiem znany jest fakt, że stan ufosforylo- 
wania białek odgrywa znaczącą rolę w tym procesie. Choć zaangażowanie kinaz w ten proces nie podlega 
wątpliwości, ich rola pozostaje nadal niejasna. Wykazano, że mogą one brać udział w procesach zarówno 
zapoczątkowywania, jak i hamowania apoptozy. Niejednorodność materiału biologicznego oraz modeli 
badawczych programowanej śmierci komórki z jednej strony ukazuje wielokierunkowość działania 
kinaz, lecz równocześnie nie pozwala na wyciągnięcie jednoznacznych wniosków co do ich kierunku 
działania. Na postawienie jakiejkolwiek hipotezy jest za wcześnie; zatem praca ta ukazując przegląd 
najważniejszych danych eksperymentalnych dotyczących tego zagadnienia, potwierdza wielokierunko
wość i złożoność działania kinaz białkowych w programowanej śmierci komórki.
(Postępy Biologii Komórki 2000; 27: 111-124)

Słowa kluczowe: kinazy białkowe Ser/Thr, białkowe kinazy tyrozynowe, apoptoza.

Summary: Apoptosis is a complex process requiring collaboration of several intracellular and extracel
lular factors. It is known that some intracellular agents controlling cell proliferation and differentiation 
could modulate apoptosis. Among others, the protein kinases could be involved in control of apoptosis, 
because it is well known that protein phosphorylation plays important role in this process. Although it is 
clear that protein kinases may take part in apoptosis but still their role is not obvious. So far there are

*Praca finansowana z Grantu KBN Nr 4PO5DC04114.
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the data showing that protein kinases could be engaged either in stimulation or inhibition of this process. 
However, experimental procedures and biological materials used in the studies concerning apoptosis are 
various, thus it is hard to clearly explain the role of protein kinases. It is too early for setting up any 
hipothesis, so our paper showing the latest data concerning this problem, shows also complicate way of 
action of protein kinases in programmed cell death.
(Advances in Cell Biology 2000; 27: 111-124)

Keywords', protein kinases Ser/Thr, apoptosis.

WSTĘP

Apoptoza jest procesem aktywnie regulowanym zarówno przez indukcję od
powiednich genów, jak  i aktywację specyficznych białek. Opisano wiele czynników 
zewnątrz- i w ew nątrzkom órkow ych, które inicjują lub kontrolują ten proces 
[1,21,50,52]. Ponieważ jednak bodziec zewnętrzny jest tylko częścią informacji 
wpływającej na decyzję samozagłady czy przeżycia komórki, jest oczywiste, że 
taki bodziec nie może być jedynym  decydującym czynnikiem [48]. Różnorodność 
zewnętrznych sygnałów, które mogą kontrolować apoptozę, oznacza, że wiele ukła
dów sygnalizacyjnych może uczestniczyć w tym procesie [45]. Natomiast bodźce 
wewnątrzkomórkowe indukujące apoptozę są często odpowiedzialne również za 
proliferację czy różnicowanie komórek. W tej perspektywie fosforylacja białek i 
związane z nią kinazy wydają się być najbardziej wspólnym mechanizmem ko
mórkowym prawie dla wszystkich zjawisk zachodzących w komórce. Klasyczne 
metody badania procesu apoptozy prowadzone były na nienaruszonych komórkach, 
lecz wykazano, że w komórkach pozbawionych jąder również zachodzi proces 
apoptozy. W ynika stąd, że pewne składniki występujące w cytoplazmie mogą od
grywać dominującą rolę w tym zjawisku [53,65]. Do grupy tych związków należą 
dobrze już poznane białka Bel oraz rodzina enzymów zwanych kaspazami [45]. 
W spomniane powyżej kinazy białkowe są następnymi enzymami, które z wysokim 
prawdopodobieństwem mogą uczestniczyć w procesie programowanej śmierci ko
mórki. Należą do nich m.in. różne rodzaje kinaz tyrozynowych i serynowo-treo- 
ninowych. Niektóre z nich stanowią integralną część receptora, inne przenoszą 
sygnał z receptora jako odpowiedź postreceptorową, w efekcie regulując aktywność 
czynników transkrypcyjnych. Pojawiają się natomiast kontrowersje, czy działanie 
kinaz białkowych polega na aktywacji czy inhibicji procesu apoptozy. Wydaje się 
zatem słuszne prześledzenie danych opisujących udział różnych kinaz w procesie 
programowanej śmierci komórki.

KINAZY TYROZYNOWE

W świetle ostatnich doniesień literaturowych enzymy z rodziny kinaz tyro
zynowych wydają się być jednym  z istotnych ogniw w procesie apoptozy. Kinazy
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tyrozynowe (PTK, ang: protein tyrosine kinases) mogą stanowić integralną część 
receptorów czynników wzrostu, takich jak: EGF (epidermal growth factor) czy 
FGF (fibroblast growth factor). Enzymy te ulegają aktywacji po połączeniu ligandu 
z receptorem, są więc bezpośrednio zaangażowane w procesy proliferacji komórek. 
Pełne zrozumienie roli kinaz tyrozynowych w apoptozie jest utrudnione ze względu 
na różnorodne, a czasem sprzeczne informacje o efektach ich działania. I tak, w 
ostrej białaczce limfoblastycznej, jak  również w napromieniowanych prekursorach 
ludzkich limfocytów B zaobserwowano zwiększoną aktywność PTK towarzyszącą 
apoptozie [2,36]. Zastosowanie specyficznych inhibitorów PTK -  herbimycyny A 
i genisteiny wyraźnie hamowało ten proces [29]. Aktywację kinaz tyrozynowych 
stwierdzono w limfocytach T, również wtedy gdy apoptoza była wywołana ente- 
rotoksyną gronkowcową [38]. Tym niemniej niektórzy autorzy sugerują, że zwię
kszona aktywość PTK jest wstępnym, obligatoryjnym etapem programowanej 
śmierci komórki, nie podając jednak jednoznacznego wyjaśnienia jej roli [4,10,67]. 
Jednakże fosforylacja tyrozyny nie zawsze towarzyszy początkowi apoptozy. Prze
ciwnie, okazało się, że w liniach komórkowych HL60 i M 07e zahamowanie aktyw
ności kinazy tyrozynowej indukowało ten proces [2]. W mięśniu sercowym poddanym 
niedokrwieniu, genisteina hamując aktywność PTK prowadziła do apoptozy [3,24]. 
Podobny efekt uzyskali Wang i wsp. [64] stosując selektywne inhibitory kinazy 
tyrozynowej (herbimycynę A i genisteinę) w zdrowych miocytach. Lei i wsp. [31] 
uważają, że inhibitory te obniżając aktywność MAP-kinazy mogą hamować działanie 
wewnątrzkomórkowej domeny receptora EGF (czynnika wzrostu naskórka) i w 
ten sposób zapoczątkowują apoptozę. Zupełnie innaczej rolę kinazy tyrozynowej 
widzą Sweeney i wsp. [57]. W swoich badaniach wykazali, że lipopolisacharydy 
ochraniały przed apoptozą polimorficzne leukocyty. Zaobserwowali też, że ge
nisteina znosiła protekcyjne działanie lipopolisacharydów. Zgodnie z ich sugestią 
właśnie fosforylacja tyrozyny jest wstępnym etapem uruchamiania mechanizmów 
ochronnych przed programowaną śmiercią komórki w leukocytach. Reasumując, 
kinazy tyrozynowe mogą, w zależności od rodzaju komórek, zarówno hamować 
jak i stymulować apoptozę. Wydaje się jednak, że to zagadnienie jest bardziej 
skomplikowane, ponieważ stwierdzono, że fosfatazy tyrozynowe, enzymy defo- 
sforylujące uprzednio ufosforylowany przez PTK substrat, mogą także pośrednio 
uczestniczyć w modyfikacji procesu samozagłady komórek. Podanie inhibitora fo
sfatazy tyrozynowej -  tlenku fenyloarsenu -  powodowało w ludzkich eozynofilach 
i neutrofilach wzrost fosforylacji tyrozyny i inhibicję apoptozy. Efekt ten ulegał 
odwróceniu po podaniu inhibitorów PTK [41,69]. Natomiast inny inhibitor fosfatazy 
tyrozynowej, bisoksowanadyl, w linii komórkowej limfocytów stymulował apoptozę 
[41 ]. Powyższe informacje, nie wykluczając udziału kinaz tyrozynowych w apoptozie, 
nie określają jednak jednoznacznie ich działania w tym procesie. Mimo że w piś
miennictwie obecne są liczne dowody przemawiające za działaniem kinaz tyro
zynowych zarówno jako aktywatorów, jak i inhibitorów programowanej śmierci
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komórki, żaden z autorów prac nie wysuwa wyraźnej hipotezy mogącej przesądzić 
o kierunku ich działania.

KINAZY BIAŁKOWE C

W badaniach nad apoptozą zwrócono uwagę na wielofunkcyjną rodzinę se- 
rynowo-treoninowych kinaz białkowych -  (PKC ang: protein kinases C). Enzymy 
te zależne od fosfolipidów i jonów Ca2+ wymagają do pełnego działania diacy- 
loglicerolu lub częściej stosowanych syntetycznych aktywatorów -  estrów forbolu 
(np. TPA). Dotychczas opisano 12 izoenzymów kinazy C różniących się poziomem 
ekspresji, rozmieszczeniem tkankowym i komórkowym, wrażliwością na estry for
bolu i Ca i podatnością na mechanizmy regulacyjne oraz specyfikę substratową 
[13,40].

Kinaza białkowa C uczestniczy m.in. w kontroli procesów wydzielania, regulacji 
komunikacji międzykomórkowej, ekspresji genów i wielu innych procesach. Równie 
wielka jest liczba receptorów, których aktywność zależy od fosforylacji katalizowanej 
przez PKC. Udział rodziny kinaz białkowych zależnych od fosfolipidów w tak 
wielu funkcjach komórki i ich działanie modulatorowe wobec innych układów sygna
lizacyjnych spowodowały wzrost szczególnego zainteresowania rolą tych enzymów 
w procesie apoptozy.

Podobnie jak  w przypadku rodziny kinaz tyrozynowych doniesienia dotyczące 
roli PKC w apoptozie są kontrowersyjne [32]. Wykazano bowiem, że np. aktywacja 
PKC hamuje apoptozę [10,26,37,49,59]. Równocześnie stwierdzono, że inhibicja 
aktywności tego enzymu także powodowała zahamowanie tego procesu [56]. Na
tomiast Grant i wsp. [20] zaobserwowali, że zastosowanie bryostatyny, selektywnego 
aktywatora PKC, wywoływało zwiększoną fragmentację dojrzałego DNA.

Najwcześniejsze badania wykazały wzrost aktywności PKC |3 w procesie apoptozy 
w komórkach szpiczaka [13]. Natomiast w linii komórkowej HL60, nie mającej 
tej izoformy, nie dochodziło do apoptozy po stosowaniu estrów forbolu. Jednakże 
po odtworzeniu ekspresji PKC (3 (pod wpływem vitaminy D) komórki odzyskiwały 
zdolność do różnicowania się i apoptozy [35]. Knox i wsp. [28] sugerują, że w 
komórkach nabłonka płaskiego poziom ekspresjii PKC (3 jest skorelowany z po
ziomem białek Bcl2, co nasuwa sugestię, że mechanizm działania PKC [3 może 
być prawdopodobnie związany z białkami Bcl2.

