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W tym zeszycie Postepéw Biologii Komorki

Srédkomérkowe drogi przekazywania sygnatéw oméwiono w dwéch artyku-
tach zamieszczonych w tym zeszycie:

a) sygnatu auksynowego z miejsca percepcji fitohormonu do miejsca, gdzie
nastepuje odpowiedz komérkowa; analiza funkcjonalna promotoréw niekto-
rych genéw auksynowych umozliwia poznanie elementéw idomen odpowiedzi
auksynowych (s. 155);

b) wybranych cytokin, ktérych wigzanie prowadzi do aktywacji kinaz tyrozyno-
wych, a nastepnie aktywacji roznych szlakéw, w ktérych uczestniczg STAT,
fosfatazy SHP-2 i kinazy rodziny Src oraz biatka (s. 213).

Markery limfocytow czlowieka sg dos$¢ dobrze poznane i wykorzystywane w
diagnostyce. Opisane w artykule na stronie 229 markery limfocytéw przezu-
waczy poszerzajg mozliwosci diagnostyki schorzen zwierzagt domowych.

Srédblonek naczyniowy nie jest strukturg jednolita. Znajomo$é cech fenotypo-
wych iczynnosciowych moze przyczyni¢ sie do lepszej diagnostyki schorzenh
naczyn krwionosnych ilimfatycznych (s. 247).

Kohezja chromatyd siostrzanych jest niezbedna do zachowania dokfadnej
segregacji chromosomoéw w cyklu komérkowym. Opis kohezyny, kompleksu
biatek odpowiedzialnych za utrzymanie kohezji mitotycznej zamieszczono na
stronie 261.
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PERCEPCJA | TRANSDUKCJA
SYGNALU AUKSYNOWEGO*

PERCEPTION AND TRANSDUCTION OF AUXIN SIGNAL

Elzbieta ZIELINSKA, Stanistaw KOWALCZYK

Zaktad Biochemii, Instytut Biologii Og6lnej i Molekularnej,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Torun

Streszczenie: Szlak transdukcji sygnatu auksynowego z miejsca percepcji fitohormonu do miejsca, gdzie
nastepuje odpowiedZ komorki, nie zostat jeszcze ostatecznie poznany. Szereg wynikéw sugeruje, ze
biatko wigzace auksyny - ABPI, zwigzane z btonowym biatkiem dokujacym, jest receptorem wspoét-
dziatajacym z biatkiem G. Szlak transdukcji sygnatu obejmuje aktywacje fosfolipazy A2, ktdra uwalnia
wtoérne przekazniki pochodzenia lipidowego aktywujace kinaze biatkowg regulujaca w drodze fosfory-
lacji plazmatyczng H+-ATPaze. W coraz liczniejszych doniesieniach wigze sie tarncuch transdukcji
sygnatu auksynowego z funkcjonowaniem kaskady kinaz MAP. Badania mutantéw auksynowych (axrl,
tirl, surJ) Arabidopsis thaliana zwrocity uwage badaczy na zalezng od systemu ubikwitynowego
regulacje cyklu komdérkowegojako biochemiczng odpowiedz naauksyne. Zmiany w ekspresji niektorych
genéw nalezg do najwczes$niejszych odpowiedzi auksynowych. Geny z rodziny Aux/IAA sg obecnie
najlepiej poznanymi genami wczesnych odpowiedzi auksynowych. Szereg wynikéw wskazuje, ze
niektdére biatka z tej rodziny sg zwigzane z kontrolg transkrypcji. Analiza funkcjonalna promotoréw
niektérych genéw auksynowych umozliwita poznanie kilku elementéw odpowiedzi auksynowych (Aux
RE) i domen odpowiedzi auksynowych (Aux RD). Poznanie Aux RE umozliwito klonowanie i zsekwen-
cjonowanie szeregu czynnikéw transkrypcyjnych (ARF).

(Postepy Biologii Komarki 2000; 27: 155-183)

Stowa kluczowe: auksyny, biatka wigzace auksyny, fafncuch transdukcji sygnatu auksynowego, geny
odpowiedzi auksynowej, czynniki odpowiedzi auksynowych

Summary: A pathway of auxin action, from perception to response, has not been completely defined, as
yet. However, there are now good evidences that auxin-binding protein ABP1, which is associated with
amembrane docking protein is a G-protein-coupled receptor. The signal transduction pathway appear to
involve activation of phospholipase A2 leading to the production of lipid second messengers which

*Praca finansowana w ramach grantu KBN nr 6P04C 056 16 i grantu wewnetrznego Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika nr.410 B
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activate the plasma membrane H+ATPase by a protein kinase-dependent mechanism. Increasing
evidences now suggest that MAP kinase pathway is involved in mediating auxin responses. Studies of
the auxin mutants (axrl, tirl, surl) of Arabidopsis thaliana have focused attention on the role of
ubiquitin-mediated cell cycle regulation in auxin response. Changes in the transcription of specific
auxin-responsive genes are among the earliest responses to applied auxin. The Aiix/IAA genes are the
best-studied family of early auxin-response genes. Several results suggest that at least some of the
Aux/IAA proteins are involved in controlling transcription. Functional analysis of several auxin-specific
promoters identified a number of functionally defined auxin response elements (AuxREs) and auxin
response domains (Aux RDs). A family of transcription factors, referred to as auxin-response factors
(ARFs), has been identified and shown to bind to auxin-response elements.

(Advances of Cell Biology 2000; 27: 155-183)

Key words: auxin, auxin binding proteins, auxin transduction pathway, auxin responsive genes, auxin
response factors

WSTEP

Molekularny mechanizm dziatania auksyn jest ciagle nieznany, aczkolwiek od
wielu lat wigzany jest z procesami zachodzgacymi w obrebie bton oraz zmianami
w ekspresji gendw. Stosunkowo prosta budowa chemiczna auksyn, a w konsekwencji
ich niewielka pojemnos$¢ jako nosnikéw informacji staje sie podstawag do przy-
puszczen, ze o prawidtowosci i skutecznosci generowanego sygnatu decydujg sktad-
niki uktadu percepcji, przetwarzania i przenoszenia informacji. Wspottworzone w
ten sposéb informacje uruchamiajg skomplikowane procesy zwigzane ze wzrostem
wydtuzeniowym, podziatami badz réznicowaniem komérek. Tak wielka réznorod-
nos$¢ odpowiedzi auksynowych moze wynikac z heterogennos$ci molekularnej biatka
receptorowego, jego lokalizacji lub stopnia wysycenia hormonem. Podobnego zroz-
nicowania mozna rowniez oczekiwa¢ w odniesieniu do poszczegolnych ogniw szlaku
sygnalizacyjnego, a takze ich powiazan z ogniwami innych tancuchéw sygnalizacji
wewnatrzkomorkowej. W kontekscie tych, jak sie wydaje, dosy¢é oczywistych su-
gestii, staje sie zrozumiata potrzeba catosciowego poznania szlaku transdukcji syg-
natu auksynowego. To, ze osiggniecie tego celu nie jest tatwe, mozna sie przekonac
Sledzac prawie trzydziestoletni okres poszukiwan receptora auksyn i tylko niewiele
krotszy okres badan poswiecony identyfikowaniu potencjalnych ogniw tafncucha
transdukcji sygnatu. Mimo ze dotychczasowe usitowania w dosy¢ ograniczonym
stopniu przyblizyty nas do celu, to nie mozna nie zauwazac postepu, jaki sie zaznaczyt
na tym polu w ostatnim dziesiecioleciu.

Celem obecnej pracy jest pr6ba podsumowania najwazniejszych osiggnie¢ ostat-
niego okresu, ze szczegb6lnym zwréceniem uwagi na dokonania w poszukiwaniu
receptoréw auksyn. Pod tym wzgledem praca nawiagzuje do wczesniejszych artykutow
opublikowanych w polskich czasopismach monograficznych [7,45,50]. Autorzy pra-
gna réwniez zwroci¢ uwage Czytelnika na najnowsze kierunki badan, szczegélnie
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za$ te, ktére przy wykorzystaniu techniki biologii molekularnej prowadzg do po-
znawania poszczegoblnych ogniw tancucha transdukcji sygnatu auksynowego.

BIALKA WIAZACE AUKSYNY

Zainteresowanie biatkami wigzacymi auksyny bierze swoj poczatek od ekspe-
rymentow poswieconych wigzaniu znakowanych izotopowo auksyn do biatek za-
wartych w homogenacie otrzymywanym z etiolowanych koleoptyli kukurydzy [32].
Na podstawie analizy specyficznosci, powinowactwa oraz lokalizacji ,,miejsc wig-
zacych” auksyny w réznych frakcjach subkomérkowych, zaczeto je nazywaé jako
tzw. miejsca I, Il i Il [22]. Obserwowana przez wielu badaczy heterogenno$é
»miejsc wigzacych” omawianajest szerzej w pracach przegladowych [41,69,99,100].
Préby oczyszczania biatek wigzacych auksyny z kukurydzy, podejmowane w kilku
laboratoriach, zakonczytly sie ostatecznie sukcesem w drugiej potowie lat osiem-
dziesigtych [40,57,58,68]. Od tego czasu gtéwny nurt badan skupit sie na roz-
puszczalnym biatku okreslanym mianem ABPI (awcin bindingprotein), w przypadku
ktérego wigzanie auksyn moze mie¢ charakter oddziatywan typu ligand-receptor
i ktére jako jedyne sposrod licznych biatek wigzacych auksyny wydaje sie petnic
funkcje biatka receptorowego.

Mimo ze niemal od poczatku badan byto wiadomo, ze ABPI nie jest jedynym
biatkiem wigzacym auksyny, to zainteresowanie badaczy kierowato sie gtéwnie
na biatka zlokalizowane w plazmolemie, bowiem zgodnie z powszechnymi ocze-
kiwaniami tutaj powinien bra¢ poczatek szlak transdukcji sygnatu auksynowego.
Biatka o zrdznicowanej masie czasteczkowej pochodzace z bton plazmatycznych
hipokotyli cukinii i pomidora, a takze koleoptyli kukurydzy identyfikowano na
podstawie wigzania znakowanego analogu IAA zawierajgcego przy 5 weglu grupe
azydowa (5-N3-1AA), badZ wigzania znakowanych izotopowo auksyn [41]. Brak
jednoznacznych wynikéw mogacych potwierdzac receptorowg role tych biatek spra-
wia, ze funkcja niektdrych z nich jest wigzana z transportem auksyn przez btone.
Jednak zdecydowane potwierdzenie tych sugestii jest rGwniez obecnie niemozliwe.
Brak szczeg6towych badan biochemicznych uniemozliwia poréwnanie ich sekwencji
aminokwasowej z poznanymi juz transporterami auksyn. W tym miejscu warto
zwroci¢ uwage, ze przetom w poznawaniu biatek no$nikowych, zaznaczajacy sie
w ostatnim czasie, stat sie mozliwy dzieki wyselekcjonowaniu odpowiednich mu-
tantéw A. thaliana i sklonowaniu zmutowanych genéw [11,53,54,61].

Oprocz btonowych biatek wiagzacych auksyny, zidentyfikowano tez kilka roz-
puszczalnych biatek, ktore charakteryzuje wysokie powinowactwo wzgledem auksyn.
Ogolna charakterystyka tych biatek omoéwiona jest w pracach przeglagdowych
[41,99,100]. Funkcjarozpuszczalnych biatek jest nieznana z wyjatkiem kilku, ktorych
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charakter udato sie ustali¢ i zidentyfikowac jako enzymy badz biatka o sekwencji
aminokwasowej homologicznej z sekwencjg znanych enzymdw. Okazato sie wiec,
ze 1AA wigze transferaza glutationowa, endo-I,3-(3-glukanaza, reduktaza indolo-
3-acetylaldehydu i (3-glukozydaza [41].

Pobiezny przeglad biatek wigzacych auksyny skiania do krytycznej oceny wy-
nikow poszukiwan receptora w drodze biochemicznej identyfikacji biatek wiazacych
fitohormon. Dzisiaj juz wiadomo, ze badania te prowadza do licznych artefaktow
i muszg by¢ poparte poszukiwaniami funkcjonalnych powigzan miedzy identyfi-
kowanymi biatkami a efektami biochemicznymi badz fizjologicznymi wywotywa-
nymi przez hormon.

BUDOWA | LOKALIZACJA ABPI

ABPI, jako potencjalne biatko receptorowe badz jako sktadnik kompleksu biat-
kowego petnigcego role receptora auksyn, budzi od wielu lat zainteresowanie badaczy
zajmujacych sie auksynami. Zainteresowanemu Czytelnikowi polecamy szereg wy-
czerpujacych prac monograficznych opublikowanych w literaturze Swiatowej w ostat-
nim piecioleciu [10,41,60,63,69,72,99,100].

W latach osiemdziesigtych ABPI oczyszczono po raz pierwszy do stopnia ho-
mogennosci z koleoptyli kukurydzy [57,58,68]. Analiza biblioteki cDNA, w ktorej
wykorzystano poliklonalne przeciwciata przeciw oczyszczonemu ABPI, doprowa-
dzita do zidentyfikowania i ustalenia sekwencji nukleotydowej klonu [96]. W tym
samym czasie wyselekcjonowano i zidentyfikowano klon, a p6zniej takze gen ABPI,
wykorzystujac do tego celu sondy oligonukleotydowe syntetyzowane na podstawie
poznanej sekwencji aminokwasowej fragmentow ABPI [33,36]. Gen ABPI tworzg
4 introny i 5 eksonéw kodujacych biatko zbudowane z 201 reszt aminokwasowych.
Po odcieciu 38 aminokwasowego fragmentu stanowigcego sekwencje skierowujaca
biatko do siateczki $rédptazmatycznej, dojrzate biatko tworzg 163 reszty amino-
kwasowe (rys. 1). Wyliczona masa takiego biatka wynosi 18 352 Da i jest nieco
nizsza od wartosci wyznaczonej eksperymentalnie metodg elektroforezy w warun-
kach denaturujgcych. Dojrzate biatko jest hydrofilowe i nie posiada wystarczajgco
dtugich fragmentow hydrofobowych, ktére mogty by tworzy¢ domeny transbtonowe.
Metodami pomiaréw dichroizmu kotowego wykazano, ze strukture drugorzedowsg
ABPI tworzg gtéwnie konformacje [3z {3-skretami, bez udziatu struktury a helisy
[41]. ABPI zawiera trzy reszty cysteinowe oraz pojedyncze miejsce glikozylacji
(sekwencja Asp-Thr-Thr) (NTT na rys. 1). Do reszty asparaginy jest przytaczony
glikan oligomannozowy zbudowany z reszt N-acetylo-glukozoaminy i mannozy,
wystepujacych w stosunku 2:9 [33]. Mase glikanu okre$lono na okoto 2 kDa, bowiem
o tyle zmniejsza sie masa czasteczkowa oczyszczonego ABPI w wyniku hydro-
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litycznego odszczepienia glikanu przez endoglikozydaze H [68]. Za pomocg uktadu
bakulowirusa gen ABP1 wprowadzono do hodowanych in vitro komoérek owada
Spodoptera frugiperda. Lizat takich komoérek zawierat ABP1 0 masie czasteczkowej
22 kDa, a w warunkach, gdy komorki traktowane byty tunikamycyng (inhibitor
glikozylacji), masa czasteczkowa ABPI wynosita tylko 19 kDa [29,59]. W tym
miejscu warto réwniez odnotowac fakt, iz zrekombinowane biatko ma wysyceniowe
miejsce wigzania o wysokim powinowactwie wzgledem syntetycznej auksyny -
kwasu naftylo-1-octowego (1-NAA).

Wykorzystujgc sklonowany cDNA ustalono metoda hybrydyzacji, ze genom ku-
kurydzy zawiera rodzine genéw ABP liczacg co najmniej 5 genéw (Zm-ERabpl
do Zm-ERabp5) [34,90]. Sposréd zsekwencjonowanych dotychczas trzech gendéw
rodziny Zm-ERabp, geny Zm-ERabp4 i Zm-ERabp5 sg bardzo podobne, natomiast
Zm-ERabpl rézni sie pod wzgledem wielkosci i sekwencji promotora oraz sekwencji
peptydu sygnatowego (40% identycznosci). Gen ABPI podlega silniej ekspresji
w tkankach kwiatowych, szczegolnie w stupkowiu, ale takze w koleoptylu i w
mniejszym stopniu w korzeniu. Podobng sytuacje obserwowano w przypadku genu
ABP4, ktorego mRNA identyfikowano w precikowiu i lisciach. Produkt genu ABP5
lokalizowano w $ladowych ilosciach we wszystkich badanych tkankach.

Oprécz rodziny gendéw Zm-ERabp kukurydzy, zidentyfikowano i zsekwencjono-
wano geny ERabp z rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) [76,91], truskawki [47],
pieprzowca (Capsicum annum) [16], brzoskwini [74] oraz dwa geny z tytoniu
[49.102]. Wszystkie biatka kodowane przez rodzine genéw ERabp roslin jedno-
idwulisciennych sa homologiczne izawierajg dwa wysoce konserwatywne fragmenty
[4]. ABP roslin dwulisciennych ma jedno lub dwa dodatkowe miejsca glikozylacji,
co sprawia, Ze masa czgsteczkowa tych biatek jest nieco wyzsza od ABPI kukurydzy
[47.102].

epitopy
pept-yd MAC przeciwciat MAC MAC
sygnatowy 257 258 D16 potliklonalnych 260 256,259
NP ......................... C
-38 1 1\J“‘F oW 163
TPIHPHS CSEVF TVLKGKGT HEDLQVLV I ISRPP KDEL
Kaseta A Kaseta B

RYSUNEK 1. Schemat budowy biatka wigzacego auksyny (ABPI) z zaznaczonymi konserwatywnymi
fragmentami (kaseta A, kaseta B, C-koncowy fragment KDEL), peptydem sygnatowym, sekwencja
zawierajacg reszte glikozylowanej asparaginy (NTT) i sekwencja DDW uczestniczaca w wigzaniu
fitohormonu. Na schemacie zaznaczono réwniez potozenie epitopow dla przeciwciat poli- i monoktonal-
nych (MAC) (na podstawie danych [13,33,70,71,90,96,])
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Wsp6lng cechg wszystkich ABP jest wystepowanie w czesci C-koncowej czte-
roaminokwasowej sekwencji KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) (rys. 1) [16,33,47,49,-
76,96,102], ktéra u zwierzat zatrzymuje biatka w Swietle siateczki $rédplazma
tycznej (sygnat retencji). W tym miejscu warto podkresli¢, ze sekwencja KDEL,
a udrozdzy HDEL nie blokuje wyjscia biatka z siateczki, ale stuzy jako ,,znacznik
powrotny”. Biatko majgce sekwencje KDEL moze opusci¢ siateczke srodplazmaty-
czng, ale po dotarciu do aparatu Golgiego jest wigzane do biatka receptorowego
rozpoznajgcego sekwencje KDEL i w formie kompleksu z receptorem btonowym
powraca tzw. transportem wstecznym do siateczki. Powinowactwo receptora do
sekwencji KDEL znaczaco rosnie przy obnizeniu pH i dlatego jest silne w aparacie
Golgiego i stabe w siateczce $rodplazmatycznej. Biatko majgce sekwencje KDEL
wystepuje w siateczce $rodplazmatycznej jako biatko rozpuszczalne, natomiast w
aparacie Golgiego jako zwigzane z btona.

Poznanie sekwencji nukleotydowej i odpowiadajacej jej sekwencji aminokwa-
sowej ABPI kukurydzy, a p6zniej takze z innych roslin zwrocito uwage na wysoce
konserwatywny fragment potozony w pozycjach od 54 do 73 (numeracja reszt
aminokwasowych nie obejmuje peptydu sygnatowego) okreslany jako kaseta A
(rys. 1). Niemal 100% identyczno$¢ sekwencji tego fragmentu we wszystkich po-
znanych genach ABP [4] sugeruje, ze kaseta A stanowi funkcjonalnie istotny fragment
biatka mogacy uczestniczy¢ w wigzaniu hormonu. Wyniki badan biochemicznych
wskazujgjednak nainny fragment polipeptydu jako miejsce wigzace auksyne. Brown
i Jones [13] wigzali znakowany trytem azydo-lIAA do oczyszczonego ABP, a na-
stepnie biatko poddawali trawieniu trypsyng. Okazato sie, ze wyznakowana i zmo-
dyfikowana auksyna byta wigzana przez fragment polipetydu rozpoczynajacy sie
od lle , a konczacy na Leuld5, czyli fragment potozony poza kasetg A. Zgodnie
z aktualnymi poglagdami, w wigzaniu fitohormonu wspdtuczestniczg reszty His-
Arg”™-His na™ s- potozone w obrebie konserwatywnej kasety A z resztami
Asp Asp iTrp (DDW narys. 1)tworzacy mi hydrofobowg platforme wigzacg
pierscien indolowy auksyn.

Duze ustugi w badaniach lokalizacji i funkcji ABPI oddaty przeciwciata skie-
rowane przeciw ABPI z kukurydzy. Na rysunku 1 pokazano potozenie epitopdw,
przeciw ktorym skierowane sg przeciwciata poli- i monoklonalne. W przypadku
przeciwciat monoklonalnych miejsca te oznaczono kolejno jako MAC 257 i 258,
MAC 260, MAC 256 i 259 [68,70,71].

Doswiadczenia wykorzystujgce przeciwciata monoklonalne MAC 256 i 259 zwro-
city uwage na C-koncowg determinante antygenowg ABPI. Mimo Zze epitop dla
tych przeciwciat potozony jest poza domenami wigzacymi auksyne i znaczaca jego
cze$¢ tworzy koncowy fragment KDEL, to wigzanie przeciwciat do natywnego
biatka hamowane jest przez auksyny [71]. Te nieoczekiwane wyniki mozna in-
terpretowa¢ dwojako. Mogg one sugerowac, ze wigzanie hormonu do ABPI indukuje
zmiany konformacyjne biatka uniemozliwiajace dostep przeciwciat do C-koncowego
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epitopu badz ze niektore reszty aminokwasowe tego epitopu uczestniczg w wigzaniu
auksyny.

W zwigzku z proponowang receptorowa funkcjg ABP powstaje pytanie o jego
lokalizacje tkankowg. Lobler i Klambt wykorzystujagc metode immunofluorescencji
zlokalizowali okoto 90% ABPI w komorkach epidermalnych koleoptyli kukurydzy
[58]. Epidermalng lokalizacje ABPI potwierdzono réwniez w ostatnich badaniach
immunocytochemicznych, aczkolwiek obecnos¢ jego wykazano takze w komoérkach
subepidermalnego mezofilu i komoérkach towarzyszacych wigzce sitowej [12]. Naj-
wyzszy poziom ABPI obserwuje sie w strefach, ktére najszybciej rosng, a wiec
w czesci apikalnej mezokotyla i czesci bazalnej koleoptyla kukurydzy. Nie stwier-
dzono obecnosci ABPI w endospermie i wierzchotku pierwotnego korzenia [28].

CZY ABPI JEST BIALKIEM RECEPTOROWYM?

Badania elektrofizjologiczne, szczeg6lnie badania prowadzone na protoplastach,
dostarczyty pierwszych i dotychczas najpowazniejszych danych wskazujagcych na
receptorowg role ABPI. Zmiany w transporcie jondw przez btone plazmatyczng
pod wptywem egzogennie podanej auksyny naleza do najszybszych odpowiedzi
komorkowych na ten hormon. Juz wstepne wyniki badan prowadzonych na frag-
mentach miedzyweZla grochu, koleoptylach kukurydzy i owsa sugerowaly, ze ten
kierunek poszukiwan moze okaza¢ sie bardzo owocny szczegélnie w doswiad-
czeniach wykorzystujgcych izolowane protoplasty [10]. Protoplasty tytoniu majg
staty i stosunkowo niski potencjat btonowy, ktory ulega zmianom pod wpltywem
dodanego 1-NAA. Hiperpolaryzacja btony komdrkowej w tym przypadku jest reakcja
znacznie szybszg niz obserwowana w zawiesinie komdérkowej [8,9]. Zmiany po-
tencjatu btonowego hamujg poliklonalne przeciwciata skierowane przeciw ABPI
oraz przeciw H+-ATPazie z drozdzy. Hiperpolaryzacje btony obserwuje sie réwniez
wowczas, gdy 1-NAA jest zwigzany z biatkiem (albumina surowicy wotu, hemo-
cyjanina) tworzac koniugat, ktéry nie penetruje przez btone do wnetrza komdrki
[101]. Hiperpolaryzacje protoplastow mozna réwniez indukowa¢ dodaniem do ich
zawiesiny przeciwciat poliklonalnych skierowanych przeciw syntetycznemu pep-
tydowi D16 o sekwencji identycznej z kasetg A [98], a takze peptydu o sekwencji
odpowiadajacej C-koncowemu fragmentowi ABPI [48].

Wyniki doswiadczen wykorzystujgcych techniki mikroelektrodowe potwierdzono
réwniez w badaniach prowadzonych na protoplastach kukurydzy technika patch-
clamp w ukladzie catokomdrkowym [83]. Roéwniez w tych doswiadczeniach prze-
ciwciata wzgledem peptydu D16 wywierajg podobny efekt jak auksyny, a przeciw-
ciata skierowane przeciwko ABPI zapobiegajg hiperpolaryzaciji.

Oprécz badan prowadzonych na protoplastach, receptorowg funkcje ABPI po-
twierdzajg rowniez wyniki eksperymentéw prowadzonych na komérkach przyszpar-
kowych [94]. Wptyw auksyn na ruchy aparatu szparkowego jest stosunkowo ztozony
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i Scisle zalezy od stezenia fitohormonu. Auksyny w niskich stezeniach mogg in-
dukowac otwieranie szparek, natomiast w wyzszych stezeniach zamykaja szparki.
W badaniach wykorzystano 6 syntetycznych oligopeptyddw, ktérych sekwencje
odpowiadajg sekwencjom szesciu réznych fragmentéw ABPI, w tym réwniez frag-
mentowi kasety A [94]. Okazato sie, ze jedynie peptyd o sekwencji identycznej
z C-koncowym fragmentem (od pozycji 151 do 163) wykazuje aktywnosc¢ biologiczng
zmieniajac czynnos¢ kanatow K+iwywotujac wzrost pH cytoplazmy. Do podobnych
whnioskéw sktaniajg rowniez badania prowadzone na skrawkach epidermy z orchidei
(Paphiopedilium tonsum L.) dotyczace wptywu przeciwciat i syntetycznych pep-
tydéw na ruchy aparatéw szparkowych i zmiany cytoplazmatycznego pH [24].
Stwierdzono, ze fragment Fab przeciwciat skierowanych przeciwko peptydowi D 16,
podobnie jak cale przeciwciata, indukowat otwieranie szparek przez obnizenie ste-
zenia jonéw wodorowych w komdrkach szparkowych. Interesujgce wyniki obser-
wowano w przypadku dwunastoaminokwasowego C-koncowego peptydu ABPI,
ktory jak sie okazato powoduje alkalizacje komoérek szparkowych i zamykanie szpa-
rek. Pominiecie koncowej sekwencji KDEL w peptydzie powoduje catkowity brak
reakcji, ale sam peptyd KDEL takze nie wywotuje obserwowanego efektu. Fragment
Fab przeciwciat monoklonalnych MAC 256 skierowanych przeciwko C-terminalnej
sekwencji ABPI powoduje alkalizacje cytoplazmy i zamykanie szparek podobnie
jak 12-aminokwasowy fragment [24].

Koncepcja wigzaca funkcjonowanie ABPI z percepcja sygnatu auksynowego
zyskata ostatnio poparcie w badaniach prowadzonych na transgenicznym tytoniu
z wigczonym genem ABPI z A. thaliana [39,92]. Dzieki zastosowaniu specjalnego
uktadu promotora udato sie otrzymac rosliny, u ktérych wystapita wyrazna nad-
ekspresja genu (analizowana na poziomie mRNA oraz metodg immunoblotingu).
W przeprowadzonych doswiadczeniach zaobserwowano, ze analizowany wzrost epi-
nastyczny jest znacznie intensywniejszy w obecnosci 1-NAA w przypadku skrawkdow
lisci rosliny z nadekspresjg ABPI w poréwnaniu z uktadami kontrolnymi. Mtode
liscie transgenicznego tytoniu rosng u nasady ogonka, a nie tylko w czesci szczytowej
liscia. Analizujac przekrdj poprzeczny liscia stwierdzono, ze transgeniczna roslina
ma zdecydowanie wieksze komdrki miekiszu palisadowego. Wieksze sg réwniez
rozmiary komérek i protoplastow otrzymywanych z dojrzatych lisci, chociaz pokrdj
catej rosliny transgenicznej nie odbiega od roslin kontrolnych. W kolejnych do-
Swiadczeniach autorzy transformowali genem ABPI komérki bielma kukurydzy,
ktére zwykle nie zawierajg immunochemicznie wykrywalnej ilosci ABPI. Réwniez
w tym przypadku syntetyczna auksyna znaczaco wplywata na wielko$¢ transge-
nicznych komdérek hodowanych in vitro, ktére wyrdzniaty sie wiekszymi rozmiarami
w poréwnaniu z komdérkami linii kontrolnych. Wyniki tych doswiadczen potwierdzaja
receptorowg role ABPI, jezeli nie we wszystkich odpowiedziach auksynowych,
to przynajmniej w reakcjach zwigzanych ze wzrostem wielkosci komaérki.
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Badania elektrofizjologiczne wykorzystujace przeciwciata, syntetyczne peptydy
czy auksyny zwigzane z biatkiem dowodzg obecnosci ABPI po zewnetrznej stronie
plazmolemy. Taka lokalizacje ABPI potwierdzajg rowniez wyniki doswiadczen,
w ktérych do immunologicznej identyfikacji ABPI uzyto wtdrnych przeciwciat
zawierajacych koloidalne ztoto [21]. Autorzy w tym przypadku nie tylko potwierdzili
obecno$¢ ABPI na powierzchni protoplastow, ale zaobserwowali zmiany w jego
rozmieszczeniu w obecnosci 10 pM IAA badz 1-NAA. Charakterystyczne gru-
powanie sie ABPI w obecnosci hormonu przypomina zmiany, ktére w przypadku
wielu biatek receptorowych hormonow zwierzecych poprzedzajgq powstawanie pe-
cherzykéw klatrynowych i endocytoze.

W badaniach wigzania oczyszczonego ABPI do pecherzykéw plazmatycznych
wykazano, iz wigzanie do blon ma charakter wysyceniowy oraz ze auksyna nie
wplywa na samo wigzanie biatka do btony [89]. Wyniki tych obserwacji, podobnie
jak niektdre wyniki badan elektrofizjologicznych, sugeruja obecnos¢ w btonie biatka
»dokujacego” tworzacego z ABPI wiasciwy kompleks receptorowy (rys. 6). Wyniki
doswiadczen elektrofizjologicznych, w ktérych wykorzystywano przeciwciata MAC
256, 259 lub syntetyczne peptydy odpowiadajgce temu fragmentowi sugerujg, ze
ABP jest ,,zakotwiczone” w biatku ,,dokujagcym” fragmentem C-koricowym.

Przedstawione dotychczas wyniki i proponowane sugestie ktoca sie jednak z
wielokrotnie obserwowang subkomorkowa lokalizacjg ABPI. Frakcjonowanie bton
w drodze wirowania réznicowego w petni potwierdza obecno$¢ zasadniczej puli
miejsc wigzacych auksyny we frakcji bton pochodzacych z siateczki $rédplazmaty-
cznej. W wiekszosci badan tylko bardzo mata czes¢ ABP byta znajdowana we
frakcji wzbogaconej w btony plazmolemy [22,40,67]. Réwniez szereg obserwacji
immunocytochemicznych potwierdza lokalizacje zasadniczej puli ABPI w siateczce
Srodplazmatycznej stwierdzajac obecnos¢ tylko malej ilosci biatka w cytoplazmie,
mitochondriach, plastydach, diktiosomach, btonie komaérkowej i tylko sladowej ilosci
w jadrze komorkowym i wakuoli [12]. Jak juz wcze$niej wspomniano, lokalizacja
subkomadrkowga ABP jest zdeterminowana obecnoscig u wszystkich poznanych izo-
form sekwencji KDEL.

W S$wietle proponowanej funkcji ABPI wydaje sie mato prawdopodobne, by
biatko receptorowe mogto sie przemieszczaé z siateczki $rédplazmatycznej na po-
wierzchnie plazmolemy na zasadzie biernego ,,wycieku”. W kontekscie tych roz-
wazan zasadne wydaje sie pytanie o to, czy sekwencja KDEL moze ulega¢ w
jakis sposéb maskowaniu? Z obserwacji zmian konformacyjnych ABPI po zwigzaniu
auksyny mozna zatozy¢, ze moze to mie¢ miejsce w sytuacji, gdy wigzanie auksyny
przez ABP wewnatrz komérki bedzie indukowac¢ zmiany, ktore uczynig sekwencje
KDEL niedostepng dla jej receptoréw. Nie mozna réwniez wykluczy¢ proteoli-
tycznego odcinaniaC-koncowego fragmentu ABP 1badzZ tworzenia kompleksu ABPI
z innym biatkiem.
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Niektére z proponowanych sugestii sprawdzono eksperymentalnie metodami
immunofluorescencji, znakowania pulsowego, analizy biatek w zawiesinie komor-
kowej oraz badan w uktadach ekspresyjnych [30,38,75,92,95]. W badaniach tych
nie potwierdzono proteolitycznego odcinania fragmentu C-koricowego ABP, a co
wazniejsze nie zaobserwowano wigzania auksyny przez ABP w warunkach in vivo
[95]. W Swietle powyzszych obserwacji zrozumiate wydajg sie wyniki wskazujace,
ze niezaleznie od obecnosci lub braku auksyny okoto 15% ABPI ulega przemie-
szczeniu z siateczki $rodplazmatycznej, a z tego tylko niewielka czes¢ (ponizej
2%) dociera poprzez aparat Golgiego na powierzchnie komérki [30]. Na bardzo
ograniczong sekrecje ABPI wskazujg rowniez wyniki uzyskane przez innych au-
toréow, aczkolwiek ich prace nie zawierajg danych na temat szacunkowej ilosci
ABPI docierajagcego na zewnatrz komoérki [17,38,75,92]. Na obecnym etapie badan
mozna wiec ogdlnie stwierdzi¢, ze subkomorkowy rozktad ABPI jest nadal niejasny.
W oczach wielu badaczy stawia to pod znakiem zapytania przypisywang mu re-
ceptorowg funkcje. Oprocz watpliwosci zwigzanych z subkomorkows lokalizacjg
ABPI nalezy rowniez zwrdci¢ uwage na inne fakty, ktére poddajg w watpliwos¢
badz wrecz podwazajg proponowang role. Niektérzy badacze zwracajg uwage na
wielko$¢ zmian potencjatu btonowego mierzonego w badaniach elektrofizjologicz-
nych. Do niedawna powazne watpliwosci wigzano z wynikami badan wskazujgcych
na niskie powinowactwo ,,miejsca wigzgcego” wzgledem kwasu 4-chloro-indolilo-
octowego. W przeprowadzonych ostatnio doSwiadczeniach wykorzystujgcych oczy-
szczone ABPI wykazano jednak, ze ta najbardziej aktywna auksyna wspot-
zawodniczy z NAA o miejsce wigzace w podobnym stopniu jak 1AA [80]. Do
zastanowienia moze réwniez sktania¢ zdecydowanie mniejsza ilos¢ ,,miejsc wig-
zacych” auksyny w pedach grochu w poréwnaniu z koleoptylami kukurydzy, mimo
ze w testach biologicznych efekty wywierane przez fitohormon sg w obu przypadkach
podobne. Naszym zdaniem, watpliwo$¢ ta wydaje sie byé bezzasadna, poniewaz
niezaleznie od réznic w catkowitej ilosci ABP jego ilos¢ na powierzchni btony
komoérkowej grochu moze by¢ podobna bgdZz nawet wyzsza niz u kukurydzy.

FOSFOLIPAZA A2 | KASKADA KINAZ MAP
OGNIWAMI W £ANCUCHU TRANSDUKCJI SYGNALU
AUKSYNOWEGO?

Od prawie dziesieciu lat w pracowni Scherera prowadzone sg doswiadczenia
na hodowlach komoérkowych soi, fragmentach hipokotyli cukinii i stonecznika
[84,88], a takze na btonach mikrosomalnych [5,85], ktérych wyniki skierowuja
uwage na fosfolipaze A2jako jeden z potencjalnych enzyméw efektorowych akty-
wowanych przez sygnat auksynowy [15,65]. Fosfolipaza A2 (PLA2) hydrolizuje
wigzanie src-2-estrowe fosfolipidow glicerolowych uwalniajgc kwas ttuszczowy i
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lizofosfolipid. Efektorowa role fosfolipazy A2 potwierdzono w doswiadczeniach,
w ktérych wykazano, iz inhibitory zwierzecej PLA2 wybi6rczo hamujg zalezny
od auksyn wzrost fragmentoéw hipokotyli cukinii [86] oraz indukowane przez auksyny
zakwaszanie apoplastu i wzrost wydluzeniowy koleoptyli kukurydzy [103]. W innych
doswiadczeniach prowadzonych in vitro wykazano, ze przeciwciata skierowane prze-
ciwko ABPI znoszg stymulujacy wptyw auksyn na aktywnos$é fosfolipazy A9[5,85].
W aktywacji fosfolipazy posrednicza przypuszczalnie biatka G, poniewaz mastoparan
stymuluje PLA2 w warunkach braku auksyny oraz wptywa aktywujaco na wzrost
hipokotyli stonecznika [88]. Produkty hydrolizy fosfolipidéw katalizowanej przez
PLA-, stymulujg aktywno$¢ plazmatycznej H+-ATPazy. Aktywujacy wplyw lizo-
fosfolipidéw na pompowanie protonéw i aktywno$¢ H+-ATPazy obserwowano w
pecherzykach btonowych uzyskiwanych z owsa [77]. Z drugiej strony wyniki do-
Swiadczen prowadzonych na pecherzykach bton plazmatycznych korzeni owsa pro-
wadzg do wniosku, ze réwniez wolne kwasy tluszczowe wplywajg stymulujgco
na aktywno$¢ H+-ATPazy. Poziom aktywacji enzymu w tym przypadku zalezy
od dtugosci tarncucha weglowodorowego i liczby wigzan nienasyconych [77]. Dzisiaj
juz wiadomo, ze aktywacja H+-ATPazy zwigzana jest z jej fosforylacjg za po-
Srednictwem kinaz biatkowych [77,87,103]. Wiadomo takze, ze szereg biatek bto-
nowych jest specyficznie fosforylowanych przez kinazy biatkowe zalezne od jonéw
wapnia i lizofosfolipidéw. Badania molekularnych mechanizmow regulujacych pla-
zmatyczng H+-ATPaze napotykajg jednak na powazne trudnosci wynikajace z faktu,
iz rodlinny enzym jest kodowany przez stosunkowo liczng rodzine genéw. Na przy-
kfad u A. thaliana zidentyfikowano az 10 genéw kodujacych H+-ATPaze, sposrod
ktérych cztery ulegajg wybiorczej ekspresji w zaleznosci od rodzaju komérki badz
tkanki [77].

Nie zyskuja potwierdzenia doniesienia o aktywujagcym wptywie auksyn na fo-
sfolipaze C. Szereg watpliwosci budzg rowniez wyniki doswiadczen wskazujacych
na udziat jonéw wapnia i cGMP w tancuchu transdukcji sygnatu auksynowego
[18,69]. Znacznie bardziej przekonywujace pod wzgledem metodycznym, chociaz
nieliczne jeszcze wyniki dowodza udziatu biatek G w przekazywaniu sygnatu au-
ksynowego [60,62,69,99].

W ostatnich latach coraz wiecej danych wskazuje na kaskade kinaz MAP jako
przypuszczalne ogniwo szlaku transdukcji sygnatu auksynowego. Doniesienia te
zastuguja na szczeg6lne podkreslenie, bowiem dzisiaj przyjmuje sie juz niemal
powszechnie, ze kinazy MAP funkcjonujg w szlakach przekazywania sygnatdw
zwigzanych ze stresem abiotycznym, zranieniem i obecnoscig elicitoréw [37]. Dobrze
udokumentowany jest udziat kaskady kinaz MAP w tancuchu transdukcji sygnatu
etylenowego [45], a pojedyncze doniesienia sugeruja, ze réwniez w przypadku
giberelin i kwasu abscysynowego kinazy MAP peinig podobng funkcje [37].

Pierwsze doniesienia wskazujgce na udziat kaskady kinaz MAP w tancuchu
sygnalizacji auksynowej opublikowano przed pieciu laty [64]. Autorzy wykazali,
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ze syntetyczna auksyna (2,4-D) wprowadzana do hodowli komérkowej tytoniu akty-
wuje kinaze biatkowa, ktdrej masa czasteczkowa (46 kDa) jest zblizona do masy
sklonowanych przez autoréw kinaz ATMPK z A. thaliana. Ponadto ekstrakt otrzy-
many z komérek tytoniu traktowanych 2,4-D fosforylowat zrekombinowane biatko
ATMPK?2, ktére wykazuje znaczacg homologie (49% identycznosci) z kinaza MAP
Xenopus. W innych badaniach obserwowano zalezng od auksyn indukcje genu NPK1
kodujacego biatko homologiczne z kinaza kinazy aktywujacej kinaze MAP
(MAPKKK). Indukcja NPK1 w skrawkach dojrzatych lisci wydaje sie by¢ Scisle
skorelowana z podziatami komérek [66]. W ostatnim czasie opublikowano inte-
resujagce wyniki, ktore zdecydowanie potwierdzajg udziat kaskady kinaz MAP w
przekazywaniu sygnatu auksynowego [44]. W doswiadczeniach uzyto komoérek me-
zofilu kukurydzy transformowanych genem GFP (green fluorescent protein) po-
przedzonym promotorem genu GH3 (gen wczesnej odpowiedzi auksynowej).
Okazato sie, ze aktywna kinaza NPK1 blokowata indukowang przez auksyne akty-
wacje promotora GH3 i ekspresje genu GFP. Aktywacja GH3 byfa na poziomie
kontroli w warunkach, gdy protoplasty byly transformowane zmutowanym genem
npkl. Nie obserwowano réwniez represji badanych genéw w protoplastach, ktére
obok genu NPK1 zawieraty dodatkowo gen MPK1 myszy kodujgcy specyficzng
fosfataze kinazy MAP. Na podstawie tych wynikow mozna wysnu¢ wniosek, ze
aktywacja kinazy MAP za posrednictwem kaskady kinaz aktywowanej przez NPK1
prowadzi do represji genu GH3. Innymi stowy, NPK1 funkcjonuje jako negatywny
regulator w szlaku prowadzacym do ekspresji tzw. wczesnych gendw auksynowych.
W tym miejscu warto przypomnieé, ze réwniez CTR1, biatko homologiczne z
MAPKKK, funkcjonuje jako negatywny regulator w szlaku transdukcji sygnatu
etylenowego [45].

KASKADA UBIKWITYNOWA A SZLAK TRANSDUKCJI
SYGNALU AUKSYNOWEGO

Wyselekcjonowanie mutantow A. thaliana o zmienionej odpowiedzi na auksyny
wyznaczyto nowy kierunek poszukiwan w badaniach szlaku transdukcji sygnatu
auksynowego. Mutanty interesujace z punktu widzenia omawianych zagadnien iden-
tyfikowano na podstawie wzrostu wydtuzeniowego korzeni przy odpowiednio wy-
sokim stezeniu auksyn, ktore juz zwykle hamuje wzrost. W ten sposéb wyodrebniono
linie, u ktorych mutacje dotycza co najmniej 9 loci. Sg to mutanty: auxl, axrl,2,
3, 4,516, dwf tirl. Po sklonowaniu 4 zmutowanych genow {auxl, axrl, axr3,
tirl) okazato sie, ze nie wszystkie kodujg biatka zwigzane z funkcjonowaniem
tancuchatransdukcji sygnatu [10,35,53,69]. Takim wyjatkiem wydaje sie by¢ produkt
genu auxl (biatko homologiczne z permeazami transportujgcymi aminokwasy) fun-
kcjonujacy jako nosnik transportujgcy auksyny do wnetrza komorki [11,61]. Po-
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czatkowo zaskakujaca byta rowniez homologia produktu genu cucrl (auxin-resistant).
Mutant axrl jest typowym mutantem auksynowym charakteryzujagcym sie zredu-
kowang dominacjg wierzchotkowg, ograniczonym grawitropizmem korzeni oraz
zmniejszong ptodnoscig. Gen AXR1, sklonowany w laboratorium kierowanym przez
Estelle [51], koduje biatko homologiczne zenzymem Ej funkcjonujagcym w aktywacji
ubikwityny. Homologia miedzy AXR1 a enzymami Ej z drozdzy, owsa i enzymem
ludzkim jest szczeg6lnie wysoka w czesSci N-kofncowej. Polipeptyd AXR1 o masie
czasteczkowej 60 kDa jest jednak znacznie krdtszy od typowego enzymu Ej i
nie zawiera konserwatywnej cysteiny potozonej w czesci C-koricowej Ej. Reszta
cysteiny potozona w tym regionie uczestniczy w tworzeniu wigzania tioestrowego
z koficowgq grupa karboksylowa ubikwityny. Zaktywowana w ten sposob ubikwityna
jest nastepnie przekazywana na grupe hydrosulfidowg enzymu E2, z ktérego zostaje
ostatecznie przeniesiona przez ligaze E3 na docelowe biatko substratowe (rys. 2a).

d, b,
Ubi Rublp RUB1
(0]
"
Enr2p Enr2p AXR1 AXR1
1 EI El
Uba2p Uba2p 1 ECR1 ECR1 =
E2 1R 1 G usci21l  lusci2 4 2 °
Cdc53p
E3 Skpl Grrl AtSKP TIRL
4H ] E2 E2 E2

RYSUNEK 2. Kaskady enzymoéw aktywujacych ubikwityne (Ubi) i biatka ubikwitynopodobne (Rublp
i RUB1): a- og6lny schemat przedstawiajacy przytaczenie ubikwityny (Ubi) do substratu biatkowego
(S) przeznaczonego do degradacji, symbolami Ei, E2 i E3oznaczono enzymy biorace udziat kolejno w
aktywacji, koniugacji i ligacji ubikwityny; b - kaskada drozdzowych odpowiednikéw enzyméw Ei, E2
i E3 funkcjonujacych w aktywacji biatka ubikwitynopodobnego Rublp i utworzeniu kowalencyjnego
wigzania Rublp z biatkiem Cdc53. Przeniesienie Rublp na biatko kulinowe reguluje aktywno$¢
kompleksu ligazowego SCF funkcjonujacego w ubikwitynacji biatka substratowego (S); ¢ - zidentyfi-
kowane u Arabidopsis thaliana sktadniki kaskady ubikwitynowej homologiczne z drozdzowymi enzy-
mami. Biatko ubikwitynopodobne RUB1 aktywowane jest przez biatko dimeryczne AXR1/ECR1
odpowiadajace enzymowi Ei. Zaktywowane RUB1 przenoszone jest kolejno na niezidentyfikowane
jeszcze biatko E2, a nastepnie na biatko z rodziny kulin, ktére wraz z biatkami AtSKP i TIR1 tworza
kompleks SCF, odpowiednik ligazy E3. Przylaczenie biatka ubikwitynopodobnego RUB1 do SCF
reguluje aktywno$¢ tego kompleksu. Biatko TIR 1zawierajace kasete Fjest sktadnikiem kompleksu ligazy
odpowiedzialnym za rozpoznanie substratu (S) przeznaczonego do ubikwitynacji (na podstawie danych
[20,31,52,79,82])
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Kaskada enzyméw zwigzanych z aktywacjg ubikwityny i wybiérczym ,wyzna-
kowaniem” biatek substratowych przeznaczonych do degradacji badZz modyfikacji
jest obecnie przedmiotem intensywnych badar biologii molekularnej. Przeglad naj-
nowszych osiggnie¢ na tym szczeg6lnie interesujagcym polu badah zawiera praca
przegladowa [31].

