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W tym zeszycie ,,Postepow Biologii Komarki

Telomeraza jest rybonukleoproteing o aktywnosci odwrotnej transkryp-
tazy (polimerazg DNA zalezng od RNA), swoistg dla odcinkow telome-
rowych chromosomow. Enzym jest zbudowany z podjednostki
katalitycznej TERT, podjednostki RNA oraz biatka stowarzyszonego z
telomeraza. Wiecej na temat mozliwosci oceny ekspresji TERT na
poziomie pojedynczej komorki znajdzie Czytelnik na stronie 471.

W dwu artykutach (strony 483 i 497) opisano poznane autoantygeny
plemnikowe obecne na powierzchni iwe wnetrzu komérki. Moze to mie¢
warto$¢ poznawcza, ale réwniez znalez¢ zastosowanie w regulacji
rozrodu.

Duze znaczenie w badaniach nad genetyka rozwoju zarodka rosliny
majg mutacje ujawniajace sie we wczesnych etapach embriogenezy.
Analizy fenotypow takich mutantow pozwolity na poznanie izrozumienie
mechanizméw genetycznej regulacji embriogenezy. Artykut na ten te-
mat mozna znalez¢ od strony 509.

Pinealocyty, komérki szyszynki zachowaly zdolno$¢ do ekspresiji wielu
biatek charakterystycznych dla procesu fototransdukcji. Na ten temat
artykut Czytelnik znajdzie na stronie 571.
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OCENA DLUGOSCI TELOMEROWI AKTYWNOSCI
TELOMERAZY ZA POMOCA CYTOMETRII
PRZEPLYWOWEJ

FLOW CYTOMETRIC ANALYSIS OF TELOMERE LENGTH
AND TELOMERASE ACTIVITY

Michat DRAGAN, Jacek ROLINSKI

Zaktad Immunologii Klinicznej, Akademia Medyczna w Lublinie

Streszczenie: Regulacja dlugosci telomerdw ma decydujace znaczenie w procesie senescencji komorki,
immortalizacji oraz onkogenezie. Zachodzi ona gtéwnie dzieki aktywnosci telomerazy. Telomeraza jest
polimerazag DNA zalezng od RNA, specyficzng dla odcinkéw telomerowych, w ktdrej decydujace
znaczenie odgrywa katalityczna podjednostka hTERT (odwrotna transkryptaza) niezbedna dla aktyw-
nosci enzymu. Funkcjonowanie uktadu telomery-telomeraza zostato przedstawione w wiekszosci komo-
rek nowotworowych, komdrek macierzystych oraz w limfocytach podczas ich réznicowania i aktywacji.
Ocenadtugosci telomeréw opierata sie dotad gtéwnie na metodzie Southern biot, za$ badania aktywnosci
telomerazy na metodzie PCR. W ostatnich publikacjach zaprezentowano techniki oparte na metodzie
cytometrii przeptywowej, umozliwiajace ocene dtugosci telomerdw i ekspresji hTERT na poziomie
pojedynczej komorki. Umozliwiaja one prostg i szybka oceng, szczegblnie uzyteczng w szeroko zakro-
jonych badaniach klinicznych.

(Postepy Biologii Komérki 2001; 28: 471-481)

Stowa kluczowe: telomer, aktywno$¢ telomerazy, hTERT, cytometria przeptywowa

Summary: The regulation of telomere length is involved in the cellular physiology of senescence and
mechanism of cell immortalization and tumor formation mainly due to reactivation of telomerase.
Telomerase is a telomere specific polymerase which hTERT protein component is catalytic subunit
indispensable to its activity. The function of telomere-telomerase system has been demonstrated in most
malignant tumors, germ lines and human lymphocytes during differentiation and activation. The
measurement of telomere length has traditionally been performed by Southern blot whereas telomerase
activity detection by PCR. Recently, flow cytometry based protocols evaluating telomere length and
hTERT expression, providing information at single cell level, have been published. These methods offer
simple and rapid assay particularly for large-scale study of clinical samples.