Nie tylko izoenzym (3 wykazuje zdolności indukowania programowanej śmierci 
komórki, również forma PKC a  zdaje się mieć podobne działanie. W komórkach 
linii U937 PKC a  była aktywowana pod wpływem napromieniowania, stosowania 
TNF a  lub przeciwciał anti-Fas, a więc czynników wywołujących apoptozę [17]. 
Jest interesujące, że izoforma ta zdaje się nie ulegać aktywacji po stosowaniu kia-
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sycznych lipidowych aktywatorów (jak np. DAG), ale aktywuje ją  proteaza CPP32, 
a więc jedna z kaspaz [17]. Rola PKC a  w programowanej śmierci komórki polegać 
ma prawdopodobnie na odłączaniu błony jądrowej i utrzymywaniu jej w formie 
rozpuszczalnej, co ułatwia jej degradację proteolityczną [13].

Z kolei PKC a  i PKC ^ są izoenzymami, których aktywacja powoduje za
hamowanie apoptozy i zwiększoną przeżywalność komórek [13,28]. W przebiegu 
apoptozy w komórkach U937 stwierdzono zmniejszoną ekspresję PKC t, [46], a 
całkowita utrata tej izoformy (przez transfekcję antysensownym oligonukleotydem) 
prowokowała apoptozę [32]. Lee i wsp. [30] wykazali, że ceramidy dezaktywują 
PKC a  i hamują autofosforylację tej izoformy. Wynika stąd, że różne izoformy 
kinazy C w procesie apoptozy mogą funkcjonować zarówno jako potencjalne akty
watory lub inhibitory tego procesu, a w ocenie kierunku ich działania należy uwz
ględnić rodzaj komórki, jej stan aktywacji i fazę cyklu [18,70]. Przemawiają za 
tym badania Iwaty i wsp. [25], którzy zaobserwowali, że w niedojrzałych tymocytach 
glikokortykoidy wybiórczo aktywują niezależną od Ca2+ aktywność kinazy C, ale 
zjawisko to nie występowało w dojrzałych komórkach. Pozostaje jednak nadal nie
jasne, dlaczego aktywacja PKC w jednym rodzaju komórek hamuje, a w drugim 
nasila proces apoptozy. Sprzeczności takie mogą być pozorne, gdyż decydującą 
rolę w obserwacjach mogą odgrywać np. stosowane w doświadczeniach substraty 
specyficzne dla różnych izoform, czy lokalne rozmieszczenie poszczególnych izo- 
enzymów w badanym materiale. Przyczyna może też tkwić częściowo w fakcie 
używania jako aktywatora PKC estru forbolu (TPA) - (7 2-O-tetradecanoylphor- 
bol-13-acetate). W przeciwieństwie do fizjologicznego aktywatora, jakim jest DAG, 
TPA jest czynnikiem stabilnym, stymulującym PKC w sposób trwały. Należy także 
pamiętać o zdolności TPA do aktywacji w różnym stopniu poszczególnych izo- 
enzymów PKC [40,51], co może dawać kontrowersyjne wyniki. Zaobserwowano 
między innymi, że w izolowanych dojrzałych tymocytach i komórkach prostaty 
zastosowanie TPA indukowało śmierć komórki [13,47]. Natomiast inne badania 
prowadzone na dojrzałych tymocytach wykazały, że stosowanie TPA zapobiega 
fragmentacji DNA [383]. Należy sobie również postawić pytanie, które z obser
wowanych pod wpływem TPA zjawisk jest spowodowane aktywacją PKC, a które 
z nich mogą być wywołane samymi estrami forbolu.

INNE KINAZY BIAŁKOWE

Omówione powyżej kinazy białkowe nie są jedynymi, których udział wykazano 
w procesie apoptozy. Najwięcej informacji w literaturze dotyczy właśnie tych kinaz, 
co wynika z faktu, że są one w sposób naturalny wiązane od dawna z procesami 
proliferacji. Tym niemniej, w literaturze przedmiotu pojawia się znacząca ilość
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doniesień wskazujących na udział innych kinaz białkowych w apoptozie. Podobnie 
jak w przypadku omawianych powyżej kinaz, ich rola również jest niejednoznaczna.

Wykazano między innymi, że kinaza białkowa A -  zależna od cAMP (PKA), 
enzym regulujący wiele procesów metabolicznych, także uczestniczy w regulacji 
programowanej śmierci komórki. Stwierdzono, że aktywacja PKA winkrystyną (le
kiem używanym w terapii anty nowotworowej) wywołuje fosforylację białek Bcl2, 
a w następstwie apoptozę w liniach komórkowych MCF-7 i MDA-MB-231. Ta 
droga wywoływania apoptozy prawdopodobnie różni się od typowej, zależnej od 
białka p53, które pojawia się w najwcześniejszym etapie tego procesu [54]. W 
złośliwych glejakach u ludzi aktywacja PKA typu I wywołuje różnicowanie komórek, 
hamuje proliferację i prowadzi do apoptozy [6]. W linii komórkowej raka nerki 
PKA typu I stymuluje apoptozę; stwierdzono także, że transfekcja antysensownymi 
oligonukleotydami PKA tej linii hamowała ten proces [7].

Obok przykładów aktywującego działania PKA w programowanej śmierci ko
mórki, w literaturze można równocześnie znaleźć wiele dobrze udokumentowanych 
doniesień o hamującym wpływie tego enzymu w tym procesie. Wykazano, że za
stosowanie specyficznego inhibitora PKA -  izochinoliny (H-89) wyraźnie nasila 
proces apoptozy. Inhibitor ten wywołuje śmierć neuronów jądra wielkokomórko- 
wego (nucleus magnacellulare) u kurcząt [71]. W ludzkich neutrofilach aktywacja 
PKA typu I opóźnia apoptozę. Proces ten wiązany jest z prawdopodobnie hamującym 
działaniem PKA na kaspazę 3 [44]. Odmienny model ochrony przed apoptozą 
przez kinazę A zaproponowali Tanaka i wsp. [58]. Zgodnie z ich hipotezą, kinaza 
A regulując przepuszczalność kanałów wapniowych stymuluje kaskadę M AP-kinazy, 
która może ochraniać przed apoptozą.

Przykładem interakcji kinaz i wtórnych przekaźników w procesie programowanej 
śmierci komórki jest działanie kinazy sfingozyny. Enzym ten wraz z cAMP hamował 
ten proces w komórkach okostnowych [34]. Kinaza sfingozyny zapoczątkowuje 
obszerną listę innych kinaz regulujących przebieg apoptozy. Należą tu kinazy: ka
zeinowa, lekkiego łańcucha miozyny i kinaza zależna od cGMP, które w komórkach 
nerwowych Drosophila inicjowały apoptozę przez indukcję niescharakteryzowane- 
go dotychczas białka, określanego jako czynnik H-7 [39]. Z kolei hamowanie 
aktywności kinazy IP3 wywołane jej specyficznym inhibitorem, LY-29400, po
wodowało śmierć ludzkich neuronów [12]. Trudno rozstrzygnąć, czy zjawisko to 
wywołane jest działaniem bezpośrednim kinazy IP3, czy raczej produktu jej fo
sforylacji, a więc 1,3,4,5-tetrafosforanu inozytolu (IP4). Wykazano bowiem, że IP4 
aktywuje nową kinazę białkową, nazwaną kinazą B (PKB). Stwierdzono ponadto, 
że ekspresja aktywowanych alleli kinazy B hamuje apoptozę w linii komórkowej 
nabłonka. [8].

Dobrze znana i powszechnie występująca kinaza zależna od wapnia i kalmoduliny, 
typu II (CaM -kinaza II) okazała się być stymulatorem apoptozy w komórkach pier
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wotnej hodowli hepatocytów. Zahamowanie jej aktywności przeciwdziałało apo- 
ptozie podobnie do hamowania aktywości kaspaz [16].

W ostatnim czasie zidentyfikowano kilka białek określanych mianem DAP (ang. 
death associated protein), których ekspresja indukowana y-interferonem, związana 
jest z apoptozą komórki [9]. Jednym z tych białek, nazwanych DAP-2, okazała 
się być zależna od kalmoduliny serynowo-treoninowa kinaza białkowa [14]. Kinaza 
DAP-2 jest powszechnie występującym białkiem związanym z cytoszkieletem ko
mórki. Ma to o tyle duże znaczenie, że zmiany w organizacji mikrofilamentów 
aktyny -  być może także zależne od DAP-2 -  poprzedzają z reguły kondensację 
chromatyny i następującą dalej fragmentację DNA. Istotną rolę w aktywacji DAP-2 
pełni domena wiążąca kalmodulinę, bowiem pozbawiony tego fragmentu enzym 
wykazywał dużą aktywność intensyfikującą śmierć komórek. Apoptyczne działanie 
kinazy DAP-2 potwierdzono używając w komórkach HeLa katalitycznie nieaktyw
nego mutanta. W obecności y-interferonu, czynnika stymulującego apoptozę, zaob
serwowano zwiększoną przeżywalność komórek [9].

Innymi, bardzo interesującymi w aspekcie proliferacji i apoptozy, kinazami, 
są kinazy zależne od cyklin (CDK), a zwłaszcza ich typy 2, 4 i 6. Cykliny są 
białkami związanymi z cyklem komórkowym, pojawiającymi się w komórce tylko 
okresowo i w zależności od fazy cyklu, w której znajduje się komórka. Kinazy 
zależne od cyklin są podjednostką katalityczną kompleksów wieloenzymatycznych 
obecnych w jądrze komórkowym. Razem z cyklinami i inhibitorami cyklin kinazy 
te biorą udział w procesie przechodzenia komórki przez kolejne fazy cyklu ko
mórkowego [42]. Zatrzymanie komórki w fazie G l-S  (celi arrest), charakterystyczne 
między innymi dla mechanizmu działania białka p-53, obserwuje się także przy 
zahamowaniu aktywności CDK2 i CDK4 [5]. Zjawisku temu towarzyszą następnie 
zmiany morfologiczne komórki, jakie obserwuje się w apoptozie [55,66]. Obserwacje, 
dotyczące związku między spadkiem aktywności CDK a następową apoptozą w 
różnych liniach komórkowych, publikowane są przez wielu autorów. Sugerują oni 
ponadto, że tą drogą wywołana programowana śmierć komórki jest niezależna od 
typowej drogi związanej z białkiem p-53 [55,66,68]. Prawdopodobnie dzieje się 
tak również w przypadku apoptozy wywołanej kwasem retinowym w linii komór
kowej Hep38 (guza typu hepatoma). Związek ten nie powodując zmian w stężeniu 
cyklin lub białek Bel, jednocześnie znamiennie obniża aktywność CDK2 i ekspresję 
CDK4 [23].

Natomiast Park i wsp. [43] uważają, że wzrost aktywności CDK4 i CDK6 
(ale nie CDK2 i CDK3) osłania komórki dojrzałych neuronów układu współczulnego 
przed apoptozą wywołaną promieniowaniem UV, czyli znanym czynnikiem usz
kadzającym DNA. Z drugiej jednak strony przytoczyć należy wyniki badań Courtney 
i Coffrey’a [11], którzy używając różnicujących się, a nie dojrzałych neuronów, 
a także odmiennego czynnika apoptotycznego -  cytarabiny stwierdzili, że nie akty
wacja, lecz zahamowanie aktywności kinaz CDK4 i CDK6 jest mechanizmem
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ochronnym przed apoptozą. W komórkach linii PC 12 (linia komórkowa guza z 
komórek chromochłonnych nadnercz szczura) zaobserwowano, że wzmożona eks
presja CDK4 powodowała, że komórki te były bardziej podatne na apoptozę w 
porównaniu z komórkami macierzystymi [15].