Efektem zmudnych badan prowadzonych gtownie na drozdzach byto wyjasnienie
roli systemu ubikwitynowego w regulacji cyklu komoérkowego, szczegOlnie za$
regulacji przejécia z fazy G1 do fazy S. Rezultatem tych badan byto miedzy innymi
poznanie biatek ubikwitynopodobnych oraz enzyméw funkcjonujgcych w ich akty-
wacji. Jednym z biatek ubikwitynopodobnych wykazujacym wysoki stopien ho-
mologii z ubikwityng (53% identycznosci) jest biatko Rublp (related to ubiguitin).
Rublp wymaga do aktywacji heterodimerycznego enzymu zbudowanego z poli-
peptydéw Enr2p i Uba2p [56] (rys. 2b). Drozdzowym odpowiednikiem enzymu
E2 funkcjonujagcym w koniugacji Rublp jest biatko UBC12, a funkcje ligazy E3
petni kompleks biatkowy SCF. Okreslenie SCF pochodzi od nazwy trzech biatek
wchodzacych w sktad kompleksu, a mianowicie Skpl, biatka z rodziny kulin (cullin)
i biatka zawierajagcego tzw. kasete F (rys. 2b). Skpl ma domene wigzacg biatka
zawierajgce kasete F [6]. Jednym z takich biatek tworzacym kompleks z Skpl
jest biatko Grrl. Biatko to oprécz kasety F ma 12 powtorzen bogatych w leucyne,
ktdére przypuszczalnie umozliwiajg specyficzne wigzanie biatka substratowego ule-
gajacego ubikwitynacji [55]. Drozdzowym biatkiem z rodziny kulin jest biatko
Cdc53p, ktdre jak wykazaty ostatnie badania tworzy kowalencyjne wigzanie z Rub 1p.
Przeniesienie biatka ubikwitynopodobnego z UBC12 na Cdc53p reguluje aktywnos¢
ligacyjng catego kompleksu SCF [46]. Wiazanie biatka ubikwitynopodobnego sta-
nowi zatem nowy interesujgcy mechanizm regulujacy aktywnos¢ kaskady ubikwi-
tynowe;j.

Poznanie sekwencji aminokwasowej drozdzowego polipeptydu Enr2p tworzacego
heterodimeryczne biatko Ej ujawnito zaskakujgco wysoki stopied homologii z biat-
kiem AXR1 poznanym wcze$niej u wspomnianego mutanta auksynowego A. thaliana
[51,53]. W ostatnim czasie w genomie A. thaliana zidentyfikowano gen ECR1
kodujacy biatko homologiczne zdrozdzowym Uba2p. Biatko ECR 1wykazuje wysoKki
stopien homologii z C-koncowym fragmentem enzymu Ej i ma konserwatywna
cysteing w pozycji 215, ktéra zwykle tworzy wigzanie tioestrowe z ubikwityng
[20]. Niezaleznie od tego w genomie A. thaliana stwierdzono obecnos¢ 3 genow
kodujgcych biatka ubikwitynopodobne RUB. Wszystkie trzy biatka charakteryzujg
sie wysokim stopniem homologii z Rublp drozdzy (57% identycznosci) i ubikwityng
(62% identycznos$ci) [79]. Wykazano tez eksperymentalnie, ze RUB1 moze tworzy¢
wigzanie tioestrowe z ECR1, ale tylko w warunkach, gdy sg obecne obydwa po-
lipeptydy AXR1 i ECR1 [20] (rys. 2c).

Dotychczas nie udato sie zidentyfikowaé roslinnego biatka odpowiadajacego en-
zymowi E2. Nieznane jest rowniez biatko z rodziny kulin (odpowiednik Cdc53p),
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na ktore jest przypuszczalnie przenoszone biatko ubikwitynopodobne RUBL1. Zi-
dentyfikowano i sklonowano pozostate dwa sktadniki kompleksu biatkowego SCF
odpowiadajacego ligazie E3. W genomie A. thaliana zidentyfikowano gen kodujacy
biatko SKP1 podlegajacy ekspresji we wszystkich tkankach merystematycznych
[78]. Udato sie tez znalezé inny potencjalny sktadnik kompleksu SCF, a mianowicie
biatko zawierajgce kasete F. Biatko to jest kodowane przez gen TIR1 (transport
inhibitor response) sklonowany u mutanta A. thaliana charakteryzujgcego sie zmie-
niong odpowiedzig na dziatanie kwasu naftyloftalamowego (inhibitor transportu
auksyn). Mutacja w genie TIR1 prowadzi do defektéw we wzroScie wydtuzeniowym
hipokotyla itworzeniu korzeni bocznych [82]. Biatko TIR1 oprécz charakterystycznej
kasety F zawiera 16 powtorzen fragmentu bogatego w leucyne, czym przypomina
biatko Grrl drozdzy. Obecnie uwaza sig, ze obydwa charakterystyczne elementy
tych biatek okreslaja specyficznosé interakcji w obrebie biatek tworzacych kompleks
ligazy E3 oraz determinujg specyficznos¢ wzgledem docelowego biatka substra-
towego majacego ulec proteolitycznej degradacji badZz modyfikacji [19].

Na obecnym etapie badan nie jestjasny zwigzek kaskady enzymow aktywujgcych
biatko RUB1 ze szlakiem transdukcji sygnatu auksynowego. Szukajgc analogii z
poznawanym obecnie uktadem drozdzowym moznajedynie przypuszczac, ze kaskada
enzymow aktywujacych biatko ubikwitynopodobne RUB1 reguluje aktywnos$¢ kom-
pleksu ligazy SCF. Biatko TIR 1tworzace ten kompleks, podobnie jak Grrl udrozdzy,
moze funkcjonowaé w proteolitycznej degradacji inhibitora hamujacego aktywnos¢
kinaz biatkowych zaleznych od cyklin, a w konsekwencji moze uczestniczyé w
regulowaniu cyklu komérkowego [52]. Drozdzowym inhibitorem kinaz biatkowych
jest biatko Siei, ktore ulega ubikwitynacji jedynie w formie ufosforylowanej. Ufo-
sforylowanie inhibitora Siei prowadzi do jego ubikwitynacji przez kompleks SCF
i degradacji w proteosomach [23,55,93]. Innym roslinnym biatkiem, ktére moze
by¢ ubikwitynowane przez opisang kaskade ubikwitynowa, jest produkt genu SARI
[14,19,52]. Mutacja sari (suppressor of auxin resistance) u A. thaliana jest epi-
statyczna w stosunku do axrl i znosi szereg zmian fenotypowych towarzyszacych
mutacji axrl. Poznany ukiad ubikwitynacji moze takze uczestniczy¢ w proteolitycznej
degradacji produktdw tzw. wczesnych gendw auksynowych, ktore jak wiadomo
sg biatkami o wyjatkowo krotkim czasie pétrwania.

GENY PIERWOTNYCH ODPOWIEDZI AUKSYNOWYCH

Jedng z drég poznawania mechanizmu dziatania auksyn jest identyfikowanie
i charakteryzowanie transkryptéw mRNA oraz klonowanie odpowiadajacych im
gendéw indukowanych przez egzogennie podana auksyne. Badania tego typu, pro-
wadzone od niemal dwdch dziesiecioleci, zaczynajg w ostatnim czasie przynosic¢
bardzo interesujgce rezultaty. Efektem tych badar byto miedzy innymi poznanie
elementéw sekwencji promotorowych istotnych dla odpowiedzi auksynowych oraz
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zidentyfikowanie niektorych czynnikéw transkrypcyjnych regulowanych przez au-
ksyny. Czytelnikowi zainteresowanemu tym pasjonujgcym kierunkiem poszukiwan
polecamy prace przegladowe opublikowane przez badaczy mogacych sie poszczycic
niezaprzeczalnymi osiggnieciami w tym zakresie [1,3,25,26,27].

Sposrod genéw regulowanych przez auksyny specjalne zainteresowanie budza
tzw. wczesne geny, okreslane réwniez jako geny pierwotnych odpowiedzi auksy-
nowych. Auksyna podana zewnetrznie zmienia specyficznie i w bardzo krétkim
czasie ekspresje niektérych genéw. Okreslenie ,,wczesne geny” pochodzi stad, ze
ich transkryptowe mRNA pojawiajg sie niemal natychmiast po wprowadzenia au-
ksyny, a ich indukcja jest niezalezna od syntezy biatlek de novo. Cykloheksimid,
znany inhibitor syntezy biatek, nie hamuje transkrypcji wiekszosci wczesnych genéw,
a w niektorych przypadkach nawet indukuje ich ekspresje bez udziatu egzogennie
podanej auksyny. Obserwacje te dowodza, ze czynniki konieczne do transkrypcji
wigkszosci wczesnych gendéw sg juz obecne w komdrce i w zwigzku z tym sygnat
auksynowy jest przekazywany do jadra bez koniecznos$ci syntezy nowych czynnikéw
biatkowych.

Wczesne geny auksynowe identyfikowano w kietkach roslin motylkowatych jako
transkrypty mRNA poprzedzajgce lub towarzyszace indukowanemu przez auksyny
wzrostowi wydtuzeniowemu komérek. Geny te identyfikowano réwniez w komor-
kach tytoniu hodowanych in vitro, ktorych podziaty sg indukowane przez auksyne.
Interesujgcym uktadem eksperymentalnym sg tez komorki mezofilowe cynii, ktére
pod wptywem auksyn ulegajg réznicowaniu i przeobrazajg sie w komarki naczyniowe
[3,25,26,27].

Wczesne geny auksynowe, identyfikowane w komorkach rosnacych badz dzie-
lacych sie, zostalty podzielone na kilka rodzin na podstawie stopnia homologii se-
kwencji nukleotydowej. Liczba genéw w poszczeg6lnych klasach ciggle rosnie,
poniewaz na podstawie poznanych juz sekwencji klonowane sg nowe geny. W
ten spos6b zidentyfikowano szereg wczesnych gendéw u A. thaliana. Wyczerpujacy
przeglad poznanych dotychczas genéw wczesnych odpowiedzi auksynowych podaje
Guilfoyle [27].

Pierwszg klase wczesnych genéw tworzg geny okreslane jako Aux/IAA. Poziom
ich mRNA rosnie specyficznie pod wptywem auksyn w czasie od 5 do 60 min.
Oprocz auksyn tylko cykloheksimid indukuje akumulacje transkryptéw Aux/IAA,
co jak sie okazato jest rezultatem ich stabilizacji i derepresji transkrypcji [43].
Geny Aux/IAA koduja hydrofilowe biatka o masie czasteczkowej od 19 do 36 kDa.
Mimo duzego zréznicowania sekwencji (35-85% identycznosci) wszystkie biatka
zawierajg 4 konserwatywne fragmenty okreslane jako domeny I, II, I11i IV, utworzone
z 7 do 40 reszt aminokwasowych (rys. 3).

Geny tworzgce rodzineg SAUR {small auxin up RNA) zidentyfikowano w soi,
fasoli i rzodkiewniku. Transkrypty mRNA SAUR pojawiajg sie juz po 2-5 min
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RYSUNEK 3. Schemat budowy biatka Aux/IAA z zaznaczonymi czterema domenami (I, I, H1i V) i
ich sekwencjami aminokwasowymi. Domena Il zawiera sekwencje tworzaca strukture typu (3aoc mogaca
uczestniczy¢ w dimeryzacji badz wiazac sie z DNA. Domena IV masekwencje NLS okreslangjako sygnat
lokalizacji jadrowej (na podstawie danych [42,73])

od podania auksyny. Geny SAUR koduja polipeptydy o masie czasteczkowej 9-10
kDa charakteryzujace sie bardzo krétkim czasem pottrwania.

Geny nalezace do pozostatych trzech klas sg stosunkowo stabo poznane. Obecnie
wiadomo, ze tylko niektore geny nalezace do tych rodzin sg specyficznie indukowane
przez auksyny, inne natomiast moga by¢ indukowane przez inne fitohormony, a
takze rozne czynniki stresowe. Najliczniejsza klase tworza geny z rodziny transferazy
glutadonowej (GST) katalizujacej koniugacje glutationu z réznymi substratami. Od-
rebng klase tworzg geny kodujace syntaze kwasu l-aminocyklopropano-l-karbo-
ksylowego (ACC), enzymu uczestniczacego w przemianach metioniny do etylenu.
Nieliczng rodzine tworzg geny GH3, ktérych cDNA sklonowano z hipokotyla soi,
a homologiczne sekwencje znaleziono rowniez w genomie rzodkiewnika [27].

W badaniach wczesnych gendw auksynowych najwiecej uwagi poswiecono genom
nalezacym do klas Aux/IAA i SAUR. Niemal od poczatku zaczeto zakladaé, ze
produkty genéw odpowiedzi pierwotnych sgelementami mechanizmoéw regulujgcych
ekspresje ,,p0znych” genow auksynowych, a takze ze produkty niektérych genéw
moga by¢ ogniwami szlaku transdukcji sygnatu auksynowego. W kontekscie tych
sugestii interesujace wydaja sie by¢ badania ekspresji wczesnych genéw u mutantow
auksynowych. Mutanty cucrl i axr2 rzodkiewnika i dgt pomidora o zmienionej
wrazliwosci na auksyny charakteryzuja sie istotnym obnizeniem poziomu mRNA
gendw SAUR i Aux/1AA w odpowiedzi na podang auksyne [27]. W przypadku
mutanta axrl wyniki te moga wskazywa¢ na udziat uktadu ubikwitynowego w
regulowaniu transkrypcji co najmniej niektérych genéw wczesnych odpowiedzi au-
ksynowych.

Geny PS-1AA4/5 i PS-1AA6 grochu, Aux22 i Aux28 soi, ARG3 i ARG4 fasoli
oraz AtAux2-1l i AtAux2-27 rzodkiewnika nalezace do klasy Aux/IAA majg szereg
podobienistw strukturalnych [26,27]. Masa czasteczkowa ich produktow miesci sie
w zakresie od 19 do 36 kDa. Stopien identycznosci jest zréznicowany, ale na
0go6t miesci sie w przedziale od 36 do 87%. Wszystkie wymienione biatka maja
4 charakterystyczne domeny (rys. 3). Domeny I i Il sg stosunkowo krotkie, natomiast
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domene Il stanowi nieco dtuzszy fragment, ktérego sekwencja wskazuje na mo-
zliwos¢ tworzenia struktury typu (3oca biorgcej udziat w dimeryzacji badz w wigzaniu
DNA [42]. Wszystkie biatka tej rodziny majg sekwencje charakterystyczng dla
biatek jadrowych (NLS) {nuclear localization signal), ktdra jest potozona w obrebie
najdtuzszej IV domeny [2]. Obecno$¢ czterech konserwatywnych domen u wszy-
stkich przedstawicieli rodziny Aux/IAA liczacej juz okoto 25 gendw sugeruje, ze
ich produkty petnig podobng funkcje. W ostatnim czasie sklonowano gen AXR3
u znanego wczesniej mutanta auksynowego A. thaliana. Mutant axr3 wykazuje
szereg fenotypowych cech $wiadczgcych o zmienionej wrazliwosci, w tym czesciowej
nadwrazliwosci w stosunku do auksyn [53]. Dopiero niedawno okazato sie, ze
gen AXR3 nalezy do rodziny wczesnych gendw auksynowych Aux/IAA i jest iden-
tyczny ze sklonowanym wczesniej genem IAAL1l7. Wykazano ponadto, ze biatko
AXR3/IAAL7 pehni role czynnika transkrypcyjnego kontrolujgcego ekspresje genu
SAUR-AC1 [81].

SEKWENCJE PROMOTOROWE
I CZYNNIKI ODPOWIEDZI AUKSYNOWYCH

Poréwnanie sekwencji promotorowych wczesnych gendéw auksynowych pozwo-
lito na wyodrebnienie  dwoch rodzajow elementow  odpowiedzi auksynowych
Aux RE (auxin responsive element). Pierwszy typ wystepuje w genach indukowanych
nie tylko przez auksyny, ale takze przez inne fitohormony i niektére czynniki
zewnatrzkomorkowe. Ze wzgledu na brak wyraznej specyficznosci wzgledem au-
ksyn, ten rodzaj sekwencji budzi obecnie mniejsze zainteresowanie badaczy. Drugi
typ Aux RE wystepuje w genach aktywowanych jedynie przez auksyny i badany
jest gtownie w genach wczesnych odpowiedzi auksynowych. Pierwszym ziden-
tyfikowanym m-elementem zawierajgcym charakterystyczng sekwencje jest Aux
RE genow PS-1AA4/5 i PS-1AA6 [73]. Podobne sekwencje znaleziono réwniez w
obrebie promotoréw genéw GH3 i SAUR 15A soi oraz genu SAUR AC1 z A
thaliana [1,26,27]. Promotory tych gendw zawierajg jedng badZ kilka kopii kon-
serwatywnego motywu TGTCTC lub pewnejego odmiany (TGTCCC lub TGTCAC).

Gen PS-1AA4/5 grochu nalezacy do klasy Aux/IAA ma w cze$ci promotorowej
sekwencje utworzong przez 164 par zasad, w obrebie ktérej potozone sg dwie
domeny funkcjonujace kooperatywnie w odpowiedzi auksynowej (rys. 4a). Domena
A (Aux RD A) zbudowana z 48 par zasad dziata jako wiacznik, natomiast domena
B (Aux RD B) zawierajaca 44 par zasad funkcjonuje jako sekwencja wzmacniajgca
i to niezaleznie od orientaciji.

Gen GH3 soi zawiera 3 elementy (Aux RE) oznaczone jako DI, D4 i EIl (rys.
4b). Domeny DI i D4 zawierajg sekwencje TGTCTC, ktéra jest konieczna, ale
niewystarczajgca do funkcjonowania Aux RE. W aktywacji uczestniczg sekwencje
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RYSUNEK 4. Schemat elementéw odpowiedzi auksynowych (Aux RE) wystepujacych w promotorach
gendéw PS-1AA4/5 i1 GH3:a- Aux RE genu PS-1AA4/5 zawiera dwie domeny AuxRD A i AuxRD B.
Potozenie charakterystycznej sekwencji nukleotydowej TGTCTC zaznaczono ciemnymi prostokgtami;
b - gen GH3 zawiera trzy elementy Aux RE oznaczone jako El, DI i D4. Na schemacie zaznaczono
potozenie sekwencji TGTCTC (ciemne prostokaty) i sekwencji konstytutywnych (w ramkach) (na
podstawie danych [26,73])

zachodzace na TGTCTC, tak jak to jest w DI, badZ sekwencje oddzielone od
elementu TGTCTC 4 nukleotydami, tak jak w D4. Sekwencje te nazywane sa
sekwencjami konstytutywnymi badz sprzezonymi, bowiem to one odpowiedzialne
sq za konstytutywng ekspresje genu. W zaleznosci od stezenia auksyn element
TGTCTC moze wplywaé na represje badz aktywacje konstytutywnego elementu.
Przy niskim stezeniu fitohormonu ma miejsce represja, przy wyzszym derepresja
i aktywacja. Funkcja trzeciego elementu El zawierajagcego kasete G jest na razie
stabo poznana.

Poznanie sekwencji promotorowych odpowiedzialnych za regulacje transkrypcji
wczesnych gendéw auksynowych umozliwito podjecie interesujgcych badan nad iden-
tyfikacjg i klonowaniem czynnikéw transkrypcyjnych. W badaniach wykorzystano
palindromowo powtérzony element TGTCTC, ktory swoiscie wigze biatka. Se-
kwencja aminokwasowa izolowanych biatek umozliwita znalezienie w bibliotece
cDNA A. thaliana szereg klonéw, ktérych produkty sg specyficznie wigzane przez
elementy zawierajace charakterystyczng sekwencje [97]. Biatka te nazwano czyn-
nikami odpowiedzi auksynowej ARE {auxin responsefactor). Jako pierwsze zostato
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zidentyfikowane biatko ARF1 o masie czasteczkowej 74 kDa, ktére w czesci N-
korncowej zawiera domene DBD (DNA binding domain) wigzacg sie z DNA (rys.
5a). Podobng domene majg w czesci C-koncowej poznane wczesniej czynniki trans-
krypcyjne VP1 kukurydzy i ABI3 rzodkiewnika [27]. VP1 jest czynnikiem trans-
krypcyjnym regulujgcym ekspresje gendw w rozwijajgcych sie nasionach w
odpowiedzi na kwas abscysynowy. W czesci C-koncowej biatko ARF1 zawiera
domeny Il i IV typowe dla rodziny biatek Aux/IAA. Sekwencja NLS, ktéra w
biatkach Aux/IAA potozona jest w obrebie domeny IV w biatku ARF1 znajduje
sie w czesci srodkowej bogatej w proling, seryne i treonine. W bibliotece cDNA
A. thaliana znaleziono dotychczas 10 peinych klondw kodujacych biatka ARF o

RYSUNEK 5. Schemat budowy i proponowany mechanizm dziatania czynnikéw transkrypcyjnych: a -
schemat pokazuje budowe trzech czynnikéw odpowiedzi auksynowych (ARF1, ARF3 i ARF1-BP);
zaznaczono potozenie domen wigzacych DNA (DBD), domen 11l i IV homologicznych z odpowiednimi
domenami biatek z rodziny Aux/IAA isekwencji lokalizacji jadrowej (NLS); b- czynniki transkrypcyjne
ARF, ARF1-BP i Aux/IAA moga tworzy¢ homo- lub heterodimery dzieki obecnosci domen Ill i IV.
Regulowana przez sygnat auksynowy dimeryzacja czynnikéw transkrypcyjnych zmienia ich wigzanie do
Aux RE, prowadzac do ekspresji badz represji genu (na podstawie [26,97])
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zréznicowanej masie czasteczkowej [26]. Niektdére z tych sekwencji kodujg nieco
mniejsze biatka, takie jak np. ARF3, ktére nie majg w cze$ci C-koncowej domen
I i IV (rys. 5a). Produkt innego genu nie zawiera typowej domeny wigzacej
DNA, a majedynie domeny Il i IV. Biatko to nazwano ARF1-BP (ARFI-binding
protein) [97].

Na obecnym etapie badah mechanizm funkcjonowania czynnikéw ARF, ARF-BP
i biatek Aux/LAA nie jest do konca jasny. Zaktada sie, ze niemal wszystkie wy-
mienione biatka z uwagi na posiadang strukture (3aoc w obrebie domeny |1l moga
tworzyé homo- i heterodimery. Biatka Aux/IAA wystepuja w $ladowych ilosciach
w jadrze i jak wykazaty badania mutanta axr3 petnig funkcje czynnikéw trans-
krypcyjnych. Wiadomo tez, ze biatka Aux/IAA nie wiagzg sie z elementem TGTCTC
Aux ER, co moze sugerowac, ze elementami wigzacymi sg inne sekwencje pro-
motorowe, by¢ moze sekwencje konstytutywne. Jest rdwniez mozliwe, ze biatka
Aux/IAA nie wigzg sie z DNA, a jedynie tworzg heterodimery z ARF wptywajac
w ten sposéb aktywujgco badz hamujaco na ekspresje genéw. Biorac pod uwage
fakt, ze genom A. thaliana moze kodowac okoto 25 biatek Aux/IAA i co najmniej
10biatek ARF, liczba mozliwych kombinacji homo- i heterodimerdw jest zaskakujgco
wysoka. Nie ulega watpliwosci, ze mozliwosé tworzenia réznych form dimerycznych
bedzie zdeterminowana obecno$cig w danej tkance poszczeg6lnych biatek ARF,
ARF-BP i Aux/IAA. Wydaje sie wiec prawdopodobne, ze zréznicowana ekspresja
genow kodujacych te biatka w zaleznosci od tkanki czy fazy rozwojowej rosliny
moze mie¢ istotne znaczenie, jednak ostateczna decyzja co do rodzaju powstajgcego
dimeru musi w jakis$ sposéb zaleze¢ od sygnatu auksynowego (rys. 5b). W ostatnim
czasie proponowany mechanizm regulacji zostat juz czesciowo potwierdzony. Wy-
kazano eksperymentalnie, ze niektore biatka ARF sgakty watorami, inne za$ powodujg
represje genow w zaleznosci od tego, z jakimi partnerami tworzg dimeryczne kom-
pleksy [27].

PODSUMOWANIE

W cyklu zyciowym rosliny auksyny stymulujg podziaty komérek, aktywuja badz
hamujg (w zaleznosci od stezenia) procesy wzrostowe regulujgc wzrost elongacyjny.
Auksyny wptywajg tez na réznicowanie komdrek i wyksztatcanie tkanki przewo-
dzacej oraz uczestniczg w zawigzywaniu pgkéw, korzeni bocznych i kontrolowaniu
bocznych odgatezien pedu. Tak ogromna réznorodno$é odpowiedzi najeden hormon
zmusza do zastanawiania sie nad ztozonoscig uktadu percepcji i transdukcji sygnatu
auksynowego. Na przestrzeni ostatnich niemal trzydziestu lat zidentyfikowano wiele
biatek wigzacych auksyny, sposréd ktérych tylko ABPI jest obecnie powaznym
kandydatem do roli biatka receptorowego, a $cislej sktadnika kompleksu recep-
torowego funkcjonujacego w percepcji sygnatu auksynowego. W skiad takiego kom-
pleksu obok ABPI powinno jeszcze wchodzi¢ integralne biatko btonowe (biatko
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»dokujace™), ktore przenosi zmiany konformacyjne w ABPI, towarzyszgce wigzaniu
auksyny, na biatko G (rys. 6a). Mimo ze takie biatko transbtonowe nie zostato
jeszcze zidentyfikowane, to 0jego obecnosci w btonie plazmatycznej moze swiadczy¢
wysyceniowy charakter miejsc wigzacych oczyszczone ABPI na pecherzykach bton
plazmatycznych.

W poprzednich rozdziatach zwr6cono uwage na watpliwosci wynikajace z lo-
kalizacji subkomoérkowej ABPI, a na powierzchni plazmolemy znajdowanego do-
Swiadczalnie miejsca percepcji auksyny. Propozycja niektérych autoréw dotyczaca
»zapasowej puli” ABPI wewnatrz siateczki $rddplazmatycznej wydaje sie mato
przekonujaca, chociaz szereg obserwacji moze rzeczywiscie sugerowac takg mo-
zliwos¢. Niewielka pula ABPI przemieszczajgca sie z siateczki na zewnatrz pla-

auksyna Her
biatko Fkbl H-ATPaza
dokujace
biatko C
kw. ttuszczone
li zofosfolipidy
kaskada kinaz
MAP .
hiperpolaryzacja
ABPI |
czynniki kanaty IT1?

transkrypcyjne

kaskada

wczesne gen
geny ubikwitynowa

auksynowe

péz’nle geny
auksynone

siateczka
§rodplazmatyczna

RYSUNEK 6. Schemat ilustrujacy proponowany mechanizm percepcji i transdukcji sygnatu auksyno-
wego: a - ABPI zlokalizowane gtéwnie wewnatrz siateczki Srodplazmatycznej ulega w pewnych
warunkach sekrecji i wigze sie z transblonowym biatkiem ,,dokujgcym”; b - kompleks receptorowy w
wyniku zwigzania auksyny aktywuje za posrednictwem biatka G fosfolipaze A2 (FL). Kwasy ttuszczowe
i lizofosfolipidy, produkty hydrolizy fosfolipidéw, aktywujg kinaze biatkowg (KB), a ta fosforylujac
plazmatyczng H+ATPaze reguluje transport protonéw przez plazmoleme. Na schemacie zaznaczono
réwniez przypuszczalne miejsce kaskady kinaz MAP w fancuchu transdukcji sygnatu. Zgodnie z
proponowanym schematem kinaza MAP funkcjonuje w regulacji ekspresji genéw wczesnych odpowie-
dzi auksynowych oraz fosforyluje biatka regulatorowe przeznaczone do ubikwitynacji
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zmolemy, z drugiej za$ strony grupowanie sie ABPI pod wptywem dodanej auksyny
na powierzchni plazmolemy, ktére moze prowadzi¢ do tworzenia pecherzykdw
klatrynowych, moze potwierdza¢ powyzszg koncepcje cyklicznego obiegu ABPI.
Wydaje sie, ze zidentyfikowanie biatka dokujgcego, ktére w zatozeniu powinno
by¢ biatkiem integralnym plazmolemy, powinno wyjasni¢ szereg watpliwosci.

Ostatnie dziesieciolecie przyniosto szczeg6lnie duzo wynikéw przemawiajgcych
na korzys¢é receptorowej funkcji ABPI. Podsumowujac te wyniki nalezy stwierdzic,
ze ABPI uczestniczy w indukowanych przez auksyny zmianach btonowego po-
tencjatu elektrochemicznego. Wyniki doswiadczen prowadzonych na protoplastach
Swiadczg o zewnatrzkomérkowej lokalizacji receptora oraz wyraZznie wskazujg na
receptorowa role ABPI. Przeciwciata przeciw catemu ABPI dziatajg antagonisty-
cznie w stosunku do auksyny, natomiast syntetyczne peptydy, a takze przeciwciata
przeciw D16 badZz C-koncowemu fragmentowi wywotujg efekt taki jak agonista.
tancuch transdukcji sygnatu prowadzacy do aktywacji plazmatycznej H+-ATPazy,
a obejmujacy biatko G, fosfolipaze A2 uwalniajgcg wtorne przekazniki pochodzenia
lipidowego oraz kinaze biatkowg fosforylujacg H+-ATPaze jest obecnie najlepiej
eksperymentalnie udokumentowanym szlakiem przenoszacym sygnat auksynowy
(rys. 6b). Badania prowadzone na transgenicznym tytoniu i komdérkach bielma ku-
kurydzy z wigczonym genem ABPI sugeruja, ze rowniez w reakcjach zwigzanych
ze wzrostem komdarki sygnat auksynowy odbierany jest przez ABPI. Jak na razie
brakuje informacji na temat ewentualnego funkcjonowania ABPI w szlaku syg-
nalizacyjnym prowadzacym do zmian w ekspresji gendw. Zastanawiajacy jest powad,
dla ktérego nie podjeto jeszcze tego typu badan, mimo ze problematyka zwigzana
z ekspresjg wczesnych genéw auksynowych jest szeroko badana od ponad dziesieciu
lat. Obiecujace, chociaz nieliczne jeszcze badania nad indukcjg wczesnych genéw
auksynowych skierowuja uwage badaczy na kaskade kinaz MAP jako jedno z ogniw
w szlaku prowadzacym od receptora do czynnikow transkrypcyjnych. Kaskada kinaz
MAP moze ponadto funkcjonowac w przekazy waniu sygnatu auksynowego na uktady
regulujace cykl komorkowy. Wiadomo, ze fosforylacja, w tym réwniez fosforylacja
przez kinaze MAP, podobnie jak selektywna proteolityczna degradacja biatek regu-
latorowych, stanowi podstawowy element mechanizmu regulujacego cykl komor-
kowy. Regulacja cyklu komorkowego u roslin jest jeszcze bardzo stabo poznana
i dlatego odkrywanie nowych elementdw tego mechanizmu nawigzujacych do zna-
nych juz u innych organizméw, a szczeg6lnie do najlepiej poznanych uktadow
drozdzowych, zastuguje na szczegdlne podkreslenie. Poznanie zwigzku miedzy syg-
natem auksynowym a uktadem ubikwitynacji biatek regulowanym przez biatka ubi-
kwitynopodobne jest wiasnie takim nowym wyzwaniem w badaniach transdukcji
sygnatu auksynowego.
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WSTEP

Wyniki licznych badan, przeprowadzonych z mitochondrialnym DNA (mtDNA)
linii cytoplazmatyczno-meskosterylnych (CMS) zyta i wielu innych roslin wyzszych,
wskazujg na zwigzek miedzy zmianami wystepujacymi w mtDNA a wystepowaniem
sterylnej cytoplazmy [10, 11, 16]. Mutacja, ktérej konsekwencjg jest powstanie
CMS, wystepuje w genomie mitochondrialnym, ale jej ujawnienie sie w fenotypie
jest zalezne od informacji genetycznej zawartej w jadrze. Meskosterylne rosliny
sg wiec doskonatym materiatem genetycznym do badan oddziatywan jadro - mi-
tochondrion, a takze odgrywaja istotna role w produkcji nasion mieszancowych.
W zycie uprawnym (Secale cereale L.), ktore jest waznym zbozem w Srodkowej,
wschodniej i poinocnej Europie, w latach szescdziesigtych wytoniono linie me-
skosterylng (CMS)-P w odmianie Pampa [9, 16]. Wkrdtce potem przygotowano
kilka odmian mieszaricowych zyta z udziatem linii CMS-P [8, 17]. W pdzniejszych
latach poszukiwano nowych zrédet CMS, aby nie doprowadzié do zawezenia gene-
tycznego istniejacego materiatu hodowlanego. Wszystkie badane typy CMS mialy
widoczne zmiany w genomie mitochondrialnym, stad tez postepowi hodowli odmian
mieszafncowych zyta towarzyszyly badania molekularne mitochondrialnego DNA.
Dotyczyly one gtownie molekularnej charakterystyki mtDNA przeprowadzonej na
podstawie analizy restrykcyjnej - RFLP, badania fizycznej organizacji genéw ry-
bosomalnych 18SrRNA i 5SrRNA oraz charakterystyki otwartych ramek odczytu
(ORF) [3, 6, 17].

W niniejszej pracy przedstawiono dotychczasowe dane literaturowe dotyczace
wyzej wymienionych zagadnien.

I. GENOM MITOCHONDRIALNY ZYTA UPRAWNEGO
Secale cereale L.

Charakterystyke genomu mitochondrialnego zyta odmiany ,,Halo” przeprowa-
dzono na podstawie analizy restrykcyjnej, hybrydyzacji DNA-DNA i oznaczenia
gestosci ptawnej (ang. buoyant density) [17]. W wyniku przeprowadzonej analizy
restrykcyjnej przy uzyciu trzech enzymdw restrykcyjnych: Sali, Xbal i BamHI
w 30 niezaleznych prébach mtDNA stwierdzono wystepowanie tego samego obrazu
restrykcyjnego, typowego dla mtDNA roslin wyzszych, tzn. wystgpito wiele prazkow
o réznej intensywnosci. Liczba fragmentow restrykcyjnych powstata wskutek dzia-
tania wymienionych enzyméw restrykcyjnych byta rézna (Sali - 31 fragmentéw,
co po zsumowaniu dawato wielko$¢ 396 kpz; Xbal - 43 fragmenty, 410 kpz; BamHI
- 20 fragmentow, 412 kpz). Na podstawie tych danych przyjeto, ze wielko$é mo-
lekularna genomu mitochondrialnego zyta uprawnego wynosi ok. 410 kpz. Wielko$¢
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ta jest poréwnywalna z danymi uzyskanymi dla innych gatunkow zb6z (pszenica
- 430 kpz, kukurydza - 570 kpz) [15, 17]. Okre$lono réwniez gesto$¢ ptawng
mtDNA zyta. Wynosi ona 1,705 g/ml, a dla jadrowego DNA ma warto$¢ 1,702
g/ml. Podobne wartosci otrzymano takze dla kukurydzy (1,706 g/ml) i innych roslin
wyzszych [17]. Tak wiec trzy cechy: obraz restrykcyjny, wielkos¢ i gestosé ptawna
mtDNA zyta sg porownywalne z wartosciami tych cech w innych gatunkach zh6z
i rodlin wyzszych [13, 17]. Cecha charakterystyczng genomu mitochondrialnego
roslin wyzszych jest wystepowanie fragmentdw homologicznych z sekwencjami
chloroplastowego DNA (cpDNA) [2, 10, 12, 17]. Poszukiwano réwniez takich frag-
mentéw u zyta. Ze wzgledu na duza ilo$¢ oraz rézng intensywnos¢ fragmentow
restrykcyjnych mtDNA, obecnos$¢ lub brak fragmentdw cpDNA nie mogta by¢
wykryta wizualnie. Zastosowano zatem hybrydyzacje DNA-DNA. Jako sondy hy-
brydyzacyjne postuzyly klonowane geny organellowe: podjednostka | oksydazy
cytochromowej (coxl) z Neurospora crassa, ktoéra powinna by¢ specyficzna dla
mtDNA oraz dwa geny chloroplastowe (P700 ze Spinacea oleacea i wieksza pod-
jednostka karboksylazy RubLS z Zea mays).

Tak jak oczekiwano, zastosowanie wklonowanych fragmentow cpDNA ujawnito
homologie do oznakowanego genu coxl - pojawit sie staby prazek w tej samej
pozycji. Wskazuje to na czesciowe zanieczyszczenie mtDNA chloroplastowym DNA.
A wiec i w tym wzgledzie mtDNA zyta nie jest wyjatkiem.

2. SEKWENCJE POL-R W mtDNA Secale cereale L

Informacja genetyczna genomu mitochondrialnego zyta, podobnie jak innych
roélin, zawarta jest w genach rRNA, tRNA i genach biatek enzymatycznych i stru-
kturalnych. Niewiele wiadomo natomiast o genach polimeraz mtDNA. Jak dotad
oczyszczono dwie rézne polimerazy mtDNA z zarodkéw pszenicy i z kultur ko-
mérkowych soi [6], ale nie wiadomo, czy sg one kodowane przez genom mito-
chondrialny.

MtDNA Zzyta zawiera otwartg ramke odczytu - pol-r, ktéra koduje biatko wy-
kazujace istotng homologie z polimerazg DNA-B, kodowang przez liniowy plazmid
S1 z kukurydzy. Do identyfikacji tej sekwencji zastosowano mtDNA zyta odmian
Halo (odmiana ptodna) i Pampa (CMS) przygotowujac biblioteke w wektorze
pUC19 i kosmidzie pYCI. Jako sond uzyto plazmidéw pCIKI (i jego subklonow)
oraz plazmidu SI - tzn. centralny fragment o wielkosci 6,2 kpz, otrzymany z
SI po trawieniu enzymem Pstl, klonowany w wektorze.

Przeprowadzono takze RT-PCR (reverse transcriptase-PCR) amplifikujgc frag-
menty przy pomocy nastepujacych starteréw [6]:
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pol-r I GGAATGGCCCTTTCTCAGGATGG - odpowiadajacy nukleotydom
2,172 - 2,195 z sekwencji pol-r z zyta odmiany Halo

pol-r 2. CCTATATGAGGAGGTTTAGTTCCT - odpowiadajagcy nukleotydom
2,795 - 2,772 z sekwencji pol-r z zyta odmiany Halo

atp9 1. 5 AGAAAAGTGTTTTCTCGACTCG 3

atp9 2: 5 ACATCTGTAACTACATTCTCAC 3

W wyniku hybrydyzacji z sondg pCIKI z Clavicepspurpurea, w obu odmianach
zyta pojawit sie pozytywny sygnat hybrydyzacyjny. Wielko$¢ fragmentu wyka-
zujacego taki sygnat byta r6zna. W odmianie Halo wynosita 9,4 kpz, a w odmianie
Pampa 3,3 kpz. Wskazuje to na wystepowanie zmian strukturalnych w mtDNA
linii CMS Pampa w tym obszarze. Zastosowanie jako sond subklonéw plazmidu
z C. purpurea, homologicznych z mtDNA zyta, pozwolito na zidentyfikowanie
C-koncowej czesci otwartej ramki odczytu (ORF1), domniemanego genu polimerazy
B DNA [6]. Dalsze szczegétowe badania tego fragmentu wymagaty jego klonowania
i przeprowadzenia analizy sekwencyjnej. Okazato sie, ze obie sekwencje ORF majg
identyczny koniec 5’ w obszarze 864 pz, potem homologia juz nie wystepuje i
w rezultacie korice 3’ sg roznej dtugosci; u odmiany Halo wynosza one 948 pz,
a uodmiany Pampa - 1017 pz. Wewnatrz sekwencji ORF wystepujg konserwatywne
domeny typowe dla rodziny B polimeraz DNA. Znajduja sie tam domeny Ha,

b, 11, IV i V. Bezposrednio przed domeng Ha znajduje sie kodon stop, ktory
ogranicza rozmiary ORF, a pierwszy mozliwy kodon ATG jest miedzy domenami
Ila i llb, stad powstajacy polipeptyd zawiera tylko domeny Ilb, HI, IV i V. Od-

powiedni polipeptyd w odmianie Halo sktada sie z 289 aminokwasdw, a w odmianie
Pampa z 312 aminokwaséw.

Z danych doswiadczalnych wynika, ze najwiekszg homologie z sekwencjg po-
limerazy B DNA zytawykazuje ORF3 plazmidu S 1kukurydzy. Obejmuje on odcinek
769 pz irozpoczyna sie w zycie 75 pz w kierunku 5’ od kodonu ATG. Homologia
na poziomie aminokwasowym wynosi 61%. Ro6znice miedzy ORF3 plazmidu Sl
kukurydzy i sekwencjg pol-r zyta ograniczajg sie do trzeciej pozycji kodonu i
do ,,wstawek” w mitochondrialnych sekwencjach zyta, zawierajacych trzy lub wie-
lokrotnos$¢ trzech par zasad i dlatego nie indukujg przesuniecia ramki odczytu.
Homologia mitochondrialnych sekwencji zyta z sekwencjami plazmidu pCIKI z
C. purpurea wynosi 51% i jest ograniczona do obszaru +150 - +44432 pz (od
kodonu ATG). W obszarze pol-r znajduje sie¢ motyw sekwencji homologiczny z
miejscem inicjacji transkrypcji w mtDNA pszenicy i kukurydzy. U kukurydzy wy-
stepuje motyw sekwencji o dtugosci 11 pz, ktéry poprzedza motyw powtérzony
G(A/T)34 i ktdry jest niezbedny do inicjacji transkrypcji u kukurydzy [6]. Obszar
pol-r zyta ma takie sekwencje, wiec moze petni¢ funkcje w inicjacji transkrypciji.

Po zastosowaniu sekwencji pol-r zyta u odmian Halo i Pampa jako sond w
hybrydyzacji nothern, otrzymano ztozony obraz hybrydyzacyjny mtRNA. Przepro-
wadzono RT-PCR ze starterami tgczacymi sie wewnatrz sekwencji pol-r ORF.
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Po amplifikacji otrzymano fragment o dtugosci 625 pz. Kontrola pozytywna byty
startery amplifikujgce fragment 300 pz genu atp9.

W przypadku zastosowania starterow pol-r i mtRNA z obu odmian, ampli-
fikowany zostat fragment o oczekiwanej dtugosci. Otrzymano takze odpowiednie
fragmenty przy uzyciu starteréw atp9, tym samym wykazujac wiarygodno$¢ sto-
sowanej metody. Dane uzyskane z tego doswiadczenia potwierdzajg wystepowanie
transkryptu pol-r w obu cytoplazmach.

Fragmenty PCR klonowano nastepnie w wektorze pUC19 i niektére z nich se-
kwencjonowano. Ujawniono kilka réznic pomiedzy transkryptem, amplifikowanym
cDNA i genomowg kopig pol-r. Polegaly one na zmianach w pojedynczym nu-
kleotydzie i wystepowaty w kazdym analizowanym klonie. Nie wystapity zamiany
C na U (redagowanie transkryptu gendéw mitochondrialnych polega gtéwnie na
zamianie C na U - czasami odwrotnie); zatem réznice pomiedzy klonami przypisano
btedom podczas amplifikacji [6]. Podobnie analizowano fragmenty genu atp9 am-
plifikowane za pomoca PCR i stwierdzono wystepowanie Kilku konserwatywnych
miejsc redagowania w wiekszosci sekwencjonowanym cDNA. Produkt genu pol-r
nie wystepuje w zycie w odpowiednio duzym stezeniu i prawdopodobnie ulega
degradacji podobnie jak transkrypt pol-r w petunii [6]. Z tego wzgledu gen ten
uwazany jest jako ewolucyjnie ,,mtody”, prawdopodobnie wprowadzony do mtDNA
zyta w wyniku rekombinacji z wolnymi plazmidami (pSI i pCIKI). Gen pol-r
wykazuje istotng homologie z sekwencjami nukleotydowymi rodziny B polimeraz
DNA, na poziomie nukleotydowym i aminokwasowym. W rodzinie tej znajduje
sie¢ ludzka a DNA polimeraza i liczne polimerazy wirusowe [6] oraz produkty
niektérych roslinnych i grzybowych plazmidéw linearnych. Najwigkszg homologie
z genem pol-r zyta wykazuje ORF plazmidu pCIKI grzyba takze poza okre$lonymi
domenami. Sadzi sie, ze kodowany przez pol-r polipeptyd moze reprezentowaé
rdzen polimerazy, bez aktywnosci egzonukleolitycznej. Mata wielko$¢ enzymu tez
nie jest czyms niezwyktym, bowiem mate enzymy wystepujg np. u ssakdw, gdzie
polimeraza 3 DNA skiada sie z 334 aminokwasow [6].

W mitochondriach roslin wyzszych znajdujg sie zasadniczo trzy typy gendw;

I - obligatoryjne geny mitochondrialne, kodujace np. biatka taricucha oddecho-
wego,

Il - fakultatywne geny mitochondrialne, zlokalizowane w niektérych roslinach
w jagdrowym DNA (np. niektore geny biatek rybosomalnych i tRNA),

Il - geny mitochondrialne obserwowane tylko w ograniczonej liczbie ro$lin
(np. T-urfl3 w kukurydzy, orfB) [6].