(Advances in Cell Biology 2001; 28: 471-481)

Key words: telomere, telomerase activity, hTERT, flow cytometry
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WSTEP

Ludzkie telomery sg kompleksami nukleoprotein bogatymi w zasady guaninowe
i sktadajg sie z sekwencji powtdrzen 5°-T2AG3-3’ tworzacych zakonczenia chro-
mosoméw [8,15,23]. Telomery zabezpieczajg DNA przed rearanzacjami prowa-
dzacymi do niestabilno$ci genomu i zmian w kariotypie. Poniewaz polimeraza DNA
nie jest w stanie w petni replikowa¢ zakonczenia 3’ taiicucha DNA, z kazdym
podziatem komorki zwigzane jest skrocenie chromosomu na skutek utraty telo-
merowego DNA, co doprowadza w rezultacie do senescencji (starzenia sie) komorki.
Senescencjajest aktywnym, dynamicznym procesem charakteryzujacym sie trwatym
zatrzymaniem proliferacji komorki, bedagcym wynikiem krytycznego skrécenia te-
lomeréw po charakterystycznej liczbie podziatow (limit Hayflicka) [37]. Ludzkie
komorki somatyczne po ok. 50 podziatach stajg sie niezdolne do dalszych mitoz.
Podczas jednego podziatu in vitro chromosom skraca sie 0 50-200 nukleotydow,
co odpowiada za réznice pomiedzy diugoscig ,,mtodych” telomeréw (15-22 tys.
par zasad) a ,starych” (8-10 tys. par zasad) [18]. Tak wiec wedtug telomerowej
hipotezy starzenia sie komérek, wraz z wiekiem komdrek somatycznych dochodzi
do skracania sie telomerdw, a czynniki zabezpieczajgce przed tym procesem moga
doprowadzi¢ do nieSmiertelnosci komorki.

Jednym z mechanizméw chronigcych telomery przed redukcjg ich dtugosci jest
aktywnos$¢ telomerazy. Telomeraza zbudowana z podjednostek biatkowych oraz
RNA jest enzymem bedagcym w stanie zahamowaé, a nawet odwroci¢ skracanie
telomerdw [17,30,39]. Kluczowsg role w aktywnosci tego enzymu odgrywa hTERT
(telomerazowa odwrotna transkryptaza), ktorej dziatanie katalityczne jest konieczne
dla stwierdzenia aktywnos$ci uktadu telomerazy [7,27]. Wprowadzenie hTERT do
komorek, ktére nie wykazywaty aktywnosci telomerazy, powoduje odtworzenie
tam jej aktywnosci oraz ich nieSmiertelno$¢ [6,10]. Komponent RNA enzymu (hTR)
stuzy jako wzorzec dla heksanukleotyddw nowo odtwarzanych koricow chromo-
soméw [38]. Regulacja ekspresji telomerazy jest charakterystyczna dla poszcze-
golnych typoéw komorek i jest kontrolowana na wielu poziomach zaréwno
transkrypcyjnych, jak i potranskrypcyjnych. Duza aktywnos$¢ telomerazy jest po-
wszechna podczas embriogenezy, jednak w wiekszosci ludzkich komdrek somatycz-
nych ekspresja tego enzymu jest niewykrywalna (oprocz leukocytow, komdrek
macierzystych, komorek krypt jelitowych). Zmiany aktywnos$ci telomerazy lim-
focytéw Scisle zwigzane sg z ich wzrostem, réznicowaniem i klonalng ekspansja
konieczng w odpowiedzi immunologicznej [13]. Aktywacja limfocytéw T i B in
vitro, réznicowanie sie limfocytéw B dziewiczych w komoérki B centréw rozrodczych
(GC), potrafi 100-, a nawet 1000-krotnie zwiekszy¢ aktywno$¢ ich telomeraz
[19,21,40]. Skracanie telomerdéw leukocytow jest wynikiem starzenia sie tych ko-
morek in vivo (okoto 40 par zasad /rok), moze rowniez wynikac¢ z podziatéw komorek
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w uktadzie in vitro. Sugeruje to, ze aktywnos$¢ telomerazy jest niewystarczajgca
dla ochrony dtugosci koncow chromosomow. Krétsze telomery obecne sg w lim-
focytach szpiku ludzi dorostych w poréwnaniu z komoérkami izolowanymi z krwi
pepowinowej czy ptodowej watroby. W pierwszych 4 latach zycia obserwuje sie
szybkie skracanie telomeréw (o okoto 30%), a nastepnie powolng, stopniowa redukcje
dtugosci w kolejnych latach [18,33] (rye. 1).