Ostatnio mnożą się doniesienia dotyczące udziału w programowanej śmierci 
komórek takich kinaz, których rola nie jest nadal w pełni poznana i w związku 
z tym są one rzadziej opisywane. Jako przykład służyć może aktywacja kinazy 
c-Jun wywołana stresem oksydacyjnym, która inicjuje apoptozę w liniach kom ór
kowych komórek mięśniowych i komórek mięśnia sercowego [33,61].

Stymulacja kinazy odpowiedzi zewnątrzkomórkowej (ERK) zapobiega zw ię
kszeniu ekspresji jednego z białek Bcl2, MCLI [60]. Natomiast nieznany jest jak  
dotąd mechanizm działania MEK kinazy, stwierdzono natomiast, że jej inhibitor, 
21-amino-3’metoksyflawon, wywołuje apoptozę w komórkach linii komórkowej 
U937 [63], co przemawia za jej ochronnym działaniem w tym procesie.

PODSUMOWANIE

Przegląd piśmiennictwa cytowany w pracy w pełni potwierdza fakt zaangażowania 
kinaz i fosfataz w procesie apoptozy. Wątpliwości pojawiają się, kiedy rozważa 
się problem, jaka jest rola tych enzymów w tym procesie. Istnieje bowiem równie 
dużo doniesień przemawiających za tym, że mogą być tak inicjatorami, jak i inhi
bitorami apoptozy (rys. 1). W związku z tym wydaje się logiczne postawienie 
pytania, co może leżeć u podstaw tak różnych obserwacji. Hipotezy można mnożyć. 
Na pewno nie bez wpływu na uzyskiwane wyniki pozostaje fakt, że dotychczasowe 
eksperymenty prowadzone były na bardzo różnorodnym materiale. Znajdują się 
tu zarówno pierwotne hodowle komórkowe, jak i linie komórkowe, komórki po
zbawione jąder i komórki nienaruszone, a więc materiał biologiczny bardzo nie
jednorodny fizjologicznie. Jednocześnie oczy wiste jest, że decyzja dotycząca wyboru; 
proliferacja czy śmierć komórki nie zależy jedynie od rodzaju bodźca, jaki otrzymuje 
komórka, ale może przede wszystkim od rodzaju komórki, stadium ontogenezy 
czy fazy jej cyklu. Innym problemem, który może rzutować na kierunek działania 
kinaz, jest zastosowanie w badaniach mniej lub bardziej specyficznych aktywatorów 
i inhibitorów poszczególnych enzymów. Nie należy wykluczyć możliwości, że te 
modulatory działania kinaz mogą same wpływać na proces apoptozy, podobnie 
jak  wspomniano w odniesienu do TPA. Podobny problem powstaje w badaniach 
nad izoenzymami kinazy C; zastosowanie dwóch różnych substratów dla jednego 
enzymu może wywoływać dwa różne efekty. W obecnym stanie wiedzy trudno 
jest jednoznacznie określić, czy wielokierunkowość działania kinaz w apoptozie
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RYSUNEK 1. Hipotetyczne działanie aktywatorów i inhibitorów kinaz białkowych w apoptozie: —>

<̂ =z  pobudzenie,
jj  hamowanie

istnieje naprawdę, czy jest to jedynie zjawisko pozorne, zależne w większym stopniu 
od naszych możliwości technicznych.

Drugim, bardzo istotnym, problemem do rozwiązania pozostaje wyjaśnienie ewen
tualnego „punktu uchwytu” działania kinaz/fosfataz w procesie apoptozy. Czy 
rola ich dotyczy tylko katalizowania rozpoczętego wcześniej procesu apoptozy (co 
obserwujemy czasem jako aktywację samego procesu), czy raczej zmiana stanu 
ufosforylowania białek może w następstwie modyfikować ekspresję genów pro
gramujących apoptozę. Doświadczenia z ekstraktami komórek pozbawionych jąder 
wykazały niezbicie, że białka występujące w cytoplazmie (kinazy/fosfatazy?) są
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zdolne inicjować apoptozę, przed jakimkolwiek innym sygnałem apoptotycznym. 
Trudno jest jednak przyjąć, że w przypadku apoptozy możemy mieć do czynienia 
z prostym schematem: aktywacja kinaz -  indukcja lub stymulacja apoptozy. Zdaje 
się bardziej prawdopodobne, że dwoistość komórkowych efektów działania kinaz 
przemawia raczej za hipotezą, że to właśnie one mogą być układem modulującym 
decyzję komórki: proliferacja czy apoptoza.

Na zakończenie tego krótkiego przeglądu warto podkreślić, że działanie kinaz 
i fosfataz towarzyszących apoptozie, przedstawionych powyżej wiąże się ściśle 
z powstawaniem różnych fosfoprotein. Dalsza identyfikacja fosfoprotein związanych 
z apoptozą oraz wyjaśnienie ich funkcji nabiera szczególnego znaczenia dla roz
wiązania nadal niewyjaśnionego problemu: jak przez działanie kinaz fosforylacja 
białek może modulować proces apoptozy. Wydaje się zatem, że określenie spe
cyficznej roli kinaz oraz ich substratów będzie pomocne w uzyskaniu odpowiedzi 
na wyżej postawione pytania, choć wymaga to jeszcze wielu badań. Głębsze poznanie 
indywidualnych etapów działania tych enzymów daje nadzieję na możliwość za
planowania strategii terapeutycznej w leczeniu nowotworów czy infekcji wiruso
wych, a więc chorób, wobec których współczesna medycyna jest bezradna.
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RODZINA PEPTYDÓW  
Z DOM ENĄ KONICZYNO-PODOBNĄ

FAMILY OF TREFOIL PEPTIDES
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Warszawie

Streszczenie: Peptydy z domeną koniczyno-podobną występują głównie w przewodzie pokarmowym. 
Interakcje tych peptydów z resztami cukrowymi glikoprotein przez tworzenie wiązań krzyżowych 
umożliwiają utrzymywanie prawidłowej architektury śluzu. Odgrywają w ten sposób istotną rolę w 
tworzeniu bariery chroniącej błonę śluzową. Peptydy z domeną koniczyno-podobną stymulując migrację 
komórek nabłonka do miejsc uszkodzenia uczestniczą również w regeneracji ubytków powstałych w 
błonie śluzowej. Związek peptydów z domeną koniczyno-podobną z nowotworami jest nadal niejasny. 
W przewodzie pokarmowym najprawdopodobniej są one jednym z czynników chroniących przed 
rozwojem nowotworu. Jednak w raku płacikowym gruczołu sutkowego wysoki poziom tych peptydów 
wydaje się sprzyjać rozwojowi nowotworu. Możliwe, że wpływając na migrację komórek nowotworo
wych niektóre peptydy z domeną koniczyno-podobną umożliwiają powstawanie przerzutów i progresję 
nowotworów.
{Postępy Biologii Komórki 2000; 27: 125-136)

Słowa kluczowe: domena koniczyno-podobną, błona śluzowa, regeneracja, nowotwory przewodu pokar
mowego.

Summary: The trefoil family of peptides is mainly associated with gastrointestinal tract. These peptides 
protect the mucous layer. The protective role of trefoil peptides is explained by their interaction with 
carbohydrates attached to mucin glycoproteins and by maintenance of the mucus structure. Trefoil 
peptides influence migration of epithelial cells and thus contribute to regeneration of the mucous layer. 
A correlation between trefoil peptides and oncogenesis remains unclear. In the gastrointestinal tract, 
trefoil peptides are considered to be one of more important factors protecting them against cancer. 
However, in lobular breast cancer, trefoil peptides may facilitate the tumor development. Possibly, a 
migration of neoplastic cells, influenced by trefoil peptides is responsible for metastases and tumor 
progression.
{Advances in Cell Biology 2000; 27: 125-136)

Key words: trefoil domain, mucous membrane, regeneration, gastrointestinal tract, cancer.
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WSTĘP

W ostatnich latach zidentyfikowano nową rodzinę peptydów, TFF (trefoil fa c to r  
family), zawierających w swej strukturzeco najmniej jedną charakterystyczną domenę 
koniczyno-podobną (z ang. trefoil domain). Peptydy te występują głównie w prze
wodzie pokarmowym (tab. 1) [4, 9, 37]. Przedstawicielami rodziny są: pS2 (nowa 
nazwa, proponowana celem ujednolicenia nomenklatury -  TFF1), SP (z ang. spas
molytic polypeptide; proponowana nazwa -  TFF2) oraz ITF (z ang. intestinal 
trefoil factor, proponowana nazwa -  TFF3). Nowe nazewnictwo TFF nie zostało 
dotychczas zaakceptowane przez wszystkie zespoły zajmujące się tą problematyką, 
stąd też autorzy przytaczają nadal stosowane, tradycyjne nazwy tych peptydów.

Uważa się, że TFF pełnią funkcję protekcyjną w stosunku do błony śluzowej. 
Zapobiegają jej uszkodzeniu przez czynniki drażniące, a także uczestniczą w re

generacji powstałych ubytków [22,

TABELA 1. Peptydy z domeną koniczyno-podo
bną [4, 9, 37]

25, 28]. Stymulują migrację kom ó
rek nabłonka błony śluzowej oraz 
niektórych linii nowotworowych in 
vitro  [23, 28]. M ogą wykazywać 
działanie spazmolityczne [15]. W y
daje się, że przynajmniej niektóre z 
peptydów z domeną koniczyno-po
dobną są również inhibitorami no- 
w otw orzen ia  w p rzew odzie  p o 
karmowym [4, 22].

Zaobserwowano, że nowotwory gruczołu sutkowego, wykazujące wysoki poziom 
ekspresji receptorów estrogenowych, produkują znaczące ilości tych peptydów [26,
36]. Jednak znaczenie tego zjawiska nie zostało dotychczas wyjaśnione.

Białko Miejsce występowania
SP żołądek, dwunastnica
pS2 żołądek, dwunastnica, gruczoł sutkowy
ITF jelito cienkie, jelito grube

BUDOWA PEPTYDÓW 
Z DOMENĄ KONICZYNO-PODOBNĄ

Dotychczas poznane ludzkie peptydy z domeną koniczyno-podobną są kodowane 
przez geny znajdujące się w chromosomie 21, w regionie q22.3. Gen kodujący 
hSP zawiera cztery eksony, w tym dwa niezależnie kodujące dwie domeny ko- 
niczyno-podobne [10]. Geny kodujące hpS2 i hITF zawierają po trzy eksony, z 
czego po jednym  kodującym domenę koniczyno-podobną [10, 17]. Analiza regionu 
promotorowego genów kodujących zarówno ludzkie, jak  i szczurze peptydy z 
domeną koniczyno-podobną wykazała obecność sekwencji TATA box [2].
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Najlepiej poznanym przedstawicielem rodziny TFF jest czynnik PSP (z ang. 
pancreatic spasmolytic polypeptide). Został on odkryty w jednej z frakcji, otrzy
manych podczas oczyszczania insuliny świńskiej. Schemat budowy domeny ko- 
niczyno-podobnej białka PSP jest charakterystyczny dla innych przedstawicieli tej 
rodziny (rys. 1) [9].

PSP jest zbudowany z jednego łańcucha polipeptydowego, złożonego ze 106 
aminokwasów. Określone regiony łańcucha tworzą dwie domeny koniczyno-po- 
dobne, zbudowane z 38 lub 39 aminokwasów [9, 34]. Każda z domen zbudowana 
jest z trzech pętli, utrzymywanych przez 3 mostki dwusiarczkowe. Mostki tworzone 
są przez 6 reszt cysteinowych, połączonych ze sobą w konfiguracji: 1 z 5, 2 z 
4, 3 z 6 [4, 9, 31, 34]. PSP zawiera dodatkowy, siódmy mostek dwusiarczkowy, 
znajdujący się poza domenami koniczyno-podobnymi. Niektóre inne peptydy z do
meną koniczyno-podobną zawierają nieparzystą liczbę reszt cysteinowych, np. pS2 
i ITF -  po siedem [3]. Sześć z nich odpowiada za formowanie struktury domeny 
koniczyno-podobnej. Pozostała reszta cysteinowa może reagować z wolną grupą 
sulfhydrylową cysteiny drugiej cząsteczki, tworząc dimer [3, 24].