Gen pol-r moze naleze¢ do grupy Il lub Il i dlatego nie jest typowym genem
polimerazy DNA mitochondriéw. Dane przemawiajace za tym, ze pol-rjest mtodym
ewolucyjnie genem sg nastepujace:

1 sekwencje homologiczne z pol-r nie sa obecne we wszystkich roslinnych
mtDNA,
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2) w pol-r procentowy udziat T w trzeciej pozycji kodonu wynosi tylko 31;
odpowiada to genom grupy Il, np. zawarto$¢ T w genie rps!2 z rosliny ginseng
wynosi 30,4% [6], a w genie orfB - 25-27%, natomiast w konserwatywnych genach
mitochondrialnych zawarto$¢ T w trzeciej pozycji kodonu wynosi 37-43%, np.
w genie cob z ryzu zawartos¢ ta wynosi 41,4% [6],

3) brak redagowania transkryptu genu pol-r, co moze wynika¢ z bardzo p6znej
introdukcji genu w mtDNA (podobna sytuacja ma miejsce z genem T-urfl3 i z
jego transkryptem; nalezy on do nielicznych przyktadéw genu, ktérego transkrypt
nie ulegat preredagowaniu).

3. ORGANIZACJA GENOW RYBOSOMALNYCH 18S | 5S
W MITOCHONDRIALNYM GENOMIE ZYTA

Genom mitochondrialny roslin wyzszych jest zréznicowany u réznych gatunkow.
Dowodem na to sg wyniki analiz restrykcyjnych i sporzagdzone mapy restrykcyjne,
ktére ukazuja réznice w strukturze genomoéw mtDNA blisko spokrewnionych ga-
tunkéw, takich jak np. Brassica nigra i Brassica campestris [3, 12] oraz pomiedzy
liniami N i T (CMS) w kukurydzy [3]. Swiadczy to o bardzo znacznym zréznicowaniu
strukturalnym genomu mitochondrialnego. Panuje poglad, ze genom mitochondrialny
kumuluje najmniejszg ilos¢ zmian w sekwencji nukleotydow DNA, gtdéwnie sub-
stytucji, ktére dokonywaty sie w czasie trwania procesu ewolucyjnego [3]. Jednak
do tej pory nie poznano mechanizmu molekularnego lezacego u podstaw tych prze-
mian.

Genom mitochondrialny roslin charakteryzuje sie obecnos$cig sekwencji powté-
rzonych, ktore podlegajg rekombinacji. W celu poznania rozmiaru tego zjawiska
przeprowadzono analize poréwnawczg sekwencji i organizacji genéw rRNA - 18S
i 5S genomdw mitochondrialnych pszenicy i zyta [3].

W mtDNA pszenicy geny rRNA 18S i 5S sg potozone bardzo blisko siebie
[3, 4], wewnatrz powtoérzen sekwencji rekombinujacych. W pszenicy rodzina po-
wtédrzen 18S/5S wystepuje w trzech niezaleznych kopiach [4, 7]. Nalezy podkreslié,
ze takie bliskie usytuowanie genéw rybosomalnych jest charakterystyczne dla roslin
wyzszych. Caly obszar zajmowany przez powtérzenia 18S/5S zostat zsekwencjono-
wany. Okazato sie, ze regiony ograniczajace (flankujace) powt6rzenia sg odmienne
sekwencyjnie. Wstepna analiza sekwencyjna tych powtorzen wykazata, ze u zyta
sg one podobnie utozone jak u pszenicy i takze wystepuja w wielokrotnych kopiach.
Sekwencje flankujgce u zyta sg jednak zmienione w stosunku do sekwencji w
pszenicy.

Szczego6towe badania przeprowadzone na mtDNA zyta odmiany Kodiak i psze-
nicy odmiany Monopol obejmowaty zastosowanie analizy restrykcyjnej z uzyciem
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enzyméw BamHI, EcoRI, Hindlll i Sali. W celu zmapowania miejsc restrykcyjnych
fragmenty DNA klonowano w bakteriofagu X. Do zmapowania miejsc restry-
kcyjnych w klonach X zastosowano metode Kohara i in. [3]. Do identyfikacji genu
18SrRNA z zyta zastosowano jako sonde klon pszeniczny zawarty w plazmidzie
pUC19, ajako sonde heterologiczng uzyto insert 19SrRNA (pBS983). Natomiast
w przypadku genu 5SrRNA jako sonde uzyto klon trn (pNN290) w plazmidzie
pUC 19. Z biblioteki przygotowanej w wektorze pUC19, przy uzyciu enzymu Hindlll
wyizolowano cztery fragmenty restrykcyjne, kazdy zawierajgcy geny kodujace
18SrRNA i 5SrRNA. Fragmenty te identyfikowano na podstawie pozytywnej hy-
brydyzacji zinsertem pBS983. Z biblioteki pUC 19 wyizolowano takze dwa fragmenty
Sali.

Sonda pBS983, specyficzna dla mitochondrialnego genu 18SrRNA pszenicy,
hybrydyzowata w przypadku zyta, podobnie jak w pszenicy, z wiekszg liczbg frag-
mentéw restrykcyjnych. Wskazywato to na wystepowanie genu 18S zyta w kilku
kopiach. lIdentyczny wzo6r hybrydyzacyjny otrzymano po hybrydyzacji z sonda
pNN290. Wyniki te potwierdzity wczesniejsze przypuszczenia o sprzezeniu genéw
18S i 5S w mtDNA zyta.

Na istnienie rodziny powtorzen sekwencji rekombinujacych, ktdéra sktada sie
przynajmniej z dwoch cztonéw zawierajgcych 18S i 5SrRNA, wskazujg ponadto
przygotowane mapy restrykcyjne. Rodzina powt6rzen 18S/5S zyta ma w wiekszosci
takg sama organizacje fizyczng jak rodzina 18S/5S mtDNA pszenicy, tzn. ze geny
18S i 5SrRNA sg otoczone czeSciowo homologicznymi sekwencjami flankujgcymi.
Dwa fragmenty sekwencji sg wysoko homologiczne, ale nie sg identyczne we wszy-
stkich trzech powtorzeniach [3]. Sadzi sig, ze trzy kopie zyta - podobnie jak u
pszenicy - mogg podlega¢ homologicznej rekombinacji, w wyniku ktdrej moze
powstawaé dziewie¢ réznych flankujacych sekwencji. Do tej pory zidentyfikowano
siedem takich sekwencji.

Wielko$¢ wysoce homologicznych sekwencji wsrdd trzech powtérzen jest od-
mienna u zyta i pszenicy. U zyta wynosi ona 11 kpz, a u pszenicy 7 kpz. Wszystkie
powtorzenia 18S/5S sg ulokowane na ,,gtdwnym” chromosomie mitochondrialnym
zyta, podobnie jak i u pszenicy [4, 7].

4. POLIMORFIZM ORGANIZACJI GENOW 18S | 55rRNA
mtDNA ZYTA

Rodzina powt6rzonej jednostki rekombinacyjnej 18S/5S wystepuje w trzech od-
miennych kontekstach genowych w zycie i w pszenicy. Polimorfizm organizacyjny
tej rodziny powtorzen w mtDNA réznych odmian zyta ozimego S. cereale oraz



192 L. SKUZA

w réznych gatunkach Secale: Secale dighoricum, Secale segetale i Secale vavilovii
badano za pomocag RFLP i analizy Southern [5].

Okazato sie, ze w odmianach zyta ozimego wystepujg rézne genomowe prze-
grupowania, powodujace zrdéznicowania w liczbie loci (jedno lub trzy) rrnl8 i
rrn5, ktérym nie towarzyszg zmiany w liczbie kopii tego genu przypadajacych
na jednostke masy mtDNA [5].

Wydaje sie, ze w mtDNA zyta istnieje konieczno$¢ utrzymania ekspresji réznych
genow rybosomalnych (26S, 18Si5S) najednakowym poziomie, co jest realizowane
poprzez wspolng regulacje stopnia transkrypcji tych gendéw. Nastgpito tu zniwe-
lowanie zrdznicowania przez wzrost liczby kopii tych genow na jednostke masy
mtDNA. Do tej pory nie wiadomo, jakie mechanizmy sg za to odpowiedzialne.

Istniejgce dane literaturowe [2, 7, 10, 12] wskazujg na wystepowanie struktur
subgenomowych w populacji czasteczek mtDNA u ro$lin, grzybdéw, alg i Protista.
Zgodnie z tym, w mtDNA roslin moga wystepowaé modulacje kopii w jednym
obszarze mtDNA bez réwnoczesnego powodowania zmian w innych obszarach
genomu. Wskazuje to na waznos$¢ czasteczek subgenomowych w determinacji ca-
tosciowej struktury i sktadu populacji molekularnych mtDNA.

W wyniku analizy Southern mtDNA roznych gatunkéw zyta stwierdzono, ze
Secale montanum jest najprawdopodobniej gatunkiem wyjsciowym dla S. cereale
[5]. Gatunki S. segetale, S. dighoricum i S. vavilovii wykazywaly natomiast obraz
hybrydyzacyjny typowy dla odmiany Kodiak (S. cereale L.). Na tej podstawie
wywnioskowano, ze organizacja powtorzen 18S/5S jest archaiczna i podobnie jak
u pszenicy ma monofiletyczne pochodzenie wsrdd rodziny traw [5].

5. ANALIZA POROWNAWCZA RODZINY
REKOMBINUJACYCH SEKWENCJI POWTORZONYCH
W GENOMACH MITOCHONDRIALNYCH PSZENICY

(Triticum aestivum L.) | ZYTA (Secale cereale L.)

W genomach mitochondrialnych pszenicy i zyta znajduje sie rodzina sekwencji
powtorzonych, skladajgca sie z trzech jednostek powt6rzonych, zwanych tez ,,kon-
serwatywnymi jednostkami sekwencyjnymi” (ang. CSU - conserved sequence unit)
[4, 7]. U obu tych gatunkéw jednostka powt6rzona sktada sie z nastepujacych
sekwencji kodujacych: 18SrRNA, 5SrRNA (geny rrn!8 irm5) i tRNA fMet (trnfM),
ORF (ang. open reading frame - otwarta ramka odczytu) i trzy elementy t
Elementy t to sekwencje nukleotydowe homologiczne z sekwencjami kodujagcymi
tRNA [4]. Oprocz tych sekwencji w sktad tej jednostki wchodzi cze$¢ pseudogenu
(DatpAc - sekwencji, ktéra jest homologiczna z chloroplastowym genem atpA ko-
dujacym podjednostke aF | ATPazy. Wystepowanie genow kodujacych podjednostke
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niebtonowej czesci ATPazy, tzw. a FI oraz 5S rRNA jest cechg charakterystyczng
mitochondriéw roslinnych [10, 13]. Jednostka powtdérzona pszenicy obejmuje 4429
pz.

Sekwencje nukleotydéw w jednostkach powtdrzonych mtDNA pszenicy i zyta
badano przy zastosowaniu reakcji PCR z udzialem nastepujacych starterow:

1)5’-CCCTGCAGAGCGGGGTAGAGGAATTGGTC-3’

2) 5’-CCTCTAGACCGTTCGCCACTTTGTTCTCA-3’

3) 5°-CCCTGCAGAGCGAAACCCTCGTTTTGTGTTGC-3

4) 5’-CCTCTAGATCACTGGCAGTCCCTCGTGAGTGC-3’

Przeprowadzono réwniez analize restrykcyjng mtDNA pszenicy odmiany Capitole
i zyta odmiany Kodiak przy uzyciu zestawu nastepujacych enzymadw restrykcyjnych:
Sali, Hindlll i BamHI. Wszystkie te badania prowadzity do ustalenia, ze w genomie
mitochondrialnym pszenicy i zyta, w odroznieniu od kukurydzy, w powtdrzeniach
18S/5S iest zawarty gen trnfM. Gen trnfM koduje mitochondrialny inicjatorowy
tRNA et i lezy w bliskim sasiedztwie genu rrnl8. Wykazano, ze geny trnfM,
rrnl8 irrn5 wpszenicy i w zycie tworzg wspdélngjednostke transkrypcyjna, dziatajaca
w formie operonu, z sekwencjg promotorowa lezagcg wewnatrz CSU [4]. Trzy ele-
menty t, tl, t2 i t3, ulokowane sg w pszenicy odpowiednio w pozycjach 99-159pz,
438-541pz i 1313-1415pz, przylegajac do sekwencji 3’ genu rrn5. Produkty ele-
mentoéw-t maja strukture Il-rzedowa podobnado prawidtowych czasteczek jadrowego
tRNA [4], jednakze tRNA kodowane przez elementy t sg tak zmienione, ze nie
uczestniczg w procesie translacji. Prawdopodobnie peinig one inne funkcje w mi-
tochondrialnym genomie pszenicy i moga by¢ sygnatem dla zakonczenia procesu
transkrypcji i obrébki potranskrypcyjnej [4].

Przy prawym koncu jednostki CSU u pszenicy, 1578pz od genu rrn5, znajduje
sie sekwencja () atpAc, homologiczna z chloroplastowym genem atpA kodujacym
podjednostke a-chloroplastowej FI ATPazy. Potozenie sekwencji jest takie, ze
obszar 3’ pszenicznego CSU zlokalizowany jest wewnatrz pseudogenu () atpAc.
Mitochondrialna jednostka CSU zyta jest okoto 35% krotsza od pszenicznej i liczy
2855 pz, ale zawiera te same sekwencje genow oraz inne elementy sekwencyjne
jak u pszenicy z tym, ze dwa z trzech elementéw t i fragment pseudogenu @
atpAc sg obecne tylko wjednej z trzech sekwencji flankujacych powtdérzenia 18S/5S,
przy prawej granicy CSU. Ciekawe, ze w zycie fragment DNA zawierajacy elementy
t2, t3 i gen < atpAc, znajdujacy sie przy koncu 3’ genu rrn5, wystepuje tylko
w jednym z trzech kontekstow flankujacych - w VI flance wg Coultharta i in.
[4]. Wynika z tego, ze jezeli wszystkie trzy powt6rzenia sg aktywne transkrypcyjnie,
a elementy-t w tym uczestniczg, to pojedynczy element tI musi by¢é kompetentny
do petnienia swoistej funkcji w mtDNA 2zyta.

Wyniki uzyskane z przeprowadzonej analizy poréwnawczej pozwalajg przypu-
szcza¢, ze:
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bliskie sprzezenie trnfM i rrnl8 (rozdziela je tylko jedna para zasad) jest
ograniczone do szlaku ewolucyjnego pszenicy i zyta,

- para trnfM-rml8 pojawita sie wskutek pojedynczej mutacji, polegajacej na
wstawieniu bloku sekwencji z trnfM bezposrednio do rrnl8,
obecno$¢ domniemanego promotora polimerazy B DNA w sasiedztwie genu
rrnl8 we wszystkich powtorzeniach u pszenicy i zyta wskazuje, ze trzy kopie
powtdrzen podlegajg transkrypcji [4].

6. CHARAKTERYSTYKA MITOCHONDRIALNEGO DNA
W LINIACH CYTOPLAZMATYCZNO-
-MESKOSTERYLNYCH (CMS) ZYTA

Przeprowadzenie molekularnej charakterystyki mtDNA zyta uprawnego pozwolito
poréwna¢ mitochondrialne geny linii ptodnych zyta z genami mitochondrialnymi
linii CMS [16, 17].

W jednym z do$wiadczen poréwnywano mtDNA homozygotycznej wsobnej linii
L201-N z jej wersja CMS-P (typu Pampa) oraz z ptodng odmiang zyta Halo [17].
Linia L201-N pochodzi z odmiany Petkus, a jej wersja CMS powstata przez wpro-
wadzenie cytoplazmy sterylnej typu P - Pampa. Poréwnywano ze sobg obrazy
restrykcyjne, powstate w wyniku dziatania trzech enzyméw restrykcyjnych: BamHI,
Sali i Xbal na mitochondrialny genom badanych form. Obrazy restrykcyjne obu
normalych form - linii L201-N i odmiany Halo, byly nierozréznialne. Wynika
z tego, ze proces hodowlany nie wywotat zmian roznicujgcych mtDNA tych odmian.
W celu doktadniejszego zbadania zmian w linii CMS L201-P przeprowadzono hy-
brydyzacje ze sklonowanym fragmentem plazmidu SI z kukurydzy jako sonda.
Plazmid ten jest zwigzany z typem CMS-S u kukurydzy [16, 17] i wystepuje w
formie wolnej lub zwiazanej z nicia ,,ciezka” mtDNA. We wszystkich badanych
preparatach mtDNA pojawit sie sygnat hybrydyzacyjny. W preparatach mtDNA
z zyta Halo i z linii L201-N z sondg hybrydyzowaty fragmenty jednakowej dtugosci,
a w preparacie L201-P - fragmenty o roznej dtugosci, co wskazuje, ze sekwencje
homologiczne z plazmidem SI znajdowaty sie w zmienionej czeSci mtDNA cy-
toplazmy P. Potwierdza to fakt, ze wystgpienie zmian w organizacji genomu mito-
chondrialnego jest jednym z czynnikdw warunkujgcych powstanie sterylnej
cytoplazmy.

Linie o sterylnej cytoplazmie sg wykorzystywane w produkcji odmian mieszan-
cowych - nasiennych. W innym doswiadczeniu przeprowadzono analize restrykcyjna
linii N (ptodna) i P (CMS) odmiany Pampa oraz linii C (ptodna) i G (CMS) odmiany
Giilzow (odkryty w 1985 r. [1, 14]) w celu stwierdzenia, czy typ G sterylnej cy-
toplazmy jest odmienny od typu P. Jako wzorzec postuzyta odmiana ptodna Pluto
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[17]. Analize restrykcyjng wykonano przy uzyciu czterech enzymdw: EcoRl, Sali,
BamHI i Hindlll. Linie ptodne zyta miaty inny obraz restrykcyjny niz linie cyto-
plazmatyczno-genetycznie meskonieptodne. Stwierdzono takze podobienstwo mtD-
NA typu G (linii sterylnej) do mtDNA ptodnej odmiany Pluto. Wskazuje to na
bliskie pokrewienstwo tych dwdch cytoplazm. Natomiast mitochondrialny genom
typu P-CMS (Pampa), wydaje sie by¢ bardziej podobny do mtDNA z jego wsobnej
wersji N niz do linii cms - G (Glilzow). W celu zbadania reorganizacji sekwencji
nukleotydowych w mtDNA linii P i G przeprowadzono hybrydyzacje z udziatem
nastepujacych klonéw - sond:

pS 1—klon obejmujacy wewnetrzny fragment po dziataniu Pstl wielkosci 6,2
kpz plazmidu S1z Zea mays,

coxll - 2,4 kpz fragment z 1l podjednostki oksydazy cytochromowej ¢ z Zea
diploerennis,

coxlll-1,1 kpz subklonowany fragment po dziataniu EcoRI1/Pstl podjednostki
111 oksydazy cytochromowej,

cob - 15 kpz subklonowany fragment EcoR1 z Oenothera berteriana.

Do analizy Southern uzyto sondy ztozonej z klonowanych genéw mitochon-
drialnych coxl, coxlll i cob, ktére hybrydyzowaty bardzo podobnie z restrykcyjnymi
fragmentami mtDNA cytoplazmy G i Pluto. Dopiero hybrydyzacja z udziatem sondy
S| ujawnita réznice pomiedzy mtDNA tych linii. Natomiast cytoplazmy G i P
wykazywaty odmienny obraz hybrydyzacyjny zar6wno przy uzyciu sondy ztozonej,
jak i pSI z plazmidu SI kukurydzy. Plazmid ten zawiera otwartag ramke odczytu
(ORF), kodujaca biatko homologiczne z licznymi polimerazami fagéw i mitochon-
dribw drozdzy [16]. Homologia sekwencji obserwowana w mtDNA zyta wynika
z obecnosci tej samej otwartej ramki odczytu. Nie wiadomo jednakze, czy sekwencja
ta koduje funkcjonalng polimeraze DNA w mitochondriach zyta.

W wyniku tych doswiadczen stwierdzono, ze nowa cytoplazma G - sterylna
jest odmienna od sterylnej cytoplazmy P.

Podziekowanie

Pragne ztozy¢ serdeczne podziekowanie Pani Profesor zw. dr hab. Halinie Au-
gustyniak za wprowadzenie w tajniki pracy z mitochondrialnym DNA roslin oraz
za olbrzymig pomoc podczas moich pierwszych doswiadczen z mtDNA zyta, a
takze Pani Profesor zw. dr hab. Stanistawie Rogalskiej za pomoc przy pisaniu
niniejszej pracy.

LITERATURA

[1] ADOLF K, WINKEL A. A new source of spontaneous sterility in winter rye. Preliminary results.
In: Proc Eucarpia Meeting Cereal Section Rye. Svalov, Sweden 1985; 293-307.



196 L. SKUZA

[2] AUGUSTYNIAK H. Specyfika genomdw organellowych. Nowe tendencje w biologii mole-
kularnej i inzynierii genetycznej oraz medycynie. Sorus, Poznan 1996.

[3] COUTHART MB, HUH GS, GRAY MW. Physical organization of the 18S and 5S ribosomal
RNA genes in the mitochondrial genome of rye (Secale cereale L.). Curr Genet 1990; 17:
339-346.

[4] COULTHART MB, SPENCER DF, GRAY M. Comparative analysis of a recombining-re-
peat-sequence family in the mitochondrial genomes of wheat (Triticum aestivum L.) and rye
(Secale cereale L.). Curr Genet 1993; 23: 255-264.

[5] COULTHART MB, SPENCER DF, HUH GS, GRAY MW. Polymorphism for ribosomal
RNA gene arrangement in the mitochondrial genome of fall rye (Secale cereale L.). Curr Genet
1994;26: 269-275

[6] DOHMEN G, TUDZYNSKI P. A DNA-polymerase-related reading frame (pol-r) in the
mtDNA of Secale cereale. Curr Genet 1994; 25: 59-65.

[7] FALCONET D, LEJEUNE B, QUETIER F, GRAY MW. Evidence for homologous recom-
bination between repeated sequences containing 18S and 5S ribosomal RNA genes in wheat
mitochondrial DNA. EMBO 1984; 3: 297-302.

[8] GEIGER HH. Hybrid breeding. Proc. Eucarpia Meeting of the Serial Section on Rye. June
11-13 1985, Swalof.

[9] GEIGER HH, SCHNELL FW. Cytoplasmic male sterility in rye (Secale cereale L.). Crop Sei
1970; 10: 590-593.

[10] GORACZNIAK R, AUGUSTYNIAK H. Male czasteczki DNA wystepujace w mitochon-
driach roslin wyzszych. Post Biol Kom 1988; 15: 347-366.

[11] GRIERSON D, COVEY SN. Plant Molecular Biology (Tertiary Level Biology Series).
Paperback 2ndedition. 1998; 73-98.

[12] JANSKA H, WOLOSZYNSKA M. The dynamic nature of plant mitochondrial genome
organization. Acta Biochim Pol 1997; 4: 239-250.

[13] KRUSZEWSKA A, BOGUTA M. Struktura i funkcja mitochondrialnych genoméw. Post Biol
Korn 1988; 15: 327-346.

[14] MELTZ G, ADOLF K. Genetic analysis of rye (Secale cereale L.). Genetics of male sterility
of the G-type. Theor Appl Genet 1991; 82: 761-764.

[15] QUETIER F, LEJEUNE S, DELORME D, FALCONET D, JUBIER MF. Molecular form and
funcion of the wheat mitochondrial genome. Molecular Form and Function of the Plant
Genome. Plenum Press 1985; 83: 413—420.

[16] STEINBORN R, SCHWABE W, WEIHE A, ADOLF K, MELTZ G, BORNRR T. A new type
of cytoplasmic male sterility in rye (Secale cereale L.): analysis of mitochondrial DNA. Theor
Appl Genet 1993; 85: 822-824.

[17] TUDZYNSKI P, ROGMANN P, GEIGER HH. Molecular analysis of mitochondrial DNA
from rye (Secale cereale L.). Theor Appl Genet 1986; 72: 695-699.

Redaktor prowadzacy - Maria Olszewska

Otrzymano: 19.07. 1999 r.
Przyjeto: 13.12.1999 r.
Adres autora: ul. Lukasiniskiego 43, 71-215 Szczecin



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 27, 2000 NR 2 (197-212)

KOMORKI ROZRUSZNIKOWE W PRZEWODZIE
POKARMOWYM - ZALEZNOSCI STRUKTURY
I FUNKCJI

THE PACEMAKING CELLS IN THE GASTROINTESTINAL
TRACT - STRUCTURE - FUNCTION RELATIONSHIPS

Krzysztof ROMANSKI, Ludmita BORODULIN-NADZIEJA, Maciej ZABEL

Katedra Fizjologii Zwierzat, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Akademia Rolnicza, Katedra i Zaktad Fizjologii oraz Katedra i Zaktad Histologii
i Embriologii Akademii Medycznej, we Wroctawiu

Streszczenie: Powolne czynnos$ciowe potencjaty elektryczne zwane falami wolnymi sg generowane przez
wyspecjalizowane komérki rozrusznikowe obecne w $cianie przewodu pokarmowego. Zjawisko to
stanowi tzw. miogenng regulacje motoryki, a wspomniane komorki sg identyfikowane jako komorki
$§rodmigzszowe Cajala. Jednakze funkcje rozrusznikowa przypisuje sie jedynie komérkom typu i 1V,
podczas gdy komorkom typu Il i 11, a takze typu IV przypisuje sie role w przekazywaniu sygnatow
elektrycznych z neuronéw splotéw s$rodsciennych do komorek miesniéwki gtadkiej. Podobienstwo
srodmigzszowych komoérek Cajala do innych komérek, zwtaszcza do neuronéw, fibroblastow czy
miocytow, stwarza trudno$ci w ich precyzyjnym rozpoznawaniu.

(Postapy Biologii Komorki 2000; 27: 197-212)

Stowa kluczowe: komdrki srédmigzszowe Cajala, przewdd pokarmowy, rozrusznik, fale wolne

Summary-. Electrical slow action potentials named slow waves are generated by the specialized pacema-
king cells present within the gastrointestinal wall. This phenomenon is the basis for the so-called miogenic
control of motor activity and the aforementioned cells are identified as the interstitial cells of Cajal.
However, the pacemaking function is ascribed solely to the cells of type I and 1V, while the cells of types
11, 11 and also of type IV are believed to conduct the electrical signals from the intramural ganglionic
neurons to the smooth muscle cells. The similarity of the interstitial cells of Cajal to other cells, especially
to the neurons, fibroblasts or myocytes accomplishes their precise identification.

(Advances of Cell Biology 2000; 27: 197-212)

Key words', interstitial cells of Cajal, gastrointestinal tract, pacemaker, slow waves



198 K. ROMANSKI, L. BORODULIN-NADZIEJA, M. ZABEL

1. MIOGENNA REGULACJA MOTORYKI
PRZEWODU POKARMOWEGO

Motoryka przewodu pokarmowego to jedna z najwazniejszych i zarazem naj-
bardziej ztozonych jego czynnosci. Jej regulacja obejmuje 3 grupy mechanizmow:
miogenne, nerwowe i humoralne.

Miogenna regulacja motoryki przewodu pokarmowego to taki rodzaj regulacji,
ktory wywodzi sie bezposrednio z migsnidwki gtadkiej Sciany przewodu pokar-
mowego. Regulacja ta funkcjonuje zasadniczo w oddzieleniu od mechanizmoéw
nerwowo-humoralnych [4]. Jest ona uwazana za regulacje najbardziej podstawowsg,
awiec taka, od ktorej zalezy bezposrednio pojawienie sie aktywnosci mioelektrycznej
i ruchowej. Aktywnos¢ mioelektryczna pojawia sie w poczatkowym etapie i po-
przedza o drobne utamki sekund wystepowanie aktywnosci mechanicznej, czyli
skurczéw. Aktywnos¢ elektryczna jest efektem transmembranowych przesunieé jo-
nowych. W warunkach spoczynkowych btona komérki miesnia gtadkiego jest spo-
laryzowana, a przemieszczanie sie jonow zarowno do komoérki, jak i na zewnatrz
jest niewielkie. Przemieszczanie to nie jest swobodne, gdyz po obu stronach btony
wystepuje istotny gradient stezen, zwiaszcza jondéw sodowych, potasowych i chlor-
kowych. Jest on utrzymywany w sposob aktywny, a wiec z naktadem energii, a
réznica potencjatow elektrycznych mierzona po obu stronach btony wynosi okoto
-70 mV. Warto$¢ ta nie jest stata i ulega okresowym zmianom, powtarzajgcym
sie, w zaleznosci od rejonu przewodu pokarmowego i gatunku zwierzecia, co
3-20 s. W chwili gdy nastepuje pobudzenie i lokalna depolaryzacja, réznica po-
tencjatow gwattownie maleje stajac sie blizsza zeru. Zmiany réznicy potencjatéw
elektrycznych zwigzanych z depolaryzacja trwajg okoto 0,05 s. Widaé zatem, ze
opisywane zmiany mogg by¢ powolne i szybkie.

Powolne zmiany réznicy potencjatéw nazwane zostaty falami wolnymi. Amplituda
wychylen w obrebie tych zmian nie jest bardzo duza, totez zwykle nie osigga
progowej wartosci okoto -35 mV czyli takiej, powyzej ktorej wystepuje juz skurcz
[56]. Ponadto czas tych wychylen jest stosunkowo dtugi, tak aby w okresie tzw.
ptaskiej czesci fali wolnej zdazyta wystgpi¢ seria krotkotrwatych wychylerh po-
wodujacych skurcz, zwanych potencjatami iglicowymi. Zatem rolg fal wolnych
jest w zasadzie utatwienie wystepowania skurczéw i ,,dbanie” o to, aby miedzy
nimi wystepowata przerwa, chocby na odpoczynek. Od wystepowania fal wolnych
zalezy tzw. organizacja motoryki przewodu pokarmowego, czyli aktywno$¢ mioe-
lektryczna i ruchowa poszczegélnych odcinkéw przewodu pokarmowego, a co za
tym idzie, ich wiasciwosci ruchowe, atakze determinowanie poszczegdlnych wzoréw
motorycznych. Ponadto fale wolne dzigki utatwieniu generowania grup potencjatéw
iglicowych i skurczéw roéwnocze$nie lokalizujg je w czasie i przez to znacznie
zwiekszajg precyzje ich wystepowania, a takze utatwiajg kontrole aktywnosci mioe-
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lektrycznej i ruchowej przez inne mechanizmy. Z tych powodéw od wielu lat wkia-
dano ogromny wysitek w badania regulacji miogennej motoryki przewodu pokar-
mowego, a w szczegdlnosci w badania nad mechanizmami generujgcymi fale wolne,
ktére pojawiaja sie z bardzo precyzyjng rytmicznoscia.

2. KOMORKI SRODMIAZSZOWE CAJALA
A GENEROWANIE POTENCJALOW ELEKTRYCZNYCH

Juz w koncu zesztego stulecia Hiszpan Ramdn y Cajal [7] opisat oddzielny
rodzaj komorek jako prymitywne neurony obecne w unerwionych autonomicznie
narzadach, takich jak np. jelito. Komorki te zostaty uznane za odrebne od komoérek
zwojéw nerwowych $ciany przewodu pokarmowego i nazwane komoérkami $rod-
migzszowymi Cajala. Wspomniany autor w dalszych badaniach [6] opisat istnienie
komoérek $rédmigzszowych w jelicie cienkim na dwoch poziomach: pomiedzy war-
stwg miesni gtadkich podtuznych i poprzecznych, zwigzanych ze §rodmigzszowym
splotem Auerbacha oraz gtebszg warstwg mie$niowa, zwigzang z tzw. giebokim
splotem miesniowym, znajdujacym sie w obrebie miesniowki okreznej. Cajal iden-
tyfikowat komorki srodmigzszowe jako majace jadro z niewielka iloscig cytoplazmy
oraz 2-5 wypustek nadajgcych komorce ksztatt wrzecionowaty lub gwiazdzisty.
Sugerowat on, ze z uwagi na ich potozenie komorki $rédmigzszowe posredniczg
w przekazywaniu pobudzerh pomiedzy nerwami a btong miesniowg przyczyniajgc
sie do modyfikowania jej skurczéw. Cajal uwazat komorki Srodmigzszowe za neu-
rony, co stanowito wéwczas poglad powszechny. Wkrétce potem Keith [28] badajac
strukture splotu Auerbacha wyrazit przypuszczenie, izw obrebie komorek tworzacych
sie¢, zwanych m.in. komdérkami posrednimi, znajduje sie rozrusznik jelitowy oraz
ze wspomniane komorki stanowia niezr6znicowane komorki miesnia gtadkiego kon-
taktujgce sie wypustkami zaréwno z komérkami miesniowymi, jak tez z komérkami
zwojowymi. Szereg lat pdzniej Feyrter [18] zauwazyt, ze komorki znajdujace sie
miedzy zakonczeniami nerwowymi a komorkami miesni gtadkich jelita sg odpo-
wiedzialne za przekazywanie pobudzen i zidentyfikowat dwa typy takich komérek
posredniczacych, z ktoérych typ | stanowig niewatpliwie komérki srédmigzszowe
Cajala. Nie zaliczat on komorek tych do elementéw nerwowych. Obecnie uwaza
sie, iz stanowig one szczegdblny rodzaj komoérek srddmigzszowych wystepujacych
w obrebie miesniowki jelitowej [59]. Juz dawno uwazano, ze komérki srodmigzszowe
Cajala partycypujg w rytmicznosci skurczéw jelita [63]. Jednakze nie znano wowczas
fizjologicznych podstaw rytmiczno$ci skurczéw. Dopiero p6zniej wykryto, ze ryt-
micznos$¢ skurczéw pochodzi zrozrusznika generujagcego w sposob okresowy sygnaty
elektryczne zwane falami wolnymi. Totez dalsze badania wzbudzity przypuszczenia,
ze komorki Srodmigzszowe Cajala moga partycypowaé w generowaniu fal wolnych
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[15,54]. Hipoteza ta powstata w wyniku obserwacji, ze fale wolne wydaja sie po-
wstawaé w tych subwarstwach $ciany jelita, w ktorych koncentracja komorek Cajala
jest najwieksza [2,16,55,62]. Stwierdzono, ze np. w okreznicy psa rozrusznik ge-
nerujacy fale wolne znajduje sie w okolicy pod$luzéwkowej warstwy okreznej miesni
gtadkich, ajesli ten rejon jest usuniety, to fale wolne w obrebie miesniéwki okreznej
znikajg. Drobne fragmenty wspomnianego rejonu, o ile zawierajg komérki $rod-
migzszowe Cajala, sg zdolne do generowania fal wolnych [51]. W innych badaniach
stwierdzono zgodno$¢ wystepowania komdrek srédmigzszowych Cajala w tych od-
cinkach przewodu pokarmowego, ktdre stale generuja fale wolne. Dotyczy to catego
jelita cienkiego [22] i dlatego najwiecej danych odnosnie tych komérek pochodzi
z badan wspomnianego rejonu przewodu pokarmowego. Zotadek natomiast generuje
fale wolne jedynie w obrebie swej dalszej czesci, a badania dotyczgce dystrybuciji
komorek srodmigzszowych Cajala w zotgdku [9] potwierdzity, ze w obrebie dna
zotadka, w ktérym fale wolne nie wystepuja, rozmieszczenie komérek Cajala jest
rzadkie. Podobna sytuacjajest wjelicie grubym. Najwazniejsze fale wolne wystepuja
w Srodkowym rejonie okreznicy, gdzie znaleziono najwieksze nagromadzenie ko-
morek srodmigzszowych Cajala [9]. Jednakze podobna zalezno$¢ nie zawsze wy-
stepuje. Komarki srédmigzszowe Cajala wystepuja licznie w okreznej warstwie
miesniowki gtadkiej przetyku oposa, mimo iz nie zarejestrowano tam fal wolnych
[10,13]. Stwierdzono ponadto, iz selektywny wychwyt biekitu metylowego przez
komérki srodmigzszowe Cajala hamuje fale wolne [38,61]. Podobnie rodamina 123,
wykazujgca tendencje do gromadzenia sie w mitochondriach, uszkadza komorki
Srodmigzszowe Cajala i hamuje wystepowanie fal wolnych [67].

W miare przybywania dowodéw eksperymentalnych ugruntowuje sie opinia, ze
komaérki srédmiazszowe Cajala sg niezbedne dla generowania fal wolnych w obrebie
przewodu pokarmowego [60]. Bezposrednich dowoddw w tej kwestii dostarczyli
Barajas-Lopez i wsp.[I] oraz Langton i wsp. [36] wykrywajgc spontaniczng, ryt-
micznie generowana, elektryczng aktywnos$é, pochodzacg bezposrednio z komoérek
§r6dmigzszowych Cajala, co zostato ostatnio potwierdzone przez Thomsena i wsp.
[58] oraz Koha i wsp. [34] na izolowanych komdrkach. W badaniach z uzyciem
izolowanych komérek Srodmigzszowych Cajala [37] stwierdzono tez m.in. wyste-
powanie wapniowego pradu o niskim progu aktywacji, indukowanego w czasie
utrzymywania sie transmembranowego potencjatu ujemnego. Odpowiadajacy mu
rodzaj kanatu jonowego wystepuje takze w innych tkankach wykazujacych rytmiczng
aktywnos$¢, jak np. serce, a Srodki blokujgce ten kanat jonowy blokujg takze wy-
stepowanie fal wolnych w nieuszkodzonej miesnidéwce.

3. ROZWOJ KOMOREK SRODMIAZSZOWYCH CAJALA

Rozwoj komdrek Srodmigzszowych Cajala byt takze wnikliwie badany. Stwier-
dzono, iz rozw0j aktywnosci u myszy przebiega w zasadzie réwnolegle z rozwojem
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komoérek $r6dmigzszowych Cajala [70]. Calkowity rozwdj komérek $rodmigzszo-
wych Cajala przypada na koniec okresu ptodowego, podczas gdy elektryczna aktyw-
nos¢ zotadka ijelita czczego przypominata te u osobnikow dojrzatych w pierwszym
tygodniu po urodzeniu. Najnowsze techniki badawcze pozwalajg eksperymentalnie
sterowac¢ rozwojem S$rédmigzszowych komorek Cajala. Komorki te majg bowiem
w swoim genomie protoonkogen, c-kit [65] uczestniczacy w réznicowaniu, migracji
i dojrzewaniu niektdrych komdrek. Odkrycie to ma znaczenie zarwno poznawcze,
jak i kliniczne. Podanie zwierzetom doswiadczalnym przeciwciat majgcych zdolnos¢
wigzania sie z biatkiem c-kit niezwtocznie po urodzeniu hamuje bowiem powstawanie
niektérych typéw S$rédmiazszowych komérek Cajala i powoduje u tych zwierzat
stan obnizonej aktywnos$ci motorycznej przewodu pokarmowego potgczony z utratg
zdolnos$ci generowania rytmicznej aktywnosci mioelektrycznej w jelicie cienkim.
Wiadomo réwniez, ze pewne niekontrolowane mutacje genu c-kit powodujg defekty
w niektdérych systemach komorek srodmigzszowych Cajala. Przyktadowo komorki
sr6dmigzszowe Cajala typu MY, uwazane za typowe komorki rozrusznikowe, nie
rozwijajg sie w jelicie cienkim tzw. mutantow W, ktorych przewod pokarmowy
pozbawiony jest fal wolnych [24,69]. Ostatnio stwierdzono wystepowanie immu-
noreaktywnosci charakterystycznej dla komorek srédmigzszowych Cajala w guzach
zrebowych przewodu pokarmowego i zaproponowano nowg nazwe dla tych guzow
gastroinestinal pacemaker celi tumor, czyli guz komérek rozrusznikowych przewodu
pokarmowego [30]. lzozaki i wsp. [26] stwierdzili brak komorek wykazujgcych
pozytywng reakcje na c-kit u pacjentéw z miopatyczng postacig przewlektej idio-
patycznej pseudoobstrukcji, aNakama i wsp. [4] stwierdzili w tej sytuacji zaburzenia
motoryki odzwiernika u myszy. Wyniki te wskazujg dodatkowo na role $rodmigz-
szowych komérek Cajala w kontroli motoryki zotgdkowo-jelitowej. Kwestie zaburzen
motoryki przewodu pokarmowego w odniesieniu do komoérek $rédmigzszowych
Cajala opisat nieco szerzej Huizinga i wsp. [23]. Proponowano takze [25], aby
wspomniane komorki stanowity przedmiot zainteresowania farmakologéw poszu-
kujacych sposobéw farmakologicznej interwencji w zaburzeniach motoryki prze-
wodu pokarmowego.

4. TYPY KOMOREK SRODMIAZSZOWYCH CAJALA

W badaniach prowadzonych w ostatnim dwudziestoleciu stwierdzono, ze komorki
$§rodmigzszowe Cajala roznig sie znacznie swym wygladem i morfologicznie wy-
odrebniono rozne ich typy. Funkcje poszczeg6lnych typéw komérek srédmigzszo-
wych Cajala mogaby¢ takze odmienne. Thuneberg [60] wyrdznit cztery typy komérek
Cajala. Typ I, wystepujacy w obrebie splotu Auerbacha, a wiec nazwany typem
AP od Auerbach plexus (7) lub typem MY od okre$lenia myenteric [8]. Sie¢ komérek
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wspomnianego typu znajduje sie pomiedzy podiuzng a okrezng warstwg miesni
gtadkich Zofadka, jelita cienkiego oraz okreznicy u cztowieka i zwierzat. Uwaza
sie, ze generujg fale wolne, przynajmniej w zotagdku i w jelicie cienkim. Maja
pierwotne i wtérne wypustki tworzace splot, ktory jest zlokalizowany miedzy dwoma
warstwami komdrek miesni gtadkich i ma potgczenia ze splotem Auerbacha. Wy-
pustki te sa bardzo dtugie i rozgatezione, i rozpoczynajg sie od skapej cytoplazmy
okotojgdrowej. taczg sie one z innymi wypustkami komédrek typu AP. Opisywane
komarki majgjadra owalne ijasne. W porownaniu z typowymi fibroblastami, aparat
Golgiego jest mniej wyrazny, a cysterny siateczki $srédplazmatycznej szorstkiej sa
nieliczne i rozproszone. Dostrzega sie obfitoS¢ mitochondriow. Ponadto nie za-
uwazono w nich posrednich struktur tgczacych je z mioblastami, a takze podziatow
miotycznych.

Typ Il zwany tez typem SS od subserosal lub prawdopodobnie takze typem
IM [50] z uwagi na to, ze wystepuje w rejonie podsurowiczOwkowym przetyku,
zotadka ijelit. Komérki tego typu sg Scisle zwigzane z zakoficzeniami nerwowymi,
a takze sg potagczone z komérkami warstwy podtuznej miesni gtadkich przy pomocy
krétkich, grubych wypustek. Wykazujg pola bliskiego kontaktu z tzw. komérkami
MCL (macrophage-like cells), obecnymi takze w tym rejonie. Komérki MCL to
nie poznany jeszcze dobrze rodzaj komorek, mogacy petni¢ zaréwno lokalng role
regulacyjng (czyli takze stanowi¢ jeden z podtypow komérek Srodmigzszowych
Cajala), jak tez i role w procesach obronnych i odpornosciowych. Komorki $rod-
migzszowe Cajala typu Il majg cechy fibroblastow [59]. Cechuje je dobrze roz-
budowany aparat Golgiego i siateczka S$rédplazmatyczna szorstka, ktéra bywa
niekiedy poszerzona. Maja bliski kontakt z wtoknami kolagenowymi.

Typ Il oznaczony tez skrétem DMP od deep muscular plexus, zlokalizowany
zostat w obrebie tzw. gtebokiego splotu srédmiesniowego zwanego tez plexus mu-
scularis profundus (PMP). Komérki te znajdujg sie gtéwnie w jelicie cienkim i
sgewidentnie potgczone z neuronami. Uwaza sie, iz po$redniczg one w przekazywaniu
impulséw z neuronow jelitowego uktadu nerwowego do miesniowki gtadkiej jelita.
Majg one zaréwno cechy komoérek Schwanna, jak tez komoérek miesni gtadkich
[15]. Od komérek Schwanna odréznia je m.in. stosunek do aksonéw. Natomiast
od komdrek miesniowych odrdznia je brak uporzadkowanego uktadu filamentow,
wiaczajac w to wyrazny brak grubych, miozynopodobnych filamentow i ciatek
gestych [49]. Wiele podobnych cech wykazujg komérki AP, ale tu jest lepiej wy-
ksztatcona btona podstawna, jak réwniez aparat Golgiego oraz siateczka $rddpla-
zmatyczna gtadka, podczas gdy peczki filamentéw posrednich sg stabiej zaznaczone.

Typ 1V, zwany tez typem CM od circular muscle albo typem SM - submucosal
[50]. Komorki te leza w grubszej (zewnetrznej) czesci warstwy miesnidwki okreznej,
blizej warstwy podsluzowej, choé¢ nie tak gteboko jak komérki typu Ill. Majg one
takze cechy fibroblastéw. Towarzyszg peczkom widkien nerwowych, totez ich roli
w generowaniu fal wolnych przypisuje sie takze udzial w posSredniczeniu w
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przekaznictwie nerwowym, przede wszystkim w obrebie okreznicy. Sg to komorki
o charakterze dwubiegunowym, majace dtugie, nierozgatezione wypustki. Maja do-
brze rozwiniety aparat Golgiego i siateczke $rddplazmatyczng szorstkg z czesto
poszerzonymi cysternami podobnie jak komérki typu SS oraz brak btony pod-
stawowej. Pomimo okotonerwowej lokalizacji, Sciste potgczenia tych komorek z
aksonami sa rzadko obserwowane, podczas gdy aksony (czesto bez towarzyszacych
im komorek $rédmigzszowych Cajala) wykazuja regularne potgczenia, przypomi-
najace synapsy z komérkami miesni gtadkich [59]. Procz tego, komérki typu CM
taczg sie zapomoca potaczen typu posredniego (intermediate-typejunctions) zaréwno
pomiedzy soba, jak i z komérkami typu DMP, a takze z komdrkami miesni gtadkich.

Rozmieszczenie komdrek srddmigzszowych Cajala w przewodzie pokarmowym
przedstawiono schematycznie na rysunku 1.