W licznych badaniach telomeraza wydaje sie by¢ jednym z najbardziej spe-
cyficznych markeréw procesu nowotworowego. Wysoki poziom telomerazy wy-
krywany jest w wiekszosci nowotworow (80-90% guzoéw) réznego pochodzenia
[9,36]. W komérkach nowotworowych telomery sg zazwyczaj krotsze w poréwnaniu
z komoérkami prawidtowymi [2,22,29]. Telomeraza bedagc markerem komoérek no-
wotworowych, oprécz swojego znaczenia w diagnostyce moze staé sie wkrotce
takze celem terapii i znalez¢é zastosowanie w leczeniu nowotworow [3,41]. Jednak
obecnos$¢ grupy nowotwordw z niewykrywalng aktywnoscig telomerazy $wiadczy,
ze inne ,alternatywne mechanizmy” mogg bra¢ udziat w wydtuzaniu telomerow.
Wiasciwa charakterystyka ,,zegara molekularnego” komdrek winna zawiera¢ wiec
ocene zaréwno aktywnos$ci enzymu telomerazy, jak tez diugosci powtérzen telo-
merowych.

RYCINA 1 Zmiany dtugosci telomeréw limfocytéw krwi obwodowej w réznych okresach zycia
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Podstawowa metode oceny dtugosci telomeréw stanowit dotad Southern biot
[16], w ktérej przy uzyciu enzyméw restrykcyjnych dla rejonéw subtelomerycznych,
np: Rsa I, Msp |, otrzymuje sie fragmenty TRF (telomere restriction fragment).
Metoda ta jest czasochtonna, wymaga duzej ilosci komérek do izolacji DNA, a
wartosci otrzymywanych TRF sg zawyzone o Kilka tysiecy nukleotydéw w stosunku
do rzeczywistej diugosci telomerow.

W roku 1998 dwie niezalezne grupy naukowcdw, jedna kierowana przez Rufer,
a druga przez Hultdin, przedstawity metode oceny dtugosci telomeréw z uzyciem
cytometrii przeptywowej [20,34], stanowigcg rozwiniecie oceny metafazowych chro-
mosomOw za pomocg hybrydyzacji in-situ (FISH). Wyniki badahn telomeréw w
cytometrze przeptywowym wykazujg wysoka korelacje z pomiarami fragmentow
TRF. Jednoczesnie metoda ta w przeciwienstwie do Southern biot pozwala na wy-
konanie badania w ciggu kilku godzin. Dzieki uzyciu cytometrii przeptywowej
mozliwa jest ocena tysiecy komérek w ciggu kilkudziesieciu sekund oraz ocena
ekspresji telomeréw w obrebie okreslonych subpopulacji komérek i potgczenie ba-
dania z oceng cyklu komdérkowego. Metody obu grup badaczy oparte sa na podobnych
zatozeniach, skierowane sg gtownie na ocene komdrek uktadu krwiotwdrczego i
ulegty pewnym modyfikacjom w ostatnim okresie [5,11,33]. Najistotniejszym ele-
mentem procedury jest hybrydyzacja in-situ ocenianych telomeréw z (C3TA2)3
sondg PNA (peptide nucleic acid) sprzezong z fluorochromem (gtdwnie FITC).
Zastepujac oligonukleotydy DNA hybrydyzacja z PNA uzyskano znacznie wieksza
stabilno$¢ uktadu przy podobnej swoistosci [14].