Pomiędzy drugą a trzecią pętlą PSP znajduje się kieszonka, utworzona przez 
konserwatywną sekwencję aminokwasów. Uważa się, że może ona oddziaływać 
z oligosacharydami lub fragmentami polisacharydów glikoprotein [9]. PSP mógłby 
więc wywierać stabilizujący wpływ na śluz przez wiązanie krzyżowe glikoprotein. 
W badaniach in vitro stwierdzono, że PSP ma zdolność do dimeryzacji. Forma 
dimeryczna utrzymywana jest przez dwa wiązania wodorowe oraz przez interakcje 
między hydrofobowymi regionami monomerów [9]. Gdyby proces ten zachodził 
także in vivo, to powstały dimer PSP/PSP, zawierający cztery kieszonki wiążące 
sacharydy, mógłby znacznie skuteczniej pełnić funkcję stabilizującą śluz [9]. W 
przypadku pS2 stwierdzono, że jego dimer, efektywniej niż monomer, stymuluje 
regenerację błony śluzowej, uszkodzonej przez działanie indometacyny [24]. M o
żliwe, że efekt ten zależny jest od efektywniejszej stabilizacji śluzu przez dimer 
niż przez monomer. W arstwa śluzu stabilizowanego przez pS2, chroniąc błonę 
śluzową przed dalszym działaniem czynników uszkadzających, mogłaby ułatwiać 
jej regenerację. Sugerowany jest też mechanizm związany ze stabilniejszym łą
czeniem się dimeru niż monomeru z hipotetycznym receptorem dla pS2 [24]. W 
tym przypadku udział pS2 w regeneracji uszkodzonej błony śluzowej może być 
związany z jego wpływem na migrację komórek nabłonka.

Miejsce działania peptydów z domeną koniczyno-podobną, tj. przewód pokar
mowy, wiąże się z ich narażeniem na działanie enzymów trawiennych. Zwarta 
struktura cząsteczek zapewnia im jednak oporność na trawienie przez proteazy 
[4, 38]. Potencjalnie najbardziej podatny na działanie chymotrypsyny fragment PSP 
obejmuje reszty aminokwasowe 99-102 (-Met-Ser-Val-Glu-). Sekwencja ta po
łożona jest między domenami koniczyno-podobnymi, co uniemożliwia jej oddzia
ływanie z centrum aktywnym enzymu [9].
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RYSUNEK 1. Schemat budowy PSP: “  mostek dwusiarczkowy; LI, L2, L3 pętle domen koniczyno- 
podobnych

ROLA PEPTYDÓW TFF W PROKSYMALNEJ CZĘŚCI 
PRZEWODU POKARMOWEGO

Badania nad rolą peptydów z domeną koniczyno-podobną prowadzono na my
szach knock-out, tj. z zablokowaną ekspresją genu dla jednego z tych białek -  
pS2 [22]. Zwierzęta te (homozygoty knock-out -  mpS2'/_ i heterozygoty -  mpS2+/~) 
pod względem wyglądu i zachowania nie wykazywały istotnych różnic w porównaniu 
ze szczepem dzikim (mpS2+/+). Nie stwierdzono także różnic w budowie histo
logicznej większości narządów, z wyjątkiem żołądka i jelita cienkiego myszy m pS2’/" 
(tab. 2). U zwierząt 3-tygodniowych stwierdzono w żołądku podwojenie grubości 
błony śluzowej, a u zwierząt 5-miesięcznych (100% osobników) także liczne zmiany 
o typie gruczolaka. Zaobserwowano również: pogłębienie dołeczków żołądkowych, 
znaczne zmniejszenie ilości śluzu, hiperplazję komórek błony śluzowej, 10-krotny 
wzrost wskaźnika mitotycznego, zaburzenia różnicowania komórek, a u 30% osob
ników wieloogniskowe (2 do 5 ognisk) zmiany o typie raka śródnabłonkowego 
(carcinoma intraepitheliale). W jelicie cienkim zwierząt mpS2’/’ stwierdzono na
tomiast obfite nacieki zapalne w znacznie pogrubionej blaszce właściwej błony 
śluzowej [22].
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TABELA 2. Wpływ ekspresji mpS2 na błonę śluzową żołądka [22]

Miejsce działania mpS2+/+ i mpS2+/‘ mpS2_/'
Nabłonek brak zmian hiperplazja, dysplazja
Dołki żołądkowe brak zmian pogłębienie
Produkcja śluzu brak zmian znacznie obniżona
Wskaźnik mitotyczny brak zmian 10-krotnie wyższy
Zmiany nowotworowe brak zmian gruczolaki, carcinoma in situ

M echanizm hamującego działania mpS2 na rozwój nowotworu nie jest w pełni 
poznany. Być może, przez wpływ na ilość i strukturę śluzu [22], mpS2 może pośrednio 
chronić nabłonek przed działaniem karcinogenów. Ponadto mpS2 hamuje proliferację 
oraz stymuluje różnicowanie się komórek [8, 22].

W badaniach dotyczących białek hSP (ludzki odpowiednik PSP) i pS2 wykazano, 
że są one produkowane przez komórki dołeczków żołądkowych i komórki dystalnych 
części gruczołów Brtinnera. W ysoką ekspresję pS2 i hSP wykryto również w og
niskach metaplazji żołądkowej, obserwowanej wokół owrzodzenia błony śluzowej 
dwunastnicy oraz w komórkach związanych z ogniskami metaplastycznymi, tzw. 
UACL (Ulcer Associated Celi Lineage) [12, 18, 28, 41]. Badając wpływ hSP oraz 
rITF (rat-lTF) na błonę śluzową żołądka szczura, poddaną działaniu etanolu lub 
niesteroidowych leków przeciwzapalnych stwierdzono, że doustne podanie hSP 
albo rITF zmniejsza uszkadzający wpływ substancji na błonę śluzową żołądka [1].

Komórki gruczołów Briinnera oraz komórki tworzące UACL, oprócz peptydów 
z domeną koniczyno-podobną, wytwarzają także naskórkowy czynnik wzrostu (z 
ang. epidermal growth fac tor  -  EGF) [21]. Pobudza on proliferację komórek na
błonkowych w jelicie, przez co może ułatwiać gojenie owrzodzeń [19, 20, 21, 
35]. Wykazując stymulujące działanie EGF na ekspresję pS2 postulowano, że wpływ 
tej cytokiny na regenerację błony śluzowej może, przynajmniej częściowo, zależeć 
również od czynników z grupy TFF [29]. Dotychczas nie udało się jednak wykryć 
na komórkach UACL receptorów dla EGF [39].

Uważa się, że wpływ wielu cytokin i czynników wzrostu, m.in. interleukin -  
IL I, IL2, interferonu (IFN-y), transformującego czynnika wzrostu (TGF-a) oraz 
EGF, na regenerację błony śluzowej zależy od udziału TGF-[3. M echanizm działania 
peptydów z dom eną koniczyno-podobną prawdopodobnie jest od niego niezależny. 
Działanie TFF może mieć natomiast charakter dopełniający w stosunku do czynników 
zależnych od TGF-|3. Uważa się, że peptydy te działają na powierzchnię luminalną 
komórek nabłonka, podczas gdy czynniki zależne od TGF-(3 -  na ich powierzchnię 
podstawno-boczną [5, 24].
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Związek czynników pS2 i hSP z procesami chorobowymi w przewodzie po
karmowym nie jest ograniczony jedynie do choroby wrzodowej żołądka czy dw u
nastnicy. Grupy komórek analogiczne do UACL i wytwarzające duże ilości pS2 
i hSP stwierdzono również w przewlekłym zapaleniu trzustki, a także w zapaleniach 
pęcherzyka żółciowego, jajowodu i pęcherza moczowego [40].

ROLA PEPTYDÓW TFF 
W DYSTALNEJ CZĘŚCI PRZEWODU POKARMOWEGO

W przeciwieństwie do hSP i pS2, aktywnych głównie w górnym odcinku przewodu 
pokarmowego, w jego dystalnej części istotną rolę odgrywa zwłaszcza ITF [36,
37]. Aby lepiej poznać fizjologiczne znaczenie tego czynnika, wyhodowano myszy 
z zablokowaną ekspresją genu kodującego ITF (homozygoty ITF_/’ i heterozygoty 
ITF+/’) [25].

Nabłonek okrężnicy zwierząt ITF '7’ nie wykazywał różnic w porównaniu ze 
szczepem dzikim, a komórki kubkowe wydzielały prawidłową ilość śluzu. Nie zaob
serwowano istotnych zmian fenotypowych ani u homozygot IT F /_, ani u zwierząt 
ITF+/". Mimo prawidłowej budowy błony śluzowej jelit, stosując metodę znakowania 
komórek bromodeoksyurydyną stwierdzono zaburzenia migracji enterocytów na po
wierzchnię błony śluzowej u zwierząt ITF’7’ i heterozygot ITF+/‘ [25]. Upośledzoną 
migrację komórek w miejsce uszkodzenia potwierdzono również w badaniach in 
vitro [5]. Podobnego defektu nie obserwowano u zwierząt szczepu dzikiego (ITF+/+) 
[25].

Znaczne różnice w stosunku do szczepu dzikiego wykazano w odpowiedzi na 
środki drażniące (sól sodową siarczanu dekstranu). U zwierząt ITF^ w 50% przy
padków obserwowano znaczny ubytek masy ciała, krwawe biegunki i śmierć. U 
szczepów dzikich występował mniejszy ubytek masy ciała, a śmiertelność wynosiła 
około 5%. Badania histologiczne okrężnicy zwierząt ITF '/" wykazały liczne nadżerki, 
znaczne zmiany zapalne i ropnie. Dotyczyły one głównie okrężnicy zstępującej, 
okrężnicy esowatej i odbytnicy. Zmian o takim nasileniu nie obserwowano u zwierząt 
szczepu dzikiego. Podanie homozygotom ITF_/" rekombinowanego ITF powodowało 
nasilenie migracji komórek i powrót błony śluzowej do stanu prawidłowego [25]. 
Może to potwierdzać przypuszczenie, że zaburzenia regeneracji błony śluzowej 
były wtórne do deficytu ITF.

http://rcin.org.pl



RODZINA PEPTYDÓW  Z DOM ENĄ KONICZYNO-PODOBNĄ 131

MECHANIZM DZIAŁANIA PEPTYDÓW TFF

Uważa się, że mechanizm ochronnego działania peptydów zawierających domenę 
koniczyno-podobną polega na modyfikowaniu właściwości fizyko-chemicznych ślu
zu. W ten sposób uczestniczą one w tworzeniu bariery, chroniącej błonę śluzową 
przed działaniem czynników uszkadzających i potencjalnych karcinogenów [24]. 
Istnieją jednak liczne dane, sugerujące czynny udział TFF w procesach regeneracji 
uszkodzeń błony śluzowej [28, 34]. Stwierdzono m.in., że peptydy te wywierają 
wpływ na migrację komórek nabłonka [23, 28].