Ostatnio postuluje sie istnienie u Swinki morskiej 6 typow komdrek Srodmigz-
szowych Cajala [5]: 1) sSrédmiesniowe (IC-IM1), lezagce pomiedzy warstwami miesni
przetyku, zotadka i jelita $lepego, 2) komorki srédmigzszowe Cajala potozone w
obrebie zwojow Srodmiesniowych trzonu zotadka, antrum, jelita cienkiego i okreznicy
(IC-MY1), 3) komorki znajdujace sie w gtebokim splocie miesniowym jelita cien-
kiego (IC-DMP), 4) komorki potozone w obrebie okreznej warstwy miesnidwki
gtadkiej okreznicy, w poblizu jej zetkniecia sie z btong pods$luzowg (IC-SM), 5)
komorki typu gwiazdzistego, ktdre sg Scisle ztgczone ze splotem $rédmiesniowym
(IC-MY2) izorientowane w kierunku podtuznej warstwy miesniowki gtadkiej okrez-
nicy oraz 6) srédmiesniowe, rozgatezione komérki (IC-IM2) znajdujace sie w okrez-
nicy blizszej w obrebie okreznej warstwy miesnidwki gtadkiej.

5. WSPOLNE CECHY MORFOLOGICZNE
KOMOREK SRODMIAZSZOWYCH CAJALA

Nie ma, jak dotychczas, catkowitej zgodnosci odnosnie szczegdétow morfolo-
gicznych komorek $rodmigzszowych Cajala, a w og6lnym zarysie mozna je przed-
stawi¢ nastepujaco:

1) sa zlokalizowane miedzy zakonczeniami nerwowymi akomorkami miesni gtadkich
przewodu pokarmowego [50], w réznych warstwach miesni gtadkich,

2) sa mniejsze od komorek nerwowych i podobne w swej wielkosci do komérek
miesni gtadkich [8],

3) sg nieregularne i polimorficzne w swoim ksztatcie, majg szereg waznych, rozgate-
zionych wypustek [8]; uwaza sie, ze z ciata komorki odchodzi ich zwykle 2-5, sg
wiec podobne do fibroblastow,

4) majg okragte lub owalne jadro i mozliwe do identyfikacji poszczegdlne organelle
komorkowe [8].
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RYSUNEK 1 Schemat potgczen komoérek nerwowych i migsniowych w $cianie przewodu pokarmowego
bez udziatu (A) lub z udziatem (B) $Srodmigzszowych komoérek Cajala; inne objasnienia: 1- komorki
zwojéw nerwowych, 2 - komdrki mieénia gtadkiego, 3 - srédmigzszowa komérka Cajala o przypusz-
czalnej funkcji rozrusznikowej, 4 - $srédmigzszowa komérka Cajala prawdopodobnie o innej funkcji

Od fibroblastéw i makrofagéw odrozniajaje nastepujace cechy: a) ksztatt komorki
jest owalny, tréjkatny lub bardziej nieregularny, z wypustkami, b) okotojgdrowa
cytoplazma jest skapa, ¢) powierzchnia komorki jest gtadka, d) wypustki moga
sie rozgatezia¢, ale mozna tez zauwazy¢ ich nie rozgatezione odnogi, biegnace
czesto w peczkach, e) na przekroju poprzecznym wypustki sg okragte.

Poszczegdlne typy srodmigzszowych komérek Cajala réznig sie, jak wspomniano
wyzej, pomiedzy sobg lokalizacjg, wspdtzalezno$ciami z innymi komoérkami oraz
szczegOtami ultrastruktury. Nalezy tez doda¢, ze we wszystkich typach komorek
wystepuja pewne rdznice gatunkowe.

6. IDENTYFIKACJA KOMOREK SRODMIAZSZOWYCH
CAJALA

Komérki srédmigzszowe Cajala nie sg fatwe do identyfikacji. Z uwagi na ich
gwiazdzisty ksztatt mogg by¢ mylone przede wszystkim z komérkami zwojoéw je-
litowego uktadu nerwowego, ktére takze tworzg rodzaj sieci. Ponadto komorki
srodmigzszowe Cajala nalezy odréznia¢ od komérek Schwanna, fibroblastow czy



KOMORKI ROZRUSZNIKOWE W PRZEWODZIE POKARMOWYM 205

makrofagéw. Jak wiele watpliwosci w tym zakresie pojawito sie we wcze$niejszych
latach, ilustruje podsumowanie Thuneberga [60], a jak wiele watpliwosci jeszcze
pozostato, pisze o tym Christensen [8]. Pomimo to nie ulega obecnie kwestii fakt,
iz komorki srédmigzszowe Cajala istniejg jako odrebny rodzaj nie nerwowych i
nie miesniowych komérek, trudnych wprawdzie, lecz mozliwych do identyfikacji
[45,59]. Komérki Srodmigzszowe Cajala mogg by¢ identyfikowane metodami hi-
stologicznymi, elektrofizjologicznymi, biochemicznymi lub immunocytochemiczny-
mi. Metody histologiczne nalezag do metod klasycznych. Poczatkowo bowiem
hiszpanski neuroanatom [6,7], a nastepnie inni [57] identyfikowali komérki $rod-
migzszowe przy uzyciu metody Golgiego (chromian srebra) oraz przyzyciowego
barwienia btekitem metylenowym. Do efektywnych metod nalezg i inne metody
impregnowania metalami jak tzw. metoda Z10 (jodek cynkowy/kwas osmowy [45]).
Metody te oraz inne sposoby barwienia, jak np. przy uzyciu bekitu toluidynowego
[17], sa stosowane z powodzeniem do dnia dzisiejszego [9,13,38]. Ostatnio za-
proponowano metode przyzyciowego barwienia z uzyciem lipophilic dye Dii [21].
Pr6cz metod z zastosowaniem mikroskopu $wietlnego stosowane sg w tym celu
techniki z zastosowaniem mikroskopu elektronowego skaningowego [27,31]. Ultra-
strukture komoérek $sr6dmigzszowych Cajala badano po utrwalaniu immersyjnym
w roztworach zawierajgcych glutaraldehyd [35,67] lub utrwaleniu perfuzyjnym [3].
Szczego6towy opis tych technik podaje Rumessen [45], natomiast detale morfolo-
giczne, opisywane w licznych pracach, zestawione sa w szeregu publikacji pod-
sumowujacych [8,9,19,45,60,59,62].

Badaniom elektrofizjologicznym przyswiecajg dwa gtéwne cele [11]:

1) poznanie roli komdrek srodmigzszowych Cajalajako rozrusznikow,
2) dostarczenie informacji odnosnie ,,wspotpracy” wspomnianych komérek z ukia-
dem nerwowym.

Podstawowg technikg badawczg in vitro w tych eksperymentach jest $rédko-
mérkowa rejestracja potencjatow elektrycznych, czyli fal wolnych z miesni gtadkich
[38,55] oraz z izolowanych komorek Cajala [36]. Pozakomdrkowa rejestracja aktyw-
nosci mioelektrycznej przydatna w identyfikacji czynnos$ci komérek $r6dmigzszo-
wych Cajala byta réwniez stosowana [32]. Tego typu badania pozwolity na blizsze
zlokalizowanie rejonu generowania fal wolnych. Rejony te odpowiadaty lokalizacji
komérek $rédmigzszowych Cajala w badanym odcinku przewodu pokarmowego
stwierdzonej w badaniach histologicznych i ultrastrukturalnych. Ponadto seria po-
dobnych badan wykonywanych przez innych autoréw [12,13] przyczynita sie z
kolei do wzbogacenia wiedzy na temat elektrycznych wasciwosci komorek $rod-
migzszowych Cajala, do zlokalizowania rozrusznika zotgdka [29] i do sformutowania
teorii oscylatoréw napiecia [52].

Jesli chodzi o cel drugi, to dotychczasowe badania prowadzone byty przy uzyciu
rozmaitych technik, w tym takze klasycznych badan histologicznych [48]. Natomiast
badania typu elektrofizjologicznego w tym zakresie przeprowadza sie w celu oceny
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wptywu mediatoréow i modulatoréw jelitowego uktadu nerwowego na elektryczna
aktywno$¢ przewodu pokarmowego invitro, atakze w celu poznania funkcji kanatéw
jonowych [37].

Badania biochemiczne, a takze farmakologiczne, to oddzielna grupa nieczesto
jeszcze stosowanych badan w odniesieniu do komorek Cajala. Badania te obejmuja
takze dynamicznie rozwijajgce sie badania genetyczne. Przy uzyciu tych technik
badawczych stwierdzono np. wytwarzanie przez komorki Srédmigzszowe Cajala
elastyny [47], wspomnianego uprzednio protoonkogenu c-kit [25], czy syntazy tlenku
azotu [66].

Badania immunocytochemiczne [33,42] oraz techniki fluorescencyjne [40] sta-
nowig dodatkowg pomoc w identyfikowaniu komérek Srédmigzszowych Cajala,
mimo ze sg to metody o stosunkowo duzym stopniu trudnosci, zwtaszcza wowczas
gdy niezbedng technikg przygotowawczg jest izolacja komdrek $rodmiagzszowych
Cajala [5,64]. Dlatego badania te rozwijajg sie tak powoli, iz jeszcze nie jest mozliwe
precyzyjne identyfikowanie tych komorek, a zwiaszcza ich podrodzajéw.

7. FUNKCJE KOMOREK SRODMIAZSZOWYCH CAJALA

Obecnie komorkom $rédmigzszowym Cajala przypisuje sie zdecydowang role
w kontroli motoryki przewodu pokarmowego [20]. Uwaza sie, iz odgrywaja one
istotng role jako komdarki rozrusznikowe, biorg udziat w koordynacji motoryki je-
litowej kontrolujac migracje potencjatéw czynnosciowych i posrednicza w nerwowej
regulacji motoryki.

Pomimo wielu najnowocze$niejszych technik zastosowanych w badaniach stru-
ktury i funkcji komédrek $srédmiazszowych Cajala, pytanie: czy petnig one jeszcze
inne funkcje w obrebie przewodu pokarmowego? - pozostaje otwarte. Wiadomo,
ze np. w obrebie warstwy mies$ni gtadkich przetyku oposa, gdzie fale wolne nie
wystepuja, komaérki srodmigzszowe Cajala sg obecne [16,17]. Dwa z czterech typow
komérek (MY i IM) sa, w przeciwienstwie do pozostatych, Scisle potaczone z
jelitowym uktadem nerwowym; zatem mozna przypuszczaé, iz ich gtéwnym za-
daniem nie jest generowanie fal wolnych, lecz przekazywanie pobudzen z uktadu
nerwowego na miesnie gladkie Sciany przewodu pokarmowego. Nowsze badania
potwierdzaja te teze i cho¢ nie majeszcze zbyt wielu na to dowodoéw, to argumentow
naukowych stopniowo przybywa. Jak wynika z badarn Warda i wsp. [68], zwierzece
mutanty, u ktérych wylgczony jest czynnik komérki pnia aktywujgcy protoonkogen
c-kit, nie majg komorek $rédmigzszowych Cajala typu MY w jelicie cienkim i
nie generujg potencjatéw elektrycznych w tym odcinku, ale mutacje te nie dotyczg
komérek typu DMP, co przemawia¢ moze za ich odmienng funkcjg. Wiadomo,
ze komorki srodmigzszowe Cajala sa unerwione nitriergicznie [53] ijest mozliwe,
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Ze mogaone przyczyniac sie takze do interpretowania sygnatéw z uktadu nerwowego,
w tym takze do ich modulowania. Przyktadowo, w komdrkach tych zlokalizowano
izoforme syntazy tlenku azotu [66], ktdra moze by¢ aktywowana poprzez neuro-
transmitery lub neuromodulatory uwalniane z zakorczen jelitowych ukladu ner-
wowego, w tym takze przez tlenek azotu. Stad modulujace wptywy tlenku azotu
moga by¢ wzmacniane w obrebie komdrek $rodmigzszowych Cajala poszerzajac
mozliwosci oddziatywania hamujgcych neuronéw motorycznych [43].

Czy istniejg zatem funkcjonalne powigzania pomiedzy obydwoma grupami ko-
morek Cajala, czyli grupa 1, obejmujaca typy | i IV, generujace fale wolne oraz
grupg 2, obejmujaca typy Il i Il zwigzane Scisle z jelitowym uktadem nerwowym?
Dowoddw fizjologicznych na to wprawdzie brakuje, lecz z badan histologicznych
wynika, iz jest to mozliwe. Rumessen [45] nie uzyskat co prawda wyraznych do-
wodow na to, ze komérki typu Il (DMP) sg potaczone z komérkami typu | (AP)
lub 1V (CM); nie wyklucza to jednak istnienia takich potgczen, bezposrednich lub
posrednich.

Komorki srédmiagzszowe Cajala sg potaczone u ssakéw z miesniowka gtadka
przewodu pokarmowego i cze$ciowo z uktadem nerwowym (rys. 2). Réwnie wyrazne
sq potgczenia miedzy poszczegdlnymi komérkami Cajala [45,59]. Podobne pota-
czenia obserwuje sie takze u ptakéw [44]. Stad nasuwa si¢ pytanie, jakie sg ich
wzajemne czynnosciowe wspoétzaleznosci. Czy oprocz prostego przekazywania po-
budzeh z ukladu nerwowego w kierunku miesniéwki gtadkiej i by¢ moze w od-
wrotnym Kkierunku, ich wspétdziatanie ma szersze aspekty? Przede wszystkim nalezy
jasno stwierdzi¢, ze na temat kierunkéw przekazywania pobudzen w rejonach wy-
stepowania komérek srédmiazszowych Cajala nic pewnego nie jest wiadome. Mu-
tanty myszy pozbawione komorek s$rédmigzszowych Cajala w obrebie splotu
Auerbacha nie generujg tzw. slow wave-type action potentials, ale generowanie
aktywnosci elektrycznej nie jest zahamowane [39]. Natomiast w zakresie gene-
rowania fal wolnych mozna przypuszczaé, ze wzajemne potgczenia komdrek $rod-
migzszowych Cajala sprzyja¢é muszg synchronizacji pobudzen i stad moga by¢
odpowiedzialne za wystepowanie progdw czestotliwosci fal wolnych oraz migracje
tych fal wzdtuz jelita [14], cho¢ z braku odpowiednich danych trudno przytoczy¢
konkretne argumenty merytoryczne potwierdzajace te teze. W $wietle przytoczonych,
bardzo skapych danych mozna zaledwie domniemywac, ze komarki srédmigzszowe
Cajala tworza w danej warstwie $cista, zintegrowang funkcjonalnie siec.

Nowe $wiatto na role srédmigzszowych komérek Cajala typu MY rzucity badania
Rumessena i wsp. [46,47], ktore wykazaly, ze komérki te pozostajg w Scistym
zwiagzku z widknami elastycznymi, co moze sugerowac ich role w reagowaniu
na rozcigganie [45] lub jakiego$ rodzaju wptywu na te widkna.
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RYSUNEK 2. Proponowany schemat rozmieszczenia $rédmigzszowych komérek Cajala w $cianie
przewodu pokarmowego: M - blona surowicza, AP - splot Auerbacha, LM - mie$niéwka podtuzna, CM
- mie$niowka okrezna, CM-OL - warstwa powierzchniowa miesniowki okreznej, CH-IL - warstwa
gteboka miesnidwki okreznej, ICCi - komérki towarzyszace splotowi Auerbacha (Cajala), ICC2 -
komorki Cajala nie zwigzane z elementami nerwowymi - rozmieszczone miedzy btong surowiczg a
warstwg miesni podtuznych, ICC3 - komérki Cajala zwigzane z komdérkami splotu migsniowego
gtebokiego, lezace miedzy warstwg powierzchniowg i gtebokg miesniéwki okreznej, PMP - komorki
splotu mie$niowego gtebokiego, MLC - komoérki o cechach makrofagéw
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Streszczenie: Cytokiny petnig wazng funkcje w kontroli kluczowych proceséw zyciowych organizmu,
inicjujac proliferacje, réznicowanie badz $mieré¢ komérek. R6znorodnos$¢ reakcji komérki docelowej na
dziatanie cytokin jest wynikiem aktywacji szeregu swoistych szlakéw przekazywania sygnatu. Grupa
cytokin typu interleukiny-6 oprécz samej IL-6 obejmuje ponadto: interleukine-11 (1L-11), onkostatyne
M (OSM), czynnik hamujacy wzrost biataczki (LIF), rzeskowy czynnik neurotroficzny (CNTF) i
kardiotrofing-1 (CT-1). Cytokiny te tagczy wykorzystanie gpl30 jako wspdlnego taricucha P w multime-
rycznym kompleksie receptora. Zwigzanie ligandu wywotuje aktywacje kinaz tyrozynowych Jak,
prowadzac do fosforylacji wewngtrzkomérkowej czesci receptora, a nastepnie aktywacji ré6znorodnych
szlakéw sygnalizacji za poSrednictwem czynnikoéw STAT, fosfatazy SHP-2, kinaz z rodziny Src. Procesy
sygnalizacji szlakiem Jak/STAT podlegaja réwniez negatywnej regulacji, gtéwnie w drodze defosfory-
lacji czynnikéw STAT i syntezy swoistych inhibitoréw z rodziny PIAS lub SOCS/SSI/JAB. Ostateczny
wynik dziatania cytokin wydaje sie by¢ wypadkowg dziatania przeciwstawnych, ajednocze$nie zakty-
wowanych szlakéw przekazywania sygnatu.

(Postepy Biologii Komérki 2000; 27: 213-227)

Stowa kluczowe: cytokiny, interleukina-6, gpl30, przekazywanie sygnatu, Jak, STAT, SHP-2

Summary. Cytokines play an important role in initiating the fate of cells, such as proliferation, differen-
tiation or death. Distinct responses of target cells to cytokines are determined by specific signal
transduction events. The group of interleukin-6-type cytokines comprises also: interleukin-11 (1L-11),

oncostatinM (OSM), leukemia inhibitory factor (LIF), ciliary neurotrophic factor (CNTF) and cardio-
trophin-1 (CT-1). IL-6-type cytokines use pl30 as a common (3 chain of their multimeric receptor

*Praca finansowana przez Komitet Badan Naukowych
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complexes. Binding of the ligands lead to the activation of Jak tyrosine kinases, which in turn
phosphorylate intracellular part of the receptor and initiate various signal transduction events mediated
by STAT factors, SHP-2 phosphatase or Src-family kinases. The signalization by Jak/STAT pathway is
negatively regulated by dephosphorylation or synthesis of the specific inhibitors like PIAS or
SOCS/SSI/JAB. The outcome of the signal transduction seems to be an effect of the interplay among the
contradictory signaling pathways simultanously activated via cytokine receptor.

(Advances of Cell Biology 2000; 27: 213-227)

Key words: cytokines, interleukin-6, gpl30, signal transduction, Jak, STAT, SHP-2

CYTOKINY

Cytokiny stanowig niskoczasteczkowe biatka speiniajgce role mediatoréw syg-
nalizacji miedzykomoérkowej. Petnig wazng funkcje w kontroli kluczowych proceséw
zyciowych organizmu, inicjujgc proliferacje, réznicowanie bgdZz Smier¢ komorek.
Wplywajg na wszystkie fazy odpowiedzi immunologicznej zaréwno typu komor-
kowego, jak i humoralnego, oddziatujgc na limfocyty B, T, komoérki NK, mono-
cyty-makrofagi i granulocyty. Biorg udzial w patogenezie procesow zapalnych
stawdw, nerek, pecherza moczowego, atakze chordb autoimmunologicznych uktadu
nerwowego i endokrynowego. W przeciwienstwie do hormonéw, cytokiny nie
sg magazynowane w komérkach gruczotowych, lecz sg szybko syntetyzowane i
wydzielane przez r6znego typu komarki, najczesciej w wyniku stymulacji. Regulacja
ich wytwarzania moze odbywac¢ sie na poziomie transkrypcji DNA, stabilizacji
mRNA, translacji RNA lub wydzielania juz zsyntetyzowanego biatka. Uwolnione
do krwi cytokiny sg zwykle stabo wykrywalne. Ich dziatanie ogranicza sie czesto
do mikrosrodowiska wokét komarki je wydzielajgcej, moze by¢ wiec auto- badz
parakrynowe. Efekt biologiczny dziatania cytokin zalezy tez od iloSci receptorow
na powierzchni komorki docelowej hamowania wewngtrzkomaérkowego zwigzanego
z zaburzeniami szlakow przekazywania sygnatu. Wplyw cytokin na komorki do-
celowe moze by¢ réwniez modulowany obecnoscia w Srodowisku ich rozpusz-
czalnych receptoréw lub przeciwciat wzmagajacych dziatanie danej cytokiny badz
je znoszacych. Aktywacji komorek przez cytokiny mogg tez zapobiegac naturalnie
wystepujace biatka, zwane antagonistami receptoréw, uniemozliwiajgce zwigzanie
sie ligandu z kompleksem receptora. R6zne cytokiny mogag wpltywac antagoni-
stycznie, addycyjnie lub synergistycznie na te same procesy biologiczne, szczeg6lnie
takie jak: hematopoeza, reakcje na obce antygeny i reakcje ostrej fazy. Ich cecha
jest tez plejotropia, czyli dziatanie na rézne typy komoérek docelowych, a takze
czeSciowa zastepowalno$¢ funkcji, gdzie podobne efekty biologiczne moga byé
wywolywane przez rézne cytokiny.

Klasyfikacja cytokin moze odwotywac sie do ich efektéw biologicznych, budowy
kompleksu receptora lub ich trojwymiarowej struktury [28, 45].
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CYTOKINY TYPU INTERLEUKINY-6

Grupa cytokin typu interleukiny-6 obok samej IL-6 obejmuje ponadto: onkostatyne
M (OSM), czynnik hamujgcy wzrost biataczki (LIF), interleukine-11 (IL- 11), rze-
skowy czynnik neurotroficzny (CNTF) i kardiotrofine-I (CT-1) (opisane szczegdtowo
w pracach przegladowych - [16, 18, 55]). Cytokiny te faczy wykorzystanie wspolnej
podjednostki (3 receptora, jak réwniez podobny schemat budowy opartej na peku
czterech a-helis zorientowanych ,gora-gora-dét-dot” [2]. Wszystkie sa polipep-
tydami o masie molekularnej ok. 20 kDa.

Cytokiny z rodziny IL-6 cechuje funkcjonalna plejotropia, czyli szerokie spektrum
dziatania. Sg one niezbedne dla prawidtowego funkcjonowania uktadu odporno-
Sciowego, nerwowego, wydzielniczego, regulacji przebiegu proceséw krwiotwo-
rzenia, metabolizmu kosci i proceséw zapalnych. Cytokiny typu IL-6 czesto wykazuja
podobng aktywnos$¢ biologiczng. Ich wspolne efekty dotyczg na przyktad stymulacji
rozwoju megakariocytow i tworzenia ptytek krwi, przyspieszenia proliferacji wielo-
potencjalnych komérek macierzystych szpiku oraz regulacji syntezy biatek ostrej
fazy przez hepatocyty. Ponadto cytokiny typu IL-6 stymulujg proliferacje komdrek
szpiczaka, ale jednocze$nie wiekszo$¢ z nich, tzn. IL-6, OSM, LIF, CT-1, wykazuje
odwrotne dziatanie na komorki mysiej linii biataczki MI, hamujac ich wzrost i
réznicowanie. IL-6 i OSM hamujg takze wzrost niektorych komérek raka ptuc i
raka piersi [5, 10, 19, 56]. Podobny efekt zostat opisany réwniez w przypadku
melanocytéw [52] i komdrek czerniaka pochodzacych z wczesnych etapdw wzrostu
nowotworu, podczas gdy komorki z zaawansowanych stadiéw czerniaka w wie-
kszosci przypadkow wykazujg oporno$¢ na dziatanie IL-6 i/lub OSM [29, 30, 31,
48]. Miejscowe parakrynowe mechanizmy hamowania wzrostu moga wiec by¢ waz-
nym czynnikiem ograniczajgcym rozwo6j nowotwordw.

RECEPTORY CYTOKIN TYPU IL-6

Zblizony, a nawet w duzej czeSci wzajemnie zastepowalny charakter funkcji
cytokin typu IL-6, mozna wyjasni¢ istnieniem wielu wspdlnych elementéw w ich
szlakach transdukcji sygnatu. Cytokiny te taczy bowiem wykorzystanie gpl30 jako
wspdélnego tancucha 3w multimerycznym kompleksie receptora [16, 18]. W przy-
padku IL-6 pierwszym etapem sygnalizacji jest wywotana przez ligand homodime-
ryzacja podjednostek transdukujacych sygnat (gp!30) przy udziale podjednostki a
determinujacej swoisto$¢ wigzania (rys. 1). Takze rozpuszczalna forma IL-6Ra (sIL
6R) moze asocjowac z IL-6, a nastepnie tworzy¢é kompleks o wysokim powino-
wactwie z dimerem gpl30 i inicjowac procesy przekazywania sygnatu do wnetrza
komaérki [34, 54]. Obecno$¢ sIL-6R poteguje dziatanie IL-6 umozliwiajac prze-
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RYSUNEK 1 Schemat komplekséw receptoréw dla cytokin typu IL- 6

zwyciezenie limitujgcego wptywu ograniczonej liczby podjednostek a na powie-
rzchni komorek. Jak wykazaty eksperymenty in vitro, sIL-6R moze by¢ wydzielany
droga ograniczonej proteolizy receptora btonowego [39], jednakze in vivo bardziej
prawdopodobnajestjego sekrecja po translacji zalternatywnie ztozonej formy mRNA
[32]. Rozpuszczalny IL-6R wystepuje w osoczu krwi w stezeniach 30-70 ng/ml,
jego podwyzszony poziom stwierdzono w przypadku niektérych stanéw choro-
bowych m.in. infekcji HIV czy szpiczaka mnogiego. Nie jest jednak jasne, czy
w fizjologicznych stezeniach sIL-6R dziatajako agonista, ze wzgledu na stosunkowo
wysokie stezenia rozpuszczalnego gpl30 (ok. 300 ng/ml) takze obecnego we krwi
i moggcego dziata¢ neutralizujgco. Homodimer gpl30 jest rowniez kluczowym ele-
mentem kompleksu receptora IL-11 [17]. W przypadku tego receptora podjednostka
IL-1 IR podobnie jak IL-6Ra, odpowiada za swoiste wigzanie ligandu i funkcjonuje
takze w formie rozpuszczalnej dziatajagc agonistycznie [1].

CNTF, CT-1, LIF i OSM sygnalizujg za posrednictwem heterodimeréw recep-
toréw gpl30 i LIFR (rys. 1). W przypadku CNTF w procesie wigzania ligandu
uczestniczy podjednostka a receptora, nie bioraca udziatu w samym przekazywaniu
sygnatu [9]. Istnienie swoistej podjednostki receptora a zasugerowano takze w
przypadku CT-1, jak dotad nie zostata ona jednak sklonowana [46]. W odrdznieniu
od pozostatych cytokin ludzka OSM wykorzystuje dwa rézne typy kompleksow
receptora. Heterodimer gpl30 z LIFR [14], jak i heterodimer gpl30 ze swoistg
podjednostkg OSMR [38]. Pod wzgledem struktury LIFR (gpl90) oraz OSMR (gpl80)
wykazujg duze podobienstwo do gpl30 i réwniez biorg udziat w przekazywaniu
sygnatu. Wszystkie te receptory sg biatkami btonowymi typu I, tzn. majg jedng
domene przezbtonowgq i N-koniec po stronie zewnatrzkomoérkowej. Ponadto wszy-
stkie razem z IL-6Ra nalezg do rodziny receptoréw cytokinowych klasy I. taczy
je obecnos¢ przynajmniej jednego charakterystycznego regionu homologii, tzw. mo-
dutu wigzania cytokiny (ang. cytokine binding module CBM), dtugosci ok. 200AA
z charakterystycznymi czterema konserwatywnymi resztami cysteiny w czesci N-
kohcowej i motywu tryptofan seryna-(dowolny aminokwas)-seryna-tryptofan
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RYSUNEK 2. Struktura receptoréw bioracych udziat w sygnalizacji cytokin typu IL-6: potozong po
stronie zewngtrzkomérkowej domene immunoglobulinowg zaznaczono kolorem czarnym, domeny fi-
bronektynowe typu Il kolorem ciemnoszarym, modut wigzania cytokiny (CBM) kolorem jasnoszarym
z zaznaczeniem konserwatywnych reszt cysteiny (C) i sekwencji WSXWS; po stronie wewnatrzkomor-
kowej w podjednostkach receptoréw transdukujacych sygnat zaznaczono lokalizacje sekwencji boxI/2 i
reszt tyrozyny istotnych dla sygnalizacji

(WSXSW) w czesci C-koncowej. Pod wzgledem strukturalnym w obrebie tego
regionu wyrézni¢ mozna utozone tandemowo dwa moduty fibronektynowe typu
Il, kazdy ztozony z siedmiokrotnie sfatdowanej struktury antyréwnolegtej (3-har-
monijki. Wszystkie receptory majag domene immunoglobulinowg zlokalizowang na
N-koncu badz jak w przypadku LIFR i OSMR miedzy dwoma modutami wigzania
cytokiny (w przypadku OSMR region na N-koncu jest niekompletny). Podjednostki
bedace przekaznikami sygnatu zawierajg trzy dodatkowe proksymalne domeny fi-
bronektynowe typu Ill oraz w poréwnaniu z IL-6Ra znacznie diuzszg czes¢ we-
whnatrzkomérkowa (rys. 2).
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SZLAKI PRZEKAZYWANIA SYGNALU CYTOKIN
TYPU IL-6

Cytokiny typu IL-6 wykorzystujg jako gtéwne mediatory sygnalizacji grupe kinaz
tyrozynowych z rodziny Jak (Janus kinases) i czynniki transkrypcyjne STAT (ang.
signal transducers and activators oftranscription) [33,49], podobnie jak interferony
oraz wiele innych cytokin i czynnikéw wzrostu [7]. Znane sg cztery r6zne kinazy
Jak, z ktorych Jaki, Jak2 i Tyk2, obecne w r6znych typach komorek, uczestnicza
w sygnalizacji cytokin typu IL-6 [44]. Struktura kinaz Jak zostata przedstawiona
na rysunku 3. Typowa domena o aktywnosci kinazy tyrozynowej, inaczej nazywana
domeng homologii Jak (JH1), jest zlokalizowana przy C-konicu biatka. Tuz za nig
znajduje sie domena kinazo-podobna (JH2), pozbawiona jednak aktywnos$ci kata-
litycznej, ktorej funkcja jest niejasna. Dalej w strone N-korca zlokalizowane jest
jeszcze pie¢ dodatkowych regionéw wykazujacych wysoka homologie pomiedzy
réznymi kinazami Jak (JH3-JH7), ktére biorg udziat w trwatym wigzaniu kinaz
do receptora. Kinazy Jak sg zasocjowane ze zlokalizowanymi proksymalnie w sto-
sunku do membrany regionami boxl /box2 obecnymi w czesSciach cytoplazmaty-
cznych wielu receptorow cytokinowych. Region boxl zawiera bogaty w reszty proliny
motyw 8 reszt aminokwasowych, kluczowy dla wigzania kinaz Jak, podczas gdy
region box2, bedacy zgrupowaniem reszt aminokwaséw hydrofobowych oraz do-
datnio natadowanych, odgrywa mniejszg role w asocjacji kinaz Jak. Sekwencje
boxl/box2 sg obecne w gpl30, jak réwniez w LIFR i OSMR. Wywotana zwigzaniem
ligandu dimeryzacja przekazujacych sygnat podjednostek receptora, przypuszczalnie
prowadzi do zblizenia zasocjowanych z nimi kinaz Jak i ich aktywacji przez wzajemng
fosforylacje lub autofosforylacje miejsc niezbednych dla uzyskania aktywnosci kata-
litycznej. Zaktywowane kinazy fosforylujg nastepnie szereg substratow komoérko-
wych, wérod nich motywy tyrozynowe w cytoplazmatycznym fragmencie receptora.
Ufosforylowane motywy tyrozynowe stanowig z kolei miejsca wigzgce dla biatek
zawierajgcych domeny SH2 (domeny homologii z kinazami Src2). Nalezg do nich
m.in. czynniki STAT, w przypadku cytokin typu IL-6 - gtéwnie STAT3 i STAT],
biatka o stosunkowo konserwatywnej budowie. W ich obrebie wyrdzni¢ mozna
szereg region6w; znajdujace sie przy N-kohcu - domene tetrameryzacji i region
zblizony strukturg do zamka leucynowego, w $rodku - domene odpowiedzialng
za wigzanie DNA, przy C-koicu - domene SH2 i domeng transaktywacji (rys.
3). W przypadku wszystkich czynnikéw STAT charakterystyczne jest wystepowanie
potozonej C-terminalnie reszty tyrozyny, fosforylowanej w czasie aktywacji. Miej-
scami asocjacji czynnikbw STAT, odbywajacej sie za posrednictwem ich domen
SH2, sa cztery reszty fosfotyrozynowe w obrebie dystalnej czesci gpl30 (Y767,
Y814, Y905, Y915) [15, 50]. Czynnik STAT3 wigze sie z motywem pYXXQ
(gdzie X to dowolny aminokwas), natomiast STATL jest rekrutowany przez bardziej
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RYSUNEK 3. Schemat budowy kinaz Jak, czynnikéw STAT, fosfatazy SHP-2 i biatek SOCS: F, S -
podlegajace fosforylacji reszty tyrozyny i seryny, JH - domena homologii Jak, TM - domena tetramery-
zacji, LZ - domena o strukturze suwaka leucynowego, DB - domena wigzania DNA, SH2 - domena
homologii z kinazami Src 2, TA - domena transaktywacji PTP - domena fosfatazy tyrozynowej, SB -
obszar homologii miedzy biatkami SOCS (na podstawie [16])

konserwatywng sekwencje pYXPQ. Nastepnie czynniki STAT same ulegajg fo-
sforylacji, asocjuja ze soba i tworzag homo- badz heterodimery. Kluczowe dla di-
meryzacji okazujg sie wspomniane wcze$niej miejsca fosforylacji tyrozynowej -
w przypadku STATL1 jest to reszta tyrozyny 701, a w STAT3 reszta tyrozyny w
pozycji 705. Jako dimery czynniki STAT ulegaja translokacji do jadra komérkowego
ibiorgtam udziat w regulacji transkrypcji, wzmacniajac badz w pewnych przypadkach
hamujac ekspresje genéw docelowych. W procesach tych uczestniczy zlokalizowana
w $rodku czasteczki domena wigzagca DNA. STAT3 i STATL1 rozpoznajg podobng
sekwencje (TTCN3GAA) obecng w sekwencjach wzmacniacza (enhancer) szeregu
genow: biatek ostrej fazy (np. biatka C-reaktywnego, oq - antychymotrypsyny,
a 2- makroglobuliny, tkankowego inhibitora metaloproteinaz (ang. tissue inhibitor
of metalloproteinases TIMP-1), czynnikéw transkrypcyjnych (np. Jun B, c-Fos,
IRF-1, C/EBP5), a poza tym takze naczynioaktywnego polipeptydu jelitowego (ang.
vasoactive intestinal peptide, VIP), biatka szoku termicznego Hsp90, antyapoptoty-
cznego czynnika bcl-x oraz samego gpl30. Dla petnej aktywnosci transkrypcyjnej
czynnikéw STAT niezbedna jest ich dodatkowa fosforylacja serynowa, dotyczaca
reszty seryny 727 (w STATL i STAT3), ktora reguluje aktywno$¢ domeny trans-
aktywacji. Kinaza odpowiedzialna za ten proces w przypadku stymulacji IL-6 nie



220 M. KORTYLEWSK1, A. MACKIEWICZ

zostata jeszcze zidentyfikowana, najprawdopodobniej jednak nie jest to kinaza MAP
[16].

Po stymulacji cytokinami typu IL-6 aktywacji ulegajg nie tylko sktadniki szlaku
Jak/STAT. Ze swoistym ufosforylowanym motywem tyrozynowym (pY759STV)
w gpl30 wiaze sie takze fosfataza tyrozynowa SHP-2 (inaczej Syp lub PTP1D)
[50]. Asocjacja odbywa sie za posrednictwem dwu domen SH2 obecnych przy
N-koncu fosfatazy (rys. 3), ktore sg réwniez istotne dla regulacji aktywnosci enzy-
matycznej tego biatka. SHP-2 sama nastepnie ulega fosforylacji na resztach tyrozyny
304 i 327 w spos6b zalezny od Jaki [47]. Reszta fosfotyrozyny 304 jest miejscem
wigzania adaptera Grb2, za ktérego posrednictwem dochodzi do przekazywania
sygnatu szlakiem Ras/MAPK, réwniez aktywowanego przez cytokiny typu IL-6
[4, 23]. Dodatkowo ze wzgledu na aktywno$¢ fosfatazowq zwigzang z C-koncowa
domeng fosfatazy tyrozynowej, SHP-2 moze takze prowadzi¢ do stopniowego wy-
gaszania sygnatu [21, 53]. W pewnych typach komérek wykazano ponadto zalezng
od gpl30 aktywacje szeregu innych biatek, takichjak: Vav [24] czy kinazy tyrozynowe
Hck [12], Tec, Btk [35] i Fes [36], ich znaczenie dla sygnalizacji cytokin typu
IL-6 pozostaje jednak niejasne.

NEGATYWNA REGULACJA SZLAKU gpl30/Jak/STAT

Precyzyjne dziatanie danego szlaku sygnalizacyjnego zalezy od istnienia wy-
dajnych mechanizmoéw mogacych w krétkim czasie unieczynni¢ kluczowe mediatory
sygnatu. Jak wiadomo, w wiekszosci przypadkéw aktywacja STAT jest przejSciowa.
Mozliwe mechanizmy inaktywacji czynnikéw STAT moga polega¢ na ich defo-
sforylacji, proteolitycznej degradacji lub syntezie specyficznych biatkowych inhi-
bitorbw. W pierwszym przypadku zdefosforylowane czasteczki STAT powinny
opuszczac jadro komorkowe itrafia¢ do cytoplazmy, gdzie mogtyby zosta¢ powtdrnie
wykorzystane do sygnalizacji. W drugim przypadku, istniataby stata konieczno$¢
uzupetniania puli STAT, malejgcej w wyniku degradacji czesSci z nich. Jak dotad
wiekszo$¢ dowoddéw wskazuje na defosforylacje, jako gtowny proces regulacji
aktywnosci STAT. Badania immunofluorescencyjne wykazaly przejsciowe prze-
mieszczenie STAT do i z jadra komorkowego po stymulacji, nie wykazano tez
utraty tych czynnikéw. Takze metaboliczne znakowanie biatek dowodzi stosunkowo
dtugiego okresu péttrwania przynajmniej w przypadku STAT3 - ok. 8 godzin,
nie ulegajagcego zmianie pod wptywem stymulacji [16]. Inng mozliwos$cig inaktywacji
STAT jest ich zwigzanie przez niedawno odkryte swoiste biatkowe inhibitory z
rodziny PIAS (ang. protein inhibitor of activated Stat) [6, 26]. Jak dotad ziden-
tyfikowano pie¢ biatek nalezacych do tej grupy, z ktérych PIAS3 okazat sie asocjowac
wylgcznie ze zaktywowanym STATS3, a PIAS 1swoiScie ze STAT1 wykorzystujac
ufosforylowang reszte tyrozyny 701. Pozwala to przypuszczaé, ze kazdy ze znanych
czynnikdw STAT moze posiada¢ swoj swoisty inhibitor, a stosunek ilosciowy miedzy
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nimi okre$la aktywno$¢ danego szlaku sygnalizacyjnego. Zahamowanie sygnalizacji
szlakiem Jak/STAT moze odbywac sie takze na wczesniejszym etapie przekazywania
sygnatu. Ostatnio, niezaleznie przez kilka grup badawczych, opisana zostata rodzina
inhibitoréw kinaz Jak, zwanych supresorami sygnalizacji cytokinowej (ang. sup-
pressor ofcytokine signalling - SOCS), Matkami wigzacymi Jak (Jak binding protein
- JAB) lub indukowanymi przez STAT inhibitorami STAT (ang. Stat-induced Stat
inhibitors - SSI) [11, 40, 51]. Biatka te sg przyktadem inhibitorow sygnalizacji
dziatajagcych zwrotnie, ktoérych transkrypcja jest aktywowana m.in. przez IL-6 i
LIF. SOCS/JAB/SSI to biatka majace domene SH2 i najprawdopodobniej za jej
posrednictwem wigzg sie z domeng kinazowg Jak (JH1), obnizajac jej aktywnosc
i w rezultacie hamujac fosforylacje gpl30, STAT1, STAT3. W ten sposéb dochodzi
do zwrotnej negatywnej regulacji szlaku Jak/STAT, indukujacego powstawanie wias-
nych swoistych inhibitorow.

MOLEKULARNE PODSTAWY PLEJOTROPII CYTOKIN
TYPU IL-6

Jednym z najbardziej intrygujacych zagadnien dotyczacych witasciwosci cytokin
typu IL-6 jest spos6b, w jaki dochodzi do inicjacji swoistych dla danego typu
komorki efektow, czesto wrecz przeciwstawnych np. proliferacji, zatrzymania wzro-
stu réznicowania, jezeli sg one wywotywane za posrednictwem tych samych me-
diatorow sygnatu. Aby zrozumieé¢ mechanizmy tej plejotropii, konieczna jest
identyfikacja ostatnich elementéw w szlakach sygnalizacji - genéw docelowych,
ktérych aktywacja powinna zachodzi¢ wedtug charakterystycznego dla kazdego
typu komorki wzoru. Badania prowadzone na komdrkach mysiej biataczki linii
MI dowiodly, ze wywolywane przez IL-6 efekty zahamowania wzrostu komdrek
i ich réznicowania do makrofagdw, ktérym towarzyszy spadek ekspresji c-myb,
c-myc oraz indukcja junB, IRF-1, sg zalezne od obecnosci funkcjonalnego STATS3.
Transfektanty z dominujgcg negatywng formg STAT3 nie ulegaty inhibicji wzrostu
i roznicowaniu, ani nie modulowaty ekspresji wspomnianych genéw [37, 41, 571.
Ponadto w komdrkach MI wykazano réwniez, ze IL-6 indukuje ekspresje pl9INK4 |
jednego z inhibitoréw cyklinozaleznych kinaz, w sposéb zalezny od STAT3 [42].
Tak wiec wywotywane przez IL-6 zahamowanie wzrostu komdrek MI moze by¢
wynikiem dwu regulowanych”rzez STAT3 efektdw - represji onkogenoéw c-myb
i c-myc oraz indukcji p 19IN 4d - negatywnego regulatora cyklu komérkowego.
Z drugiej strony IL-6 wywierata odwrotny wptyw na komorki Ml o inaktywowanym
STATS3, stymulujac ich wzrost. Pozwala to przypuszczac, ze IL-6 w tym modelu
komorkowym generuje réwnocze$nie dwa przeciwstawne sygnaty - stymulujace
wzrost oraz hamujgce wzrost, a indukujgce rdéznicowanie. Pierwszy z tych sygnatow
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ujawnia sie jednak wytgcznie po inaktywacji STAT3. Ostateczny wynik dziatania
cytokiny zalezatby wiec od réwnowagi lub interakcji miedzy przeciwstawnymi,
jednoczes$nie zaktywowanymi szlakami transdukcji sygnatu (rys. 4). Analogiczne
wyniki przyniosty badania prowadzone na zaleznej od IL-3 linii komérek limfocytéw
pro-B - BAF/B03 [13]. Jak wykazano przy uzyciu komérek transfekowanych gpl30,
co najmniej dwa niezalezne sygnaty sg niezbedne dla wywotania proliferacji komoérek
za posrednictwem wprowadzonego receptora. Pierwszy z nich byt sygnatem sty-
mulujacym proliferacje zaleznym od motywu tyrozynowego w pozycji 759, miejsca
wigzania fosfatazy SHP-2 wymaganej dla aktywacji szlaku kinazy MAP. Wplyw
MAPK na pozytywng regulacje cyklu komdrkowego moze z kolei polega¢ na sty-
mulacji ekspresji cykliny DI oraz zmniejszeniu poziomu p27Klpl, inhibitora cykli-
nozaleznych kinaz [25]. Drugi sygnat byt niezbedny dla supresji apoptozy i okazat
sie zalezny od STAT3. Jako przypuszczalny czynnik antyapoptotyczny indukowany
przez STAT3 zidentyfikowano biatko Bcl-2 (rys. 4). Oba badane szlaki sygnali-
zacyjne - Ras/MAPK i Jak/STAT - wspotdziatajg w komdrkach BAF/B03 umo-
zliwiajac ich proliferacje.

IL-6 moze indukowac rdznicowanie i wzrost neurytow w przypadku komorek
linii PC 12. Jest to jednak efekt ograniczony tylko do niektérych klonéw komérek
PC 12 badz tez zachodzi wylgcznie po wczesniejszej prestymulacji przy uzyciu
czynnika wzrostu nerwéw (NGF). Jak sie okazato, dla indukcji wzrostu neurytéw
po stymulacji IL-6, kluczowa okazata sie aktywacja kinazy MAP za posrednictwem
SHP-2, natomiast aktywny STAT3 byt inhibitorem catego procesu. Komorki PC
12 z wprowadzonym dominujagcym negatywnym STAT3 reagowaly na IL-6 bez
koniecznosci prestymulacji NGF [20]. Podobny negatywny efekt STAT3 na proces
réznicowania warunkuje jedng z istotnych funkcji LIF - utrzymanie pluripoten-
cjalnego wzrostu embrionalnych komérek macierzystych (ang. embryonic stem cells,
ES). Inaktywacja STAT3 powoduje réznicowanie tych komdérek pomimo obecnosci
LIF[3]. W tych przypadkach szlak Jak/STAT odgrywarole dominujgcag w sygnalizacji
i zapobiega réznym efektom biologicznym. IL-6 i OSM prawdopodobnie odgrywaja
tez role negatywnych regulatoréw wzrostu we wczesnych etapach rozwoju ludzkiego
czerniaka zto$liwego. Uzyskanie opornosci na te cytokiny w pézniejszych fazach
progresji nowotworu moze by¢ wynikiem obnizenia ekspresji receptora [48], albo
skutkiem zmian ekspresji czy tez mutacji czynnikdw uczestniczacych w procesach
transdukcji sygnatu. Tego typu zaburzenia moga dotyczy¢ szczeg6lnie szlaku
Jak/STAT, co potwierdzajg wyniki badan Oh i wsp. [43], przeprowadzonych na
komorkach mysiego czerniaka linii B16-F10.9. W komorkach tych, w ktorych po
stymulacji IL-6/slIL-6R dochodzito do zatrzymaniawzrostu irdznicowania, wykazano
wzrost ekspresji inhibitora cyklinozaleznych kinaz p21Waf1/Cipli aktywacje pro-
motora tego genu. Nasze badania prowadzone na modelu ludzkich komoérek czerniaka
linii A375 wskazujg jednak na odmienny gen docelowy sygnalizacji cytokin typu
IL-6. Stymulacja komorek A375 przy pomocy IL-6/sIL-6R lub OSM prowadzita
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RYSUNEK 4. Szlaki sygnalizacji zwigzane z gpl30 regulujace wzrost, réznicowanie i $mier¢ komérki

do akumulacji mRNA i biatka innego inhibitora cyklu komérkowego - p27Kipl.
Efekt ten byt ponadto zalezny od obecnosci funkcjonalnego STAT3 i stanowit
bardziej og6lne zjawisko, gdyz wystepowat takze w dwu innych liniach komoérkowych
ludzkiego czerniaka [22]. Inhibitory z rodziny Kip/Cip moga wiec petni¢ role uni-
wersalnych genéw docelowych w sygnalizacji cytokin o funkcji regulatoréw wzrostu.