Bardzo istotnym zagadnieniem w prezentowanej metodzie jest zapewnienie odpo-
wiedniej kontroli badania w celu umozliwienia poréwnywalnosci wynikéw. Metoda
prezentowana przez Hultdin [20] oparta jest na jednoczesnej ocenie badanego ma-
teriatu z komérkami linii 1301 (biataczka limfoblastyczna). Linia 1301 jest te-
traploidalna i charakteryzuje sie dtugimi telomerami, dzieki czemu nie ,,naktada
sie” na badang populacje, umozliwiajac jej tatwe rozrdéznienie na cytogramach.
Komorki te zmieszane w stosunku 1.1 z komérkami badanymi stanowig dobrag
kontrole wewnetrzng badania. Wynik badania podawany jest w jednostkach RTL
(wzglednych jednostkach dtugosci) bedacych stosunkiem intensywnosci fluorescen-
cji badanej probki do fluorescencji komarek linii 1301 po odjeciu autofluorescencji
(komérki bez PNA). Druga grupa badaczy pod kierunkiem Rufer [34] w swojej
metodzie gtdwny nacisk potozyta na mozliwos¢ porownywania wynikéw z cytometru
przeptywowego miedzy réznymi laboratoriami. Uzyskano to dzieki uzyciu stan-
daryzowanych jednostek fluorescencji MESF (Molécules ofEquivalent Soluble Fluo-
rochromes) [35]. Wynik badania podawany jest w wartosciach MESF, ktére opisuja
intensywnos¢ fluorescencji fluorochromu badanej probki wzgledem fluorescencji
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kulek standaryzacyjnych Illb odczytang z krzywej kalibracyjnej. Mozliwe jest row-

niez podanie dtugosci badanych telomeréw w postaci iloSci par zasad (pz), po

przeliczeniu intensywnosci fluorescencji zjednostek MESF wedtug wzoru podanego

ponizej [12,26]:
liczba par zasad = MESF x 0,02604 x 0,019 x 103
Do standaryzacji serii wynikdw istotna jest rowniez jednoczesna ocena dtugosci

telomeréw komorek linii referencyjnej pochodzacych z jednego pasazu.

Zarys procedury oznaczania telomeréw w cytometrze przeptywowym:

1. Izolacja komorek - Niezbedne jest otrzymanie zawiesiny badanych komorek, co
nie stwarza problemoéw w przypadku leukocytow. W celu oceny wybranych
subpopulacji koniecznajest wstepna selekcja pozytywna lub negatywna badanych
komaérek (np. separacja magnetyczna, rozetki).

2. Permeabilizacja komérek - Jest to etap fakultatywny. DoSwiadczenia autorow
dowodzg, ze temperatura konieczna do denaturacji DNA oraz mate rozmiary sondy
PNA umozliwiajg przenikniecie jej do wnetrza komorki bez uprzedniej permeabi-
lizacji chemiczne;j.

3. Hybrydyzacja-Komorki zawiesza sie w roztworze hybrydyzacyjnym (20 mM Tris,
70% formamid, 1% BSA). Nastepnie do komdrek badanych dodaje sie sonde PNA
telomerowego (C3TA2)3 sprzezong zazwyczaj z FITC. W celu oceny fluorescencji
tta oceniano poczatkowo fluorescencje sekwencji chromosomu X [34], obecnie
jednak jako kontrola negatywna stuzg komorki zawieszone w mieszaninie hybry-
dyzacyjnej bez PNA. W celu umozliwienia dostepu sondy do faricucha DNA
koniecznajest wstepna denaturacja w zakresie temperatur 80-84°C przez okoto 10
min. Czas hybrydyzacji podany przez Hultdin i wspotpracownikéw [20] wynosi
~ 12 h, wydaje sie jednak, ze juz okres 2 h jest wystarczajacy i dostarcza
poréwnywalnych wynikdw.

4. Barwienie DNA - Po uprzednim wyptukaniu komoérek w roztworze post-hybry-
dyzacyjnym barwi sie jadra jodkiem propydyny tacznie z RNazg badz wybarwia
7-AAD.

Przyktad oznaczenia za pomoca cytometrii przeptywowej dtugosci telomeréw
w separowanych magnetycznie limfocytach B krwi obwodowej przedstawiono na
rycinie 2 (badanie wykonane przez autorow).