Badania prowadzono na szczurzych liniach komórkowych IEC-6 i IEC-17 (in
testinal epithelial cell lines). Stosując metodę wound assay wykazano wpływ hSP 
i hITF na migrację komórek i regenerację nabłonka in vitro [5, 27, 32]. Zaob
serwowano, że hSP czterokrotnie wzmagał migrację komórek do miejsca uszko
dzenia. S tym ulujący wpływ na m igrację wykazyw ały rów nież oczyszczone 
glikoproteiny mucynowe. Migracja komórek hodowanych w obecności zarówno 
hSP, jak i glikoprotein mucynowych była 6 do 15 razy większa w porównaniu 
z kontrolą. Podobne wyniki otrzymano w doświadczeniach z hITF [5]. Stężenia 
peptydów TFF, jak  i glikoprotein mucynowych, zastosowanych w doświadczeniach 
były porównywalne ze stężeniami fizjologicznymi.

Molekularne podłoże mechanizmu działania peptydów z domeną koniczyno-po- 
dobną na migrację komórek pozostaje niejasne. Ostatnio zidentyfikowano w jelicie 
cienkim glikoproteinę o masie 50 kDa, która przypuszczalnie jest receptorem dla 
ITF [33].

Stwierdzono, że ITF hamuje aktywność kinaz ERKI oraz ERK2 w linii ko
mórkowej IEC-6. Nie zaobserwowano jednak zmiany poziomu ekspresji tych białek 
pod wpływem ITF, a jedynie obniżony poziom ufosforylowania ich reszt tyro
zynowych. Zmniejszając aktywność wyżej wymienionych kinaz ITF może hamować 
proliferację komórek nabłonka. Sugeruje się, że inaktywujący efekt działania ITF 
na kinazy ERKI i ERK2 jest -zależny od fosfataz tyrozynowych [16].

Analizując efekty działania ITF na wywodzącą się z raka okrężnicy linię ko
m órkową HT29 stwierdzono, że powoduje on m.in. szybką fosforylację (3-katenin, 
y-katenin i receptora dla EGF [7, 23]. Nie zaobserwowano fosforylacji a-katenin 
ani E-kadheryn [23]. Ponadto zanotowano znaczny spadek ekspresji E-kadheryn, 
a-katenin, [3-katenin oraz białka APC (Adematous Polyposis Coli). W tej samej 
linii komórkowej stwierdzono także indukcję apoptozy pod wpływem ITF [7].

W iadomo, że kompleks E-kadheryna/kateniny jest jednym  z głównych czynników, 
odpowiedzialnych za zależną od Ca2+ adhezję międzykomórkową. E-kadheryna 
tworzy przez domenę zewnątrzkomórkową homodimer z cząsteczką zlokalizowaną 
na innej komórce, natomiast jej domena wewnątrzkomórkowa tworzy kompleks 
z |3- i y-kateninami. Kompleks ten łączy się z cytoszkieletem komórki za pośred-
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nictwem a-katenin [6, 7]. ITF, a być może i inne peptydy TFF, zaburzając funkcję 
kompleksu, mogłyby zmniejszać siłę wzajemnego przylegania komórek. W ten spo
sób ułatwiałyby ich migrację [6, 7, 23]. Mechanizm ten mógłby być także od
powiedzialny za zdolność komórek nowotworowych do naciekania i tworzenia 
przerzutów.

ß-kateniny, niezależnie od tworzenia kompleksu z E-kadherynami, są wewnątrz
komórkowymi przekaźnikami sygnałów związanymi m.in. z receptorem dla EGF, 
APC, onkogenem c-erbB2 oraz niektórymi czynnikami transkrypcyjnymi [6]. W 
związku z tym, ITF destabilizując kompleks E-kadheryna/kateniny może potencjalnie 
wywierać daleko większy wpływ na komórki nabłonka, niż wynikałoby to z osłabienia 
adhezji międzykomórkowej.

ROLA PEPTYDÓW TFF 
W PROCESIE NOWOTWORZENIA POZA PRZEWODEM 

POKARMOWYM

Pierwszy peptyd z domeną koniczyno-podobną (pS2) odkryto w trakcie badań 
nad nowotworami gruczołu sutkowego. Podjęto zatem próbę ustalenia jego związku 
z procesem nowotworzenia. Stwierdzono, że pS2 występuje w 68% nowotworów 
gruczołu sutkowego [13], ale jego obecność można wykryć w wielu innych no
wotworach, m.in.: żołądka, trzustki, okrężnicy, macicy, jajnika, pęcherza moczowego 
i gruczołu krokowego [14]. W przypadku nowotworów gruczołu sutkowego stwier
dzono, że w odróżnieniu od raka przewodowego, wysoką ekspresję pS2 wykazuje 
przede wszystkim rak płacikowy tego narządu [30].

Płacikowy rak gruczołu sutkowego ma charakter rozsiany, naciekający i tworzy 
tarczowate otoczki wokół nie zmienionych przewodów. Nowotwór ten często daje 
przerzuty, zwłaszcza do żołądka, macicy i mózgu. W narządach tych stwierdzono 
fizjologicznie wysoki poziom ekspresji peptydów TFF (w przypadku mózgu -  do
tychczas tylko u gryzoni) [36]. Mogłoby to sugerować, że przy powstawaniu prze
rzutów peptydy te być może pełnią funkcję czynników chemotaktycznych.

W przeciwieństwie do przewodu pokarmowego, ekspresja hpS2 w gruczole sut
kowym pozostaje pod kontrolą estrogenów, a komórki raka płacikowego wykazują 
wysoki poziom ekspresji receptorów estrogenowych. Możliwe, że przez zwiększanie 
produkcji hpS2 wywierają one wpływ na migrację komórek nowotworowych i zdol
ność do tworzenia przerzutów [26, 30, 36]. Istnienie takiej zależności mogłoby 
tłumaczyć stymulujący wpływ estrogenów na progresję niektórych nowotworów 
gruczołu sutkowego.

Wykazanie związku estrogenów z peptydami TFF może mieć również potencjalne 
znaczenie kliniczne. Zaobserwowano dodatnią korelację między wysokim poziomem
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hpS2 a efektem leczniczym po zastosowaniu środków antyestrogenowych (np. Ta
moxifen). W prawdzie prognozowanie skuteczności terapii na tej podstawie nie było 
bardziej miarodajne niż na podstawie określania poziomu ekspresji receptorów estro
genowych, okazało się jednak użyteczne w grupie kobiet, u których na komórkach 
nowotworowych stwierdzono pośredni poziom tych receptorów. Wysoki poziom 
hpS2 u pacjentek z tej grupy wyraźnie zwiększał szansę powodzenia leczenia pre
paratami antyestrogenowymi [36].

Podobne wyniki uzyskano w odniesieniu do hITF. Stwierdzono, że peptyd ten 
również występuje w nowotworach gruczołu sutkowego, a jego ekspresja pozostaje 
pod kontrolą estrogenów. Tak jak w przypadku hpS2, zaobserwowano dodatnią 
korelację między wysokim poziomem hITF a efektem leczniczym po zastosowaniu 
preparatów antyestrogenowych [26]. W przeciwieństwie do hpS2 i hITF, w no
wotworach gruczołu sutkowego nie wykryto obecności hSP [30].

Ostatnio stwierdzono, że wysoki poziom ekspresji receptorów estrogenowych 
oraz peptydów TFF (ITF i pS2) wykazują również nowotwory śluzowe skóry [11]. 
Być może należałoby rozważyć zastosowanie preparatów antyestrogenowych także 
w przypadku tych nowotworów. Jednak dokładny mechanizm działania i związek 
tych peptydów z receptorami estrogenowymi wciąż pozostaje nieznany.

PODSUMOWANIE

Zastosowanie rodziny peptydów z domeną koniczyno-podobną stwarza, ze wzglę
du na ich ochronne i regeneracyjne działanie na błonę śluzową żołądka i dwunastnicy, 
obiecujące perspektywy dla skutecznego leczenia choroby wrzodowej. Odkrycie 
szlaków przekazywania sygnału przez receptory dla TFF stwarza nowe możliwości 
badania mechanizmów adhezji, ruchu komórek nabłonkowych, a także tworzenia 
przerzutów przez komórki nowotworowe. Dokładne poznanie ich roli w procesach 
nowotworzenia w obrębie przewodu pokarmowego, jak też w biologii nowotworów 
zależnych od wpływu estrogenów może mieć znaczenie diagnostyczne, a być może 
i terapeutyczne.
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STRUKTURA I W ŁAŚCIW OŚCI FUNKCJONALNE  
FOTOSYSTEM U I

THE STRUCTURE AND FUNCTIONAL PROPERTIES 
OF PHOTOSYSTEM I

GRZEGORZ JACKOWSKI 

Zakład Fizjologii Roślin Uniwersytetu im. A. Mickiewicza, Poznań

Streszczenie: W ramach „podziału pracy” między czterema kompleksami funkcjonalnymi błony tylakoi- 
dowej współuczestniczącymi w realizacji fazy jasnej fotosyntezy fotosystem I (PS I) pełni rolę oksy- 
doreduktazy plastocyjanina:ferredoksyna (w reakcji przebiegającej już poza obrębem PSI ferredoksyna 
redukuje następnie NADP+ do NADPH). Kooperując z kompleksem cytochromowym b6/f PSI przepro
wadza ponadto cykliczny transport elektronów. Fragment struktury PS I bezpośrednio zaangażowany w 
fotosyntetyczny transport elektronów wraz z grupą białek pełniących najprawdopodobniej funkcje 
strukturalne tworzy podjednostkę określaną jako rdzeń PS I. Energia niezbędna do realizacji procesów 
transportu elektronów jest dostarczana do rdzenia PS I jako energia wzbudzenia elektronowego przez 
zespół wewnętrznych oraz peryferycznych anten energetycznych. W ostatnich latach dokonał się 
zasadniczy postęp w rozszyfrowywaniu organizacji strukturalnej rdzenia; dla jednego z gatunków 
cyjanobakterii niektóre szczegóły struktury poznano z rozdzielczością wyższą niż 0,14 nm. Pewien 
postęp zanotowano także w badaniach struktury i funkcji peryferycznych anten energetycznych (LHC 
I). W opracowaniu niniejszym dokonano przeglądu aktualnego stanu wiedzy na temat struktury holo- 
kompleksu PS I z uwzględnieniem implikacji funkcjonalnych.
(Postępy Biologii Komórki 2000; 27: 137-150)

Słowa kluczowe: PS I, LHC I, LHC II, błona tylakoidowa gran, błona tylakoidowa stromy, rdzeń, 
heterodimer Psa A/Psa B.

Summary: The photosynthetic light reactions are effective due to cooperation of four functional comple
xes of thylakoid membrane. Within the framework of this cooperation PS I mediates light-driven electron 
transport from plastocyjanin to ferredoxin which then reduces NADP+ to NADPH. The second function 
of PS I is mediating cyclic electron flow in cooperation with cytochrome b6/f complex. PS I domain 
directly engaged in electron transport along with a group of proteins performing structural role comprise 
a PS I core. The energy necessary for electron-transporting events is harvested and transferred to PS I 
core and its photochemical reaction center by the set of inner and peripheral antennae. It is the matter of 
last few years that the fundamental progress regarding structural organization of PS I core has been
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achieved (some details of Synechocystis sp. PS I core structure were imaged at a resolution better than 
0,14 nm); considerable progress has been reached concerning LHC I structure and functions as well. The 
goal of the review is to present a current awarness in the area of PS I holocomplex structural organization 
including functional aspects.
(.Advances in Cell Biology 2000; 27: 137-150)

Key words: PS I, LHC I, LHC II, grana lamellae, stroma lamellae, core, Psa A/Psa B heterodimer

WSTĘP

Fotosystem I (PS I) jest supramolekularnym kompleksem barwnikowo-białkowym 
błony tylakoidowej katalizującym liniowy transport elektronów od penetrującej świat
ło tylakoidu plastocyjaniny do ferredoksyny, rozpuszczalnego białka stromy chlo
roplastowej. Wysoce endoergiczny (AG°= 77 kJ x mol-1) proces przenoszenia 
elektronów na trasie plastocyjanina: ferredoksyna jest napędzany przez energię świetl
ną [40]. Ostatecznym zadaniem liniowego transportu elektronów jest dostarczenie 
siły redukcyjnej (NADPH) wykorzystywanej w reakcjach ciemniowych fotosyntezy 
oraz wielu innych, ważnych procesach metabolicznych. PS I przeprowadza także, 
w kooperacji z kompleksem cytochromowy b6/f, cykliczny transport elektronów, 
którego funkcjonowanie współkształtuje siłę protonomotoryczną napędzającą syntezę 
ATP.