PODSUMOWANIE

Prowadzone w ciggu ostatnich lat badania dotyczace IL-6 i spokrewnionych
Z nig cytokin ujawnity wiele z mechanizmoéw molekularnych lezacych u podtoza
ich biologicznej aktywnos$ci. Model funkcjonowania cytokin typu IL-6 stat sie tez
punktem wyjscia dla wielu ogdlnych koncepcji na temat funkcjonowania cytokin.
Stopniowo zaczeto poznawac ztozony przebieg proceséw regulacji wzrostu i réz-
nicowania komoérek za posrednictwem receptoréw cytokin. Wykorzystanie zwierzat
transgenicznych i knock-out pozwolito na uzyskanie wielu informacji na temat roli
cytokin in vivo. Udato sie okresli¢ udziat IL-6 i cytokin pokrewnych w wielu
procesach patologicznych i chorobach. Wcigz jednak identyfikowane sg nowe ele-
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menty szlakow sygnalizacji cytokin, petnigce role ich mediatoréw badz pozytywnych
czy negatywnych regulatoréw. Jak sie wydaje, dopiero petna znajomo$¢ mecha-
nizméw molekularnych sygnalizacji, a szczegdlnie wzajemnych zaleznosci i in-
terakcji miedzy réznymi drogami przekazywania sygnatu pozwoli wyjasni¢, w jaki
spos6b decyduja one o ogromnej réznorodnosci efektow biologicznych dziatania
cytokin.

PISMIENNICTWO

[1] BAUMANN H, WANG Y, MORELLA KK, LAl C-F, DAMS H, HILTON D J, HAWLEY
RG, MACKIEWICZ A. Complex of the soluble IL-11 receptor and IL-11 acts as IL-6-type
cytokine in hepatic and nonhepatic cells. J Immunol. 1996; 157: 284-290.

[2] BAZAN JF. Structural design and molecular evolution of a cytokine receptor superfamily.
Proc Natl. Acad Sci USA 1990; 87: 6934-6938.

[3] BOEUF H, HAUSS C, DE GRAEYE F, BARAN N, KEDINGER C. Leukemia inhibitory
factor-dependent transcriptional activation in embryonic stem cells. J Cell Biol 1996: 138:
1207-1217.

[4] BOULTON TG, STAHL N, YANCOPOULOS GD. Ciliary neurotrophic factor/leukemia
inhibitory factor/interleukin 6/oncostatin M family of cytokines induces tyrosine phosphoryla-
tion of a common set of proteins overlapping those induced by other cytokines and growth
factors. J Biol Chem 1994; 269: 11648-11655.

[5] CHEN L, MORY Y, ZILBERSTEIN A, REVEL M. Growth inhibition of human breast
carcinoma and leukemia/lymphoma cell lines by recombinant interferon-beta 2. Proc Natl Acad
Sci USA 1988: 85: 8037-8041.

[6] CHUNG CD, LIAO J, LIU B, RAO X., JAY P, BERTA P, SHUAI K. Specific inhibition of
Stat 3 signal transduction by PIAS3. Science 1997; 278: 1803-1805.

[71 DARNELL JRJE, KERR IM, STARK GR. Jak-STAT pathways and transcriptional activation
in response to IFNs and other extracellular signaling proteins. Science 1994, 264: 1415-1421.

[8] DARNELL JR JE. STATs and gene regulation. Science 1996; 277: 1630-1635.

[9] DAVIS S, ALDRICH TH, VALENZUELA DM, WONG V, FURTH ME, SQUINTO SP,
YANCOPOULOS GD. The receptor for ciliary neurotrophic factor. Science 1991; 253: 59-63.

[10] DOUGLAS AM, GOSS GA, SUTHERLAND LR, HILTON D J, BERNDT MC, NICOLA
NA, BEGLEY CG. Expression and function of members of the cytokine receptor superfamily
on breast cancer cells. Oncogene 1997; 14: 661-669.

[11] ENDO TA, MASUHARA M, YOKOUCHI M, SUZUKI R, SAKAMOTO H, MITSUI K,
MATSUMOTO A, TANIMURA S, OHTSUBO M, MISAWA H, MIYAZAKI T, LEONOR
N, TANAGUCHI T, FUJITA T, KANAKURA Y, KOMIYA S, YOSHIMURA A. A new
protein containing an SH2 domain that inhibits JAK kinases. Nature 1997; 387: 921-924.

[12] ERNST M, GEARING DP, DUNN AR. Functional and biochemical association of Hck with
the LIF/IL-6 receptor signal transducting subunit gpl30 in embryonic stem cells. EMBO J 1994;
13:1574-1584.

[13] FUKADA T, HIBIM. YAMANAKA Y, TAKAHASHI-TEZUKA M, FUJITANIY, YAMA-
GUCHIT, NAKAJIMA K, HIRANO T. Two signals are necessary for cell proliferation induced
by a cytokine receptor gpl30: involvement of STAT3 in anti-apoptosis. Immunity 1996; 5:
449-460.



CYTOKINY I PROCESY PRZEKAZYWANIA SYGNALU 225

[14] GEARING DP, COMEAU MR, FRIEND DJ, GIMPEL SD, THUT CJ, MCGOURTY J,
BRASHER KK, KING JA. The IL-6 signal transducer, gpl30: an oncostatin M receptor and
affinity converter for the LIF receptor. Science 1992; 255: 1434-1437.

[15] GERHARTZ C, HEESELB, SASSEJ. HEMMANN U, LANDGRAFC, SCHNEIDER-MER-
GENER J. HORN F. HEINRICH PC. GRAEVE L. Differential activation of acute phase
response factor/STAT3 and STAT1 via the cytoplasmic domain of the interleukin 6 signal
transducer gpl30.1. Definition of a novel phosphotyrosine motif mediating STATL1 activation.
J Biol Chem 1996, 271: 12991-12998.

[16] HEINRICH PC, BEHRMANN I, MULLER-NEWEN G, SCHAPER F, GRAEVE L. Inter-
leukin-6-type cytokine signalling through the gpl30/Jak/STAT pathway. Biochem J 1998; 334:
297-314.

[17] HILTON D J, HILTON AA, RAICEVIC A, RAKAR S, HARRISON-SMITH M, GOUGH
NM, BEGLEY CG, METCALF D. NICOLA NA. WILSON TA. Cloning of a murine IL-11
receptor alpha-chain; requirement for gpl30 for high affinity binding and signal transduction.
EMBO J 1994; 13: 4765-4775.

[18] HIRANO T. Interleukin-6 and its receptor: Ten years later. IntRev Immunol 1998; 16:249-284.

[19] HORN D, FITZPATRICK WC, GOMPPER PT, OCHS V, BOLTON-HANSEN M, ZA-
RLING J, MALIK N, TODARO GJ. LINSLEY PS. Regulation of cell growth by recombinant
oncostatin M. Growth Factors 1990; 2: 157-165.

[20] IHARA S, NAKAJIMA K, FUKADA T, HIBIM, NAGATA S, HIRANO T, FUKUI Y. Dual
control of neurite outgrowth by STAT3 and MAP kinase in PC 12 cells stimulated with
interleukin-6. EMBO J 1997; 16: 5345-5352.

[21] KIM H, HAWLEY TS, HAWLEY RG, BAUMANN H. Protein tyrosine phosphatase 2
(SHP-2) moderates signaling by gpl30 but is not required for the induction of acute-phase plasma
protein genes in hepatic cells. Mol Cell Biol 1998; 18:1525-1533.

[22] KORTYLEWSKI M, HEINRICH PC, MACKIEWICZ A, SCHNIERTSHAUER U, KLING-
MULLER U, NAKAJIMA K, HIRANO T, HORN F. BEHRMANN I. Interleukin-6 and
oncostatin M-induced erowth inhibition of human A375 melanoma cells is STAT-dependent
and involves upregulation of the cyclin-dependent kinase inhibitor p27Kipl. Oncogene 1999;
18:3742-3753.

[23] KUMAR G, GUPTA S, WANG S, NEL AE. Involvement of Janus kinases p52shc, Raf-1, and
MEK-1 in the IL-6-induced mitogen-activated protein kinase cascade of a growth-responsive
B cell line. J Immunol 1994; 153: 443671447.

[24] LEE IS, LIU Y, NARAZAKIM, HIBI M, KISHIMOTO T, TAGA T. Vav is associated with
signal transducing molecules gpl30, Grb2 and Erk2, and is tyrosine phosphorylated in response
to interleukin-6. FEBS Lett 1997; 401:133-137.

[25] LLOYD AC. Ras versus cyclin-dependent kinase inhibitors. Curr Opin in Genet Dev 1998;
8:43-48.

[26] LIU B, LIAO J, RAO X, KUSHNER SA, CHUNG CD, CHANG DD, SHUAI K. Inhibition
of Stat 1-mediated gene activation by PIAS1 Proc Natl Acad Sci USA 1998; 95:10626-10631.

[27] LIU C, YICKERS MF, KERBEL RS. Interleukin 6: a fibroblast-derived inhibitor of human
melanoma cells from early but not advanced stages of tumor progression. Proc Natl Acad Sci
USA 1992; 89: 9215-9219.

[28] LOWE WL JR, DA SILVA BA. Cytokines. Ed. Jameson JL. PrinciplesofMolecular Medicine.
Totowa. NJ: Humana Press Inc. 1998; 267-271.

[29] LU C, YICKERS MF, KERBEL RS. Interleukin 6: a fibroblast-derived growth inhibitor of
human melanoma cells from early but not advanced stages of tumor progression. Proc Natl
Acad Sci USA 1992; 89: 9215-9219.

[30] LU C, RAK JW, KOBAYASHIH, KERBEL RS. Increased resistance to oncostatin M-induced
growth inhibition of human melanoma celi lines derived from advanced-stage lesions. Cancer
Res 1993;53:2708-2711.



226 M. KORTYLEWSKI, A. MACKIEWICZ

[31] LU C, SHEEHAN C, RAK JW, CHAMBERS CA, HOZUMI N, KERBEL RS. Endogenous
interleukin 6 can function as an in vivo growth-stimulatory factor for advanced-stage human
melanoma cells. Clin Cane Res 1996; 2: 1417-1425.

[32] LUST JA, DONOVAN KA, KLINE MP, GREIPP PR, KYLE RA, MAIHLE NJ. Isolation of
an mMRNA encoding a soluble form of the human interleukin-6 receptor. Cytokine 1992; 4:
96-100.

[33] LUTTICKEN C, WEGENKA UM, YUAN J, BUSCHMANN J,SCHINDLER C, ZIEMIECKI
A, HARPUR AG, WILKS AF, YASUKAWA K. TAGA T, KISHIMOTO T. BARBIERI G.
PELLEGRINIS. SENDTNER M. HEINRICH PC, HORN F. Association of transcription factor
APRF and protein kinase Jakl with the interleukin-6 signal transducer gpl30. Science 1994,
263: 89-92.

[34] MACKIEWICZ A, SCHOOLTINK H, HEINRICH PC, ROSE-JOHN S. The complex of
soluble human interleukin-6 receptor/interleukin-6 up-regulates expression of acute phase
proteins. J Immunol 1992; 149: 2021-2027.

[35] MATSUDA T, TAKAHASHI-TEZUKA M, FUKADA T, OKUYAMA Y, FUJITANI Y,
TSUKADA S, MANO H, HIRAI H, WITTE ON. HIRANO T. Association and activation of
Btk and Tec tyrosine kinases by gpl30, a signal transducer of the interleukin-6 family of
cytokines. Blood 1995; 8:627-633.

[36] MATSUDA T, FUKADA T, TAKAHASHI-TEZUKA M, OKUYAMAY, FUJITANI Y,
HANAZONO Y, HIRAI H, HIRANO T. Activation of Fes tyrosine kinase by gpl30, an
interleukin-6 family cytokine signal transducer, and their association. J Biol Chem 1995; 270:
11037-11039.

[37] MINAMIM, INUOUE M. WEI S, TAKEDA K, MATSUMOTO M, KISHIMOTO T, AKIRA
S. STATS3 activation is a critical step in gp 130-mediated terminal differentiation and growth
arrest of a myeloid cell line. Proc Natl. Acad Sci USA 1996; 93: 3963-3966.

[38] MOSLEY B, DE IMUS C, FRIEND D, BOIANI N, THOMA B, PARK LS, COSMAN D.
Dual oncostatin M (OSM) receptors. Cloning and characterization of an alternative signaling
subunit conferring OSM-specific receptor activation. J Biol Chem 1997; 271: 32635-32643.

[39] MULLBERG JH, SCHOOLTINK T, STOYAN M, GUNTHER L, GRAEVE L, BUSE G,
MACKIEWICZ A. HEINRICH PC. ROSE-JOHN S. The soluble interleukin-6 receptor is
generated by shedding. Eur J Immunol 1993; 23: 473-480.

[40] NAKA T, NARAZAKI M, HIRATA M, MATSUMOTO T, MINAMOTO S, AONO A.
NISHIMITO N. KAJITAT. TAGA T. YOSHIZAKI K. AKIRA S, KISHIMOTO T. Structure
and function of a new STAT-induced STAT inhibitor. Nature 1997; 387: 924-929.

[41] NAKAJIMA K, YAMANAKA Y, NAKAE K, KOJIMA H, ICHIB AM, KIUCHI N,
KITAOKA T, FUKADA T. HIBI M, HIRANO T. A central role for Stat3 in IL-6-induced
regulation of growth and differentiation in Ml leukemia cells. EMBO J 1996; 15: 3651-3658.

[42] NARIMATSU M, NAKAJIMA K, ICHIBA M, HIRANO T. Association of Stat3 dependent
transcriptional activation of pI9INK 4D with IL-6-induced growth arrest. Biochem Biophys Res
Com 1997; 238: 764-768.

[43] OH J-W, KATZ A, HAROCH S, EISENBACH L, REVEL M, CHEBATH J. Unmasking by
soluble IL-6 receptor of IL-6 effect on metastatic melanoma: growth inhibition and differentia-
tion of B16-F10.9 tumor cells. Oncogene 1997,15: 569-577.

[44] PELLEGRINI S, DUSANTER-FOURT 1. The structure, regulation and function of the Janus
kinases (JAKs) and the signal transducers and activators of transcription (STATs). Eur J
Biochem 1997; 248: 615-633.

[45] ROBAKT. Biologia i farmakologia cytokin. Warszawa: Wyd. Naukowe PWN 1995.

[46] ROBLEDO O, FOURCIN M, CHEVALIER S, GUILLET C, AUGUSTE P, POUPLARD-
BARTHELAIX A, PENNICA D, GASCAN H. Signaling of the cardiotrophin-1 receptor.
Evidence for a third receptor component. J Biol Chem 1997; 272: 4855-4863.



CYTOKINY I PROCESY PRZEKAZYWANIA SYGNALU 227

[47] SCHAPER F,GENDO C, ECK M, SCHMITZJ, GRIMM C, ANHUFD, KERR I, HEINRICH
PC. Activation ofthe protein tyrosine phosphatase SHP2 via the interleukin-6 signal transducing
receptor protein gpl30 requires tyrosine kinase Jakl and limits acute-phase protein expression.
Biochem J 1998; 335: 557-565

[48] SILVANI A, FERRARI G, PAONESSA G, TONIATTIC, PARMIANIG, COLOMBO MP.
Down-regulation of interleukin 6 receptor a chain in interleukin-6 transduced melanoma cells
causes selective resistance to interleukin 6 but not to oncostatinM. Cancer Res 1995; 55:
2200-2205.

[49] STAHL N, BOULTON TG, FARRUGGELLA T, IP NY, DAVIS S, WITTHUHN BA,
OUELLE FW, SILVENNOINEN O, BARBIERIG, PELLEGRINI S, IHLE JN, YANCOPOU-
LOS GD. Association and activation of Jak-Tyk kinases by CNTF-LIF-OSM-IL-6 receptor
components. Science 1994, 263: 92-95.

[50] STAHL N, FARRUGGELLA TJ, BOULTON TG, ZHONG Z, DARNELL JR JE, YANCO-
POULOS GD. Choice of STATs and other substrates specified by modular tyrosine-based
motifs in cytokine receptors. Science 1995; 267: 1349-1353.

[51] STARR R, WILLSON TA, VINEY EM, MURRAY LJL, RAYNER JR, JENKINS BJ,
GONDA TJ. ALEXANDER WS, METCALF D, NICOLA NA, HILTON DJ. A family of
cytokine-inducible inhibitors of signalling. Nature 1997; 387: 917-921.

[52] SWOPE VB, ABDEL-MALEK Z, KASSEM LM, NORDLUND JJ. Interleukinsla and 6 and
tumor necrosis factor-a are paracrine inhibitors of human melanocyte proliferation and mela-
nogenesis.J Invest Dermatol 1991; 96: 180-185.

[53] SYMES A. STAHL N, REEVES SA, FARRUGGELLA T, SERVIDEI T, GEARAN T,
YANCOPOULOS G, FINK JS. The protein tyrosine phosphatase SHP-2 negatively regulates
ciliary neurotrophic factor induction of gene expression. Curr Biol 1997; 7: 697-700.

[54] TAGA T, HIBI M, HIRATA Y, YAMASAKI K, YASUKAWA K, MATSUDA T, HIRANO
T, KISHIMOTO T. Interleukin-6 triggers the association of its receptor with a possible signal
transducer, gpl30. Cell 1989; 58: 573-581.

[55] TAGA T, KISHIMOTO T. Gpl30 and the interleukin-6 family of cytokines. Annu Rev Immunol
1997; 15: 797-819.

[56] TAKIZAWA H, OHTOSHI T, OHTA K, YAMASHITA N, HIROHATA S, HIRAI K,
HIRAMATSU K, ITO K. Growth inhibition of human luna cancer cell lines by interleukin 6 in
vitro: a possible role in tumor growth via an autocrine mechanism. Cancer Res 1993; 15:
4175-4181.

[571 YAMANAKA Y, NAKAJIMA K, FUKADA T, HIBI M, HIRANO T. Differentiation and
growth arrest signals are generated through the cytoplasmic region of gpl30 that is essential for
Stat3 activation. EMBO J 1996; 15: 1557-1565.

Redaktorzy prowadzacy - Bozena Kaminska i Jerzy Kawiak

Otrzymano: 15.12. 2000 r.
Przyjeto: 10.01. 2000 r.
Adres autora: ul. Garbary 15, 61-866 Poznan



http://rcin.org.pl



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 27, 2000 NR 2 (229-246)

CZASTECZKI ROZNICOWANIA NA POWIERZCHNI
LIMFOCYTOW PRZEZUWAC2ZY

CLUSTER OF DIFFERENTIATION
ON RUMINANT LYMPHOCYTES

Anna WINNICKA

Katedra Choréb Wewnetrznych, Wydziat Weterynaryjny SGGW w Warszawie

Streszczenie: Znajomo$¢ markeréw limfocytow, a takze poszczegdlnych subpopulacji limfocytow
réznych gatunkéw zwierzat poszerza znacznie mozliwosci weterynaryjnej diagnostyki laboratoryjnej.
Nie wszystkie jednak czasteczki réznicowania opisane u ludzi znajduja swoje odpowiedniki na komor-
kach zwierzecych. Dlatego wydaje sie celowe biezgce $ledzenie doniesien wynikéw badan laboratoryj-
nych uzupetniajacych liste rozpoznanych antygenéw i przeciwciat monoklonalnych produkowanych do
ich identyfikacji. Szczegélnie starannie sg one opisywane u przezuwaczy, co w zwigzku z czestoscig
pojawiania sie nowych choréb oraz trudnosciami z wyeliminowaniem wcze$niej wystepujacych jest
niezmiernie pozadane. Limfocyty przezuwaczy stanowia liczng (od 45 do 75%) populacje leukocytow.
Wsp6lnym antygenem leukocytamym jest czasteczka CD45, jednak u przezuwaczy nie wystepuje ona
na limfocytach WC1+ oraz na monocytach. Podstawowym markerem limfocytéw T przezuwaczy jest
czasteczka TCR z tym, ze komérki TCR-I(y i 5)+ stanowig okoto 60% wszystkich limfocytéw. Inne
markery limfocytéw T to czasteczki CD 1, CD2, CD5 i CD6 oraz CD4, CD8i W C1. Wskaznik CD4/CD8
we krwi obwodowej przezuwaczy wynosi okoto 1,53, w mleku natomiast 0,85 i podlega wahaniom w
przebiegu laktacji. Limfocyty WC1+ (CD4-CD8-TCR y8+) stanowig bardzo liczng (40%) populacje
limfocytéw u mtodych zwierzat. Markerami limfocytéw B przezuwaczy sg przeciwciata, gtdwnie klasy
IgM, obecne na ich powierzchni oraz czasteczki nie znajdujace odpowiednika homologicznego wsrod
czasteczek obecnych na limfocytach ludzkich. Nalezg do nich WC3 (CD21-like), WC4 (CD 19), WC6
(obecne na limfocytach B oraz na komdrkach CD2+, nie wystepujg natomiast na komérkach WC1+ i na
tymocytach) i WC10 (na limfocytach B i na subpulacjach komérek CD2+, nie ma ich na monocytach i
granulocytach ani na komérkach WC1). Do markeréw aktywacji na limfocytach zaréwno T, jak i B
naleza: IL-2R, ktéry wykazuje ekspresje w wyniku aktywacji limfocytéw TCR(oc(3)+ i czasteczka CD25,
ktéra wykazuje wysoki poziom ekspresji na populacji WC1+ (TCRy8+). Gtéwnymi markerami dojrze-
wania sg czasteczki CD 1, izoformy CD45 oraz receptory dla L-selektyny. Sposréd pozostatych komdrek
limfocytamych (K, NK i LAK) we krwi obwodowej przezuwaczy komérki NK bydta sg CD4-CD5-CD6-
WC1-, natomiast komoérki LAK sg CD2+CD4-CD8-.

(Postepy Biologii Komorki 2000; 27: 229-246)
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Stowa kluczowe: limfocyty, CD, przezuwacze.

Summary: The knowlegde concerning cell surface markers and immunophenotypes of lymphocytes in
different animal species opens possibilities in veterinary laboratory diagnostics. The human CD antigens
do not always correspond to surface markers found on animal lymphocytes. Therefore, aclose follow-up
on research developments on new CD antigens and their corresponding monoclonal antibodies is
important in veterinary laboratory diagnostics. A detailed description of known ruminant CD antigens
is available. Thorough knowlegde of clusters of differentiation is particularly important in the ruminant
due to emerging diseases and difficulties in eliminating the already existing ones. Ruminant lymphocytes
make up 45-75% of the total leukocyte population. CD45 is the common leukocyte antigen, however,
it is absent from ruminant WC1+ lymphocytes and monocytes. Ruminant T cells are mainly identified
by the TCR molecule, with TCR-1 (y and 5) making up 60% of all T cells. Other T cell surface antigens
areCD 1, CD2, CD5, CD4, CD6,CD8and WCL In the ruminant, the CD4/CD8 index in peripheral blood
is 1.53 and in milk it is 0.85, but fluctuates during lactation. WC1+ (CD4'CD8" TCRy6*) lymphocytes
account for 40% of the total T cell population in young ruminants. Cell surface bound IgM and other
molecules not related to those found on human lymphocytes such as WC3 (CD21-like), WC4 (CD 19),
WC6 (present on B and CD2+ cells but not on WC1 and thymocytes) and WC10 (on B and CD2+cells
but not present on monocytes, granulocytes and WCL1 cells). Activation markers on both T and B cells
are IL-2R (expressed after TCR-a(3+ activation) and CD25 (highly expressed on WC1). CDI, CD45
isoforms and L-selectin receptors act as cell maturation markers. The immunophenotype of bovine
peripheral blood NK cells is CD4’CD5'CD6~WC1 while that of LAK cells is CD2+CD4 CD8 .
(Advances of Cell Biology 2000; 27: 229-246)

Key words', lymphocytes, CD, ruminants.

WPROWADZENIE

Przejawem aktywacji limfocytéw, tak jak i pozostatych leukocytéw oraz phytek
krwi jest pojawienie sie na ich powierzchni czasteczek, ktére mogg stuzy¢ do od-
rézniania subpopulacji komérek zardwno w obrebie organizmu, jak i poréwnawczo
u réznych gatunkéw. W wielu laboratoriach prowadzone sg badania czasteczek,
zwanych czasteczkami roznicowania (ang. CD - cluster of differentiation) lub
powierzchniowymi antygenami rdznicowania, przy pomocy przeciwciat monoklo-
nalnych (ang. mAb - monoclonal antibodies) (tab. 1). Na miedzynarodowych spot-
kaniach warsztatowych okresla sie cechy mAb wigzacych sie z réznymi populacjami
leukocytow oraz masy czasteczek roznicujacych, traktowanych jako markery ba-
danych komdrek [5, 13, 26, 27]. Lista markerdw jest stale poszerzana. Te sposrdd
nich, ktore sg homologiczne z ludzkimi, nazywane sg zgodnie z nomenklatura sto-
sowana u ludzi, np. CD3, CD4. Aby uzyskaé pewnos¢, ze identyfikowana czasteczka
jest odpowiednikiem czasteczki opisywanej na komorkach cztowieka, niezbedne
jest ustalenie jej masy czasteczkowej, przeprowadzenie badan genetycznych, analiza
rozktadu w tkankach komorek, ktorych markerem jest badana czasteczka oraz spraw-
dzenie spetnianych przez te komdrki funkcji. Pozostate markery, identyfikowane
u poszczegollnych gatunkéw zwierzat, co do ktérych nie ma jednoznacznych do-
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wodow istnienia homologii, oznaczane sgjako WC (ang. workshop cluster) z kolejng
ustalong liczbg poprzedzone skrdtem nazwy odpowiedniego gatunku zwierzat, np.
BoWCI (ang. Bo - bovine). Jeszcze inny rodzaj identyfikowanych czasteczek to,
np. receptory dla L-selektyny czy VLA-4 (ang. very late activation), wykrywane
przy uzyciu mAb specyficznych dla cztowieka, a wigzacych sie z odpowiednimi
czasteczkami u zwierzat wigzaniami krzyzowymi [35].

Przyjeto klasyfikowac czasteczki markerowe zgodnie z informacja, jaka daja
0 komdrce. Mozna wyrézni¢ markery linii komdrkowych, np. CD3, ktoére wystepuja
na limfocytach T oraz markery dojrzewania, np. CDI, wystepujace na limfocytach
podczas dojrzewania w grasicy, a nieobecne na dojrzatych limfocytach krwi ob-
wodowej. Znane sg takze markery aktywacji obecne na komoérkach stymulowanych
przez antygen, np. receptor dla interleukiny 2 (IL-2). Wedtug Roitta, nalezy ponadto
uwzgledni¢ fakt istnienia tych samych markerdw na zdecydowanie réznych ko-
markach, np. antygenéw MHCII nawszystkich ludzkich limfocytach B ijednocze$nie
na aktywowanych limfocytach T, a takze na monocytach [32]. Zmienna jest takze
liczba czgsteczek rdznicowania na powierzchni komorek, np. w nastepstwie aktywacji
wzrasta liczba markerdw aktywacji CDI la na monocytach.

WSPOLNE ANTYGENY LEUKOCYTARNE

WspoIlnym antygenem leukocytarnym jest czasteczka CD45 (tab. 1). Jest to grupa
glikoprotein o duzej masie czasteczkowej wystepujacych na leukocytach i stano-
wigcych okoto 10% powierzchni biatkowych fragmentéw blony komérkowej. U
ludzi i gryzoni czasteczka ta wystepuje w wielu izoformach. Ekspresja izoform
jestograniczona do subpopulacji leukocytdw idlatego moze by¢ uzyta do identyfikacji
réznych komarek, spetniajagcych odmienne funkcje i pochodzacych zréznych tkanek.
Masa czasteczkowa izoform moze byé bardzo zréznicowana, od jednakowej do
bardzo odlegtej. CD45 u owiec, charakteryzuje sie masg 220 kDa i wystepuje
na granulocytach oraz limfocytach B i T [13]. Nie wystepuje natomiast na limfocytach
WC1-dodatnich, stanowigcych jedng z gtéwnych subpopulacji limfocytéw T u prze-
zuwaczy, co zbliza czasteczke OvCD45 (ang. ov - ovine) do ludzkiej CD45RA,
bedacej markerem komorek pamieci. Ostatnio Mateo i wsp. opisali przeciwciato
(Co-46DA), ktdére rozpoznaje nowy epitop izoformy OvCD45 prawdopodobnie
homologicznej do ludzkiego CD45RA [24]. Czasteczka CD45 nie wystepuje na
monocytach przezuwaczy. Komaérki te sg identyfikowane dzieki obecnosci czgsteczki
CD 14 [3, 36]. Czasteczka CD45 u bydta ma takg sama mase czasteczkowg jak
u owiec, wystepuje na limfocytach i granulocytach i réwniez nie ma jej na mo-
nocytach. Czasteczka tajest podobna do ludzkiej czasteczki CD45RB, ale nie nalezy
traktowac jej jako homologicznej. Poréwnanie obu markeréw: u owiec CD45RA
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TABELA 1 Czasteczki réznicowania (cluster of differentiation - CD, workshop cluster - WC)
na powierzchni limfocytéw przezuwaczy i przeciwciata monoklonalne uzywane do ich identyfi-
kacji (VMRD, Inc. Pullman, USA*; Serotec, UK**; Compton Institute for Animal Health,
UK***; Melbourne University, Australia****)

Komoérki CD/WC Gatunek Przeciwciata
przezuwaczy monoklonalne
bydto owce kozy (linia komdrkowa)
Leukocyty CD45 + CACTB51A*, CCI**
CD45 + BAGB20A*
CD45 + VPM18** SBU-[-28****
CD45R + + + GS5A*, GC6A*, CC31***
CD45RA + 73B1*
CD45RO + + + GC44A*
Limfocyty T TCR1 (y5sub) + + + 86D*
TCR1-N6 (yésub) + + + CACTB6A*
TCR1-N16 (yosub) + + + CACTBI14A*
TCR1-N24 (y5) + + GB21A*
TCR1-N7 (yésub) + CACTBB81A*
TCR1-N12 (y6sub) + CACT61A*
TCR1-N21 (yésub) + CACT148A*
CDI + + + TH97A*, CC14**
CDI + VPM5**
CDIwsi + + SBU-20-27****
CDIlws2 + + CC20***, CC40***
CDIlws3 + + CC43*** CCI 18***
CD2 + + + MUC2A*
CDh2 + + BAQO95A*, B26A4*, CC42**
CDh2 + CH128A*, 8-1E3*, 16-1E10*
CD2 + 36F-18*, CC42***
CD5 + + + CC17**
CD5 + + CC29*** SBU-25-91****
CD5 + B29A*, CACTI105A*
CD5 + BAGB145A*, GR60A*
CD6 + + + BAQI91A*
CD6 + BAQB82A*
CD6 + CC38**
Limfocyty Th/i CD4 + + + GC50A1*
CD4 + CACT83B*, CACT138A*,
IL-Al11*, CC30**, CCg***
CD4 + + GC1A*
CD4 + 17D1*, CC8*** SBU-44-38****
Limfocyty Tc/s CD8 + + + CC63**, SBU-38-65****
CD8a + + + CACT80C™*
CDsga + + BAQI11A*
CD8(3 + + + BAT82A*
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cd. TABELA 1

Komorki

Limfocyty WC1+

Limfocyty B

Komorki
aktywowane

Komérki
dojrzewajace

CDh/wcC

WC1

WC1
WC1-N1
WC1-N2
WC1-N3
WCI-N3(sub)
WC1-N4

W CI-N4(sub)
WC1-N11
WC1-N1 I(sub)
WC1-N22
WC1-N25
B-BI

B-B2

B-B4

B-B5

B-B8

B

B (tancuch lekki 1g)
WC3 (CD21)
WC4 (CD 19)
WC6

WC10

CDI Ib
CDI Ib

IL-2Ra
IL-2R
IL-2Ra

L-selektyna R

Gatunek

przezuwaczy

bydto

+ + + + + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ + o+

+ 4+ + o+

+ o+ + 4+ o+ o+

owce
+

+

+ 4+ + + + o+ o+ o+

+ + 4+ 4+ + + +

kozy

+

+ + + + 4+ o+ + o+ + o+

Przeciwciata monoklonalne
(linia komérkowa)

CC15%*, SBU-19-19%***
IL-A29*

B7AL*

BAQ4A*

BAQT72A*
CACTB32A*
BAG25A*, BAQIL59A*
BAQS9A*

BAQ167A*

BAQYOA*
CACTB31A*

GB54A*

BAS9A*

BAQ44A™*

BAQ155A*

CH127A*

GC65A™*

VPM30**

VPM8**

GB25A*, CC21***, CC31***
CC55*** CCH1***
CCOS***

CACTI 14A*,CC28***,
CCB2***

MM12A*

MM10A*, BAQ147A*

CACT116A*
LCTB2A*
CACT108A*

DU1-29*

i u bydta CD45RB sugeruje rozpoznanie réznych izoform tego markera. Przy ich
wykrywaniu nie stwierdzono tworzenia sie wigzan krzyzowych. Markerem komorek
aktywowanych u ludzi jest czgsteczka CD45R0O. U przezuwaczy czasteczka CD45R0O
wystepuje na komérkach CD4+, CD8+ i na limfocytach WC1 oraz na monocytach.
Nie wystepuje natomiast na limfocytach B. Czasteczki CD45R0O zawierajg wszystkie
komorki CD45RB dodatnie [13].

233
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MARKERY LIMFOCYTOW T

Podstawowym markerem limfocytéw T jest czasteczka TCR (ang. T-cell antigen
receptor) (tab. 1). Znane sa 2 typy tego receptora. TCR-1 to heterodimer dwdch
polipeptydéw y i 5, natomiast na TCR-2 skladajg sie polipeptydy a i (3 Sposrod
wszystkich limfocytow TCR+ u myszy ponad 90% komodrek wykazuje ekspresje
TCR-2 (a(3), a ponizej 10% TCR-1 (y5) [32]. U przezuwaczy limfocyty TCR-1
stanowig od 50% wszystkich limfocytéw (62% limfocytéw T) u bydta, do 70%
(93% limfocytow T) u owiec i kéz [12, 37, 47, 52, 53]. Odsetek limfocytéw TCR-2
u tych gatunkéw wynosi odpowiednio 30% wszystkich limfocytow (38% limfocytow
T) u bydta i 5% wszystkich limfocytdw (7% limfocytéw T) u owiec. Obydwa
typy receptoréw sg potaczone z zestawem pieciu polipeptydéw nazywanych zespotem
CD3, ktore razem tworzg kompleks TCR-CD3. Posredniczy on w przekazywaniu
sygnatu przez TCR. Jak sie wydaje, czasteczka CD3 jest jedynym markerem wszy-
stkich limfocytéw T, obecnym u wiekszosci gatunkéw zwierzat. Opisano wiele
przeciwciat monoklonalnych wykrywajgcych antygeny na limfocytach przezuwaczy
[1, 32]. Przewaznie reaguja one na zasadzie tworzenia wigzan krzyzowych z réznymi
docelowymi determinantami na czgsteczkach innych gatunkéw, np. klon CACTB6A
produkuje przeciwciata skierowane przeciwko TCR-1 byda, kéz i owiec. Zdarzajg
sie jednak przeciwciata swoiste gatunkowo, np. wyprodukowane przez klon
CACTB81A wykrywa TCR-1 tylko u bydta. Znane sg liczne przeciwciata skierowane
przeciwko TCR-1, wiekszos$¢ jednak rozpoznaje tylko niektore subpopulacje, np.
TCR-N6, TCR-N16, TCR-N7 czesto naktadajace sie wzajemnie na siebie. Nie ma
dotychczas danych o mAb specyficznych dla TCR-2(a(3) przezuwaczy.

Sposrod innych markeréw limfocytéw T dos$é dobrze opisane sg czasteczki CDI,
CD2, CD5 i CD6 [13, 28, 31] (tab. 1). Rodzina czastek CDI sktada sie z ciezkiego
taricuchaa ilekkiego 32-mikroglobulin. Na leukocytach przezuwaczy sa co najmniej
3 rbézne czasteczki CDI1 (CDIwsi, 2, 3). U cztowieka jest 5 odmiennych czgsteczek
CDI, a u krélika 8. Czasteczki te sg r6zne u owiec i u bydta. U owiec CDIwsi
identyfikuje epitop wspdélny dla réznych antygendéw CDI, u bydta mAb skierowane
przeciwko temu antygenowi rozpoznaje odpowiednie epitopy takze na limfocytach
B i monocytach. Anty-BoCDIws2 rozpoznaje ludzkie CD Ib. Masy obu czasteczek:
wsi i ws2 sg rowne i wynosza 46 kDa. Natomiast BoWCIlws3 charakteryzuje
sie masg 44 kDa. CDI sg identyfikowane na komérkach dojrzewajacych pocho-
dzacych z kory grasicy oraz na komoérkach dendrytycznych obwodowych narzadow
limfatycznych. Nie wystepuja na dojrzatych limfocytach. Ekspresja tych czasteczek
jestrozna, np. CD 1ws 1wystepuje nakomorkach Langerhansa naskorka, nie stwierdza
sie tam natomiast obecnosci CD1ws2. Na komorkach dendrytycznych skéry i weztow
chtonnych wystepujg zaréwno formy CDIwsi i 2, jak i CDIws3. Formy CDI wsi
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i 3 wystepuja na limfocytach B oraz monocytach bydta i sg podobne do CDlc
cztowieka. Forma CDIlws2 nie wystepuje na komorkach krwi obwodowej.

CD2 jest to czasteczka przylegania zaangazowana w aktywacje i r6znicowanie
komérek T. Wystepuje u wszystkich przezuwaczy. U bydta, testem immunopre-
cypitacji, ustalono mase tej czasteczki na poziomie 50-60 kDa. Wystepuje ona
na 41-60% limfocytéw T. U owiec, masa tej czasteczki, wystepujacej na od 10
do 36% limfocytow T, wynosi 50-55 kDa. Ligandem dla CD2 jest czasteczka
CD58 (LFA-3) oraz CD48. CD58 jest obecne w wysokim stopniu na erytrocytach
owiec, co pozwala na potaczenie z receptorem limfocytéw T irozdziat tych komoérek
od limfocytow B w teScie rozetkowym. U przezuwaczy antygen CD2 wystepuje
na wiekszosci tymocytow oraz na komérkach CD4+CD8+TCRa(3+. Nie wystepuje
na WCI+CD4-CD8-TCRy5+, ale wystepuje na CD8+TCRy5+ i na subpopulacjach
CD4-CD8-CD6- limfocytow krwi obwodowej. Niektére mAb specyficzne dla CD2
pobudzajg limfocyty T do proliferacji, co powoduje, ze CD2 moze stuzy¢ tak jak
u innych gatunkéw do przekazywania sygnatow aktywacji limfocytéw T. Nie wy-
kryto CD2 na spoczynkowych komdrkach B owiec i bydta, natomiast na akty-
wowanych limfocytach B i monocytach istnieje prawdopodobieristwo ich
znalezienia, tak zresztg jak i na niektérych makrofagach [13].

CD5 to czgsteczka wystepujgca u bydta i owiec. Ma ona mase czagsteczkowa
wynoszacg 67 kDa (choé zdarzajg sie 0 masie 60-65 kDa u owiec) ijesthomologiczna
do ludzkiej [13]. U ludzi jest markerem wiekszo$ci tymocytow kory grasicy przy
stabej ekspresji oraz dorostych tymocytow i dojrzatych limfocytow T we krwi
obwodowej, a takze we wtérnych tkankach limfoidalnych, przy istotnie wyzszej
ekspresji. CD5 jest takze na powierzchni okoto 20% limfocytéw B i limfocytow
B ptodowych [31]. Wyrézniane sg 2 subpopulacje limfocytow CD5+ (CD5.1 i
CD5.2). U bydta zdecydowanie wiecej tych czasteczek jest na komdrkach
CD2+TCRa(3+ niz na komérkach WCI+TCRy8+. Liczbe i odsetek komérek CD5
pozytywnych we krwi u owiec okreslit Birkebak i wspdtpracownicy [4]. Wynosi
ona odpowiednio 3149 komérek/mm3 i 44,9% limfocytow.

CD6 jest czasteczka poczatkowo traktowang jako marker wszystkich limfocytéw
T. Jest to antygen powierzchniowy, ktory in vitro stymuluje komoérki do rozwoju
i wydaje sie by¢ istotny w przekazywaniu sygnatéw zaangazowanych w aktywowaniu
limfocytow. Masa tej czasteczki wynosi 110 kDa [13]. Wiekszos$¢ dorostych komérek
CD4+ i CD8+ ma na swojej powierzchni ten antygen, natomiast komorki WC1+
nie maja. Wystepuje na $rednio dojrzatych tymocytach. Nie wystepuje na mono-
cytach, granulocytach i limfocytach B.

Limfocyty T wykazujg niektére wspdlne markery z komoérkami innych linii.
Np. CD2 jest markerem limfocytow T i wraz z kompleksem TCR-CD3 oraz innymi
glikoproteinami zwigzanymi z blong komdrkowa pomaga aktywowa¢ komorki T
przez zwiazanie z odpowiednim ligandem. Ale réwnoczesnie CD2 stwierdza sie
na okoto 75% komdrek NK (ang. natural killer), ktére sg CD3 negatywne (CD3-).



236 A. WINNICKA

MARKERY SUBPOPULACJI LIMFOCYTOW T

Gtownymi markerami dojrzatych limfocytow T u przezuwaczy sg antygeny CD4,
CD8 i WC1 [2, 16, 19, 28]. Czasteczka WC1 jest markerem populacji limfocytow
T, ktére s3 CD4-CD8-, ale s3 TCRyO pozytywne (tab. 1).

Czasteczka CD4 bydta zawiera polipeptyd o masie okoto 50 kDa, natomiast
u owiec 55 kDa. W zaleznosci od struktury biochemicznej wyr6znia sie CD4.1,
CD4.2 i CD4.3.

Limfocyty CD4+ i CD8+ moga by¢ takze definiowane za posrednictwem izoform
CD45. Odmienna ekspresja izoform CD45 podzielita limfocyty CD4+ i CD8+ na
subpopulacje. U owiec, Howard za Mackay zdefiniowal czasteczke CD4 przez
CD45R-(mAb-73B) w odréznieniu od komorek pamieci CD2+CD58+CD44+-
+CD116+CD45R+ [13]. U owiec 30"19% komarek we krwi obwodowej jest CD45R.
Wiekszo$¢ komérek w efferentnej limfie jest CD45R+, natomiast w afferentnej
CD45R-. Wskazuje to na fakt, ze komérki z fenotypem pamieci recyrkulujg przez
tkanki, a nie przez $rédbtonek naczyn. Badania na bydle z czasteczkg CD45R
(homologiczng do ludzkiej CD45RB) wykazaly, ze czasteczka CD4, ktora wigze
sie z albuming owczg jest CD45R-. CD45RO identyfikuje 2 subpopulacje CD4
i CD8: sg to CD4+CD8+CD45R0O+CD45R- i CD4+CD8+CD45R0O+CD45R+ oraz
CD4+CD8+CD45R0O-CD45R+.

Funkcjonalnie limfocyty CD4+ czlowieka i przezuwaczy podzielone sg na 2
subpopulacje:

komarki, ktore stymulujg odpowiedzi limfocytow T i B, czyli sprawujace
funkcje pomocnicze, sg to komoérki CD29+, ktdre w wiekszosci sa CD45RO+
(izoforma antygenu leukocytarnego CD45); najprawdopodobniej sgto komar-
ki aktywowane;

- komorki, ktore indukuja funkcje cytotoksyczne (subpopulacja komérek CD4+)

i wykazujg ekspresje CD45RA; przyjmuje sie, ze sg to komdrki pamieci [32,
47].

Limfocyty CD4 mozna réwniez klasyfikowaé na podstawie wydzielania cytokin.
U ludzi i myszy rozréznia sie subpopulacje Thl (wydzielajagca IL-2 i IFN-y) oraz
Th2 (wydzielajgcg IL-4, IL-5, IL-6 i IL-10). Brown i wspotpracownicy dokonali
analogicznego podziatu limfocytow pomocniczych bydta na Thl i Th2 [6].

Limfocyty CD4+ stanowig od 25 do 35% limfocytow krwi obwodowej bydta
[13, 46]. Najwieksze skupiska limfocytow CD4+ opisywane sg w korze grasicy,
gdzie stanowig do 80% tymocytéw. W wiekszosci sg to jednak komérki podwdéjnie
pozytywne (CD4+CD8+), poniewaz do 90% tymocytéw jest takze CD8+. Limfocyty
CD4+ opisywane sg takze w strefie przykorowej weztéw chtonnych, kepkach Peyera
oraz okotonaczyniowych regionach $ledziony. Komérki te, cho¢ mniej liczne, stwier-
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dzane sg takze we wtdrnych grudkach limfatycznych. Limfocyty CD4+ rozpoznajg
swoiste antygeny w potgczeniu z czgsteczkami MHC klasy II.

Czasteczka CD8 u przezuwaczy jest homologiczna do ludzkiej, u bydta o masie
38 i 34 kDa, a u owiec 0 masie 36 i 33 kDa [13]. Stwierdzono réznice miedzy
budowag tych czasteczek u owiec i u bydta. Homologia BoCD8a z ludzkimi CD8
ustalona na poziomie nukleotydéw wynosi 75%, a na poziomie biatkowym - 62%.
Wyro6zniamy 2 grupy przeciwciat monoklonalnych rozpoznajgcych antygen CD8.
Jedne rozpoznajgtaincuch a tych antygenow, drugie - taricuch 3lub obydwa tancuchy.
Zastosowanie specyficznych mAb pozwala na rozréznienie komdrek wykazujacych
ekspresje form hetero- i homodimerycznych. W nabtonku dorostego bydta wiekszos¢
komédrek CD8+ jest heterodimeryczna. Formy homodimeryczne sg obecne we krwi
obwodowej i btonach sluzowych, gtéwnie za$ w $ledzionie noworodkéw. Jednakze
wiele komérek CD2+ w $ledzionie cielat, ktére moga spetnia¢ takie same funkcje
jak CD8+, wykazujg ekspresje TCRy6. Tu wiasnie jest najwiecej komdrek Ty8,
ktére sg W Clujemne i w ten sposob odroznia sie je od komérek W C 1yé w krwiobiegu.
U bydta, tak jak i u ludzi czasteczki CD8 sg takze na komodrkach NK (CD3-)
[13]. Szczegoblne znaczenie ma udziat tych limfocytow u bydta chorego na biataczke
(redukcja zakazenia RSV w ptucach bydta i w infekcjach rotawirusowych) [13,
20, 21, 38, 39, 40, 41, 42, 43].