Jesli badane komorki charakteryzujg sie znaczng proliferacja, konieczne jest sko-
rygowanie wynikéw poprzez wytgczenie komorek bedgcych w fazie S oraz G2/M
cyklu komorkowego (np. w uktadzie FL3-height/FLI-height cytogramu). W cyklu
komérkowym dochodzi bowiem do zwiekszenia ekspresji telomeréw, przecigtnie
do 140% w fazie S oraz 180% w fazie G2/M.

Konieczno$¢ denaturacji DNA w temp. >80°C omdwiona w protokole niesie
za sobg szereg niedogodnosci, z ktdrych najistotniejsza jest jednoczesna denaturacja
wiekszosci biatek komérkowych i przeciwciat stosowanych do znakowania anty-
gendw [25]. Uniemozliwia ona réwnoczesng charakterystyke telomeréw oraz anty-
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RYCINA 2. Cytometryczna analiza dtugosci telomeréw limfocytow B krwi obwodowej: A - komdrki
bramkowane sg (R1) w zaleznosci od fluorescencji jodku propydyny (PI) i FSC -forward light scatter;
B - w obrebie regionu RI oceniana jest fluorescencja sondy PNA przeciwko regionom telomerowym
(petny histogram) poréwnywana z kontrolg negatywng (pusty histogram); wartosci FL1 przeliczane sa
nastepnie najednostki MESF

genow powierzchniowych i wewngtrzkomaérkowych komérki. Modyfikacje metody
zawarte w najnowszych publikacjach [4,31] przynajmniej czeSciowo omijajg ten
problem, umozliwiajagc ocene subpopulacji bez koniecznosci ich wczesniejszej se-
paracji. Dokonano tego dzieki zastosowaniu przeciwciat monoklonalnych sprze-
zonych z wzglednie termostabilnym fluorochromem Cy5. Komérki po barwieniu
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posrednim - przeciwciato monoklonalne sprzezone z biotyng + streptawidyna z
Cy5 - poddawane sg utrwaleniu, permeabilizacji i denaturacji jak w przedstawionym
wyzej protokole. Dochodzi nastepnie do hybrydyzacji ze sprzezong z FITC sonda
PNA, co pozwala na 2-kolorowa analize w cytometrze przeptywowym. Wydaje
sie, ze dalsze modyfikacje prezentowanej metody umozliwig wkrotce wielopara-
metrowg ocene komarek w potgczeniu z oceng diugosci telomeréw w cytometrze
przeptywowym.

OCENA EKSPRESJI TELOMERAZY PRZY POMOCY
BADANIA hTERT W CYTOMETRZE PRZEPLYWOWYM

»Ztotym standardem” w ocenie aktywnosci enzymu telomerazy wydaje sie nie-
podwazalnie metoda TRAP (telomeric repeat amplification protocol) opisana przez
Kim i wsp. [22]. Badanie to charakteryzuje sie wysoka czutoScia i w skrocie oparte
jest na syntezie telomeru i jego pdzniejszej PCR amplifikacji. TRAP podobnie
jak ocena katalitycznej podjednostki telomerazy hTERT metodg Northern biot czy
RT-PCR uniemozliwia ocene ekspresji enzymu w subpopulacjach komérek, a ko-
nieczna procedura lizy bezpowrotnie blokuje mozliwo$¢ dalszych badan w okre-
$lonych komdérkach, np. nowotworowych [28]. Wyniki oceny ekspresji tego enzymu
w nowotworach moga by¢ zawyzone z uwagi na obecno$é aktywowanych limfocytéw
naciekajacych guz (tzw. TIL - tumor infiltrating lymphocytes).

Metoda oceny aktywnosci wewnatrzkomdrkowej hTERT w cytometrze prze-
ptywowym w potgczeniu z oceng ekspresji innych antygendéw komérkowych zostata
przedstawiona przez Ali i wsp. [1]. Zastosowanie tego protokotu pozwala wyréznié
w catym ukladzie badanych komorek subpopulacje o réznej, czesto dyskretnej eks-
presji enzymu, ktérych warto$¢ zostaje usredniona w innych wymienionych me-
todach.