Trzy białka, Psa A-C, zasocjowane z grupami prostetycznymi pełniącymi funkcje 
przenośników elektronów tworzą -  wraz z kilkunastoma dodatkowymi białkami 
-  fragment PS I określany jako rdzeń [4,5]. Energia niezbędna do redukcji fer
redoksyny i NADP+ jest dostarczana do rdzenia w formie energii wzbudzenia ele
ktronowego transportowanej przez system wewnętrznych i peryferycznych anten 
energetycznych. Wewnętrzne anteny energetyczne są zarazem integralnymi ele
mentami struktury rdzenia PS I, ponieważ tworzą je cząsteczki chlorofilu a i (3- 
karotenu zasocjowane z a białkami Psa A/Psa B -  tymi samymi, które wiążą większość 
przenośników elektronów w PS I. Z kolei peryferyczne anteny energetyczne, okre
ślane jako LHC I, zawierają chlorofil a, chlorofil b oraz cząsteczki kilku ksantofili, 
a stanowią element struktury PS I zlokalizowany w obrębie holokompleksu wyraźnie 
dystalnie w stosunku do rdzenia.

W ciągu ostatnich kilku lat w bardzo istotny sposób wzrosła wiedza o organizacji 
strukturalnej i funkcjonowaniu rdzenia PS I. Jednym z największych dokonań w 
tym zakresie wydaje się opracowanie metodami krystalografii rentgenowskiej modelu 
struktury rdzenia PS I cyjanobakterii Synechococcus elongatus o zdolności roz
dzielczej 0,4 nm [31] i uszczegółowienie tego modelu do poziomu rozdzielczości 
poniżej 0,14 nm za pomocą mikroskopu sił atomowych [9]. W latach 1996-1997 
ukazało się kilka doskonałych anglojęzycznych opracowań przeglądowych doty
czących struktury i własności funkcjonalnych rdzenia PS I [ 4,11, 40], ale postęp,
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jaki w tym samym czasie dokonał się w zakresie badań nad LHC I, nie znalazł 
odzwierciedlenia we wspomnianych opracowaniach. Literatura w języku polskim 
jest z kolei całkowicie pozbawiona opracowań monograficznych poświęconych PS 
I, jakkolwiek informacje o tym kompleksie można znaleźć w publikacjach prze
glądowych dotyczących kompleksów anten energetycznych [20] i molekularnej bu
dowy błony tylakoidowej [17]. Celem niniejszego opracowania jest zarysowanie 
stanu wiedzy w obszarze organizacji strukturalnej i właściwości funkcjonalnych 
PS I z uwzględnieniem postępu, jaki dokonał się w badaniach nad LHC I.

ORGANIZACJA STRUKTURALNA I WŁASNOŚCI 
FUNKCJONALNE RDZENIA PS I

Sekwencję reakcji liniowego transportu elektronów zachodzącego w obrębie rdze
nia PS I zapoczątkowuje utlenienie P700 -  fotochemicznie aktywnego specjalnego 
dimeru cząsteczek chlorofilu a -  z wykorzystaniem innej, monomerycznej cząsteczki 
chlorofilu a (A q ) jako pierwotnego akceptora elektronów. Powstanie pary P700+ 
A q -(1 ,5  ps) oznacza osiągnięcie przez PS I stanu określanego jako rozdział ładunku 
(charge separation), a stan ten jest stabilizowany przez szybkie (35 ps) przeniesienie 
elektronów z A0-  na należący do chinonów przenośnik Aj [4]. Stabilizacja rozdziału 
ładunku jest niezbędna dla utlenienia zredukowanej plastocyjaniny -  elektrony po
chodzące ze zredukowanej plastocyjaniny uzupełniają dziury w P700+. Interakcja 
zredukowanej plastocyjaniny z P700 obejmuje fazę szybką (12-14 ps) oraz wolną 
(200 ps) [14]. Niektórzy badacze interpretują to intrygujące zjawisko jako od
zwierciedlenie istnienia dwóch pul cząsteczek plastocyjaniny, a mianowicie:

1) puli cząsteczek „pływających” w świetle tylakoidu blisko miejsca zakotwiczenia 
P700 w błonie tylakoidowej (interakcja tych cząsteczek z P700+ decydowałaby 
o istnieniu szybkiej składowej kinetyki redukcji P700+),

2) puli cząsteczek docierających do P700+ z dalszej odległości (wolna składowa 
kinetyki redukcji P700+).

Taka interpretacja pozostaje jednak w sprzeczności z postulowanym przez Al- 
bertssona [1] modelem domenowym organizacji systemu błon tylakoidowych, w 
myśl którego P700+ oddziałuje tylko z plastocyjaniną pozostającą w jego najbliższym 
sąsiedztwie. W ciągu 200 ps elektrony z A y -  są przejmowane przez pierwsze z 
serii trzech centrów żelazo-siarkowych (4Fe-4S), określanych jako Fx. Droga prze
niesienia elektronów przez dwa pozostałe centra, FA i FB , nie została jednoznacznie 
poznana, tzn. nie wiadomo, w jakiej kolejności przenośniki te transportują elektrony. 
Elektrony przeniesione przez FA i FB przejmuje centrum żelazowo-siarkowe (2Fe 
—2S) związane z ferredoksyną, białkiem operującym w stromie chloroplastu, nie 
zaliczanym już do składników PS I. Zredukowana ferredoksyną stanowi substrat
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dla redukcji NADP+ do NADPH; tę przebiegającą w stromie reakcję katalizuje 
reduktaza ferredoksyna:NADP+ (FNR).

Już w latach osiemdziesiątych udowodniono, że P700 oraz przenośniki A0, Aj 
i Fx są związane z heterodimerem białek PsaA/PsaB [12]. Na podstawie długości 
sklonowanych sekwencji kodujących masy cząsteczkowe Psa A i PsaB szacuje się 
na 82-84 kDa, jakkolwiek podczas elektroforezy denaturującej wspomniane białka 
migrują tak, jakby ich masa cząsteczkowa wynosiła 65-70 kDa [22,39]. Badania 
rentgenostrukturalne pozwoliły na ustalenie, że każde z białek heterodimeru zawiera 
11 transmembranowych a-helis, dwie helisy zanurzone powierzchniowo w dwu- 
warstwie lipidowej błony tylakoidowej oraz krótkie, hydrofilne pętle penetrujące 
światło tylakoidu lub stromę [31]. Miejsce ligacji P700 pozostaje niezidentyfikowane, 
jednak uważa się za wysoce prawdopodobne, że centrum fotochemiczne PS I jest 
związane przez dwie reszty histydyny pochodzące z transmembranowych a-helis 
(jedna reszta histydynowa ma należeć do PsaA, druga do PsaB [4]). Sądzi się, 
że także A0 jest wiązany przez aminokwasy należące do transmembranowych a-helis 
PsaA/PsaB, ale dokładne miejsce wiązania wciąż pozostaje w sferze hipotez. Fx 
jest zasocjowane z heterodimerem PsaA/PsaB przez domenę uformowaną w prze
strzeni przez dwie dwunastoaminokwasowe sekwencje należące do hydrofilnych 
pętli PsaA i PsaB. Wydaje się, że Fx oddziałuje z czterema resztami cysteinowymi 
wspomnianych sekwencji [44]. Również FA i FB oddziałują bezpośrednio z resztami 
cysteinowymi, jednak reszty te stanowią element struktury innego białka PS I -  
PsaC (8-9  kDa) [25, 36]. W odróżnieniu od PsaA/PsaB białko PsaC nie zawiera 
odcinków hydrofobowych, uważa się, że jest zlokalizowane w stromie pozostając 
związane peryferycznie z błoną tylakoidową [49].

Inaczej niż w przypadku liniowego transportu elektronów, szlak cykliczny ich 
wędrówki nie został dotąd jednoznacznie ustalony, wiadomo natomiast na pewno, 
że ważnym jego elementem jest przechwycenie części elektronów ze zredukowanej 
ferredoksyny przez kompleks cytochromowy b6/f, transportujący je z powrotem 
w kierunku ferredoksyny przez plastocyjaninę i PS I. Odcinek plastocyjanina : 
PS I przebiega prawdopodobnie tak samo, jak  to ma miejsce w trakcie liniowego 
transportu elektronów. Wielu badaczy sądzi, że cykliczna wędrówka elektronów 
wokół PS I jest mechanizmem pozwalającym utrzymać wysoki gradient protonów 
w poprzek błony tylakoidowej w warunkach zagrożenia fotoinhinbicją, co jest oko
licznością sprzyjającą rozproszeniu nadmiaru energii wzbudzenia elektronowego 
przez dezaktywację termiczną [16].

Poza białkami Psa A-C wiążącymi przenośniki bezpośrednio zaangażowane w 
liniowy transport elektronów w skład rdzenia PS I wchodzi jeszcze 11 (u cyja- 
nobakterii 8) innych białek [4,22,40], określanych jako Psa D -Psa N (u cyjanobakterii 
nie stwierdzono obecności Psa G, H i N). Niektórym spośród tych białek przypisuje 
się pewne funkcje strukturalne, funkcja innych pozostaje nieznana. Tabela 1 pre-
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TABELA 1. Zestawienie nazewnictwa, lokalizacji i funkcji białek rdzenia PS I

Białko Gen Lokalizacja Funkcja
rdzenia kodujący
PSI
Psa A, Psa B Psa A, Psa B Integralne białko błony tylakoidowej Wewnętrzna antena energetycz

na, rozdział ładunku i jego sta
bilizacja, fotoprotekcja(?), trans
port elektronów od P700 do Fx

Psa C Psa C Peryferyczne białko błony tylakoi
dowej (związane z błoną od strony 
stromy)

Transport elektronów od Fx do 
ferredoksyny

Psa D Psa D Peryferyczne białko błony tylakoi
dowej (związane z błoną od strony 
stromy)

Wiązanie ferredoksyny i Psa C

Psa E Psa E Peryferyczne białko błony tylakoi
dowej (związane z błoną od strony 
stromy)

Wiązanie ferredoksyny, FNR, 
Psa C i Psa D, udział w cykli
cznym transporcie elektronów

Psa F Psa F Integralne białko błony tylakoidowej Wiązanie plastocyjaniny, od
działywanie z Psa J, wiązanie 
LHC I (?)

Psa G Psa G Integralne białko błony tylakoidowej Wiązanie LHC I (?)
Psa H Psa H Peryferyczne białko błony tylakoi

dowej (związane z błoną od strony 
stromy)

Wiązanie LHC I (?)