Limfocyty CD8+ odgrywaja zasadniczg role w walce z zakazeniem pierwotnym
za pomocg efektu cytolitycznego. Limfocyty cytotoksyczne CD8+ dzielimy na 2
podstawowe subpopulacje. Pierwsza z nich wykazuje ekspresje czasteczki CD28
i produkuje IL-2, druga za$ odpowiada na IL-2, ale jej nie produkuje, wykazuje
natomiast ekspresje czasteczki CDIIb/CD18, bedacej markerem limfocytéw B. U
ludzi limfocyty CD8+CD28+ charakteryzujg sie cytotoksycznoscig, natomiast lim-
focyty CD8+CD28- wykazujg cechy komdrek supresorowych [25, 34]. Limfocyty
CD8+ stanowig od 15 do 25% limfocytow krwi obwodowej bydta [13, 47]. Szcze-
gélnie duzo stwierdza sie tych komdrek w strefie okotokorowej grasicy, w mie-
dzykomérkowych obszarach T-zaleznych oraz w kepkach Peyera, a takze w
okotonaczyniowych obszarach $ledziony. U miodych cielgt wystepuja w miazdze
czerwonej Sledziony. W btonie Sluzowej jelita komérki CD8+ wystepujg w nabtonku.
W nabtonku owiec stwierdza sie takze obecno$¢ CD8+TCRy5-h

Wzajemne proporcje miedzy odsetkiem limfocytdow CD4+ i CD8+ okresla
wskaznik CD4/CD8. We krwi obwodowej przezuwaczy wynosi on okoto 1,53,
zmieniajac sie jednak z wiekiem, wraz ze zmiang diety, a takze w okresie oko-
toporodowym i w przebiegu zakazen [17, 18, 19, 22, 23, 32, 47, 48, 49, 50, 51].
Wskaznik ten nieco rézni sie u poszczegolnych gatunkow przezuwaczy, a takze
u roéznych ich ras [7, 44]. Wskaznik CD4/CD8 w mleku wynosi okoto 0,85 i
podlega wahaniom w przebiegu laktacji [8, 15,46, 54]. Przewaga limfocytéw CD8+
w wydzielinie gruczotu mlekowego potwierdza znaczny udziat tej subpopulacji
w btonie $luzowej.
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Czasteczka WC1 uznawana jest u przezuwaczy jako marker jednej z gtdwnych
subpopulacji limfocytow T [9, 10, 30, 54, 55, 56]. Czasteczka ta badana u owiec
ma mase 215 kDa i wystepuje na komoérkach CD2-CD4-CD8-CD5+y5T+. Analizy
genetyczne tego antygenu wykazaty, ze jest ona homologiczna z CD3+TCRyd+.
Badania przeprowadzone u innych gatunkdéw przezuwaczy wykazaty mozliwosé
powstawania wigzan krzyzowych. Stwierdzono jednocze$nie znaczne roznice osob-
nicze. W toku badan genetycznych marker WC1 zostat zréznicowany na WC1.1
i WC1.2, réznigce sie masg czasteczki, wynoszgcg odpowiednio 205 i 215 kDa.
U bydta czgsteczka ta jest heterodimerem o masie 300 kDa [47]. Komérki WC1 +
we krwi sg jednorodne, jesli chodzi o ekspresje molekut, ktére identyfikujg fun-
kcjonalnie rézne subpopulacje CD4 i CD8. Wiekszo$¢ z nich jest L-selektyno+
oraz CD45R0O+, a takze CD45RB- (w przypadku bydia) i CD45RA- (w przypadku
owiec). Komorki WC1+ sg bardzo liczne u zwierzat mtodych i $rednio stanowig
27% limfocytow krwi obwodowej 1-3-tygodniowych cielat oraz ponad 40% u
1-tygodniowych kozlat [13, 53]. U zwierzat dorostych odsetek komérek WC1+
nie przekracza 5%. Odsetek komorek WC1+ w zawiesinie weztdw chtonnych i
$ledziony wynosi okoto 4%.

Rozktad tych komorek we wtérnych tkankach limfatycznych zdecydowanie rozni
sie od rozktadu komérek CD4+ i CD8+ [13]. W weztach chtonnych komorki WC1
dodatnie spotykane sg na zewnetrznych obszarach kory przylegajgcych do zatok
podtorebkowych. Czes¢ komérekjest obecna w zatokach i w warstwach podkorowych
weztow chtonnych. Wystepujg takze w czeSciach zewnetrznych $ledziony oraz w
skorze, w ktérej stanowig az 44% limfocytow, naskorku i btonach Sluzowych, gdzie
sg zlokalizowane w blonie podstawnej. W odréznieniu od krwi obwodowej, gdzie
udziat komérek WC1 obniza sie z wiekiem, w btonach $luzowych odsetek wzrasta
(badania przeprowadzone u cielgt) [52, 55]. Gdyby liczba komorek WC1 we krwi
byta duzo wieksza niz w gruczotach limfatycznych, wskazywato by to na utrudniong
recyrkulacje tych komoarek. Ale komorki WC1 sg jednorodne, L-selektyno+, co
wskazuje na zdolnos¢ do przechodzenia z krwi do gruczotow przez wysoki $rdéd-
btonek naczyn zylnych - HEV (ang. high endothelial venules). Poréwnanie rozktadu
komérek WC1 u owiec wskazuje na 20% udziat wsréd leukocytéw naczyn lim-
fatycznych afferentnych, 6% w efferentnych i 13% we krwi obwodowej. Roz-
mieszczenie limfocytéw w weztach limfatycznych jest konsekwencja ich wejscia
do wezta z limfy efferentnej. Rosnaca liczba komérek WC1+ w limfie afferentnej
i ekspresja izoformy pamieci CD45RO zostata uznana za dowdéd, ze sg to komorki
pamieci, ktore wybiérczo recyrkulujg, jak CD4+ pamieci, ale obnizenie udziatu
komérek WC1 z wiekiem jest w wyraznej sprzecznosci ze wzrastajgcym udziatem
komoérek CD4+ pamieci wraz z wiekiem. Funkcja komoérek WC1 nie jest do konca
ustalona, bowiem prowadzone sg badania, ktére wskazujg na udziat ich w roz-
przestrzenianiu sie innych limfocytéw [13]. Moze tez je charakteryzowa¢ aktywno$é
cytolityczna [13]. Szczegdlnie duzy odsetek komérek TCRy5+, ktore prawdopo-



CZASTECZKI ROZNICOWANIA NA POWIERZCHNI LIMFOCYTOW 239

dobnie mozna traktowac jako komoérki WC1 dodatnie, wystepuje w gruczole mle-
kowym koz, a takze w wydzielinie gruczotu mlekowego [15, 52, 53]. Ekspresja
badanych czasteczek ulega zmianie w toku laktacji. Komorki TCRy5+ sg czeste
w endometrium macicy owcy. Szczepanik i wsp., za W.-J. Liu i L. Wen uwaza,
ze ich aktywacja sprzyja wzrostowi tozyska i podtrzymaniu cigzy [37].

MARKERY LIMFOCYTOW B

Markerami limfocytow B przezuwaczy sg przeciwciata gtownie klasy IlgM obecne
na ich powierzchni [13,47]. IgM tworzg wraz z CD79a/(3 receptor charakterystyczny
dla wszystkich limfocytow B-BCR (ang. B-cell antigen receptor) [33]. Markerami
limfocytow BCR+ u przezuwaczy sg czasteczki B-Bl, B-B2, B-B5 i B-B8 (tab.l).
Jedynie mata czes¢ przeciwciat obecnych na limfocytach B to przeciwciata klasy
IgGIl lub 1gG2 oraz IgA. Nie ma natomiast przeciwciat klasy IgD. Markerem tej
populacji komorek jest czasteczka B-B4.

Inne markery limfocytow B przezuwaczy to czasteczki nie znajdujace odpo-
wiednika homologicznego wsréd czasteczek obecnych na limfocytach ludzkich.
Nalezg do nich WC3, WC4, WC6 i WC10. WC3 charakteryzuje sie masg 145
kDa, wystepuje na limfocytach B krwi obwodowej i weztdw chionnych, kepek
Peyera, $ledziony i na komérkach dendrytycznych. Czasteczka WC3 jest podobna
do ludzkiego CD21 i dlatego czesto jest opisywana jako CD21-like. Czasteczka
WC4 o masie 90 kDa jest homologiczna do ludzkiej CD 19 i coraz czeSciej tak
jest opisywana. Niektorzy autorzy pozostajg przy nazwie pierwotnej (WC4), jednak
kolejne spotkania warsztatowe porzadkujagc nomenklature z pewnoscig wprowadzg
czasteczke CD 19 u przezuwaczy [13]. Czasteczki WC6 o masie 210 kDa sg na
limfocytach B oraz na niskim poziomie nakomorkach CD2+. Nie wystepuja natomiast
na komorkach WC1+, a takze na tymocytach. Czasteczki WC10 sg o masie 39-115
kDa i wystepuja, przy stabej ekspresji na limfocytach B. Nie sg jednak chara-
kterystyczne dla tej linii komdrkowej. Czasteczka WC10 wystepuje takze na sub-
pulacjach komérek CD2+, nie ma jej natomiast na monocytach i granulocytach
ani na komérkach WC1+.

Markerami limfocytow B sg takze czasteczki CD5 i CDI Ib. We krwi obwodowej
bydta od 5 do 35% limfocytow B jest CD5+, ale ekspresja na limfocytach B jest
nizsza od ekspresji na limfocytach CD2+. Wiekszo$¢ komérek CDIlb+ jest takze
CD5+. U myszy limfocyty CD5+ sg zroditem IgM surowicy i uczestnicza w T
niezaleznej odpowiedzi immunologicznej oraz produkcji przeciwciat. Wysoki poziom
IgM jest szczegdlnie widoczny u bydia i owiec z biataczkg i chorobami paso-
zytniczymi [13].
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Aktualnie wyr6zniamy 2 subpopulacje komérek B [12, 47, 57]. Komorki Bl,
ktére sa CD5+ i réwnoczesnie L-selektyno+ oraz komérki B2 bedace CD5+ i
L-selektyno-. Z proporcji miedzy tymi komoérkami w weztach chtonnych i we krwi,
ktéra wynosi 1/2 dla komdrek Bl i 4/1 dla komoérek B2, wynika, ze komorki
B2 moga mie¢ wyzsze powinowactwo do krgzenia limfatycznego niz do krwi ob-
wodowej. Niski poziom komérek B z CD5 lub CDI Ib u bydta w weztach chtonnych
w poréwnaniu z krwig obwodowg potwierdzajg powyzszy wniosek [13].

MARKERY AKTYWACJI LIMFOCYTOW T i B

Markery aktywacji na limfocytach zaréwno T, jak i B podlegaja ciggtym zmianom
[13, 32, 47]. Aktywacja tych komorek wzmacnia ekspresje jednych antygendw
badZ indukuje innych czasteczek powierzchniowych. Markery aktywacji obejmuja
czasteczki adhezyjne umozliwiajace wspotdziatanie z innymi komérkami, a takze
receptory dla czynnikow wzrostu i réznicowania komdrek [11, 14, 29, 45]. Przy-
ktadowo receptor dla IL-2 (IL-2R), ktéry wykazuje ekspresje w wyniku aktywacji
limfocytow T, skfada sie z 3 podjednostek. Spoczynkowa komorka T cztowieka
ma podjednostke @3 (CD25 o masie 55 kDa) oraz y, natomiast w czasie aktywacji
pojawia sie podjednostka a (70 kDa) powodujac powstanie heterotrimerycznego
receptora dla IL-2. U ludzi i myszy jest to przejsciowo indukowana czasteczka
gp55 i 75. U przezuwaczy czasteczka wiazaca IL-2 wykazuje ekspresje na lim-
focytach TCR(a(3)+, czasteczka CD25 (tafncuch a receptora dla IL-2) wykazuje
wysoki poziom ekspresji na populacji WC1+ (TCRyo6-i-), co moze wyjasni¢ szybka
odpowiedZz komoérek WC1+ na IL-2 in vitro. CD25 jest takze mocno wyrazone
na limfocytach aktywowanych w hodowli 1-7-dniowej, stymulowanej Con-A. Anty-
gen wystepuje na komoérkach przez 10 godzin po stymulacji lektynowej i osiaga
najwyzszg aktywno$¢ 3-4 dnia, po czym ekspresja powoli sie obniza. Ekspresja
CD25 na monocytach i limfocytach B w stymulowanej hodowli leukocytéw krwi
obwodowej jest zdecydowanie nizsza.

Czasteczka WC5, polipeptyd o masie 47 kDa, jest wyrazona na aktywowanych
komadrkach T i na niektérych subpopulacjach limfocytéw T oraz spoczynkowych
komorkach B krwi obwodowej. Czasteczka WC8 (150 kDa) jest obecna na dojrzatych
aktywowanych limfocytach T(a(3), w 6 dni po aktywacji. Ekspresja tej czasteczki
jest stymulowana alloantygenami i lektynami. WC8 nie jest stwierdzana na ko-
mérkach spoczynkowych.
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WYBRANE MARKERY DOJRZEWANIA

Gtownymi markerami dojrzewania sg czasteczki CDI, izoformy CD45 oraz re-
ceptory dla L-selektyny [13, 47]. Wystepuja one na powierzchni komdrek ma-
cierzystych oraz na tymocytach na réznym etapie ich dojrzewania. Komorki
macierzyste bedace prekursorami limfocytow sg CDI-CD4-CD8-L-selektyno+.
Charakteryzuje je wysoka aktywno$¢ mitotyczna. U myszy szpik kostny zawiera
dojrzate limfocyty B oraz limfocyty TCR+, ktore s3 CD1-CD2+CD3+CD5+CD6+
i CD4+ lub CD8+. Komoérek WC1+ jest bardzo mato i stanowig one ponizej 3%
komorek szpiku. Badania owiec pozbawionych grasicy podczas zycia ptodowego
pokazaty, ze obwodowe komérki WC1+ zalezg od grasicy. Grasica przezuwaczy
zaréwno strukturalnie, jak i funkcjonalnie jest podobna do grasicy innych gatunkéw
ssakow. Komarki kory grasicy sg CD1+CD2+CD4+CD8+CD5+CD6-CD45R-. Za
posrednictwem receptora dla L-selektyny moga byé takze definiowane komérki
CD4+ i CD8+ U miodego bydia istnieje przewaga komoérek z receptorem dla
L-selektyny, z wiekiem ich odsetek obniza sie. Ekspresja receptorow dla L-selektyny
nie ma zwiazku ze statusem pamieci okreslanym testem proliferacji. Komérki
CD4+CD8+ bydta dzielimy na L-selektyno dodatnie i L-selektyno ujemne oraz
CD45R-dodatnie i CD45R-ujemne, co tworzy 4 r6zne subpopulacje tych komorek.

MARKERY KOMOREK K, NK i LAK

Komorki K (ang. killer), NK (ang. naturalkiller) i LAK (ang. lymphokine-activated
killer) nalezg do rodziny komorek ukiadu limfatycznego, majacych wiasciwosci
zabijania nieswoistego, a ich aktywno$¢ cytotoksyczna nie jest uzalezniona od re-
strykcji czasteczek MHC [34]. Komdrki K i NK pochodza przewaznie z ,,duzych
komorek ziarnistych” (ang. large granular lymphocytes - LGL). Wigkszo$¢ komorek
NK jest CD3-CD16+CD56+. Wrazliwo$¢ na zabijanie jest odwrotnie skorelowana
z ekspresja MHC Kklasy I, co oznacza ochrone komorki wykazujacg te ekspresje
przed komorka NK. Komérki LAK nasilajag swojg aktywno$¢ cytotoksyczna pod
wptywem IL-2. Fakt ten, w powigzaniu z trudnosciami w zr6znicowaniu funkcjo-
nalnym tych komérek z komérkami NK, sugeruje, ze komérki LAK nie reprezentuja
oddzielnej linii prekursorawej, a sg nastepstwem aktywacji.

Komorki K, NK i LAK o potencjale cytotoksycznym, posiadajace receptory
Fc dlalgG moga wigzac sie zkomorkami docelowymi optaszczonymi IgG powodujac
ich lize. Celem ataku tych komorek sg antygeny wirusowe, czasteczki MHC i
niektore epitopy obecne na komdrkach nowotworowych. Mechanizm zabijania przez
komarki limfoidalne obejmuje trzy fazy: wigzanie z komorka docelowa, uwalnianie
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pecherzykéw komoérki cytotoksycznej (zawierajacych perforyne, esteraze serynowa,
TNFa i TNF(3) zaleznie od stezeniajonow wapnia i faze zabicia komorki docelowej.

Aktywnos¢ cytotoksyczna komorek K i NK krwi obwodowej bydta w stosunku
do komdrek nowotworowych jest bardzo niska, natomiast w stosunku do komorek
zainfekowanych wirusem, np. biataczki lub BHV-1 (ang. bovine herpesvirus) jest
bardzo wysoka [12]. Wzrasta ona dodatkowo przy braku ekspresji czasteczek MHC
klasy 1. Komérki NK bydta sg CD4-CD5-CD6-WC1-. Niektére tylko klony tych
komorek wykazujg ekspresje czasteczek CD2 i CD8. Komorki LAK natomiast
sg CD2+CD4-CD8- i ich aktywno$¢ cytotoksyczna jest zdecydowanie wieksza w
stosunku do wszystkich komorek docelowych.

PODSUMOWANIE

Limfocyty przezuwaczy stanowig liczng (od 45 do 75%) populacje leukocytéow
i ich ocenajest przedmiotem wielu opracowan z zakresu weterynaryjnej diagnostyki
laboratoryjnej. Przejawem aktywacji limfocytow jest pojawienie sie na ich powie-
rzchni czasteczek, ktére moga stuzy¢ do odrézniania subpopulacji komadrek w obrebie
organizmu. Czasteczki, ktdre sg homologiczne z ludzkimi, nazywane sg zgodnie
z nomenklaturg stosowang u ludzi (CD), pozostate markery oznaczane sg jako
WC (tab.l). Wspolnym antygenem leukocytarnym jest czasteczka CD45, jednak
u przezuwaczy nie wystepuje ona na limfocytach WC1 + oraz na monocytach. Pod-
stawowym markerem limfocytdw T przezuwaczy jest czgsteczka TCR z tym, ze
komoérki TCR-I(y i5)+ stanowig okoto 60% wszystkich limfocytéw. Inne markery
limfocytow T to czgsteczki CDI, CD2, CD5 i CD6 oraz CD4, CD8iWC1. Wskaznik
CD4/CD8 we krwi obwodowej przezuwaczy wynosi okoto 1,53, w mleku natomiast
0,85 i podlega wahaniom w przebiegu laktacji. Limfocyty WC1+ (CD4-CD8-TCR
Y8+) stanowig bardzo liczng (40%) populacje limfocytéw u mtodych zwierzat. Mar-
kerami limfocytow B przezuwaczy sa przeciwciata, gtdwnie klasy IgM, obecne
na ich powierzchni oraz czasteczki nie znajdujgce odpowiednika homologicznego
wsrod czasteczek obecnych na limfocytach ludzkich. Nalezg do nich WC3 (CD21-
like), WC4 (CD 19), WC6 (obecne na limfocytach B oraz na komoérkach CD2+,
nie wystepuja natomiast na komoérkach WC1+ i na tymocytach) i WC10 (na lim-
focytach B i na subpulacjach komérek CD2+, nie ma ich na monocytach i gra-
nulocytach ani na komérkach WC1).

Do markeréw aktywacji na limfocytach, zaréwno T jak i B, naleza: IL-2R,
ktory wykazuje ekspresje w wyniku aktywacji limfocytow TCR(a(3)+ i czasteczka
CD25, ktéra wykazuje wysoki poziom ekspresji na populacji WC1+ (TCRy5-i-),
a takze czasteczki WC5 i WC8. Gtdwnymi markerami dojrzewania sg czasteczki
CDlI, izoformy CD45 oraz receptory dla L-selektyny. Sposrdd pozostatych komdrek
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limfocytamych (K, NK i LAK) we krwi obwodowej przezuwaczy komorki NK
bydta sg CD4-CD5-CD6-WC1-. Ich aktywno$¢ cytotoksyczna w stosunku do ko-
maérek nowotworowych jest bardzo niska, natomiast w stosunku do komérek zain-
fekowanych wirusem wysoka. Komérki LAK natomiast s3 CD2+CD4-CD8- i ich
aktywnos$¢ cytotoksyczna jest zdecydowanie wyzsza w stosunku do wszystkich
komorek docelowych.
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NIEKTORE CECHY FENOTYPOWE | CZYNNOSCIOWE
KOMOREK SRODBLONKOW NACZYNIOWYCH*

PHENOTYPIC AND FUNCTIONAL FEATURES OF ENDOTHELIAL
CELLS*

Maria PAPROCKA, Danuta DUS

Laboratorium Oddziatywan Miedzykomdrkowych, Zaktad Immunologii
Nowotworow, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN
im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu

Streszczenie: Srédbtonek naczyniowy jest strukturg odgrywajaca krytyczna role w procesie krazenia i
krzepniecia krwi, w miazdzycy, w stanach zapalnych, jak réwniez w progresji nowotworowej. Szcze-
gélnym rodzajem s$rodbtonka jest tzw. srodbtonek wysoki zlokalizowany w weztach chtonnych, biorgcy
udziat w krazeniu limfocytéw. Charakterystyczng cechg $rddbtonka jest niski obrét komérkowy, przy
zachowanej zdolnosci do szybkiej migracji i proliferacji w odpowiedzi na uszkodzenie. Cecha fenoty-
powg odrézniajaca go od innych komorek jest selektyna E oraz swoiste czasteczki adhezyjne zwane
adresynami. Biorg one udziat w zapoczatkowaniu procesu adhezji leukocytéw do $ciany naczynia. Pod
wptywem chemokin nastepuje aktywacja leukocytéw umozliwiajgca ich $cistg adhezje do Sciany
naczynia i w koncu transmigracje przez $ciane naczynia, do otaczajacej tkanki. Precyzyjne zdefiniowanie
czasteczek adhezyjnych oraz aktywatordw i inhibitoréw tego wieloetapowego procesu pozwoli, by¢
moze, na préby interwencji terapeutycznej w przypadku stanéw zapalnych lub choréb nowotworowych.
(Postepy Biologii Komérki 2000; 27: 247-260)

Stowa kluczowe: Fenotyp komorki srédblonka, czasteczki adhezyjne, adhezja, transmigracja leukocy-
tow.

Summary: Endothelial cells play a critical role in blood circulation and hemostasis, in atherosclerosis,
inflammation and cancer progression. Low cellular turnover, migration and proliferation capacity in
response to specific stimuli are characteristic features of endothelial cells. High endothelial venules in
lymph nodes are the type of endothelium specialized in lymphocyte circulation. E selectin and other
endothelium specific adhesive molecules called addressins, initiate process of leukocytes’ adhesion to
the vascular wall. Under influence of chemokines, activated leukocytes adhere firmly and finally

*Praca finansowana z programu statutowego 11TD PAN, Nr 8/99.
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transmigrate through the vascular wall to the surrounding tissues. The knowlege of adhesive molecules
and their activators/inhibitors, participating in the process, would possibly allow a specific antiadhesive
therapy of inflammatory and neoplastic diseases.

(Advances of Cell Biology 2000; 27: 247-260)

Key words: Endothelial cell phenotype, adhesive molecules, adhesion, transmigration.

WSTEP

Srédbtonek naczyniowy dtugo postrzegany byt jako ,warstwa celofanu, zawie-
rajaca jadra komorkowe”, tj. jako bierna, cho¢ selektywna warstwa, wysScielajgca
naczynia krwionosne i limfatyczne, petnigca role mechanicznej przegrody pomiedzy
krwig i otaczajacymi naczynie tkankami [cyt. za: 16]. Postep wiedzy o biologii
naczyn, jaki dokonat sie w ostatnim dwudziestoleciu, wykazat, ze sr6dbtonek na-
czyniowy jest skomplikowang, aktywng metabolicznie strukturg pelnigcg wazng
role w wielu procesach ustrojowych. Stosunkowo najwczesniej poznano jego udziat
w procesie krzepniecia krwi. Stwierdzono, ze w normalnych warunkach $rédbtonek
produkuje zaréwno czynniki anty-, jak i prokoagulacyjne. Na wewnetrznej po-
wierzchni naczyn, w miejscu kontaktu z przeptywajaca krwia, jest eksponowana
trombomodulina, jedno z najwazniejszych biatek o witasciwosciach antytrombo-
gennych. Inne biatka petnigce zblizone funkcje, produkowane lub optaszczane na
Srodbtonku to antytrombina, tkankowy aktywator plazminogenu (tPA) iprostacy klina
(PGI2). Z kolei gtéwna glikoproteing prokoagulacyjnajest czynnik von Willebranda
(WO, bedacy biatkiem nosnikowym VIII czynnika krzepniecia. Niektore z czyn-
nikéw biorgcych udziat w procesach krzepniecia, majg takze inne funkcje, zwigzane
z homeostazg naczyniowg, np. PGl2odgrywa wazng role w utrzymywaniu napiecia
naczynia (ang. vascular tonus), wptywajac tym samym na ci$nienie panujace w
naczyniach i na ich przepuszczalno$é dla ptynéw ustrojowych oraz metabolitdw.
Badajac udziat komaérek srdédbtonka w procesach prawidtowych szybko dostrzezono
ich kluczowag role w niektérych stanach patologicznych. | tak stwierdzono krytyczny
udziat $rodbtonka w progresji nowotworowej, warunkowanej neoangiogenezg, w
przewlektych stanach zapalnych, reumatoidalnym zapaleniu stawéw, w miazdzycy
i w retinopatii cukrzycowej. Ostatnio intensywnie badana jest rola $rodbtonkow
w adhezji i nastepowej transmigracji komdrek krazacych, z krwi do tkanek ota-
czajacych naczynie. Srédbtonek jest w tym przypadku pierwsza, selektywna i kry-
tyczna dla tego procesu bariera.

POCHODZENIE | CECHY MORFOLOGICZNE
SRODBLONKOW

Srédbtonek naczyniowy jest jednym z typéw wyspecjalizowanego nabtonka pta-
skiego, wywodzacego sie z mezodermy. Komorki $rédbtonka wyscietajg Sciane
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naczynia w sposéb spolaryzowany. Do $wiatla naczynia zwré6cona jest ich nie-
trombogenna powierzchnia, za$ czescig proksymalng przylegaja one do btony pod-
stawnej. W duzych naczyniach, kapilarach ptucnych, miesniach, siatkowce oka i
tkance ttuszczowej, srodbtonek ma postaé ciagta. W naczyniach wiosowatych wy-
stepujacych w $luzéwce przewodu pokarmowego, gruczotach dokrewnych i w kie-
buszkach nerkowych wystepuje $rédbtonek zbudowany z komorek posiadajacych
otworki przezcytoplazmatyczne, okre$lany mianem ,,okienkowego”. Nieciggta war-
stwa komorek $rdédbtonkowych wyscielajgca naczynia zatokowe (sinusoidy), wy-
stepujace m.in. w watrobie, $ledzionie i mikronaczyniach szpiku, jest takze silnie
»okienkowana”. Szczeg6lng strukturg wyrdzniajg sie zytki zawtosowate (ang. post-
capillary venules) weztéw chionnych, zbudowane z tzw. Srédbtonka wysokiego
(ang. high endothelial venules, HEVs). HEVs sg to wyspecjalizowane zytki po-
Sredniczace w wychodzeniu limfocytow z krwiobiegu [10]. U cztowieka HEVs
wystepujg we wszystkich wtdrnych narzadach limfatycznych (z wyjatkiem $ledziony,
gdzie migracja limfocytow zachodzi w zatokach zylnych strefy obwodowej): w
setkach obwodowych weztdw chtonnych, migdatkach, grudkach limfatycznych sku-
pionych jelita (d. kepki Peyera, ang. Peyer’spatches; PPs), wyrostku robaczkowym,
grudkach limfatycznych w zotgdku i w jelicie grubym. HEVs zawdzieczajg swg
nazwe nietypowej morfologii, tworzg bowiem strukture zblizong do jednowarstwo-
wego nabtonka szes$ciennego, podczas gdy Srédbtonek innych naczyn jest plaski.
W badaniach ultrastrukturalnych mozna stwierdzi¢ w tych komérkach rozbudowany
aparat Golgiego, liczne polirybosomy i obfitg szorstka siateczke wewnatrzcytopla-
zmatyczng oraz ciatka Weibel-Palade’a, $wiadczace o aktywnym procesie biosyntezy
i wydzielania. Podczas gdy w innych zylkach i tetniczkach wystepujg zazwyczaj
Sciste potgczenia miedzykomaérkowe typu tightjunctions [7], charakterystyczng cecha
HEVsjest wystepowanie potgczen nieciggtych (ang. spot-weltedjunctions) pomiedzy
btonami sasiadujacych komérek, stanowigcych miejsce przechodzenia limfocytéw.
Srédbtonek o morfologii zblizonej do wysokiego $rodbtonka (ang. HEVs-like), po-
jawia sie w czasie przewlektych stanéw zapalnych w tkankach nielimfoidalnych,
w chorobach: Crohna, Hashimoto czy w reumatoidalnym zapaleniu stawéw. HEVs
i struktury HEVs-like wydaja sie petni¢ te sama funkcje, tzn. sa miejscem wychodzenia
z naczynia do otaczajgcych tkanek limfocytow T i B [9].

Srédbtonek naczyr limfatycznych powstaje ze $rédbtonka zylnego w czasie wa-
skulogenezy. Morfologicznie naczynia te wyrdzniajg sie szczegélnag formg, uta-
twiajaca im absorpcje limfy - ich blona podstawna jest nieciggta, a kotwiczace
ja filamenty siegajg od warstwy abluminalnej az do sasiadujacej tkanki fgcznej.
Komérki srodbtonkdéw naczyn limfatycznych wyréznia takze obecno$¢ 5’nukleo-
tydazy (5’nase), natomiast cyklazy: adenylowa i guanylowa sg charakterystyczne
dla naczyn zylnych [37].
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CECHY FENOTYPOWE KOMOREK SRODBLONKOWYCH

Komadrki srédbtonkowe (ang. endothelial cells, ECs) majg wiele szczegdlnych
cech, odrozniajgcych je od innych komdrek. Klasycznymi markerami ECs sg: vVWHT,
CD 143 - enzym konwertujacy angiotensyne (ang. angiotensin converting enzyme,
ACE) oraz czasteczka adhezyjna zwana selektyng E (CD62E). Na ECs wystepuja
takze: selektyng P (CD62P), PECAM-1 (CD31), CD34, CD44, CD51, czy CD105,
ale sg to antygeny znajdowane takze na innych rodzajach komérek [12, 17]. Na
przyktad antygen CD34 oprocz wystepowania na komoérkach $rddbtonka zytek za-
wiosowatych, $rdédbtonkach w szpiku oraz w nowotworach wywodzacych sie z
komérek $srodbtonkowych jest rowniez markerem wielopotencjalnych komorek pro-
genitorowych krwi, funkcjonujac jako ich czasteczka adhezyjna. CD34 nie wystepuje
natomiast na $rddbtonkach duzych naczyn i arterii, tozyska oraz naczyn limfaty-
cznych. Z kolei selektyng P jest charakterystyczna dla megakariocytow i ptytek
krwi, petniac wazng funkcje w procesie krzepniecia.

Oprécz przedstawionych powyzej cech wspolnych, ECs wykazujg znaczng he-
terogennos$é. Komorki srodbtonka z duzych naczyn réznig sie od tych z naczyn
wilosowatych m.in. determinantami antygenowymi, biatkami powierzchniowymi,
wzorem glikozylacyjnym, (co znajduje swoje odbicie w zréznicowanym wigzaniu
lektyn), aktywnosScig enzymatyczng, metabolizmem, ekspresjg czasteczek adhezyj-
nych, fenotypem wydzielniczym, wymaganiami odzywczymi, odpowiedzig na czyn-
niki wzrostowe [5, 26, 37]. Srodbtonki wykazuja réwniez swoisto$é: gatunkowa,
osobniczg oraz narzagdowsg. Sg one pierwszymi komdrkami w przeszczepianym na-
rzadzie, spotykanymi przez uktad odpornosciowy biorcy. Réznice osobnicze miedzy
srodbtonkami sg jedng z przyczyn odrzucania przeszczepéw. RoOznice narzadowe
wystepuja pomiedzy srédbtonkami z krtani, jezyka, jelita cienkiego, jamy otrzewnej
(krezka), Roznice narzadowe opisano rowniez w odniesieniu do tropizmu dla wi-
rusdw, co jest szczegOlnie istotne np. w przypadku wrazliwosci na zakazenie wirusem
cytomegalii (CMV), ktéry moze byé czynnikiem indukujagcym rozwd6j miazdzycy
lub odrzucanie przeszczepéw [15].

KOMORKI SRODBLONKOWE:
MIGRACJA vs. PROLIFERACJA

Fizjologiczne formowanie nowych naczyn (angiogeneza) ma miejsce w embrio-
genezie, w endometrium w czasie cyklu menstruacyjnego i cigzy oraz w gojeniu
sie ran. Angiogeneza zachodzi takze w warunkach patologicznych, takich jak: neowa-
skularyzacja tkanki nowotworowej, choroby reumatyczne czy retinopatia cukrzy-
cowa. Wtedy formowaniu nowych naczyn zwykle towarzyszy proces zapalny. Poza
wymienionymi powyzej sytuacjami, komorki $rédbtonka wykazuja niski obrot ko-
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morkowy. Zachowujg jednak zdolno$¢ do szybkiej migracji i proliferacji w od-
powiedzi na uszkodzenie i czynniki o wasciwosciach angiogennych. Pierwszym
etapem w kaskadzie wydarzen prowadzacych do utworzenia nowego naczynia jest
migracja komorek Srodbtonkowych. W przypadku uszkodzenia $rddbtonka istnie-
jacego naczynia, pozostate ECs moga migrowaé w postaci ptachty przykrywajacej
uszkodzone obszary. W przypadku formowania nowego naczynia wosowatego,
czoto kapilary migruje do otaczajacej tkanki, sterowane przez gradient chemota-
ktyczny w kierunku stymulatora angiogenezy. Gradient chemotaktyczny moze byc¢
tworzony przez cytokiny lub chemokiny z grupy klasycznych chemoatraktantéw,
w sposéb autokrynny, w odpowiedzi na uszkodzenie mechaniczne albo w wyniku
obecno$ci guza nowotworowego [32]. W procesie angiogenezy migrujace czoto
nowego naczynia nie syntetyzuje DNA ani nie wchodzi w mitoze. Jak wykazano
autoradiograficznie, in vitro, komorki te wchodzg w faze mitozy dopiero po 12-20
godz. od momentu uszkodzenia warstwy S$rédbtonka, podczas gdy ich migracja
zaczyna sie juz po ok. 4 godz. [1].

ECs majg specyficzny fenotyp migracyjny, nie zwigzany z cyklem komoérkowym,
objawiajacy sie wzrostem ekspresji niektérych glikokoniugatéw i pojawieniem sie
specyficznych glikoprotein powierzchniowych [22]. Zaobserwowano m.in. zwigzane
z migracjg podwyzszenie syntezy siarczanu chondroityny, siarczanu dermatanu oraz
syndekanu, proteoglikanu powierzchni komorki w EC z ziaminujgcej tkanki [1,
8]. W migrujacych EC stwierdzono podwyzszong, w poréwnaniu z komoérkami
niemigrujacymi, ekspresje niektérych glikoprotein oraz pojawienie sie¢ nowych gli-
koprotein, np. gp25 i gp48 kD. Badajac znaczenie zmian glikozylacyjnych dla
migracji komarek, stwierdzono, ze prawidtowa N-glikozylacja jest jednym z czyn-
nikéw koniecznych dla formowania naczyn wiosowatych. Zaobserwowano, ze wy-
pustki migrujacych ECs wigzg lektyny: ConA, LCA i PSA, co wskazuje, posrednio,
na wzrost zawartosci frakcji oligomannozydowej, wzrost ilosci reszt GIcNAc i/lub
SA oraz na ekspozycje subterminalnej Gal w glikokoniugatach tych komoérek. Wy-
kazano réwniez modulacje ekspresji glikoprotein komérkowych ECs po zmianie
substratu adhezyjnego [1].

W oddziatywaniach ECs ze sktadowymi macierzy zewnatrzkomorkowej w trakcie
migracji wazna role odgrywaja integryny. Termin integryna odzwierciedla gtéwna
funkcje tych czasteczek stuzacych jako tgcznik miedzy cytoszkieletem a macierza.
Wiekszos¢ integryn obecnych na ECs stuzy bowiem do stabilnego mocowania ko-
morek do biatek macierzy miedzykomorkowej, takich jak: fibronektyna, kolagen,
hialuroniany czy witronektyna. Przekazywanie sygnatow przez ,,zajete” receptory
integrynowe, wspolnie z sygnatami pochodzacymi od receptoréw dla czynnikéw
wzrostowych, warunkuja przezywalno$é tych komorek, a przerwanie tego kontaktu
moze zapoczatkowac apoptoze. Rowniez stres spowodowany przeptywem krwi wply-
wa regulujaco na ekspresje integryn, a co za tym idzie, adhezje EC do sktadowych
macierzy komorkowej. Niektdre integryny, np. aV(33, sgjednak niezbedne do prze-
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mieszczania sie komorek ECs w trakcie formowania nowego naczynia. Zablokowanie
funkcji tej integryny, odpowiednim przeciwciatem, hamuje proces angiogenezy po-
przez indukcje apoptozy w migrujacych ECs [33]. Integryny petnig réwniez wazng
role w procesie transmigracji leukocytéw przez srédbtonek.

ROLA KOMOREK SRODBLONKOWYCH
W ADHEZJI | TRANSMIGRACJI LEUKOCYTOW

Znakomita wiekszo$¢ opublikowanych do tej pory prac, dotyczacych krazenia
leukocytow w organizmie, a zwiaszcza interakcji ze $rédbtonkiem naczyniowym,
prowadzacych do ich transmigracji, rozpatruje ten proces w aspekcie komorek kra-
zacych. Jest to zrozumiate, zwazywszy fatwos$¢ uzyskania do badan komérek z
krwi obwodowej oraz dostepnos¢ linii komdrkowych reprezentujgcych rézne typy
leukocytéw.

Aby jakikolwiek leukocyt ptynacy z pradem krwi moégt wejs¢ w oddziatywania
adhezyjne ze srédbtonkiem, musza zaistnie¢ okreslone warunki natury fizycznej.
Krew przeptywa przez duze naczynia tetnicze pod znacznym cisnieniem, tak wiec
szansa przeptywajacych komorek na bezposredni kontakt ze $ciang naczynia jest
niewielka. Dodatkowo, niepobudzone $rédbtonki duzych naczyn nie majg ekspresji
czasteczek adhezyjnych niezbednych do zapoczatkowania procesu przylegania ko-
mérek z krgzenia. Obserwowane oddziatywania adhezyjne krazacych komérek ze
$ciang duzego naczynia majg zazwyczaj miejsce w procesach patologicznych, takich
jak np. tworzenie blaszki miazdzycowej. W stanie prawidtowym, leukocyty mogg
adherowaé tylko w miejscach, w ktérych stres przeptywu krwi obnizy sie na tyle,
aby sity oddziatywan adhezyjnych mogly go zrownowazyé i przewyzszyé. Ma to
miejsce na poziomie naczyn zawtosowatych, w ktérych panuje optymalne dla tego
procesu cisnienie, ok. 15 mm Hg (w poréwnaniu z 35 mm Hg we wiosniczkach
i ok. 90 mm Hg w malych tetniczkach).

Szczegblowy przebieg tego procesu zalezy od rodzaju adherujgcych komorek
(granulocyty/neutrofile, makrofagi czy limfocyty) i ich zr6znicowania czynnoscio-
wego (limfocyty ,naiwne” vs. pamieci immunologicznej i komorki efektorowe),
od lokalnej (tkankowo/narzadowej) swoistosci ECs, i od stopnia aktywacji obydwu
partnerow adhezji [3]. Na przyktad granulocyty wchodzg w oddziatywania adhezyjne
ze Srodbtonkiem w miejscu, w ktérym toczy sie proces zapalny, a ich przejscie
do otaczajgcych tkanek to proces jednokierunkowy. Z kolei komarki linii mono-
cytarnej majg ograniczone zdolnosci reakcji z niepobudzonym srédbtonkiem. Naj-
bardziej ztozony jest proces adhezji i recyrkulacji limfocytéw T i B, komorek
wyspecjalizowanych w swoistej odpowiedzi odpornosciowej. Nabywajg one te umie-
jetnos¢ dzieki procesowi recyrkulacji w organizmie, w poszukiwaniu antygenu,
ktory sa w stanie rozpozna¢. Migracja naiwnych limfocytdw T i B ma miejsce
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w HEVs drugorzedowych tkanek limfatycznych, takich jak wezty chtonne czy PPs.
Natomiast dojrzate limfocyty i komorki pamieci immunologicznej majg zdolno$¢
do migracji do tkanek pozalimfoidalnych (ang. extralymphoid ejfector sites) takze
przez ptaski srédbtonek zytek zawitosowatych [6]. Limfocyty mogag takze, tak jak
neutrofile i monocyty, migrowac przez aktywowany $rédbtonek do otaczajacej tkanki
W miejscu, gdzie toczy sie proces zapalny.

Proces krazenia leukocytow jest precyzyjnie regulowany przez wiele czynnikow
rozpuszczalnych. Stwierdzono, ze srodbtonek produkuje i eksponuje, w miejscu
kontaktu z kragzgcymi komorkami, czasteczki o wiasciwosciach adhezyjnych, a takze
cytokiny i chemokiny (np. MCP-1, RANTES, IL-8a) [28]. Niektore z cytokin pro-
dukowanych przez $rédbtonek - IL-1,11-3, IL-6, G-CSF, GM-CSF i M-CSF, poza
udziatem w procesach adhezyjnych, wptywajg takze na proliferacje i roznicowanie
limfocytébw T i B oraz prekursorow komorek krwiotwoérczych [16, 18, 38].

Proces adhezji i transmigracji komdrek uwarunkowany jest przez wzajemne roz-
poznanie czasteczek adhezyjnych eksponowanych napowierzchni btony komérkowe;j
obydwu partneréw tego procesu, czyli leukocytéw i $rodbtonkéw. W miedzyko-
maérkowych oddziatywaniach adhezyjnych, prowadzacych do transmigracji komorek
krazacych, stwierdzono udziat prawie wszystkich znanych rodzajow czasteczek ad-
hezyjnych: selektyn i ich ligandow, integryn, czasteczek o strukturze immunoglo-
bulinowej oraz kadheryn.

Proces wychodzenia leukocytow z naczynia mozna przedstawié jako sekwencje
nastepujacych po sobie wydarzen [6, 28]:

1 rolling - toczenie sie leukocytdw po powierzchni ECs,
2. triggering - aktywacja ECs, przez receptory chemokinowe,
3. scista adhezja leukocytu do ECs,

4. transmigracja - przechodzenie leukocytu przez srodbtonek naczyniowy (rys.
1.

RYSUNEK 1. Schemat ,kaskady adhezyjnej” - procesu adhezji leukocyta do komoérek $rodbtonka
naczyniowego w trakcie wychodzenia z naczynia (wg [16] zmodyfikowane)
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Ad. 1. W pierwszym etapie procesu adhezyjnego: toczeniu sie leukocytow po
powierzchni aktywowanego $rodbtonka, gtdwnarole odgrywaja selektyny. Selektyny
sg lektynami endogennymi, o budowie segmentowej. N-koncowy fragment ich tan-
cucha polipeptydowego, o aktywnosci lektyny, umieszczony jest na ,,wysiegniku”
tworzonym w przypadku ludzkich selektyn L, E i P, odpowiednio, przez 2, 6 lub
9 powtarzajacych sie segmentéw biatkowych, SRC (ang. short consensus repeats),
przy czym czasteczka selektyny P ma ponad 40 nm dtugosci ijestjedng z najdtuzszych
tego rodzaju struktur [20]. Ligandy dla selektyn z reguty wystepujg na mucynach,
duzych czasteczkach majacych strukture linearng, a na dodatek zaréwno selektyny,
jak i ich ligandy eksponowane sg na mikrowypustkach (ang. microvilli) btony ko-
modrkowej, co zwieksza ich koncentracje na jednostke powierzchni oraz ufatwia
kontakt miedzy przeptywajacg komorka a ECs [4, 23, 36].

W przypadku adhezji naiwnych limfocytéw do niepobudzonego $rodbtonka, gtow-
ng role odgrywa selektyna L. Selektyna L jest konstytutywng sktadowg wiekszosci
krazacych leukocytow. Jedynie limfocyty T pamieci i aktywowane limfocyty nie
prezentujg powierzchniowej selektyny L lub majg niska jej ekspresje. Po zwigzaniu
swoistego liganda prezentowanego przez komdrki $rédbtonka, selektyna L jest od-
cinana z powierzchni komorki przez endoproteazy, ajej funkcje w dalszych etapach
procesu przylegania przejmujg inne czasteczki adhezyjne, gtéwnie integryny.

Na aktywowanych komérkach $rodbtonka wystepuja selektyny E i P. Selektyna
Pjest czasteczka ,,szybkiego reagowania”. Sktadowana w ciatkach Weibel-Palade’a,
w przypadku aktywacji ECs np. trombing, histaming lub produktami rozpadu kom-
plementu, jest ona transportowana, w ciggu kilku minut, na powierzchnie komorki.
Ekspresja selektyny E nastepuje w wyniku syntezy de novo, po aktywacji ECs
cytokinami. Aktywatorami ECs sg zazwyczaj cytokiny stanu zapalnego, m. in. IL-1
czy TNF, a takze LPS. Selektyna E pojawia sie na powierzchni komorek dopiero
po godzinie od zadziatania bodzca, a najwyzszy poziom jej ekspresji obserwuje
sie po ok. 4 godz., po czym, w ciggu 24 godzin, nastepuje powrdt do stanu wyj-
sciowego, chyba, ze po aktywacji ECs w Srodowisku pojawi sie dodatkowo interferon
INFy, wtedy produkcja selektyny E moze utrzymywac sie az do ustagpienia dziatania
bodZca.