Ponizej przedstawiono zarys procedury oceny hTERT metoda cytometrii prze-
ptywowej:

1. I1zolacja komérek.

2. Znakowanie antygenéw powierzchniowych badanych komorek.

3. Utrwalenie i permeabilizacja - Do utrwalenia komorek uzywany jest 2% parafor-
maldehyd. Jako permeabilizator zalecany jest Triton-X100. Wydaje sie jednak, ze
inne znane zwigzki zwiekszajgce przepuszczalnosé btony komorkowej moga spet-
nia¢ réwniez to zadanie. Ali i wsp. w swojej pracy [1] przedstawiajg zaburzenia
fluorescencji przeciwciat powierzchniowych wynikajace z procedury fiksacji i
permeabilizacji komorki. W opinii autorow mozliwemu spadkowi MFI nie powi-
nien towarzyszy¢ spadek odsetka komérek znakowanych pozytywnie, co dys-
kwalifikowatoby te procedure.
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4. Barwienie wewnatrzkomdérkowego biatka hTERT - Z powodu braku dostepnego
komercyjnie przeciwciata sprzezonego z fluorochromem konieczne jest barwienie
posrednie. Anty-hTERT jest przeciwciatem poliklonalnym, co ogranicza czuto$¢
i swoisto$é tego badania.

5. Kontrolabadania-Kontrola izotypowa oraz kontrola z uzyciem biatka blokujgcego
sg dostepne komercyjnie. Warto$¢ ekspresji hTERT otrzymujemy po odjeciu od
$redniej fluorescencji badanej populacji komoérek fluorescencje kontroli.

PODSUMOWANIE

Zastosowanie cytometrii przeptywowej w ocenie dtugosci telomerdow i ekspresji
telomerazy (aktywno$¢ hTERT) jest znaczacym postepem w metodyce badan, a
uzyskane wyniki sg réwnowazne, a nawet przewyzszaja te uzyskiwane dotychczas
stosowanymi metodami. Jedng zjej najistotniejszych cech jest mozliwo$¢ pomiarow
w wybranych subpopulacjach komoérek pochodzacych od jednego dawcy, a szybkos¢
i powtarzalno$¢é oceny umozliwia szersze zastosowanie jej w badaniach klinicznych.

Dotychczas przedstawione badania oceniajgce ukiad telomery-telomeraza me-
todyka cytometrii przeptywowej to m.in.:

» Ocena limfocytdw T CD8+ w ostrej fazie infekcji wirusem EBV [31]- Badanie to
ujawnito, iz pomimo intensywnej aktywacji i proliferacji specyficznych komorek
CD8+ wczasie infekcji EBV zachowujgone dtugie telomery. U wiekszosci chorych
nie obserwowano skrécenia dtugosci koncéw chromosoméw w okresie powrotu do
zdrowia mimo znacznego spadku aktywnosci telomerazy.

« Badanie dtugosci telomeréw granulocytéw i limfocytéw chorych na anemie apla-
styczng (a.a.) i nocng napadowa hemoglobinurie [12]. - Telomery granulocytow
chorych na a.a. byly statystycznie krotsze w poréwnaniu z kontrolg, a roznice te
pogtebiaty sie wraz z zaawansowaniem choroby. Skuteczna terapia immunosupre-
syjna powodowata redukcje réznic dtugosci telomeréw wobec grupy kontrolnej.
Badanie to potwierdzito intensywng proliferacje hematopoetycznych komorek pnia
w anemii aplastycznej.

» Ocena telomeréw komérek krwi obwodowej i szpiku w przewlektej biataczce
szpikowej PBS [11]. - Stwierdzono, ze w PBS dochodzi do skrécenia telomerow
przy przejsciu z fazy przewlektej w faze akceleracji i kryze blastyczng. Leukocyty
chorych w fazie przewlektej PBS, u ktorych w ciggu 2 lat doszto do progresji
choroby, miaty telomery znamiennie krotsze niz telomery chorych pozostajgcych
w fazie przewlektej, bez zaostrzenia blastycznego. Wykazano tez, ze komorki
macierzyste Ph+ intensywniej proliferujg w poréwnaniu z komérkami Ph-