Psa I Psa 1 Integralne białko błony tylakoidowej Oddziaływanie z Psa L
Psa J Psa J Integralne białko błony tylakoidowej Oddziaływanie z Psa F
Psa K Psa K Integralne białko błony tylakoidowej Nieznana
Psa L Psa L Integralne białko błony tylakoidowej Trimeryzacja PS I (tylko u cyja- 

nobakterii, u glonów i rośin w y
ższych funkcja nieznana)

Psa M Psa M Integralne białko błony tylakoidowej Udział w cyklicznym transpo
rcie elektronów

Psa N Psa N Peryferyczne białko błony tylakoi
dowej (związane z błoną od strony 
światła tylakoidu)

Nieznana

zentuje aktualny stan poglądów na funkcje białek Psa A-N oraz ich lokalizację 
wewnątrz chloroplastu.

Energia niezbędna do transportu elektronów po akceptorowej stronie PS I jest 
dostarczana do P700 jako energia wzbudzenia elektronowego przez wewnętrzne 
oraz peryferyczne anteny energetyczne. Antenami wewnętrznymi są kompleksy 
barwnikowo-białkowe, jakie z chlorofilem a oraz (3-karotenem tworzy heterodimer 
Psa A/Psa B oraz, być może, Psa F. Dane spektroskopowe i biochemiczne wskazują, 
że Psa A i Psa B wiążą razem 97 cząsteczek chlorofilu a [8] oraz 10-20 cząsteczek
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(3-karotenu [11, 40], jednak na sporządzonym z rozdzielczością 0,4 nm modelu 
rdzenia PS I Synechococcus elongatus zidentyfikowano pozycje tylko 71 cząsteczek 
barwników, wyłącznie chlorofilu a [31]. Autorzy modelu przypuszczają, że pozostałe 
cząsteczki chlorofilu a oraz cała pula [3-karotenu są zlokalizowane w części rdzenia 
charakteryzującej się mało uporządkowaną strukturą, nie pozwalającą się analizować 
na aktualnie osiągalnym poziomie zdolności rozdzielczej badań krystalograficznych. 
Niektórzy badacze sądzą, że niewielką ilość chlorofilu a może także wiązać po
jedynczą transmembranową a-helisą białko Psa F cyjanobakterii [4]. Chlorofil a 
związany z heterodimerem Psa A/Psa B i (być może) białkiem Psa F pełni, jak 
się sądzi, wyłącznie funkcje antenowe. Część tych cząsteczek ma maksimum ab
sorpcji przesunięte nietypowo daleko w stronę czerwieni (710-740 nm). Niektórzy 
autorzy wyrażali przed kilkoma laty pogląd, że mogą one odgrywać specjalną rolę 
w procesie przenoszenia energii wzbudzenia elektronowego [46], ale analiza widma 
czynnościowego fotooksydacji P700 nie pozwoliła na wykrycie żadnych różnic 
wydajności przenoszenia energii w kierunku P700 między chlorofilami absorbują
cymi w przedziale 710-740 nm a „normalnymi” cząsteczkami chlorofilu a we- 
nętrznych anten PS I [43]. Ostatnio Koehne i Trissl [30] zasugerowali, że cząsteczki 
chlorofilu o maksimum absorpcji przesuniętym powyżej 700 nm funkcjonują jako 
element zwiększający „przekrój optyczny” PS I u cyjanobakterii bytujących w wodzie 
w gęstych skupieniach (np. Spirulina platensis). Do komórek takich cyjanobakterii 
dociera światło wzbogacone na skutek filtracji spektralnej w długości przekraczające 
700 nm. (3-karoten zasocjowany z Psa A/Psa B realizuje więcej zadań niż chlorofil 
a , udowodniono, że poza zbieraniem światła jest zaangażowany w fotoprotekcję, 
zmiatanie tlenu singletowego oraz stabilizację struktury PS I [10].

W przypadku cyjanobakterii rdzeń PS I jest pojęciem tożsamym z pojęciem 
„holokompleks PS I”, ponieważ u organizmów tych PS I , w odróżnieniu od glonów 
i roślin wyższych, nie ma peryferycznych anten energetycznych. Rdzeń PS I cyja
nobakterii przyjmuje in situ organizację trimeryczną, na co zgodnie wskazują wyniki 
badań elektronomikroskopowych [2] i rentgenostrukturalnych [31, 42]. Pojedynczy 
monomer (9 x  13 nm) składa się z domeny „katalitycznej” i niewielkiej domeny 
„łączącej”, która spaja monomery w strukturę trimeryczną. Nieobecność trimery- 
cznych cząstek PS I u mutantów Synechocystis sp. pozbawionych Psa I i Psa L 
wskazuje, że właśnie te białka stanowią domenę „łączącą” [4]. Trimeryczną cząstka 
rdzenia PS I cyjanobakterii ma kształt dyskoidalny; część zwrócona w stronę stromy 
zawiera wyraźne zagłębienie z tkwiącymi w nim cząsteczkami Psa D i Psa E [31]. 
Topologia rdzenia PS I glonów i roślin wyższych jest poznana gorzej niż u cyja
nobakterii, wydaje się jednak rzeczą pewną, że roślinne cząstki PS I przyjmują 
in vivo formę monomeryczną. Ostatnio [26, 27] opublikowano wyniki badań ele
ktronomikroskopowych nad preparatami wzbogaconymi w błony tylakoidowe gran 
szpinaku, w których PS I identyfikowano techniką immunogold. Ustalono, że mo
nomer PS I szpinaku jest nieco większy (1 0x16  nm) niż monomer PS I cyjanobakterii;
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różnica ta może być po prostu odzwierciedleniem faktu, że w opisywanych badaniach 
[26, 27] obserwowano cząstki PS I zawierające poza rdzeniem także pierścień 
peryferycznych anten energetycznych (LHC I), nieobecny u cyjanobakterii.

ORGANIZACJA STRUKTURALNA I WŁAŚCIWOŚCI 
FUNKCJONALNE PERYFERYCZNYCH ANTEN 

ENERGETYCZNYCH PS I (LHC I)

Przez wiele lat sądzono, że PS I roślin wyższych i glonów nie ma specyficznych 
peryferycznych anten energetycznych, współpracując, podobnie jak PS II, z LHCII. 
Dopiero w kilkanaście lat po odkryciu LHCII opisano peryferyczną antenę PS I, 
nazwaną LHC I [15]. Fakt, że na odkrycie LHC I trzeba było czekać tak długo, 
wynikał z dwóch podstawowych okoliczności:

1) LHC I jest strukturą nadzwyczaj labilną i często dysocjuje na komponentę 
barwnikową i polipeptydową już podczas preparatyki PS I,

2) nawet najczystsze preparaty PS I zawierają duże ilości LHC II (będzie o 
tym mowa w dalszej części niniejszego podrozdziału).

Już na wczesnych etapach badań nad LHC I opanowano umiejętność jego fra
kcjonowania na dwa subkompleksy, anteny energetyczne nazwane LHC 1-730 i 
LHC 1-680, sedymentujące w toku ultrawirowania LHC I w gradiencie gęstości 
sacharozy z niejednakową, choć bardzo podobną szybkością [33]. Nazwy: 
LHC 1-730 i LHC 1-680 nawiązują do wyrażonej w nm długości fali, na którą 
przypada niskotemperaturowe (77 K) maksimum emisji fluorescencji subkomple- 
ksów. LHC 1-680 można rozdzielać za pomocą łagodnie denaturujących technik 
elektroforetycznych na dwie frakcje, nazwane LHC I-680A i LHC I-680B [29]. 
W skład poszczególnych subkompleksów wchodzą następujące polipeptydy: LHC 
1-730 -  Lhca 1 i Lhca 4; LHC 1-680A -  Lhca 3; LHC I-680B -  Lhca 2 [29]. 
Masę cząsteczkową polipeptydów Lhca 1-4 ustalono jak dotąd dla zaledwie kilku 
gatunków roślinnych, w tym jęczm ienia [29], szpinaku [45] i goździka [Sokołowska 
i Jackowski, dane niepublikowane]; najczęściej podawane liczby to, odpowiednio, 
21, 23, 25 i 22 kDa. Lhca 1-4 są kodowane przez geny, odpowiednio, Lhca 1-4 
[23] należące do super-rodziny Lhc, do której należą też geny kodujące polipeptydy 
peryferycznych anten energetycznych PS II (Lhcb 1-6), ELIP, psbS oraz niedawno 
odkryte geny ulegające wzmocnionej ekspresji w warunkach kontaktu aparatu foto
sy ntetycznego ze światłem o wysokim natężeniu [21]. Wszystkie geny należące 
do wspomnianej super-rodziny cechuje pewien stopień homologii, w przypadku 
niektórych par bardzo wysoki. Homologia dotyczy także struktury produktów biał
kowych Lhc. Z wcześniejszych badań rentgenostrukturalnych prowadzonych na 
polipeptydach kilku rodzin niespokrewnionych z Lhc jasno wynika, że polipeptydy
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określonych rodzin przyjmują konformację identyczną, jeśli stopień podobieństwa 
ich sekwencji aminokwasowej jest odpowiednio wysoki. Oznacza to, że polipeptydy 
super-rodziny Lhc powinny mieć tę samą strukturę drugorzędową i trzeciorzędową. 
Kilka lat temu poznano z atomową dokładnością strukturę drugo- i trzeciorzędową 
jednego z polipeptydów Lhc -  Lhcb 1 (zdolność rozdzielcza mapy atomowej -  
0,34 nm) [32]. Przyjmuje się, że struktura ta jest taka sama dla wszystkich pozostałych 
Lhc. Pojedyncza cząsteczka Lhcb 1 -  a zatem i innych Lhcb oraz Lhca -  przenika 
błonę tylakoidową trzema a-helikalnymi odcinkami oznaczonymi jako B, C i A. 
Ustalono, że a-helisy B i A są nachylone pod kątem 30° względem normalnej 
do płaszczyzny błony tylakoidowej i pozostają ze sobą w kontakcie dzięki od
działywaniom dwóch par Arg - Glu. Odcinki Lhcb 1 nie będące transmembranowymi 
oc-helisami mają charakter hydrofilny i penetrują stromę lub światło tylakoidu 
w taki sposób, że N-koniec jest zanurzony w stromie, a C-koniec w świetle tylakoidu 
[32]. Daleko idące podobieństwo czy wręcz identyczność struktury drugo- i trze
ciorzędowej Lhca i Lhcb nie musi oznaczać identyczności garnituru barwników 
zasocjowanych z tymi polipeptydami -  wśród Lhcb różnice dotyczą ilościowego 
składu obu chlorofili i ksantofili, jak również stosunku stechiometrycznego barw- 
niki:białko [13]. W iedza na temat kompozycji barwników wiążących się z Lhca 
jest dość skąpa, a nieliczne dane przytaczane przez poszczególnych autorów po
zostają ze sobą w sprzeczności, np. stosunek ilościowy chlorofil a/chlorofil b dla 
LHC 1-680 mieści się w przedziale 1,4-3,1, a dla LHC 1-730 w przedziale 2 ,3-3,2 
[13]. Opierając się na danych pośrednich zasugerowano [34], że pojedynczy monomer 
Lhca może wiązać 10 cząsteczek chlorofilu a , 4 chlorofilu b, 2 (3-karotenu, 2 
luteiny i 1 wiolaksantyny. Używając monospecyficznych przeciwciał w preparatach 
LHC I wykryto także neoksantynę [35], nie można było jednak określić jej relacji 
ilościowych wobec innych barwników i części polipeptydowej.