Ligandami dla wszystkich trzech selektyn sareszty oligosacharydowe, ktore musza
by¢ eksponowane na powierzchni komdrki. Na wzér glikozylacyjny ligandu sktadajg
sie zwykle reszty oligocukrowe z terminalng fukozg, usjalowane i/lub sulfonowane,
w wiekszos$ci zwigzane z antygenem sjalo Lewis X (sLex, CD15s) i/lub jego mody-
fikacjami, np. Lewis X, sulfo Lewis X czy sjalo Lewis A [11, 14, 35, 36]. Aby
petni¢ funkcje liganda, reszty cukrowe muszg by¢ eksponowane w odpowiedniej
gestosci, na odpowiednich glikoproteinach, zwykle typu mucyny, glikolipidach lub
glikozaminoglikanach. Gtéwna czasteczka noszaca ligand dla selektyny Pjest PSGL-
1, (ang. P-selectin glycoprotein ligand), glikoproteina obecna na leukocytach [25],
ktdra rozpoznawana jest takze, chociaz z nizszym powinowactwem, przez selektyne
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E. Z kolei najlepiej poznang czasteczkg partnerskg dla selektyny E jest glikoproteina
ESL-1 (ang. E-selectin Ugand), réwniez wystepujaca na leukocytach. Szczego6lnie
intensywnie badane sg ligandy dla selektyny L. Stanowia one w organizmie swoistg
»-mape”, dzieki ktorej komérki krazace z krwig moga precyzyjnie dociera¢ do od-
powiednich tkanek i narzadéw. Jak dotad, opisano jedynie kilka przeciwciat, roz-
poznajacych te charakterystyczne glikoproteiny, ktére nazwano ,,adresynami”
Adresyny warunkujg wybidrcze zatrzymanie limfocytow T w odpowiednich miej-
scach uktadu limfatycznego lub w tkance, w ktérych majg one do ,wykonania”
jakas funkcje. Najwczesniej opisang adresyngbyt, rozpoznawany przez przeciwciato
MECAT9, epitop cukrowy obecny na mysich HEVs obwodowych weztéw chtonnych
[31]. To przeciwciato reaguje takze, krzyzowo, z komoérkami ludzkimi. Z kolei
na komérkach srédbtonka PPs znaleziono adresyne, rozpoznawang przez przeciw-
ciato MECA367 [30]. Komorki $rodbtonkéw obwodowych weztéw chionnych oraz
PPs majg wyraznie zréznicowang ekspresje tych adresyn. W tkance limfatycznej
weztdw krezkowych wystepuje ekspresja obydwu obu adresyn. Na $rodbtonku ob-
wodowych weztéw chtonnych i w tkance limfatycznej migdatkéw znaleziono takze
glikoproteine VAP-1, ale jej funkcja jako adresyny nie jest jeszcze dowiedziona
[24]. Jak dotychczas, opisano kilka czasteczek o whasciwos$ciach adresyn. Adresynami
rozpoznawanymi przez przeciwciato MECATY9, charakterystycznymi dla obwodo-
wych weztéw limfatycznych sg: GIyCAM-1, CD34 i Sgp200. Adresyng chara-
kterystyczng dla tkanki limfatycznej jamy otrzewnej - PPs i weztéw krezkowych
jest reagujagca z przeciwciatem MECA367 czasteczka MAJCAM-1 (ang. mucosal
celi adhesion molecule 1). Adresyny, podobnie jak opisane powyzej czasteczki
bedace ligandami dla selektyn E i P, sa zazwyczaj glikoproteinami typu mucyny,
zdolnymi do petnienia funkcji adresyny tylko pod warunkiem posiadania odpo-
wiedniego wzoru glikozylacyjnego. Poszukiwania adresyn na powierzchni HEVs
miaty na celu znalezienie fizycznej podstawy od dawna znanego zjawiska osiedlania
sie i migracji do tkanek réznych subpopulacji limfocytéw. Wiadomo byto, ze lim-
focyty naiwne migruja inaczej niz limfocyty pamieci, ze istniejg subpopulacje lim-
focytow, ktore wykazujg znaczng preferencje do migracji do skéry czy do blaszki
wiasciwej btony Sluzowej (tac. lamina propria) jelita [3, 4, 6]. Poniewaz mimo
usilnych poszukiwan znaleziono niewiele adresyn, przyjeto w chwili obecnej hi-
poteze, ze swoisto$¢ procesu adhezji jest warunkowana przez wzajemne oddzia-
tywania kilku receptorow, w tym takze adresyn, wystepujacych w okreslonej
sekwencji czasowej, na komorkach partnerskich (rys. 2a).

Ad. 2. Stosunkowo stabe oddziatywania lektynowe: selektyna/oligocukier sg od-
wracalne i w trakcie Kilku do kilkunastu sekund toczenia sie leukocyta po powierzchni
ECs podejmowana jest przez komdrki ,,decyzja”, czy proces adhezji bedzie kon-
tynuowany. Jezeli czgsteczki na wzajemnie rozpoznajacych sie komorkach przekazg
do wnetrza komdrki informacje o swoistosci reakcji, to w obecnosci czynnikow
wspomagajacych - chemokin nastepuje aktywacja czasteczek z grupy integryn,
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RYSUNEK 2. Pary: receptor - ligand na partnerskich komérkach uczestniczacych w w procesie transmi-
gracji leukocytéw: A - etap wstepnego toczenia sie leukocyta - rollingu, B - etap Scistej adhezji i
transmigracji

na powierzchni adherujacych leukocytow. Aktywacje promuje zwigzanie receptora
chemokinowego. Wiekszo$¢ chemokin jest gromadzona na glikokalix komorek w
postaci zwigzanej z z heparyna. Zapewnia to utrzymywanie lokalnej koncentracji
oraz tworzenie gradientéw stezen chemokin. Receptory dla chemokin z grupy CXC
wystepuja gtéwnie na neutrofilach, bazofilach oraz na komérkach spoza ukfadu
krwiotwdrczego, a dla chemokin zaliczanych do grupy CC- na monocytach i nie-
ktorych subpopulacjach limfocytow T [28, 29]. Stosunkowo niewiele wiadomo na-
tomiast o chemokinach swoistych dla limfocytow, ktére bytyby w stanie wywotaé
podobna, jak w przypadku neutrofilow i makrofagdw, aktywacje integryn. Dopiero
w 1998 r. opisano SLC (ang. secondary lymphoid tissue chemokine), ktéra wydaje
sie dziata¢ wybiorczo na limfocyty T [34].
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Ad. 3. Aktywacja integryn na powierzchni komorek krgzacych jest warunkiem
koniecznym, by mogty one silnie adherowa¢ do komoérek srédbtonka. Najwazniejszg
role w oddziatywaniu z ECs majg leukocytame integryny zawierajgce tancuch typu
(32 tzn. LFA-1 (CDIlla/CD18) i Mac-1 (CDIIb/CD18) oraz integryny zawierajgce
tancuch a4: VLA-4 oraz LPAM-1. Kontrreceptorami dla leukocytarnych integryn
posiadajacych podjednostke (32 sg dwie czasteczki z nadrodziny immunoglobulin:
ICAM-1 i ICAM-2. Wystepuja one na wiekszosci niestymulowanych ECs. Obydwie
wigzg sie z czasteczkg LFA-1, a ICAM-1 wigze sie takze z Mac-1. Po stymulacji
komoarek Srddbtonka cytokinami, np. IL-1 i/lub TNF, lub INFy, ekspresja ICAM-1
znaczaco wzrasta, natomiast poziom ekspresji ICAM-2 pozostaje bez zmian. Po
aktywacji, ECs moze prezentowac¢ jeszcze dwie czasteczki z nadrodziny immu-
noglobulin: VCAM-1 i MAdCAM-1. Ekspresjonowany pod wptywem przewlektego
stanu zapalnego VCAM-1 reaguje swoiscie z leukocytamg integryna - VLA-4;
moze takze, chociaz stabiej, reagowa¢ z LPAM-1, ktéra jest z kolei gtdwnym kontr-
receptorem dla czasteczki MAdCAM-1, bedacej, jak pamietamy, rowniez ligandem
dla selektyny L (rys. 2b).

Ad. 4. Po silnej adhezji komoérek krazacych do ECs, za pomocg indukowanych
oddziatywan integrynowych, nastepuje transmigracja, czyli przechodzenie przez ECs
do otaczajgcych tkanek. Zjawisko to jest stosunkowo stabo poznane. Do niedawna
sugerowano, na podstawie analizy skrawkow histologicznych, ze komérki migruja
przez warstwe Srodbtonka w drodze transcytozy, czyli poprzez cytoplazme ECs.
Obecnie przyjmuje sie, ze transmigracja odbywa sie w miejscu kontaktu pomiedzy
sgsiadujgcymi ECs, z wyjatkiem zatok $ledzionowych i watroby, gdzie wystepuja
$rédbtonki okienkowe. Wykazano, ze w miejscach toczacego sie procesu zapalnego
trombina i histamina poza aktywacjg ECs, ktorej efektem jest wystawienie na po-
wierzchnie komdrki selektyny P, wywotujg takze destabilizacje Scistych potaczen
miedzy komérkami $rodbtonka. Kluczowa role odgrywajg na tym etapie ekspre-
sjonowane na powierzchni ECs czasteczki ICAM-1 i PECAM-1 [2, 7]. Tak jak
w poprzednim etapie Scistego przylegania, reakcja integryn komdrek krazgcych
z ICAM-1jest warunkiem koniecznym do transmigracji. Dowodu wprost dostarczyty
badania limfocytéw od pacjentéw z rzadkim defektem immunologicznym opisanym
jako LAD-1 (ang. leukocyte adhesion defficiency). Jest to schorzenie, objawiajace
sie bardzo ciezkimi, czestymi infekcjami u pacjentéw, ktorych neutrofile wskutek
defektu (zaburzonej glikozylacji) tancucha (32, wspolnego dla integryn LFA-1 i
MAC-1, pozbawione sg zdolnosci do swoistej reakcji z ICAM-1. Neutrofile tych
pacjentow, dzieki prawidtowej ekspresji selektyn i ich ligandéw, moga sie efektywnie
wigza¢ z aktywowanym Srddbtonkiem. Nie mogg jednak wychodzi¢ z naczyn i
gromadzi¢ sie w miejscu stanu zapalnego. W procesie przechodzenia przez EC
wazng role odgrywa takze biatko z rodziny immunoglobulin PECAM-1. Badajac
transmigracje leukocytéw stwierdzono, ze czasteczka ta bierze udziat w dwdch
typach reakcji: homofilowej, pomiedzy dwiema czgsteczkami PECAM-1 lub hete-
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rofilowej, gdy czasteczka ta reaguje ze swoistym receptorem, ktérym okazata sie
integrynaavp3. PECAM-1wystepuje na wiekszosci leukocytéw, tzn na neutrofilach,
monocytach, na niektérych subpopulacjach limfocytéw oraz na ptytkach krwi i
ECs. W przypadku tych ostatnich stwierdzono, ze PECAM-1 jest zlokalizowane
w miejscach kontaktu miedzy sgsiadujacymi komdrkami. Sugeruje sie wiec, ze
oddziatywania homofilowe miedzy czgsteczkami PECAM-1 tworzg szczelne po-
taczenie pomiedzy sasiadujagcymi komérkami srodbtonka stanowigc réwnoczes$nie
rodzaj ,,molekularnego zamka btyskawicznego” uzywanego przez komorki z kra-
zenia, ktore weszty w Scisty kontakt z EC do ,przeciskania” sie pomiedzy ECs.
Na rysunku 2 zestawiono schematycznie najwazniejsze pary: receptor - ligand,
na partnerskich komérkach biorgcych udziat w oddziatywaniach komorki srédbtonka
z limfocytem.

UDZIAL SRODBLONKOW
W PROCESIE PRZERZUTOWANIA NOWOTWOROW

Okazato sie, ze mechanizmy oddziatywan adhezyjnych ze $rédbtonkami oraz
transmigracji, stosowane przez leukocyty, moga byé réwniez uzywane przez prze-
rzutujagce komdrki nowotworowe [13, 27]. Chodzi zwiaszcza o etap przylegania
komérek nowotworowych do srédbtonka naczyniowego, co umozliwia im wyjscie
z naczynia i zasiedlenie okreslonej tkanki docelowej. Lokalizacja przerzutéw czesto
nie jest przypadkowa: niektére typy nowotworéw preferencyjnie przerzutuja do
pewnych narzadéw lub tkanek [21]. Uwaza sig, ze wybiérczos¢ ich lokalizacji
zalezy od dwéch czynnikoéw: po pierwsze, zgodnie z hipoteza seed and soil (ziarna
i gleby) ogtoszong w 1889 roku przez angielskiego patologa Stephena Pageta [19],
od obecnosci odpowiedniego srodowiska okotokomérkowego, wspierajgcego wzrost
danego rodzaju nowotworu, a po wtore, od zdolnosci do zatrzymania sie komorki
nowotworowej w okreslonym miejscu. JesteSmy jeszcze daleko od zrozumienia,
w jaki sposéb odbywa sie swoiste rozpoznanie komdrek i nastepnie zapoczatkowanie
procesu transmigracji. Istniejg dowody, ze zapoczatkowanie efektywnych oddzia-
tywan adhezyjnych komdrek nowotworowych z komérkami srédbtonkowymi zalezy
w znacznej mierze od pochodzenia tkankowego komarki Srodbtonkowej. Szeroko
prowadzone badania zmierzajg do identyfikacji czasteczek adhezyjnych i/lub ich
ligandow odpowiedzialnych za obserwowane preferencyjne oddziatywania adhe-
zyjne. Potencjalnymi kandydatami sg tu zaréwno adresyny, jak rowniez czasteczki
0 charakterze lektyn endogennych, obecne na komdérkach $rodbtonkéw oraz ich
ligandy oligocukrowe, eksponowane przez komérki nowotworowe. Blizsze poznanie
mechanizméw odpowiedzialnych za miedzykomoérkowe oddziatywania adhezyjne
pozwoli by¢ moze na racjonalne planowanie antyadhezyjnej terapii przeciwzapalnej
1przeciwprzerzutowe;j.
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TWORZENIE | ROZPAD KOMPLEKSU
KOHEZYJIJNEGO CHROMATYD SIOSTRZANYCH?*

FORMATION AND DECAY OF SISTER CHROMATID COHESION
COMPLEX

Anna KURLANDZKA
Zaktad Genetyki, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa

Streszczenie: Kohezja chromatyd siostrzanych jest niezbedna do zachowania doktadnej segregacji
chromosomoéw w cyklu komoérkowym. W ostatnich latach zidentyfikowano kohezyne - kompleks biatek
odpowiedzialnych za utrzymanie kohezji mitotycznej do momentu wejscia komdrek w anafaze. Ziden-
tyfikowano réwniez niektére biatka indukujace i regulujace rozpad kompleksu kohezyjnego. Gtéwnymi
regulatorami sa: APC - wielopodjednostkowa ligaza ubikwityna - biatko, Pds 1p - inhibitor anafazy oraz
Esplp - separyna, bezposrednio wplywajaca na rozpad kohezyny.

(Postepy Biologii Komérki 2000; 27: 261-272)

Stowa kluczowe: mitoza, chromosomy, chromatydy, kohezja

Summary: Sister chromatid cohesion is essential for accurate chromosome segregation in the cell cycle.
Recently a cohesin complex has been identified, required for establishing and maintaining mitotic
cohesion up to the metaphase to anaphase transition. A few proteins inducing and regulating cohesin
complex destruction have also been identified: APC - a multisubunit protein - ubiquitin ligase, Pdslp -
anaphase inhibitor, and Eslp - separine, directly influencing cohesin destruction.

(Advances of Cell Biology 2000; 27; 261-272)

Key words: mitosis, chromosomes, chromatids, cohesion

WSTEP

Podziat mitotyczny kazdej komorki eukariotycznej poprzedzony jest duplikacja
chromosomoOw, rozejsciem sie siostrzanych chromatyd i ich segregacjg do prze-

*Praca dofinansowana przez Komitet Badan Naukowych: grant 6P04A 050 14
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ciwnych biegunéw. Bezbtedna segregacja chromosoméw zalezy od precyzyjnej ko-
ordynacji zdarzen w cyklu komdrkowym. W fazie S cyklu dochodzi do replikacji
chromosomoOw i powstania potgczen miedzy siostrzanymi chromatydami na catej
ich dtugosci. Potagczenie to jest utrzymywane do momentu, gdy wszystkie chro-
mosomy zajma odpowiednig pozycje we wrzecionie mitotycznym. Do kinetochoréw
siostrzanych chromatyd zostajg przytagczone mikrotubule, za$ przeciwne konce tych
mikrotubul sg zwigzane z przeciwlegtymi biegunami wrzeciona mitotycznego (cen-
trosomami). Podczas przejscia z metafazy do anafazy kohezja miedzy chromatydami
zanika, co pozwala na ich rozsuniecie przez mikrotubule w kierunku biegundw,
odlegto$¢ miedzy biegunami nie zmienia sie, mikrotubule sie skracajg. Dalsze roz-
suniecie jest osiggane przez odsuniecie sie od siebie biegunéw komérkowych (cen-
trosomoOw) i rozciggniecie wrzeciona [32].

Wiadomo obecnie, ze nalezy rozrozniac niezalezne zespoty biatek odpowiedzial-
nych za kohezje i rozpad chromatyd i kohezje oraz rozpad regionu centromerycznego
oraz ze istniejg zwigzki miedzy kohezja i kondensacja chromosomoéw i kilka po-
ziomoéw regulacji tych procesow.

Przedstawione w dalszej czesci informacje dotycza gtdwnie komérek drozdzy
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe oraz zwierzecych.

KOHEZJA CHROMATYD W MITOZIE

Skoordynowane ruchy i segregacja chromosomow do przeciwlegtych biegunow
komérkowych budzity zainteresowanie juz w poczatkach biologii komérki. Swiadcza
0 tym obserwacje Strasburgera i Fleminga poczynione okoto 1880 roku, opisujgce
wyglad i zachowanie sie chromosomow na poszczeg6lnych etapach mitozy. Nastepne
ponad 100 lat przyniosto pewien postep w poznaniu szczegdétdw cyklu komérkowego,
za$ ostatnie kilka lat intensywnych badarn sprawito, ze zaczynamy rozumieé¢ me-
chanizmy mitozy, a w szczeg6lnosci - tworzenia i rozpadu kompleksu kohezyjnego
chomatyd.

Dwie czasteczki DNA powstate w wyniku replikacji tworzg kompleksy z biatkami
lulegaja zwinieciu. Niektore z tych biatek sg odpowiedzialne za réwne utozenie
i spdjne polaczenie siostrzanych chromatyd na catej ich dtugosci, do momentu
wejscia komorki wanafaze, kiedy to dochodzi do ich rozdzielenia. Kohezjachromatyd
musi by¢é utrzymana w czasie, gdy chromosomy ulegajg kondensacji i uktadajg
sie w ptytce metafazalnej (ptaszczyznie réwnikowej) wrzeciona mitotycznego. Na-
tomiast precyzyjna i zsynchronizowana segregacja chromosomow jest jednym z
warunkéw zapobiezenia aneuploidyzacji i genetycznej niestabilnosci, ktére moga
dopowadzi¢ do degeneracji i $mierci komorki. Wydaje sie rowniez, ze kohezja
chromatyd utatwia rekombinacyjng naprawe DNA.

W momencie wejscia w anafaze kohezja musi szybko zanikngé, aby siostrzane
chromatydy mogty sie rozdzielié¢ i podazy¢ do przeciwlegtych biegunéw wrzeciona.



KOHEZJA CHROMATYD 263

Wiadomo dzi$, ze zanik kohezji nie jest wynikiem ciggniecia chromatyd przez
mikrotubule, lecz jest ztozonym procesem wymagajacym skorelowania wielu po-
zioméw regulacji.

Jedng z pierwszych obserwacji dotyczagcych mechanizmu separacji chromatyd
byto to, ze wymaga on udziatu topoizomeraz typu Il; mutacje w genie top2l w
Schizosaccharomycespombe powodowaty zaburzenia w kondensacji chromosomow
i rozdzielaniu chromatyd [45, 46]. Stosunkowo wczes$nie zaobserwowano, ze se-
paracja chromatyd zalezy od ubikwityno-zaleznej proteolizy nieznanych biatek. Uwa-
zano réwniez, ze rozdzielanie sie chromatyd jest niezalezne od proteolizy cyklin
mitotycznych [17, 18, 43].

Postep w wyjasnianiu sktadu i mechanizmow rozpadu kompleksu kohezyjnego
byt powolny z tego powodu, ze w tych organizmach, w ktérych mozna byto tatwo
prowadzi¢ obserwacje cytologiczne, np. w komorkach roslinnych iduzych komérkach
zwierzecych, satrudnosci z analizg genetyczna, tj. nie jest tatwo otrzymac i utrzymac
przy zyciu mutanty zaburzone w procesach mitozy. Z kolei dobrze rozpracowane
genetycznie drozdze nie sg bardzo wygodne do tego typu obserwacji cytologicznych
ze wzgledu na to, ze w odrdznieniu od innych organizméw maja relatywnie nieduze
chromosomy i mitoze wewnatrzjagdrowa, tj. przebiegajaca bez rozpadu otoczki ja-
drowej. Niemniej jednak, wraz z rozwojem technik mikroskopowych i nowych
metod biologii komdrki, to wiasnie dzieki drozdzom dokonano znaczacego postepu
w wyjasnieniu wielu szczeg6tdw procesu mitozy. Znakowanie biatek wrzeciona
mitotycznego i biatek zwigzanych z roznymi obszarami chromosoméw za pomocg
GFP (greenfluorescent protein) pozwolito na dokonywanie in vivo obserwacji na-
stepstw zaburzen mitotycznych wywotanych konkretnymi mutacjami.

KOHEZYNA

Biatka zaangazowane w kohezje chromatyd zidentyfikowano w drozdzach Sac-
charomyces cerevisiae i Schizosaccharomyces pombe, za$ niektére ich homologi
sg obecne w Arabidopsis thaliana, Drosophila melanogaster oraz u Xenopus laevis
i innych kregowcéw; wiele z nich wymieniono w tabeli 1. W literaturze czesto
spotykane sg podwdjne nazwy tych biatek lub gendéw je kodujacych, byly one
bowiem niezaleznie odkrywane i nazywane przez r6zne zespolty. Najwiekszy i naj-
szybszy postep w analizie sktadu i sposobu funkcjonowania kompleksu kohezyjnego
odnotowano w przypadku drozdzy. Kompleks kohezyjny S. cerevisiae, zwany ko-
hezyng, utrzymujacy chromatydy ze sobag w fazie G2 skiada sie z co najmniej 4
podjednostek. Tworzg go biatka z rdziny SMC (od: structural maintenance ofchro-
mosomes): Smclpi Smc3porazSCC (od:sisterchromatidcohésion): Scclp(Mcdlp)
i Scc3p.

’Sposob zapisywania nazw gendw i biatek przez nie kodowanych nie jest ujednolicony. W niniejszej
publikacji zastosowano pisownie w formie przyjetej dla danego organizmu.
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TABELA 1. Najlepiej poznane biatka zaangazowane w kohezje i rozdzielanie chromatyd

Biatko Homologi Funkcja biatka
Scclp (S. cerevisiae) XRAD2 (XENOPUS) sktadnik kohezyny, u drozdzy -
Rad21 (S. pombe) oddysocjowuje, u Xenopus trwale
zwigzany z chromosomami
Smclp (S. cerevisiae) XSMC1 (Xenopus) zaangazowane w kohezje,

kondensacje chromosomow,
rekombinacje

Smc3p(5'. cerevisiae) XSMC3 (Xenopus) jak powyzej

pl55 (Xenopus) ? sktadnik kohezyny u Xenopus

p95 (Xenopus) ? jak powyzej

Scc2p(5. cerevisiae) Mis4 (S. pombe) biatko chromosomowe, ale poza
kohezyna, zanika w metafazie

Mis6 (S. pombe) ? kohezja centromeréw ?

MEI-S332 (Drosophila) kohezja centromeréw, obecne w
centromerach mitotycznych i
mejotycznych

Cut2 (S. pombe) Pdslp (S. cerevisiae) inhibitor anafazy, aktywator
Cutl/Espl

Cutl (S. pombe) Esplp (S. cerevisiae) promuje rozdzielanie chromatyd

Pierwsze biatko SMC zostato zidentyfikowane w S. cerevisiae w roku 1993
przez Strunnikova i wsp. [40] jako niezbedne podczas podziatu jadra. W ciggu
nastepnego roku znaleziono wiele biatek z tej rodziny i stwierdzono, ze wystepuja
one powszechnie, takze w bakteriach, co sugerowato, ze moga by¢ odpowiedzialne
za utrzymanie struktury nukleoprotein i musiaty wystepowac u jakiego$ wspdlnego
przodka wszystkich zywych organizméw [16, 38, 39]. Biatka z rodziny SMC majg
aktywnos$¢ ATP-az i wspolny plan budowy. Cze$¢ N-koncowa zawiera motyw wig-
zania nukleotydéw (ang. P-loop motif), cze$¢ centralna - dwa dtugie obszary -
a-helikalne potaczone nie tworzaca helisy sekwencja ,,zawiasowg” (hinge) [14],
za$ cze$é C-koncowa - unikalne, konserwowane ewolucyjnie sekwencje nazywane
DA box, odpowiedzialne za wigzanie z DNA. Motyw N-koiAcowy jest obecny w
sekwencjach wielu biatek, o ktérych wiadomo, ze ich aktywno$¢ biologiczna wymaga
zuzycia ATP [33]. Sa to m.in. biatka zaangazowane w reperacje i rekombinacje
DNA w Escherichia coli i w drozdzach, np. sbcC [28] i Rad50p [1], a takze
biatka motoryczne - kinezyny i miozyny [15,31]. Uwaza sie, ze oprécz wspot-
tworzenia kompleksu kohezyjnego - biatka SMC biorg udziat w kondensacji chro-
mosoméw. Wraz z innymi biatkami tworzg one kompleks - kondensyne,
bezposrednio wiazacy sie z DNA. Wigzanie z DNA jest ATP-zalezne, za$ biatka
wigzg sie w ilosciach stechiometrycznych [16, 37]. Bardzo ciekawa, choé na razie
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unikalng, gdyz dotyczy jedynie Caenorhabditis elegans, cechg homologéw biatek
SMC jest ich udziat w globalnej regulacji ekspresji genéw na poziomie chromo-
somalnym [3]. Kompleks kondensyna jest w tym wypadku odpowiedzialny za za-
hamowanie transkrypcji gendéw potozonych na chromosomie X osobnikéw
hermafrodytycznych [35].

Biatka tworzgce rodzine SCC nie sg do siebie podobne i nie mozna przewidzie¢
ich funkcji napodstawie sekwencji.Nie wszystkie biatka z grupy SCC sgbezposrednio
zaangazowane w tworzenie kompleksu kohezyjnego; na przykiad Scc2 jest po-
trzebne do zasocjowania kohezyny z chromosomem. Nie zostato dotad ustalone,
w jaki sposob biatka SCC oddziatujg w kompleksie z biatkami SMC. Nie ma
réwniez bezposrednich dowodéw, ze caty kompleks kohezyna stanowi bezposrednie
potgczenie miedzy chromatydarni, gdyz w istocie siostrzane chromatydy mogga by¢
utrzymywane razem wylkgcznie przez heterodimery bialek SMC [27], za$ biatka
SCC petnig role uzupetniajgcy. Biatka o silnej homologii do biatek z rodziny SCC
S. cerevisiae znaleziono w S. pombe (jest to np. produkt genu redl, konieczny
do zajScia rekombinacji mejotycznej [21]) i u ssakéw (sg to stabo poznane jadrowe
stromaliny, wystepujace w komérkach erytropoetycznych [2]).

W S. cerevisiae zidentyfikowano ponadto dodatkowe biatko Ecol, nie bedace
sktadnikiem kohezyny. Jest ono potrzebne do ustanowienia i utrzymywania kohezji
w fazie S, lecz nie w fazach G2 i M [44].

Badania na oocytach Xenopus, z zastosowaniem inaktywacji odpowiednich ho-
mologdw kohezyn przez przeciwciata (immunodepletion), potwierdzity role kom-
pleksu kohezyjnego i wykazaty niezaleznos¢ proceséw kohezji i kondensacji
chromosoméw [16]. Okazato sie jednak, ze kompleks kohezyjny ztozony z ho-
mologéw biatek drozdzowych funkcjonuje w Xenopus tylko w chromatynie in-
terfazowej, natomiast w czasie mitozy za utrzymanie kohezji chromatyd
odpowiedzialne sg jakie$ inne biatka [22]. W odr6znieniu od drozdzy poziom od-
powiednikdw biatek Sccl i Smc3 u Xenopus pozostaje niezmienny w cyklu ko-
mérkowym, podczas gdy znikniecie biatka Sccl z kompleksu kohezyjnego S.
cerevisiae jest w zasadzie poczatkiem rozpadu tego kompleksu i wejscia komérek
w anafaze. Sugeruje to, ze w komdrkach zwierzecych moga istnie¢ 2 typy wigzan
pomiedzy chromatydami siostrzanymi: stabilne potgczenie powstate w czasie re-
plikacji DNA i utrzymujace sie przez pozostatg cze$¢ interfazy oraz inne, mniej
stabilne potaczenie ustanawiane podczas wchodzenia komoérek w mitoze.

Wprawdzie nie wiadomo do konca, czy to wiasnie kompleks kohezyna bierze
bezposredni udziat w tworzeniu konkretnych wigzan utrzymujacych ze sobg chro-
matydy siostrzane, ustalono jednak, ze przejsciu od metafazy do anafazy towarzyszy
nagte znikniecie z chromosomu podjednostki kompleksu - biatka Sccl [24].
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REGULACJA ROZPADU KOMPLEKSU KOHEZYJNEGO

Od pewnego czasu wiadomo byto, ze wejsciu komoérek w mitoze towarzyszy
gwattowna degradacja cyklin typu B [8, 30]. Proteoliza tych cyklin poprzedzona
jest ich ubikwitynacja przeprowadzang przez kompleks APC (ang. anaphase pro-
moting complex), zwany tez cyklosomem [42]. Ten wielopodjednostkowy kompleks
majacy aktywnos¢ ligazy ubikwityna-biatko jest zlokalizowany w jadrze komor-
kowym. Wszystkie znane do tej pory substraty reakcji przeprowadzanej przez APC
zawierajg dziewiecioaminokwasowy motyw zwany destruction box [12]. Usunigcie
tego motywu prowadzi do zakumulowania w komoérce niedegradowalnych biatek.
Destrukcja cyklin B towarzyszy wejsciu komoérek w anafaze, ale nie jest konieczna
do zajscia tej fazy cyklu. Zaobserwowano jednak, ze rozdzielanie chromatyd sio-
strzanych jest kontrolowane przez tg samg maszynerie, ktéra zaangazowana jest
w degradacje cyklin [25, 41]. Specyficzno$¢ kompleksu APC wobec substratow
ulegajacych degradacji zmienia sie w czasie cyklu komorkowego i zalezna jest
od zasocjowanych z nim czynnikow. W S. cerevisiae znane sg co najmniej dwie
formy istnienia APC: zasocjowana z biatkiem Cdc20 promuje degradacje Pdslp
- inhibitora anafazy, za$ zwigzana z Cdhl/Hctl promuje degradacje cyklin mi-
totycznych i wyjscie komorek z mitozy [5, 9, 49].

Obecnie jest juz pewne, ze przejScie z metafazy do anafazy i wyjscie komoérek
z mitozy sg takze regulowane przez degradacje specyficznych biatek zalezng od
APC (schemat na rys. 1). Najlepiej scharakteryzowanymi inhibitorami anafazy sg
Pdslp w S. cerevisiae [5] ijego odpowiednik w S. pombe - Cut2 [10]. Ostatnio
zidentyfikowano odpowiednik Pdslp u kregowcéw (M. Kirschner, nieopublikowane,
cytowane za [27]). Stabilne formy inhibitorow anafazy, zawierajagce mutacje w
destruction box powoduja zatrzymanie komdrek w metafazie, co wskazuje, ze ich
degradacja jest niezbedna dla normalnego przebiegu mitozy. Doktadny mechanizm
dziatania Pdslp jest nieznany, lecz przypuszcza sie, ze hamuje on jeden lub wiecej
aktywatoréw przejScia komorki z metafazy do anafazy. Wykazano, ze Pdsl wigze
sie z separyng (Esplp), biatkiem bezposrednio odpowiedzialnym za rozpad kom-
pleksu kohezyjnego, ktére w stanie zwigzanym nie jest aktywne. Odpowiednikiem
Esplp w S. pombe jest biatko Cutl. Oba te biatka majg homologiczne domeny
C-konicowe; zmutowane, nieaktywne formy Esplp i Cutl uniemozliwiajg rozdzie-
lanie chromatyd siostrzanych, chociaz nie powodujg zatrzymania cyklu komérko-
wego [23,47]. Proteoliza Pds Ip uwalnia i tym samym aktywuje Esplp, za$ uwolnione
Esplp aktywuje z kolei separacje chromatyd [4,19]. Zatem to Esplp jest wprost
odpowiedzialne za destrukcje kompleksu kohezyjnego, jednak bez Pdslp, APC i
Cdc20p destrukcja ta bytaby niemozliwa. Delecja genu PDS1 nie jest w normalnych
warunkach letalna; powoduje jedynie permanentne uwalnianie biatka Sccl z kom-
pleksu kohezyjnego i rozchodzenie sie chromatyd nawet przy braku aktywnosci
APC [4]. Odpowiednik Pdslp w S. pombe - Cut2p ma podobne, lecz nie identyczne
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RYSUNEK 1. Schemat wigzania z DNA i rozpadu kompleksu kohezyjnego: kompleks kohezyjny
wigze sie z chromatydami siostrzanymi podczas replikacji DNA, rozpadowi kompleksu towarzyszy
uwolnienie z niego podjednostki Scclp, a nastepnie jej degradacja; w regulacji rozpadu uczestniczg:
Esplp - separyna, Pdslp - inhibitor anafazy i APC - kompleks promujacy anafaze ( wg [26] zmodyfi-
kowane)

cechy: delecjagenu cut2 powoduje $mier¢ komérki [11]. Wydaje sie, ze w normalnych
warunkach Pdslp dziata raczej jako modulator rozpadu chromatyd, staje sie jednak
niezbedne, gdy dochodzi do uszkodzenia DNA lub wrzeciona mitotycznego (wtedy
to kompleks Pdslp/Esp 1l nie rozpada sie, komérka nie wchodzi w anafaze i ma
czas na ewentualng reperacje uszkodzen) oraz gdy komérki sa hodowane w pod-
wyzszonej temperaturze [27]. Ostatnio pojawity sie dobrze udokumentowane prze-
stanki wskazujace, ze Pdslp nie tylko reguluje inicjacje anafazy, lecz niezaleznie
od tej funkcji jest inhibitorem degradacji cyklin mitotycznych [6].

Jak juz wspomniano, gtéwnym regulatorem poziomu cyklin mitotycznych jest
APC. Zmiany w poziomie cyklin powodujg z kolei zmiany aktywnosci CDK, kinazy
zaleznej od cyklin: niski poziom cyklin mitotycznych towarzyszacy zakonczeniu
mitozy powoduje niskg aktywnos¢ CDK ijest sygnatem do cytokinezy i organizacji
komplekséw prereplikacyjnych. Precyzyjne skoordynowanie przej$cia metafaza -
anafaza i inaktywacji CDK jest warunkiem prawidtowego podziatu komorki, musi
zatem istnie¢ mechanizm, ktory ogranicza degradacje cyklin wytgcznie do pdznej
fazy mitozy [13]. Jest mozliwe, ze role tego regulatora petni Pdslp.

W drozdzach S. pombe wyizolowano serie wspomnianych juz mutantow cut
(ang. cells untimely tom), majacych réznego rodzaju zaburzenia w mitozie. Analiza
tych szczepow potwierdzita wiele danych uzyskanych podczas badania mutantow
S. cerevisiae. W komadrkach wiekszo$ci mutantow cut poszczeg6lne etapy mitozy
przebiegajg w spos6b nieskoordynowany i nastepujg w nich aberracje w separacji
chromatyd. Wykazano, ze defekty te wynikaty z zaburzen w kondensacji chro-
mosomow, z nieprawidtowo tworzonych komplekséw kohezyny i z zaburzen w
regulacji rozpadu tego kompleksu oraz z nieprawidtowosci w elementach moto-
rycznych wrzeciona mitotycznego [48]. Co zaskakujace, stwierdzono ze zaburzenia
w podziale jadra komérkowego (materiat jadrowy jest nierdwnomiernie segregowa-
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wany) moga tez wynikaé z defektéw w metabolizmie kwaséw ttuszczowych. Mutanty
cut6 i Isdl, majace zmiany odpowiednio w genach kodujacych karboksylaze ace-
tylo-CoA i syntaze kwasow ttuszczowych, nie wykazywaly zaburzen w separacji
chromatyd, lecz ich chromosomy byly silniej skondensowane, a nierbwnomierna
segregacja dotyczyta innych niz chromosomy sktadnikéw jadra [34].

KOHEZJA CENTROMEROW

Generalnie przyjmuje sie, ze mechanizmy utrzymywania i zaniku kohezji powinny
by¢ takie same lub bardzo podobne w mitozie i mejozie, jednak trudno nie zauwazyé,
ze w czasie pierwszego podziatu mejotycznego centromery siostrzanych chromo-
somOw pozostajg potgczone, podczas gdy ramiona inaczej niz w mitozie rozdzielaja
sie podczas przejScia z metafazy do anafazy. Mozna zatem przypuszczaé, ze za
spojnos¢ regionu centromerycznego odpowiada inny mechanizm niz za pozostalg
cze$¢ chromosomu. Co wiecej, w mejozie muszg wystepowac rdznice w czasie
pomiedzy zanikiem kohezji miedzy ramionami i w obszarze centromerycznym chro-
mosomu.

Genom S. pombe zawiera 2 geny kodujace biatka podobne do Scclp z S. cerevisiae:
rad21 i rec8. Biatko Rad21 jest niezbedne w mitozie, za$ Rec8 w mejozie. Ostatnio
wykazano, ze specyficzne dla mejozy Rec8 bierze udziat w kohezji centromeréw
i chromatyd. Biatko to pojawia sie w fazie S mejozy i przez dtuzszy czas jest
zwigzane zarowno z chromatydami, jak i z obszarem centromerowym. Nastepnie
znika z ramion chromosomu, lecz pozostaje zwigzane z centromerami podczas
metafazy | i znika catkowicie w czasie anafazy podziatu Il. Brak tego biatka (delecja
genu) powoduje oddzielenie chromatyd w | podziale mejotycznym, w wyniku czego
dochodzi do zblizonej do mitotycznej, a nie redukcyjnej, segregacji chromosoméw
[27, 29].

Badania na D. melanogaster réwniez przyczynity sie do wyjasnienia sposobu
potgczenia chromosoméw w rejonach centromeréw. W Drosophila znaleziono zlo-
kalizowane w centromerach biatko (MEI-S332) potrzebne do kohezji centromeréw
w pdznej anafazie |. Jest ono obecne w czasie przechodzenia z metafazy | do
anafazy | i oddysocjowuje, gdy siostrzane centromery rozdzielajg sie w anafazie
Il. Biatko to jest obecne takze w centromerach mitotycznych i oddysocjowuje od
nich w anafazie. Nie jest ono jednak bezwzglednie konieczne w mitozie, gdyz
mutacje w genie je kodujgcym powodujg tylko nieznaczne zaburzenia w segregacji
chromosomow. W mutantach mei dochodzi do catkowitego rozdzielenia chromatyd
w | podziale mejotycznym, co prowadzi do przypadkowej segregacji w czasie po-
dziatu drugiego [20].
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UWAGI KONCOWE

Niewiele jest doniesien dotyczacych mechanizmow utrzymywania kohezji chro-
matyd w komorkach ssakow. Jest to o tyle istotne, ze wiekszos$é, jesli nie wszystkie
nowotwory wiazg sie z zaburzeniami w segregacji chomosoméw wynikajacymi
zaréwno z zburzen w regulacji mitozy i cyklu komérkowego, jak i prawdopodobnie
z defektow w biatkach utrzymujgcych spéjno$¢ chromatyd. W komorkach myszy
znaleziono odpowiedniki drozdzowych biatek Smc i Sccl, ale ich poziom w cyklu
komdrkowym nie zmienia sie w znaczacy sposéb, zmienia sie za$ ich lokalizacja
w komorce - ulegajg przemieszczeniu z chromosomow do cytoplazmy [7]. W ko-
morkach ludzkich zidentyfikowano odpowiedniki biatlek SMC tworzace 2 rozne
heterodimery i wskazano na ich role w kondensacji chromosomoéw i zaangazowanie
w przebieg metafazy. Podobnie jak w komoérkach myszy zmienia sie ich rozmie-
szczenie w komdrce [36]. Uwaza sig, ze podobnie jak u Xenopus u ssakéw sg
2 mechanizmy utrzymywania kohezji: interfazowy i mitotyczny, wymagajace roz-
nych zestawdw biatek. Niestety, dotychczas nic nie wskazuje na to, ze podobny
podwdjny mechanizm istnieje u drozdzy, co nieco utrudni dalsze jego poznawanie.

Identyfikacja kohezyny to zaledwie wstep do zrozumienia skomplikowanych
proceséw zachodzacych podczas mitozy. Nie wiadomo, w jaki sposdb kompleks
ten (lub kompleksy) powstaje w czasie replikacji DNA, czym sie roznig kompleksy:
interfazowy i mitotyczny. Bardzo niewiele wiadomo o przebiegu mejozy na poziomie
molekularnym. Nie wiadomo tez zbyt wiele o sposobie dziatania Esplp i o biatkach
z nim wspétdziatajacych; bardzo mato wiadomo o koordynacji separacji chromatyd
z wydtuzaniem wrzeciona mitotycznego. Moznajednak przypuszczaé, ze wzrastajaca
ostatnio lawinowo liczba badaczy zajmujacych sie tymi zagadnieniami doprowadzi
do rozwigzania wielu sposréd wymienionych problemow.
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Streszczenie: Neurokininy to grupa peptydow wystepujgca w uktadzie nerwowym ssakéw. Charakte-
ryzuja sie one wystepowaniem wspdlnej sekwencji 4 aminokwaséw przy C-koncu tafncucha peptydowe-
go. Do neurokinin zalicza si¢ substancje P (SP), neurokining A (NKA) i neurokining B (NKB).
Neurokininy taczg sie ze specyficznymi dla nich receptorami: NKi, NK2, NK3. Sekwencja aminokwa-
sowa tych receptoréw jest w ponad 65% homologiczna. SP jest ligandem receptora NKi, NKA -
receptora NK2, aNKB - receptora NK3. Kazda z nich jest jednocze$nie agonistg kazdego typu receptora
neurokinin. Receptory neurokinin sprzezone sg z biatkami G, ktére dziatajg na rézne uktady efektorowe
wtornych przekaznikéw, poprzez ktére neuropeptydy te depolaryzujg btone postsynaptyczng komérki
nerwowej. Depolaryzacja ta wywotana jest zablokowaniem kanatéw potasowych. Zakonczenia synap-
tyczne zawierajgce neurokininy oraz receptory neurokinin pojawiajg sie we wczesnych etapach embrio-
genezy. Pozwala to przypuszczaé, ze neurokininy zaangazowane sg w réznicowanie i rozwdj neuronéw.
(Postepy Biologii Komérki 2000; 27: 273-285)

Stowa kluczowe: neurokininy, neuropeptydy, receptory transbtonowe, substancja P, tachykininy

Summary: Neurokinins are a group of peptide compounds occurring in the nervous system of mammals.
They are characterized by a common sequence of four amino acids at the C-terminal of a peptide chain.
The neurokinins include substance P (SP), neurokinin A (NKA) and neurokinin B (NKB). The neuroki-
nins bind to their specific receptors NKi, NK2and NK3. An amino acid sequence of these receptors is
over 65 per cent homologous. SP is a ligand of the NKi receptor, NKA - of the NK2receptor, and NKB
- of the NK3receptor. Each of them is simultaneously an agonist of neurokinin receptors of every type.
The neurokinin receptors are linked to the G proteins which produce an effect on different effector system
of secondary transmitters by which these neuropeptides depolarize the postsynaptic membrane of a nerve
cell. The depolarization is connected with inactivation of potassium current. Synaptic terminals contain-
ing neurokinins and neurokinin receptors occur atearly stages of embryogenesis. All these findings permit
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a hypothesis that neurokinins are engaged in differentiation and development of neurones.
(Advances of Cell Biology 2000; 27: 273-285)

Key words: neurokinins, neuropeptides, transmembrane receptors, substance P, tachykinins

Przeszto pot wieku temu w czasie badania zawartosci acetylcholiny w wyciggach
tkankowych, wyekstrahowano z tkanki mdzgowej i jelit konia substancje, ktora
podana dozylnie powodowata spadek cisnienia krwi i skurcz jelit krélikow. W
odrdznieniu od ACh efekt jej dziatania nie byt blokowany przez atropine, dlatego
nazwano jg substancjg P. Byt to pierwszy czynny biologicznie peptyd. z powodu
wywotywania skurczu jelit zaliczono go do tachykinin w odrdznieniu od bradykinin,
powodujacych ich rozkurcz. Obecnie po ujednoliceniu nomenklatury, okreslenie
neurokininy stosuje sie do peptydéw wystepujacych tylko u ssakéw, a tachykininy
w odniesieniu do gromad nizszych od ssakéw. Neurokininy wystepuja we wszystkich
strukturach osrodkowego i obwodowego uktadu nerwowego, bioragc udziat w licznych
procesach fizjologicznych i patologicznych ustroju. W latach 70. substancje P wy-
izolowano, oczyszczono i oznaczono jej sekwencje aminokwasow. Jest ona peptydem
ztozonym z 11 aminokwaséw o masie czasteczkowej 1348 D. W latach osiem-
dziesigtych wykazano istnienie u ssakéw dwoéch innych neurokinin: neurokininy
A (substancja K, neurokinina a lub neuromedyna L) oraz neurokininy B (neurokinina
3 lub neuromedyna L).