» Badane dtugosci telomeréw ludzkich antygenowo swoistych komérek T pamieci
[13]. - Zbadano, ze komérki CD4+CD45R0O+ maja krétsze telomery niz limfocyty
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CD4+CD45RA+. Redukcja dtugosci pojawiata sie pomimo zwiekszonej ekspresji
telomerazy w aktywowanych i proliferujgcych limfocytach T.

e Poréwnawcza analiza dtugosci telomerow w obrebie limfocytow CD8+ [5] -
Oceniono, ze komorki CD8+CD28- majg telomery znacznie krotsze niz telomery
komdérek CD8+CD28+. R6znica ta wynikata z klonalnej ekspansji limfocytow T
CD8+CD28- idowodzi ich roli jako koncowo zréznicowanych komdrek efektoro-
wych.

* Ocena potencjatu podziatowego komoérek klonowanych cielgt pochodzgcych z
komérek somatycznych w okresie senescencji [24] - Transfer jadrowy przedtuzyt
zywotnos¢ komorek starzejacych z kilku podziatéw do ponad 90, taczyto sie to z
wydtuzeniem telomerdw, ktdrych dtugos¢ przewyzszata ich diugo$é w grupie
kontrolnej. Wyniki te w spos6b znaczacy roznig sie od wynikdw badan komorek
owieczki Dolly, pierwszego klonowanego zwierzecia, u ktérego wykryto znaczaco
krotsze telomery w por6wnaniu z rowiesniczg kontrolg. Przyczyny roznic w dtu-
gosci telomeréw miedzy badanymi klonowanymi cieletami a owieczkg Dolly sg
nieznane i wymagajg dalszych badan.

» Ocenadynamiki zmian dtugosci telomeréw u chorych po przeszczepie szpiku [32]
-Zaobserwowano skokowe skrdcenie telomerdéw w pierwszym roku po przeszcze-
pie, jednak w kolejnych latach skracanie koncéw chromosomoéw monocytéw i
limfocytéw T biorcy byto poréwnywalne z zachodzacym u 0s6b zdrowych. Wydaje
sie, iz redukcja dlugosci telomeréw po przeszczepie szpiku nie ma znaczenia
klinicznego iprzypomina te, ktéra nastepuje w pierwszych latach zycia cztowieka.
Przedstawione w artykule nowe metody oceny telomerow iaktywnosci telomerazy

zapomocg cytometrii przeptywowej mogg sta¢ sie skutecznym narzedziem do oceny
procesow starzenia sie komérek i rozwoju nowotwordw. Opracowanie tych technik
stwarza uzasadniony optymizm dotyczacy diagnostyki i oceny przebiegu niektérych
choroéb, ze szczegélnym uwzglednieniem choréb nowotworowych. Wykorzystanie
cytometrii w badaniach kinetyki telomeréow niewatpliwie wptynie na dalsze po-
szerzenie wiedzy na temat biologii komorki.
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AUTOANTYGENY PLEMNIKOWE -
I. CHARAKTERYSTYKA IMMUNOBIOLOGICZNA

SPERM AUTOANTIGENS -
. IMMUNOBIOLOGICAL CHARACTERISATION

Alina DOMAGALA, Maciej KURPISZ
Zaktad Genetyki Cztowieka PAN, Poznan

Streszczenie: Antygeny plemnikow moga wywotywaé reakcje izo- oraz autoimmunologiczne. Stad tez
wazne jest zidentyfikowanie, a nastepnie wyizolowanie autoantygenéw plemnikowych, swoiscie reagu-
jacych z przeciwciatami. Moze to nie tylko mie¢ warto$¢ poznawcza, ale takze znalez¢ zastosowanie w
regulacji rozrodu. W niniejszym artykule opisano poznane autoantygeny plemnikowe obecne zaréwno
na powierzchni, jak i we wnetrzu komorki. Przedstawiono réwniez wyniki badan opisujacych préby
uczulania zwierzat laboratoryjnych i uzytkowych celem zaindukowania nieptodnosci.