Przedmiotem żywego zainteresowania szeregu laboratoriów jest kwestia stanu 
oligomerycznego LHC 1-680 i LHC 1-730. Jeszcze kilka lat temu dominował pogląd, 
że podobieństwo struktury pierwszorzędowej Lhca i Lhcb determinuje nie tylko 
podobieństwo struktur wyższego rzędu tych grup polipeptydów, ale także stanu 
oligomerycznego subkompleksów LHC I i LHC II in vivo -cząstka LHC I miałaby 
w myśl tych poglądów chrakter trimeryczny, taki bowiem stan cechuje LHC II 
in vivo [32]. Wyniki badań kilku ostatnich lat faworyzują jednak koncepcję di- 
merycznej organizacji subkompleksów LHC I. Najbardziej przekonujące są w tym 
kontekście prace nad rekonstytucją LHC I in vitro w mieszaninie zawierającej 
oczyszczone Lhca 1, 4 oraz wszystkie barwniki błon tylakoidowych. W warunkach 
sprzyjających rekonstytucji dochodzi do uformowania cząstek nieodróżnialnych spe- 
ktroskopowo (widma dichroizmu kołowego, niskotemperaturowe widma emisji i 
wzbudzenia fluorescencji) od natywnego LHC 1-730, zawierające obydwa obecne 
w mieszaninie białka -  Lhca 1 i 4. Rekonstytuowane cząstki sedementują w trakcie 
ultrawirowania w gradiencie gęstości sacharozy z prędkością, jakiej należałoby się
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spodziewać po strukturze dimerycznej [41]. Również natywne LHC I zachowują 
się -  w trakcie elektroforezy -  raczej jak cząstki o charakterze dimerycznym, a 
nie trimerycznym [7]. Nieco mniej przekonującym, choć bardzo często cytowanym 
potwierdzeniem idei dimerycznej natury subkompleksów LHC I są wyniki prac 
nad sondowaniem organizacji strukturalnej PS I za pomocą techniki sieciowania 
(cross-linking) [22]. Analiza immunologiczna produktów sieciowania PSI pozwoliła 
na identyfikację polipeptydów, które zostały sprzęgnięte przez czynnik sieciujący 
(cross-linker), a więc sąsiadujące ze sobą w strukturze PS I. Ustalono, że czynnik 
sieciujący najwydajniej sprzęgał pary, a nie trójki białek Lhca, np. Lhca 1 i 4. 
Oznacza to, zdaniem autorów, że zidentyfikowane immunologicznie białka tworzą 
in vivo pary, tzn. struktury dimeryczne. Wnioski te nie sąjednak w pełni przekonujące, 
ponieważ identyfikacja białek sprzęgniętych przez czynnik sieciujący nie jest jed 
noznaczna, a wśród produktów sprzęgania stwierdzono, powstające co prawda z 
niewielką wydajnością, także trimery, np. Lhca 1 + 2  + 3 czy Lhca 33.

Wydaje się, że istotny postęp w ustalaniu organizacji strukturalnej -  w tym 
stanu oligomerycznego -  subkompleksów LHC I mogą przynieść badania z za
stosowaniem niedenaturującego ogniskowania izoelektrycznego, techniki, która udo
w odniła sw oją przydatność w badaniach nad organizacją strukturalną anten 
energetycznych PS II [18, 19]. Wstępne doświadczenia [Sokołowska i Jackowski, 
dane niepublikowane] sugerują, że modyfikując dotychczas stosowane warianty 
tej techniki można rozdzielać subkompleksy LHC I bardziej precyzyjnie niż to 
było możliwe do tej pory poddając LHC I ultrawirowaniu w gradiencie gęstości 
sacharozy (LHC 1-730 i LHC 1-680 sedymentują w takich doświadczeniach z tak 
podobną prędkością, że ich preparaty są zawsze sobą nawzajem zanieczyszczone). 
Rysunek 1 przedstawia model organizacji strukturalnej cząstki PS I uważany za 
najbardziej prawdopodobny w świetle dostępnych do połowy 1999 r. wyników 
badań nad układem przestrzennym i stechiometrią poszczególnych podjednostek 
rdzenia i peryferycznych anten energetycznych.

Niezależnie od tego, czy przyszłe badania jednoznacznie potwierdzą di- czy 
trimeryczną naturę subkompleksów LHC I in vivo, dziś już wiadomo, że oligome- 
ryczna forma LHC I kształtuje się po ok. kilku godzinach od momentu rozpoczęcia 
zazieleniania się siewek. LHC I pochodzący z siewek reprezentujących wcześniejsze 
fazy zazieleniania się zachowuje się podczas elektroforezy jak  struktura mono- 
meryczna [17].

Liczni badacze starali się ustalić pochodzenie wierzchołków emisji fluorescencji 
przy 680 i 730 nm w stosownych subkompleksach LHC I. Szereg interesujących 
danych na ten temat uzyskano przez frakcjonowanie PS I za pomocą perfuzyjnej 
chromatografii anionowej na kilka frakcji zawierających różne kombinacje Lhca 
1-4 oraz analizy niskotemperaturowych widm emisji i wzbudzenia emisji fluore
scencji tych frakcji [45]. Dowiedziono w ten sposób, że fluorescencję z maksimum 
przy 680 nm em itują cząsteczki chromoforów związane zarówno z Lhca 2, jak
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i Lhca 3, natomiast wyłącz
nym źródłem emisji 730 nm 
są cząsteczki zasocjowane z 
Lhca 4. Stwierdzono ponadto, 
że chrom ofory zw iązane z 
Lhca 2 i Lhca 3 i emitujące 
fluorescencję przy 680 nm są 
p re fe ren cy jn ie  w zbudzane 
przez pulę cząsteczek chloro
filu  a i karotenoidów , zaś 
chromofory związane z Lhca 
4 emitują fluorescencję 730 
nm  b ęd ąc  p re fe re n c y jn ie  
wzbudzane przez chlorofil a. 
U sadow ienie chrom oforów  
odpowiedzialnych za emisję 
730 nm na Lhca 4 potwier
dzają także wyniki analizy 
spektroskopow ej liści serii 
mutantów Arabidopsis thalia- 
na, u których w zróżnicowa
nym  s to p n iu  o g ran iczo n o  
ekspresję Lhca 4 używając te
chnologii anty sensownej [50]. 
Stopień inhibicji akumulacji 
Lhca 4 u mutantów bardzo 
dobrze korelował z osłabia
niem emisji fluorescencji przy 
730 nm i przemieszczaniem 
się długofalowego wierzchoł

ka na widmie emisyjnym w kierunku 720 nm (maksimum emisji rdzenia PS I). 
Mimo, wydawałoby się, przekonujących przesłanek dla przyjęcia poglądu o roli 
chromoforów związanych z Lhca 4 jako źródła emisji fluorescencji 730 nm, nie 
wszyscy badacze pogląd ten przyjmują. W ostatnich miesiącach opublikowano wyniki 
doświadczeń [28] polegających na analizie widm fluorescencji całych liści kilku 
mutantów jęczm ienia niezdolnych do akumulacji normalnych ilości Lhca 1 i/lub 
Lhca 4 w związku z obniżoną zdolnością do syntezy chlorofilu b. Zasugerowano, 
że fluorescencję z maksimum przy 730 nm emitują chromofory Lhca 1, podczas 
gdy cząsteczki chromoforów Lhca 4 miałyby być tożsame z chromoforami odpo
wiedzialnymi za niedawno odkryte maksimum emisji fluorescencji PS I przy 742 
nm [6, 37]. Co ciekawe, autorzy opisywanych eksperymentów zauważyli, że osła

RYSUNEK 1. Schemat organizacji strukturalnej PSI glonów i 
roślin wyższych (wg [22], zmienione), na rysunku nie zaznaczo
no podjednostek PsaM i PsaN

http://rcin.org.pl



FOTOSYSTEM I 147

bienie -  nawet bardzo znaczne -  akumulacji Lhca 4 nie powoduje destabilizacji 
Lhca 1, co oznacza, że składniki LHC 1-730 mogą gromadzić się w błonach ty- 
lakoidowych niezależnie od siebie. Wniosek ten znajduje potwierdzenie w fakcie 
istnienia wielu innych naturalnych mutantów jęczmienia, należących do serii chlorina 
f2, które akumulują normalne, tzn. charakterystyczne dla szczepu dzikiego, ilości 
Lhca 1 mimo całkowitego braku immunologicznie identyfikowalnego Lhca 4 [3]. 
Lhca 4 wydaje się najbardziej wśród białek Lhca wrażliwy na destabilizujący wpływ 
deficytu chlorofilu b. Wskazuje na to fakt, że wśród około dwudziestu przebadanych 
przez Bossmanna i wsp. [3] mutantów serii chlorina f2, chlorina a i chlorina b 
aż 9 miało drastycznie obniżony poziom Lhca 4, podczas gdy Lhca 1-3 u większości 
mutantów gromadziły się w normalnych ilościach, pozostając stabilne mimo braku 
chlorofilu b.

LHC I funkcjonuje wyłącznie jako peryferyczna antena energetyczna PS I. Za
stosowanie technik femtosekundowej spektroskopii absorpcyjnej pozwoliło na wy
kazanie, że czas transferu energii wzbudzenia elektronowego między indy
widualnymi cząsteczkami chlorofilu LHC I wynosi 200-400 fs [39] jest więc bardzo 
podobny do analogicznego czasu oznaczanego dla cząsteczek chlorofilu LHC II 
[38].

HETEROGENICZNOŚĆ STRUKTURALNA PS I

Od bez mała dziesięciu lat wiadomo, że PS I jest strukturą heterogeniczną. 
Cząstki PS I są zróżnicowane zarówno co do wielkości zespołu anten energetycznych, 
jak i rozmieszczenia w obrębie systemu błon tylakoidowych [24]. W błonach ty- 
lakoidowych stromy znajdują się cząstki tzw. PS 1(3 (65% populacji cząstek PS 
I), a w błonach tylakoidowych gran cząstki PS la  (35% populacji). Zdecydowana 
większość cząstek PS la  jest zlokalizowana w błonach brzegów gran, a niewielkie 
ilości PS la  znaleziono także w błonach zespolonych gran. Ustalono, że wielkość 
zespołu anten energetycznych PS la  przekracza o 40% analogiczną wartość dla 
PS 1(3. Różnica dotyczy peryferycznych anten i polega na tym, że cząstki PS la  
pozostają stale związane (niezależnie od LHC I) z trzema trimerami LHC II, podczas 
gdy pojedyncza cząstka PS 1(3 wiąże najprawdopodobniej tylko jeden trimer LHC 
II [24]. Udowodniono, że PS 1(3 ma pełny zestaw Lhca (po dwie cząsteczki Lhca 
1-4 w przeliczeniu na pojedynczą cząstkę PS I), natomiast PS la  związana jest 
z dwukrotnie m niejszą ilością kopii Lhca 4, zaś Lhca 1 nie zawiera ich wcale. 
M imo posiadania zredukowanej populacji cząsteczek Lhca 1 i 4 cząstki PS la  
charakteryzują się większym zespołem anten energetycznych niż PS 1(3, ponieważ 
pozostają zasocjowane z trzykrotnie większą ilością trimerów LHC II [24]. Wielkość 
zespołu anten energetycznych dla PS la  i PS 1(3 szacuje się odpowiednio na 280-290
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cząsteczek chlorofilu a + b/ P700 i 200 cząsteczek chlorofilu a + b/ P700 [47, 
48]. W błonach tylakoidowych stromy stwierdza się obecność cząstek PS Iy, cał
kowicie pozbawionych peryferycznych anten energetycznych. Sądzi się, że są to 
wczesne stadia biogenezy PS I [24].

PS l a  współpracuje z PS H a i kompleksem cytochromowym b6/f w zakresie 
liniowego transportu elektronów, natomiast PS 1(3 najprawdopodobniej jest zaan
gażowany wyłącznie w cykliczną wędrówkę elektronów [1].
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