1. CHARAKTERYSTYKA NEUROKININ
| KODUJACYCH JE GENOW

Neurokininy charakteryzuje wystepowanie wspélnej sekwencji 4 aminokwaséw
przy C-kohcu fancucha peptydowego:

Phe7-X8-Gly9-Leul0-Metl1l-NH2
Substancja P(SP) Argl-Pro2-Lys3-Pro4-GIn5-GIn6-Phe7-Phe8-Gly9-Leul0-Metll-NH2
Neurokinina A (NKA) Hisl-Lys2-Thr3-Asp4-Ser5-Phe6-Val7-Gly8*Leu9-M et10-NH2
Neurokinina B (NKB) AsplMet2-His3-Asp4-Phe5-Phe6-Val7-Gly8-Leu9-M et10-NH2

Tachykininy to grupa starych filogenetycznie peptydéw. Obecno$¢ zakoriczen
SP-ergicznych wykazano juz w uktadzie nerwowym stutbi. Ws$réd skorupiakéw,
owaddéw, mieczakOw oraz szkartupni wystepujag peptydy, ktérych sekwencja ami-
nokwasowa zblizona jest do sekwencji neurokinin. Peptydy te oddziatujg na dwa
typy receptoréw zwigzanych z biatkami G oraz z fosfolipazg C [24].
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1.1. Geny kodujgce neurokininy

W wyniku klonowania oraz analizy sekwencji cDNA ustalono istnienie trzech
mRNA: oc, (3, y- preprotachykininy (PPT)-A, z ktérych - w wyniku przemian
potranslacyjnych - powstaje substancja P [6]. Wszystkie trzy typy mRNA kodowane
sg przez jeden wspolny gen preprotachykinin (ppt)-A (gen ppt-1, gen SP/NKA)
i sg wynikiem odmiennego sktadania produktéw réznych eksonoéw tego genu. Z
a-PPT-A mRNA powstaje SP, z (3-PPT-A mRNA - SP, NKA, NKA(3-10) i neu-
ropeptyd K, natomiast z y-PPT-A mRNA - SP, NKA, NKA(3-10) i neuropeptyd
y. W obwodowym uk#tadzie nerwowym w wyniku ekspresji (ppt)-A powstaje okoto
80% mRNA a-ppt-A, okoto 20% (3-PPT-A mRNA i okoto 1% y-PPT-A mRNA.
Neurokinina B powstaje w wyniku ekspresji genu ppt-B. Sekwencja genéw ppt-A
i ppt-B jest zblizona do siebie, co sugeruje, iz powstaty one w wyniku duplikacji
wspdlnego przodka (rys. 1).

1.2. Gromadzenie i uwalnianie neurokinin

Po zsyntetyzowaniu, substancja P gromadzona jest w pecherzykach, ktére za
posrednictwem szybkiego transportu aksonalnego, przesuwane sg do zakonczeh
synaptycznych. Zniszczenie mikrotubul kolchicyna przerywa transport, powodujgc
gromadzenie sie pecherzykow zawierajgcych SP w ciele neuronu.

Neurokininy - podobnie jak inne neuromediatory - uwalniane sg pod wptywem
impulsu depolaryzacyjnego lub w $rodowisku o podwyzszonym zewnatrzkomér-
kowym stezeniu jonéw potasowych w obecnosci wapnia [15]. W zaleznosci od
rodzaju komdrek nerwowych, depolaryzacja aktywuje kanaty wapniowe typu L

a-PPT-A p -PPT-A y -PPT-A
SP | SP | SP |
NKka /% nka 1.
NK?
PPT-B

RYSUNEK 1. W wyniku odmiennego sktadania produktéw roznych eksonéw gendw (ppt)-A oraz (ppt)-B
(oznaczone cyframi) powstajg r6zne mRNA, z ktérych syntetyzowane sg odpowiednie neurokininy.
Umieszczono je pod odpowiednimi eksonami, z ktérych powstaty w wyniku proceséw potranslacyjnych
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lub N zalezne od potencjatu btonowego [23,11,15]. Uwalnianie substancji P zaleze¢
moze roéwniez od jej wspdétwystepowania z innymi neuromediatorami w obrebie
tych samych zakonczen synaptycznych. W obszarze jadra szwu, substancja P wy-
stepuje wspdlnie z serotoning, neurokining A oraz tyreoliberyna, ijest uwalniania
jednoczes$nie z nimi.

1.3. Unieczynnianie neurokinin

Uwolnione neurokininy tgczg sie ze specyficznymi receptorami zlokalizowanymi
na btonie postsynaptycznej, powodujac okreslone skutki biologiczne. Po czym neu-
rokininy ulegajg unieczynnianiu przez rozktad enzymatyczny i mechanizm wychwytu
zwrotnego.

Neuroendopeptydaza (NEP; E.C. 3.4.24.11), enzym wystepujacy w poblizu btony
komérkowej, zaangazowana jest w proces unieczynniania neuropeptydéw i hor-
mondw peptydowych. W osrodkowym uktadzie nerwowym enzym ten bierze udziat
w katabolizmie neurokinin i enkefalin. W wielu obszarach osrodkowego uktadu
nerwowego wykazano obecno$é tego enzymu w poblizu zakonczen zawierajgcych
substancje P lub inne neurokininy.

Rozkiad enzymatyczny odpowiedzialny jest za unieczynnianie endogennych
neurokinin. W mézgowiu cztowieka wykryto endopeptydaze, ktéra hydrolizuje
wigzania GIn6-Phe7 oraz Phe8-Gly9substancji P [12]. Rowniez w mdzgu szczurdw
wykazano obecno$¢ podobnej endopeptydazy, ktéra rozni sie od ludzkiej masg
czasteczkowg, wartoscig pH konieczna do jej aktywacji, a ponadto katalizuje hy-
drolize wigzan peptydowych miedzy Pro4-GIn , GIn5-GIn6i GIn6-Phe7 [13]. Wyniki
badan immunohistochemicznych potwierdzity obecno$¢ endopeptydazy takze w oko-
licach zakonczeh SP-ergicznych rdzenia kregowego.

W rozktadzie substancji P bierze udziat rowniez enzym konwertujgcy anpotensyne
(E.C. 3.4.15.1). Enzym ten hydrolizuje wigzania Phe7-Phe8 oraz Phe8-Gly wy-
kazujac mniejsze powinowactwo do substancji P niz neuroendopeptydaza.

Nie wykazano wychwytu zwrotnego substancji P (1-11) przez elementy pre-
synaptyczne neuronéw oraz glej. Niemniej jednak, w o$rodkowym uktadzie ner-
wowym ssakow C-koncowa czes¢ SP (5-11) podlega wychwytowi zwrotnemu. Proces
ten jest wrazliwy na temperature, nie zachodzi w roztworze hipotonicznym oraz
blokowany jest dziataniem ouabainy i dihydrofenolu. Uwolniona z zakonczen presy-
naptycznych substancja P ulega prawdopodobnie hydrolizie do fragmentu 5-11 przed/
lub po potaczeniu sie z receptorem, a nastepnie podlega mechanizmowi wychwytu
zwrotnego.

1.4. Ekspresja neurokinin w rozwoju osobniczym

Pierwsze zakonczenia SP-ergiczne pojawiajg sie w 14. dniu zycia embrionalnego
szczurow. W pOzniejszych stadiach embriogenezy nastepuje ich gwattowny wzrost,
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przede wszystkim w przodomozgowiu oraz w rdzeniu przedtuzonym. Najwieksze
nagromadzenie zakonczen SP-ergicznych w obszarze kory moézgowej i hipokampa
wystepuje miedzy 5. a 15. dniem postnatalnym. Po tym okresie w wymienionych
obszarach mézgu nastepuje spadek syntezy substancji P i utrzymuje sie na statym
poziomie w organizmie dojrzatym piciowo.

Komérki nerwowe syntetyzujg substancje P przed pojawieniem si¢ miedzy nimi
potgczen synaptycznych. Sugeruje to, iz ten neuromodulator zaangazowany jest
w réznicowanie i rozw0j tkanki mézgowej [29]. Neuroblasty ptyty brzusznej cewki
nerwowej biora udziat w projekcji witbdkien osiowych neuronéw spoidtowych w
kierunku rdzenia kregowego. Proces ten odbywa sie za posrednictwem chemo-
atraktantéw, ktorych uwalnianie regulowane jest przez substancje P [2].

W obszarze rdzenia kregowego i mdzgu szczuréw podwyzszona synteza neu-
rokinin A i B oraz neuropeptydu K zachodzi w drugim tygodniu zycia postnatalnego.
Proces ten jest szczegdlnie intensywny w neuronach kory mézgowej i podwzgorza.
W kolejnych etapach rozwoju osobniczego szczuréw nastepuje spadek syntezy neu-
rokinin A i B w obszarze rdzenia kregowego i mézgowia.

15. Wspdtwystepowanie substancji P z innymi neuromediatorami

Fizjologiczna rola wspétwystepowania neuromediatoréw w tej samej komoérce
nerwowej jest nadal nieznana. Jedna z hipotez zaklada, iz wspotwystepowanie to
jest niezbedne do zwiekszenia ilosci sygnatow koniecznych do przestania i odebrania
impulsu przez komorke postsynaptyczng. Jednoczesne presynaptyczne uwalnianie
neuromediatora dziatajgcego w sposéb krétkotrwaty (np. aminokwasy pobudzajace
lub hamujgce) oraz neuromediatora dziatajgcego w sposéb dtugotrwaty (np. neu-
ropeptydy) prowadzi do powstania w czesci postsynaptycznej krétkotrwatych lub
dtugotrwatych postsynaptycznych potencjatéw pobudzajacych lub hamujacych. Inna
hipoteza mowi, iz neurotransmitery oraz neuromodulatory zlokalizowane w tym
samym zakonczeniu presynaptycznym nie sg uwalniane jednocze$nie. Wysokiej
czestotliwosci impulsy dziatajagce na komaérke presynaptyczng powodujg uwalnianie
neuromodulatoréw, ktorych rola polega na modulacji aktywnos$ci neurotransmitera.

W obrebie tego samego zakonczenia synaptycznego réznych neuronéw osrod-
kowego i obwodowego uktadu nerwowego substancja P wystepuje wspélnie z innymi
neuromediatorami: serotoning, tyreoliberyng, kwasem glutaminianowym, somato-
statyng oraz enkefalinami [8, 22].

1.6. Dziatanie neurokinin na btone komaérkowa

Neurokininy po zwigzaniu sie ze swoistym receptorem powodujg depolaryzacje
btony postsynaptycznej neuronéw oraz witokien miesni gtadkich. Moggone prowadzic¢
réwniez do hiperpolaryzacji [10]. Depolaryzacja wywotana dziataniem neurokinin
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zwigzana jest przede wszystkim z blokowaniem przewodnictwa jonéw potasowych.
Jednakze, w zaleznosci od rodzaju komérki nerwowej, SP moze modulowaé prze-
wodnictwo btonowe jondw potasowych i wapniowych. Depolaryzacja wywotana
dziataniem substancji P prowadzi do zwiekszenia wejsciowej opornosci btonowej
oraz wzrostu jej pobudliwosci [14,26,27]. W neuronach cholinergicznych mézgowia
nowonarodzonych szczuréw oraz w neuronach jader podstawnych szczuréw [32],
substancja P blokuje wejsciowy prad potasowy typu IKIR. Prad ten bierze udziat
w regulacji potencjatu spoczynkowego neuronéw. W komorkach nerwowych rdzenia
kregowego myszy, w neuronach ukladu wspétczulnego oraz w neuronach jader
podstawnych szczuréw, SP moduluje takze prad potasowy wrazliwy na muskaryne
(JM). Ten typ pradu jonowego zaangazowany jest w generowanie serii potencjatéw
czynnosciowych (burst). W neuronach zwojow gwiazdzistych u $winek morskich
substancja P zamyka kanaty wapniowe typu N, hamujac wejsciowy prad wapniowy
[4]. W neuronach rogéw tylnych rdzenia kregowego szczuréw pod wptywem SP
nastepuje zmniejszenie wyjsciowego pradu potasowego typu ik(Ca), utatwiajgcego
repolaryzacje btony na koricu potencjatu czynnosciowego. W neuronach czuciowych
minogbw substancja P blokuje, zalezny od 4-aminopirydyny, prad potasowy typu
/A [25]. Ten typ przewodnictwa potasowego reguluje m.in. op6znienie miedzy ko-
lejnymi potencjatami czynnosciowymi. W komoérkach nerwowych rdzenia prze-
dtuzonego [14] oraz motoneuronach przeponowych [26,27] szczuréw depolaryzacja
wywotana dziataniem substancji P, jest spowodowana zablokowaniem kanatéw po-
tasowych, konsekwencja czego jest zahamowanie pradu potasowego lleak biorgcego
udziat w utrzymaniu potencjatu spoczynkowego. W zakoniczeniach czuciowych ner-
wu blednego fretek substancja P hamuje wejsciowy prad potasowy lh, prowadzac
do hiperpolaryzacji [10]. Ih odpowiada za prawidtowe spolaryzowanie btony oraz
utrzymanie potencjatu spoczynkowego. SP blokuje rowniez kanaty btonowe za po-
$rednictwem, ktorych réwnoczes$nie wchodzg do komorki jony potasowe oraz wa-
pniowe [9].

2. RECEPTORY NEUROKININ

Na podstawie badan farmakologicznych i molekularnych scharakteryzowano trzy
rodzaje receptor6w neurokinin: NKt, NK2 oraz NK3. Po sklonowaniu cDNA ko-
dujgcego okreslone biatko receptorowe wykazano, iz receptory te zbudowane sg
z 350 do 500 aminokwasdw, ktdre tworzg diugie, pojedyncze tancuchy biatkowe,
o strukturze analogicznej do budowy rodopsyny bakteryjnej, tzn. posiadajace po
siedem helikalnych domen transbtonowych sprzezonych z biatkami G. Sekwencja
aminokwasowa tych receptorow w ponad 65% jest homologiczna [7].
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TABELA 1. Receptory neurokinin oraz ich ligandy i agonisty

Receptory neurokinin Ligandy i stopien ich Agonisty receptoréw Powinowactwo neuro-

powinowactwa do kinin do okreslonego
swoistego receptora receptora
(Kj)

NKj SP; 0,5-1,0 nM NKA, NKB SP>NKA>NKB

NK, NKA; 1,0 nM SP, NKB NKA>NKB>SP

NK, NKB; 1,0 nM SP, NKA NKB>NKA>SP

Substancja P jest ligandem receptora NKj, neurokinina A - receptora NK2, a
neurokinina B - receptora NK3. Nalezy jednak zaznaczy¢, iz kazda z neurokinin
jest agonistg kazdego typu ich receptora wykazujac do nich rézny stopien powi-
nowactwa (tab. 1).

Receptory NKj obecne sg w komorkach nerwowych i glejowych osrodkowego
uktadu nerwowego oraz w neuronach obwodowego uktadu nerwowego. W czesci
osrodkowej, najwieksze ich rozmieszczenie wystepuje w I i w Il warstwie Rexeda
tylnych rogéw rdzenia kregowego. Receptory NK2 wystepujg w obwodowym ukta-
dzie nerwowym oraz w tylnych rogach rdzenia kregowego, a takze w istocie czarnej
i prazkowiu. Receptory NK3zlokalizowane sg w duzej ilosci w gtebokich warstwach
kory mézgowej i w rdzeniu kregowym.

2.2. Typy receptoréw neurokinin

2.2.1. Charakterystyka receptoréw NKi

U cztowieka gen kodujacy receptor NKj zawiera 45-60 tysiecy par zasad uto-
zonych w 5. eksonach, ktére poprzedzielane sg 4. intronami. Ludzkie biatko receptora
NKj zbudowane jest z 407 aminokwaséw o0 masie czasteczkowej 46,248 kDa.

tancuch tego biatka wielokrotnie przechodzi przez btone komdrkows, tworzac
w jej obrebie 7 a-heliks zbudowanych z 20-25 hydrofobowych aminokwaséw.
Zarowno u cztowieka, jak i u szczuréw, transbtonowe odcinki tancucha polipep-
tydowego sg ze sobg naprzemiennie potgczone trzema petlami zewnatrzkomorko-
wymi oraz trzema (u cztowieka) lub czterema (u szczuréw) petlami cytosolowymi.
U szczurdw, biatko receptora NK, tgczy sie z wiasciwym dla niego biatkiem G
poprzez trzecig (Ly5248, Ly5251, ArgZ52, Ly5253) oraz fragment czwartej (Arg311
Arg313) petli cytoplazmatycznej. N-koniec biatka receptora NKj wystepuje w ob-
szarze zewngtrzkomorkowym, ktore ma miejsca dla A-glikolizacji (Asn 4 i Asn18).
Fragment C-koncowy biatka wystepuje w obszarze cytoplazmatycznym i bogaty
jest w reszty serynowe i treoninowe bedgce miejscem fosforylacji.
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Receptory NKj wykazujg duzg homologie w sekwencji aminokwasow. Szczurzy
receptor NKj wykazuje 95-procentowe podobiefAstwo w strukturze I-rzedowej z
ludzkim homologiem: spos$réd 407 aminokwasdéw budujacych fahcuch polipepty-
dowy tylko 21 jest rdéznych. Najwieksze podobienstwo dotyczy odcinkéw trans-
btonowych (6 réznych reszt aminokwasowych), natomiast najmniejsze N- i C-kofca
[28]. Domeny transbtonowe receptora NKj myszy i szczurdw sg identyczne. Re-
ceptory NKj cztowieka i Swinek morskich sg homologiczne w 96,5%, a ich sekwencja
transbtonowa jest identyczna. Pomimo wysokiego podobieristwa miedzygatunko-
wego w strukturze I-rzedowej, receptory NKj wykazujg odmienne witasciwosci
farmakologiczne. Receptory te majg dwa miejsca wigzania liganda. Jedno z nich
jest swoiste dla substancji P, drugie dla agonisty tego receptora - septydu [pGlu6,
Pro6]-SP(9-1 1) [16, 21]. Interakcja miedzy receptorem NKj a ligandem prowadzi
do zmiany konformacji receptora na dwa sposoby: albo substancja P i agonista
receptora NKj dziatajg na ten receptor w jednakowo wysokim stezeniu (0,5 nM)
prowadzac do aktywacji fosfolipazy C, albo dziatanie agonistow receptora NKj
i substancji P (stezenie agonisty nizsze od stezenia SP) prowadzi do pobudzenia
fosfolipazy C i cyklazy adenylowej [16].

2.2.2. Ekspresja receptoréw NKi w rozwoju

W okresie rozwoju osobniczego gestos¢ receptorow neurokinin oraz ich roz-
mieszczenie ulegajg zmianie w obrebie uktadu nerwowego. U szczurow miedzy
18. a 21. dniem prenatalnym ilos¢ tych receptoréw wzrasta 5-krotnie. W 3. dniu
postnatalnym nastepuje gwattowny spadek gestosci tych receptoréw. Najmniejsza
gesto$é receptorow NKj wystepuje miedzy 7. a 14. dniem zycia postnatalnego.
Po tym okresie, ich gesto$¢ rowna jest poziomowi u dojrzatych piciowo szczurow.
W trakcie ontogenezy mdzgu szczur6w nastepuje zmiana rozmieszczenia receptorow
NKj. W okresie miedzy 1. a 4. dniem postnatalnym, receptory dla substancji P
wystepujg w wiekszej gestosci w obszarze rdzenia przedtuzonego niz w przednich
odcinkach moézgowia. W 21. dniu zycia postnatalnego receptory rozmieszczone
sg w sposOb analogiczny jak u osobnikéw dojrzatych piciowo: spada gestos¢ w
okolicach rdzenia przedtuzonego oraz zwieksza sie w obszarze mdézgowia.

W hipokampie, korze mdzgowej oraz mozdzku szczurow okreslono zmiane po-
ziomu ekspresji genu receptora NKj miedzy dniem urodzenia a 56. dniem rozwoju
postnatalnego [33]. W neuronach hipokampa najintensywniejszg ekspresje tego genu
obserwuje sie w 3. dniu postnatalnym, a w obszarze kory m6zgowej w pierwszych
godzinach zycia. W 56. dniu zycia postnatalnego w obu tych strukturach nastepuje
spadek ekspresji tego genu o okoto 50%. Ponadto wykazano, iz w badanym okresie
gen receptora NKj ulega niskiej ekspresji w komoérkach nerwowych mézdzka [33].

Zmiana gestosci oraz rozmieszczenia receptorbw NKj podczas ontogenezy su-
geruje, ze substancja P uczestniczy w procesie rozwoju i dojrzewania osrodkowego
uktadu nerwowego [29]. Substancja P przyspiesza wzrost aksonéw zaréwno z neu-
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roblastow, jak iz embrionalnych komérek nerwowych zwojéw grzbietowych rdzenia
kregowego.

W obszarze rdzenia kregowego szczurdw, receptory NKj pojawiajg sie w 14.
dniu zycia embrionalnego. W trakcie dalszego rozwoju ptodowego poziom mRNA
dla tego receptora maleje [31]. Miedzy 1 dniem, a 6. tygodniem zycia postnatalnego
gestos¢ receptorow NK1 maleje 4,5-krotnie na poziomie segmentéw szyjnych i
piersiowych rdzenia kregowego. Tuz po urodzeniu, receptory NKj rozproszone
sg w obrebie istoty szarej rdzenia kregowego, a poczawszy od 14. dnia postnatalnego
lokalizacja ich zaczyna ograniczaé sie do motoneurondw.

2.2.3. Internalizacja receptorow NKi

Po potgczeniu z substancjg P receptory NKj ulegajg odwrazliwieniu, a nastepnie
ponownemu uwrazliwieniu na ligand. Odwrazliwienie polega na utracie wysokiej
wrazliwos$ci receptora na dziatanie swoistego liganda i zdolnosci do maksymalnej
odpowiedzi, czyli wytworzenia wtdrnego przekaznika. W procesie odwrazliwienia
receptora najwazniejsze znaczenie ma fosforylacja C-konca taficucha polipeptydo-
wego receptora. W receptorze NK1 koniec ten zawiera liczne reszty serynowe i
treoninowe, bedace miejscami fosforylacji. W poréwnaniu z receptorami NK2 i
NK3, receptor NKj ulega silniejszemu odwrazliwieniu. Jest to spowodowane wy-
stepowaniem wiekszej ilosci miejsc fosforylacji w tancuchu polipeptydowym re-
ceptora NKj. Zjawisko odwrazliwienia i ponownego uwrazliwienia jest zwigzane
z procesem internalizacji i recyklizacji receptorow NKj. U szczuréw, proces ten
wykazano w komorkach nerwowych prazkowia [17], rdzenia kregowego [18, 1,
20] oraz w neuronach zlokalizowanych w $rodblonku jelita cienkiego [5, 30]. Sub-
stancja P prowadzi do szybkiej internalizacji receptorow NKj. W neuronach praz-
kowia, w ciagu pierwszej minuty dziatania egzogennej SP nastepuje internalizacja
okoto 60% receptorow NKj. Internalizacja receptoréw NKj zaleznajest od klatryny,
ktéra uczestniczy w endocytozie tych receptorow [5]. Internalizacja powoduje reor-
ganizacje morfologiczng zakoriczen dendrytycznych neurondéw prazkowia, w za-
konczeniach ktorych pojawiajg sie zylakowatosci [17]. Przypuszcza sie, iz proces
ten zaangazowany jest w plastyczno$é neuronalna.

W wyniku recyklizacji receptory NKj powracajg na powierzchnie btony. W
neuronach prazkowia, receptory te recyklizujgpo okoto jednej godzinie od momentu
podania egzogennej SP [17], a w neuronach unerwiajacych jelito cienkie dopiero
po okresie 4. godzin [5]. Internalizacja receptorow odbywa sie na poziomie ciata
komarki nerwowej i aksondw. Recyklizacja zachodzi jedynie na poziomie pery-
karionu. Pozwala to przypuszczaé, z£ internalizacja uczestniczy w regulacji
neuroprzekaznictwa synaptycznego [5].
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2.3. Receptory NK2

Ludzki gen kodujacy receptor NK2 znajduje sie w regionie gl 1-g21 chromosomu
10. Gen ten ztozony jest z 5. eksonéw poprzedzielanych 4. intronami. Receptor
NK-, po raz pierwszy zostat sklonowany z komorek $ciany zotadka wotu i skiada
sie z 384 reszt aminokwasowych. W nastepnych latach sklonowano receptory NK2
z komérek zotadka szczuréw (390 reszt aminokwasowych) oraz komérek tchawicy
cztowieka (398 reszt aminokwasowych).

Receptory NK2 wykazujg w swojej sekwencji aminokwasowej 85-procentowq
homologie miedzygatunkowga. Ro6znice dotyczg przede wszystkim N- i C-konca.
Na N-koncu ludzkiego receptora NK2 wystepujag dwa miejsca W-glikolizacji, na-
tomiast receptor myszy matylko jedno takie miejsce. Struktura I-rzedowa receptoréow
NKj i NK2 szczurow wykazuje 68-procentowe podobieristwo. Homologia ta obej-
muje gtdwnie pierwszg i trzecia petle cytosolowa. Ze wzgledu na niewielka ilo§¢
reszt aminokwasowych podlegajacych fosforylacji na C-koricu, receptor NK2 ulega
W mniejszym stopniu procesowi uwrazliwienia niz receptor NKj.

Receptory NK2 uczestniczg prawdopodobnie w rozwoju i w dojrzewaniu kory
mdzgowej szczuréw. U nowonarodzonych szczurdw receptory te obecne sg w gle-
bokich warstwach kory, zanikajg one natomiast u dojrzatych piciowo gryzoni.

2.4. Receptory NK3

Do dzisiaj nie okre$lono potozenia genu receptora NK3 w genomie zwierzat.
Diugos$¢ genu receptora NK3 wynosi 45 Kb, a jego struktura jest identyczna z
budowa gendéw receptoréw NKj i NK2: 5. eksonéw przedzielonych 4. intronami.
W strukturze I-rzedowej receptor NK3 wykazuje 74-procentowe podobienstwo z
receptorem NKj oraz 68-procentowe z NK2. Po raz pierwszy receptor NK3 zostat
sklonowany z komérek moézgowych szczuréw i cztowieka. Ztozony jest on z 452
reszt aminokwasowych. Na poczatku lat dziewie¢dziesigtych wyizolowano i sklo-
nowano z komérek tozyska cztowieka biatko receptorowe skladajace sie z 440
aminokwasow. Wykazuje ono podobienstwo do biatka receptora NK3 i uwazane
jest za receptor NK4 [3].

2.5. Receptory neurokinin a wewnatrzkomoérkowy uktad efektorowy
przekazywania sygnatu

Receptor NKj zwigzany jest z biatkami G typu: GO, Gj, G n [28]. Biatka G
zwigzane z receptorem NKj dziatajg na rézne ukiady efeltorowe wtdrnych
przekaznikow:

- aktywujac fosfolipaze C (PLC), ktora hydrolizuje dwufosforofosfatydylino-

zytolu (PIP3) i powoduje utworzenie z niego 1,4,5-tr6jfosfoinozytolu (IP3) i
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1,2-diacyloglicerolu (DG), IP3prowadzi do uwolnienia wapnia ze zbiornikéw
wewngtrzkomadrkowych;

- aktywujac fosfolipaze A2powoduje uwalnianie kwasu arachidonowego;
cyklaze adenylowa, ktdra aktywuje lub hamuje synteze cAMP.

Biatka G sprzezone z receptorami NKj sa wrazliwe i oporne na dziatanie toksyny
krztusca. Wsréd pierwszych wyrdznia sie biatka G otwierajagce kanaty chlorkowe
iaktywujace fosfolipaze A2.W drugiej grupie, opornej natoksyne krztusca, wystepuja
biatka G aktywujace PIP3i zamykajace kanaly potasowe [28]. Biatka G potgczone
z receptorami NKj moga bezposrednio, czyli bez udziatu wtérnych przekaznikow
modulowa¢ aktywnos$¢ kanatéw jonowych. W ten sposéb moduluja kanaty potasowe
w ludzkich limfocytach T oraz kanaty chlorkowe w komédrkach okreznicy krolikdw.
W neuronach jadra sinawego substancja P aktywuje wejsciowy prad mieszany typu
kationowego. Mechanizm ten nie jest powigzany z biatkami G.
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Antoni Horst, J6zef Katuza, Aleksander Koj, Wtodzimierz Korohoda, Andrzej tu-
kaszyk, Andrzej Mysliwski, Maria Olszewska, Aleksandra Stojatowska, Jan Steffen.
Zarzad pracowat spotecznie. W pracy Zarzadu pomagaty panie: Ewa Prochniewicz
- ksiegowa oraz Barbara Miks i Danuta Wasilewska w rozprowadzaniu zeszytow
»Postepow Biologii Komarki”.Zarzad skada tym osobom serdeczne podziekowania.
Firma ,,Script” wspomagata wspotprace z drukarniami.

1. Dziatalno$¢ wydawnicza

Jest to gtéwny zakres dziatania Zarzadu Fundacji. Fundacja wspiera wydawanie
czasopism ,,Folia Histochemica et Cytobiologica” oraz ,,Postepy Biologii Komorki”.

A. Folia Histochemica et Cytobiologica

Czasopismo ukazywato sie regularnie w dotychczasowej formie odpowiadajacej
standardom miedzynarodowym. Rozszerzono redakcje o koedytoréw w osobach:
Z. Darzynkiewicz, A. Hinek, M. Z. Ratajczak, K. Reiss, J. P. Robinson, T. Skorski.
Wprowadzono zwyczaj czestego publikowania artykutéw przeglagdowych pisanych
przez wybitnych specjalistow. Skiad i druk czasopisma odbywa sie w Krakowie.

Merytoryczng piecze sprawuje i podejmuje decyzje o sktadzie redaktorow ,,Folii”
Polskie Towarzystwo Histochemikéw i Cytochemikéw. Rowniez Towarzystwo od
1995 r. jest formalnym wiascicielem czasopisma.

Wydawanie czasopisma odbywa sie z finansowg pomocg Komitetu Badar Na-
ukowych oraz z funduszy zebranych ze sprzedazy czasopisma. Artykuty z ,Folii”
sg indeksowane w: Medline, Biological Abstracts, Excerpta Medica, Index Medicus,
SciSearch, Research Alert; 1F=0.2809.
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B. Postepy Biologii Komorki

Czasopismo ukazywato sie regularnie w nowej formie. Okladka czasopisma,
spis artykutow, informacje o redaktorach i czasopiSmie sa obecnie wjezyku polskim
i j. angieskim. Zatozono okno internetowe ,,Postepdéw”, gdzie oprécz informacji
0 czasopiSmie sg biezagco publikowane tytuty artykutdow i ich streszczenia.

Adres internetowy okna brzmi www.mol.uj.edu.pl/pbk.

W dalszym ciggu wydawano suplementy. Suplementy ukazaty sie pod redakcja:

supl. 12 - Adam J. Ziecik - Zagadnienia rozrodu cztowieka i zwierzat.

supl. 13. Andrzej Mysliwski, Zbigniew Kmie¢ - Starzenie si¢ w aspekcie ko-
morkowym (27 Konferencja Biologii Komdrki) oraz

Maria Olszewska - Mechanizmy réznicowania i wzrostu komdrek u roslin.

Merytoryczng piecze nad ,,Postepami” ma od 27 lat Polskie Towarzystwo Ana-
tomiczne oraz od 6 lat Polskie Towarzystwo Biologii Komarki. Tytut wiasnosci
czasopisma ,,Postepy Biologii Komérki” ma Fundacja Biologii Komérki i Biologii
Molekularnej. Wydawanie czasopisma odbywa sie z finansowg pomocg Komitetu
Badan Naukowych oraz z funduszy zebranych ze sprzedazy czasopisma. Skiad
czasopisma odbywat sie w Wydawnictwie Fundacji ,,Rozw0j SGGW” w Warszawie.

Artykuty z Postepdw sg indeksowane w: Ulrich’s International Periodicals Di-
rectory, Biblioteke Narodowa i Biblioteke UJ; sa czynione starania o wiaczenie
»Postepéw” do Medline.

2. Wybory nowego Zarzgdu Fundacji na kadencje 1999-2005

Praca Zarzagdu byfa kontrolowana dwukrotnie w 1999 r.

16 kwietnia 1999 w Warszawie przedstawiono i przedyskutowano sprawy do-
tyczace wydawania ,,Postepdw Biologii Komorki”, sprawy nagréd i stypendiow
oraz zatozenia funduszu stypendialnego oraz odbyta sie kontrola finansowa pracy
Zarzadu. Kontrole przeprowadzili Fundatorzy i Przewodniczagca Rady Fundaciji.

9 wrzesnia 1999 odbyto sie w Krakowie zebranie sprawozdawczo-wyborcze,
w ktorym uczestniczyli Fundatorzy, Przewodniczaca Rady Fundacji i Zarzad. Ze-
braniu przewodniczyt prof, dr Tadeusz Cichocki. Sprawozdanie z dotychczasowe;j
pracy Zarzadu za lata 1994-1999 skiadato sie z kopii publikowanych rocznych
sprawozdan w ,,Postepach” (1996; 23, 717; 1998; 25, 477; 1999; 26, 439) oraz
dodatkowego tekstu. Sprawozdania publikowane sg wynikiem corocznej kontroli
Fundatorow. Podkreslono dobrg merytoryczng i finansowgq sytuacje czasopism wy-
dawanych przez Fundacje: Folia Histochemica et Cytobiologica i Postepy Biologii
Komorki. Czasopisma majg wysoka punktacje KBN (Folia - 8 punktéw. 1F=0.289,
Postepy - 5 punktéw). Szata graficzna obu czasopism jest pozytywnie oceniana
przez czytelnikow.

W 1999 r. zatozono fundusz stypendialny Fundacji (informacja o funduszu jest
w Postepach 1999; 26, 877). Fundusz bedzie wykorzystywany po zgromadzeniu
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na koncie odpowiedniej kwoty. Sprawozdanie Skarbnika dr. J. Liwskiej zostato
przyjete bez zastrzezen. Fundacja finansuje ok. 20% kosztéw wydawania czasopism.
Dochody Fundacji pochodzity ze sprzedazy czasopism, druku reklam, dofinanso-
wania ze Zrédet zewnetrznych oraz procentow bankowych. Fundacja bardzo osz-
czednie gospodaruje finansami, na cze$¢ etatu zatrudnia ksiegowa, za niewielka
odptatnoscia organizuje prenumerate i wysytke ,,Postepdw”. Prace cztonkéw Zarzadu
i Rady Fundacji, redaktoréw, recenzentow sg wykonywane spotecznie. Saldo na
dzien 31.08.99 jest dodatnie i wynosi 92 224, 47 zi, fundusz stypendialny wynosi
1613,67 zt. W dyskusji podkreslono wzrastanie objetosci kolejnych zeszytow ,,Po-
stepdw”, co zwieksza koszty wydawnicze. Apelowano o ostrzejszg selekcje artykutow
iich skracanie. Celowe bytoby publikowanie reklam, o ktére jednak nie jest tatwo.
Ogédlna opinia czytelnikdw o ,,Postepach” jest bardzo dobra i wielu prenumeruje
je prywatnie.

Ustepujagcemu Zarzadowi w gtosowaniu udzielono absolutorium. W gtosowaniu
tajnym wybrano nowy Zarzad Fundacji na lata 1999-2005 (Statut Fundacji 11.8.2)
w osobach: prezes - Jerzy Kawiak, sekretarz - Maciej Zabel, skarbnik - Joanna
Liwska. Plany na najblizszg przysztos$¢ sg podobne do dotychczasowej dziatalnosci.
Przedstawiono propozycje, aby zamiast przyznawa¢ nagrody roczne Fundacji pie-
nigdze te kierowa¢ na fundusz stypendialny.

3. Finanse i inwestycje

Zarzad zakupit kserokopiarke na miejsce uprzednio uzywanej, ktérg oddat i za
ktérg otrzymat bonifikate. Inwestycja ta jest duzym utatwieniem w pracy Zarzadu.
Zarzad zakupit rowniez i przekazat nieodptatnie Centrum Biostruktury AM w War-
szawie nowy nadajnik S/85/1 37.9MHz oraz gtdwke mikrofonowg DM 190.60 na
sale wyktadowg im. L. Paszkiewicza zamiast podobnego sprzetu zepsutego podczas
ostatniej 27. Konferencji Biologii Komérki (27 listopada 1999).

Prezes Fundacji Sekretarz
Jerzy Kawiak Maciej Zabel

Warszawa marzec 2000.
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Wykaz recenzentéw z tomu 26 - Referees of the volume 26 1999

prof. Halina Augustyniak, prof. Barbara Plytycz,

prof. Teresa Banas, dr n. med. Monika Puzianowska-Kuznicka,
prof. Grzegorz Bartosz, dr hab. Elzbieta Pyza,

prof. Barbara Bilinska, dr hab. Elzbieta Romanowska,

prof. Szczepan Bilinski, prof. Danuta Rozynkowa,

prof. Marian Drozdz, prof. Wiestawa Rudnicka,

prof. Franciszek Dubert, prof. Marian Saniewski,

dr hab. Grzegorz Jackowski doc. dr hab. Ewa Sikora,

prof. Wiestaw W. Jedrzejczak, prof. Piotr Stepien,

doc. dr hab. Bozena Kaminska, prof. Kazimierz Strzatka,

prof. Jerzy Kawiak, prof. Cezary Szczylik,

prof. Wincenty Kilarski, prof. Krzysztof Szyfter,

prof. Zbigniew Kmie¢, dr Matgorzata Tarczynska,

dr hab. Andrzej K. Kononowicz, prof. Andrzej Tretyn,

prof. Stanistaw Lewak, prof. Wiestaw Trzeciak,

prof. Jolanta Matuszynska, prof. Marcin Zabel,

prof. Jan Michejda, prof. Wiodzimierz Zago6rski-Ostoja,
prof. Andrzej Mysliwski, prof. Alojzy Zgirski,

prof. Maria J. Olszewska, prof. Michat Zimecki.

prof. Jerzy Ostrowski,

Komunikat

Oddziat Slaski Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego informuje szanow-
nych Cztonkow i Sympatykéw, ze w dniach 1-2 czerwca 2000 roku organizuje
dwudniowg Il Konferencje Naukowg nt.:

Metabolizm lekéw i ksenobiotykdw

ktéra odbedzie sie w Bukowinie Tatrzanskiej.

W ramach Konferencji zostana wygtoszone referaty plenarne i doniesienia na-
ukowe oraz zostanie zorganizowana sesja plakatowa.

Szczegbtowe informacje dotyczace kosztow, sposobu ptatnosci, dojazdu i innych
zostang przestane w osobnym komunikacie osobom, ktére zgtosza swdj czynny
lub bierny udziat w Konferencji do dnia 15 lutego 2000 roku na adres:

dr Andrzej Plewka
Il Katedra Histologii i Embriologii, Slaska Akademia Medyczna
ul. Medykoéw 18, 40-752 Katowice-Ligota
tel/fax: (0-32) 252-65-74; e-mail: aplewka@polbox.com
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Wskazowki przygotowania rysunkdéw i streszczen
do publikacji w PBK

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

Streszczenie ma mie¢ nastepujaca strukture:

j. polski j. angielski
Podstawy zagadnienia: jedno zdanie Background:
Podtytuty: do kazdego podtytutu 3-5 zdan Subtitles:
Whnioski: 2 zdania Conclusions:
Stowa kluczowe: do 8 stow Key words:

Takie streszczenia standardowe moga by¢ wazne, gdyz obecnie czyta sie je komputerowo. Tres¢
streszczenia zacheca badz nie zacheca do przeczytania catego artykutu.
Prosimy réwniez Autoréw o podawanie adreséw e-mail, o ile je maja.

Cennik odbitek prac dla Autoréw w 2000 r.

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

Zamoéwienie na odbitki MUSIH byé ztozone wraz z przestang korekta pracy.

Warunki prenumeraty kwartalnika PBK

Prenumerata na rok 2000
Redakcja przyjmuje optate prenumeraty za rok 2000 pod adresem:
FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI I BIOLOGII MOLEKULARNEJ, ul. Marymoncka 99,
01-813 Warszawa; tel. 8340 344, fax. 8340 470, email: jkawiak@ cmkp.edu.pl
na konto: FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI I BIOLOGII MOLEKULARNEJ,
ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa;
Bank Polska Kasa Opieki S. A., IV OAVarszawa 12401053-40006576-2700-401112-001.
Cena prenumeraty rocznika na rok 2000:
dla instytucji (bibliotek) wynosi 68 zi,
a dla odbiorcéw indywidualnych 25 zt.

Subscription orders for POSTEPY BIOLOGII KOMORKI for 2000 should be placed at
local press distributors or directly at Editorial Board of

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI, Marymoncka str. 99, 01-813 Warszawa /Poland,

tel. 8340 344, fax. 8340 470, email: jkawiak@ cmkp.edu.pl:

On account: FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI I BIOLOGII MOLEKULARNEJ,
ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa,;
Bank Polska Kasa Opieki S. A., IV O/Warszawa, No 12401053-40006576-2700-401112-001.

Price per year 20 dollars USA
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INFORMACJE DLA AUTOROW

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI drukujg artykuty przegladowe z zakresu najnowszych osiagnie¢ biologii
komorki, nie publikowane dotad w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadajaza $cistos¢ podawanych informacji.
Obowigzuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym, anatomicznym i
embriologicznym. Artykuty drukowane w POSTEPACH BIOLOGII KOMORKI nie moga by¢ bez zgody redakcji
publikowane w innych periodykach. Prosimy Autoréw o nadsytanie prac bezposrednio do Redaktoréw odpowiedniej
specjalnosci (adresy na 2 str. oktadki), a do Redakcji w Warszawie tylko te artykuly, ktdre nie odpowiadajg zadnej z
wymienionych specjalnosci.

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczajg:

1) artykuly przegladowe nie przekraczajace 15 stron maszynopisu i do 100 pozycji bibliograficznych koniecznie z ostatnich 5 lat
(natomiast wczes$niejsze prace moga by¢ pracami przegladowymi);

2) doniesienia z ostatniej chwili na 3-5 stronach maszynopisu z kilkoma pozycjami bibliograficznymi ostatniego roku (liczac od
daty wystania do redakcji);

3) listy do redakcji (do 1 strony maszynopisu).

Tekst pracy i zatgczniki nalezy przesyta¢ w dwéch egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ pisany jednostron-
nie na papierze formatu A4 w uktadzie normalnym 1800 znakéw na stronie. Ostateczna wersja tekstu i rysunki
(wskazéwki s. 291) powinna by¢ przystana na dyskietce 3,5" jako plik (file) Windows lub ASCII. Pierwsza strona
nie numerowana przeznaczona dla redakcji winna zawiera¢: imiona, nazwiska, tytuty naukowe autoréw i adresy: w
pracy, domowy wraz z telefonem i e-mail, tytut pracy wjezyku polskim i angielskim oraz liczbe stron maszynopisu,
liczbe tabel i rysunkéw. Na pierwszej (numerowanej) stronie nalezy poda¢ kolejno tytut pracy w jezyku polskim i
angielskim, imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska autoréw, nazwe zaktadu naukowego, nazwisko i adres autora
prowadzacego korespondencije, informacje o dofinansowaniu pracy oraz skrét tytutu (do 40 znakéw). Nastepna strona
powinna zawiera¢ wjezyku polskim i angielskim streszczenie (do 1str.) oraz stowa kluczowe - 3 do 10 stéw zgodnych
z terminami w Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile sa tam zawarte. W tytule i streszczeniu mozna
stosowac jedynie powszechnie przyjete skréty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy rozpocza¢ od nowej strony. W tekscie
nie zamieszczac tabel, schematéw lub rysunkéw, a jedynie zaznaczy¢ otéwkiem na marginesie ich lokalizacje (np.
tab. 1, rys. 1litp.). Dlaprzejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane i numerowane rozdziaty oraz podrozdziaty.
Od nowej strony nalezy podac spis literatury. Skréty nazw czasopism podawa¢ nalezy wedtug Index Medicus (listy
czasopism publikowane sg corocznie w numerze styczniowym). Powotanie w tekscie nastepuje przez podanie
kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym ( np. [5]). Spis literatury nalezy zestawic
alfabetycznie wedtug nastepujacego wzoru:

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

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

Tabele, opisy schematdw i rysunkéw powinny by¢ zatgczone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki musza
by¢ wykonane w postaci nadajacej sie do reprodukcji. Fotografie powinny by¢ kontrastowe i wykonane na
blyszczacym papierze. Wymiary poszczeg6lnych rysunkéw, schematéw i fotografii nie moga przekracza¢ 125 x 180
mm lub ich potowy. Jezeli zatgczniki sg zapozyczone z innych Zrédet, nalezy podaé, skad zostaty zaczerpniete i
dotaczy¢ zgode autora i wydawnictwa na reprodukcje, jezeli materiaty te zamieszcza sie w niezmienionej formie.
Wszystkie zataczniki musza by¢ opatrzone na odwrocie nazwiskiem pierwszego autora i oznaczeniem gory i dotu
ilustracji. Stosowane jednostki miar musza by¢ zgodne z uktadem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrétéw uzgodnionych z autorem. Autor zobowigzany jest do wykonania korekty
autorskiej i zwrdcenia jej w ciagu doby. Koszty, spowodowane wiekszymi zmianami tekstu wprowadzanymi w korekcie poza
poprawkami btedéw drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymuja bezptatnie 1egz. zeszytu PBK z opublikowang pracg oraz moga
zamowic¢ odbitki odptatnie odsytajac korekte. Redakcja prosi o propozycje do 5 oséb (nazwisko, imie, adres, fax), ktére bytyby
odpowiednimi recenzentami maszynopisu, nie powinny jednak by¢ pracownikami instytucji, w ktérej pracuje autor, ani jego
wspotpracownikami. Poprawiongpo recenzji wersje pracy nalezy zwrdci¢ do redakcji koniecznie w ciggu 30 dni. Redakcja zrezygnuje

z publikacji maszynopisu, ktdrego autorzy do 30 dni nie odpowiedzg na list redaktora.
Redakcja prosi takze o dotgczenie do maszynopisu tytutu artykutu i podpisanej odpowiedzi na nastepujace pytania:

Dotaczono 2 kopie maszynopisu, Tresé¢ pracy nie byta uprzednio publikowana nie zostata
tabel irycin. tak nie wystana do innej redakcji . tak nie
Wszyscy Autorzy znajg i akceptujg prace. tak nie Dotgczono kopig pracy na dyskietce z podaniem nazwy
Jest zgoda 0s6b, ktérych informacje niepubli- pliku i uzytego programu edycyjnego z komputera IBM tak nie
kowane sg zamieszczone w tek$cie artykutu tak nie Odpowiadam za cato$¢ pracy opisanej w zat. maszyn. tak nie

Wyrazam zgode na to, ze artykut po przyjeciu do druku w "Postepach Biologii Komérki" przechodzi na wtasno$¢ redakcji i jego reprodukcja
wymaga zgody redakcji. podpisy wszystkich autoréw
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