{Postepy Biologii Komérki 2001; 28: 483-496)

Stowa kluczowe: plemniki, autoantygeny, immunogeny, przeciwplemnikowe przeciwciata monoklonal-
ne.

Summary: Sperm antigens may provoke iso- and autoimmune responses. Therefore, it is important to
identify and to purify isolated sperm entities specifically reacting with antisperm antibodies. This would
allow to set an insight into immunological background of infertility and to prospectively develop
procedures to vaccinate animal species and human beings for fertility regulation. The present review
compiles data concerning the characterisation of the presently recognised sperm antigens that are
distributed on the surface of the spermatozoon and within its internal compartments. Results of some
animal studies towards identification of immunogenicity of particular sperm antigens are also updated.

(Advances in Cell Biology 2001; 28: 483-496)

Key words: sperm, autoantigens, immunogens, antisperm immune responses.

Btona komorkowa plemnikajest mozaika domen powierzchniowych, ktére roznig
sie pomiedzy sobg budowa i funkcjg [27]. Ograniczenie wystepowania powierz-
chniowych komponentow do okreslonych obszaréw btony komoérkowej pozwala
na zachowanie integralnosci domen i kontrole kompleksowej organizacji plazma-
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RYCINA 1 Schematyczna budowa plemnika: a- akrosom jest organellum zlokalizowanym w przedniej
czesci gtowki, jego btona zewnetrzna znajduje sie pod plazmalemma, natomiast blona wewnetrzna w
poblizu jadra komérkowego; jadro zlokalizowane jest w tylnej czesci gtowki, zawiera wysoce skonden-
sowang chromatyne haploidalnego genomu ojcowskiego; b - lokalizacja opisywanych autoantygendw
plemnika (opracowano na podstawie [10] str. 10)

lemmy [8]. Segregacje biatek w Srodowisku btony komorkowej okreslajg wiasciwosci
termodynamiczne btony oraz jej specjalna struktura pomiedzy domenami ograni-
czajgca dyfuzje sgsiadujgcych sktadowych. Formowanie specyficznych domen na
powierzchni plemnikdéw rozpoczyna sie juz w gonadzie ijest kontynuowane podczas
przechodzenia plemnikéw przez wszystkie odcinki uktadu rozrodczego (takze w
wyniku oddziatywania z ptynem nasiennym) oraz podczas zaptodnienia.

1. ANTYGENY GLOWKI PLEMNIKA

1.1. Antygen GB24

Antygen zidentyfikowano za pomocg przeciwciata monoklonalnego, uzyskanego
w wyniku uczulania myszy mikrokosmkami wyizolowanymi z ludzkiego tozyska
[19]. Przeciwciato to reagowato krzyzowo z antygenem obecnym w ludzkich lim-
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focytach i na trofoblascie oraz w akrosomie plemnikéw cztowieka, ktére poddano
procedurze zwiekszenia przepuszczalnosci bton lub ktdre ulegly reakcji akroso-
malnej. Te lokalizacje potwierdzono badaniami ultrastrukturalnymi z wykorzysta-
niem znakowania fluorescencyjnego, w ktérych wykazano obecnos¢ antygenu GB24
na adluminalnej czesci wewnetrznej btony akrosomalnej i w matrix akrosomu, na-
tomiast nie stwierdzono jego obecnosci na powierzchni komorki [13].

Przypuszczalnie funkcja antygenu GB24 polega naochronie plemnikéw po odbytej
reakcji akrosomalnej w zeniskich drogach rozrodczych, poprzez blokowanie kaskady
dopetniacza. Podobng funkcje ochronng biatko to petni wobec komorek autolo-
gicznych w relacjach immunologicznych pomiedzy matka a ptodem.

1.2. Antygen CD52 (SAGA-1)

Isojima i wsp. wykorzystujac limfocyty krwi obwodowej pochodzace od kobiety,
u ktorej stwierdzono wysokie miano przeciwciat przeciwplemnikowych, uzyskali
mysio-ludzkie przeciwciato monoklonalne (mAb - ang. monoclonal antibody) na-
zwane H6-3C4, ktére wykazywato wiasciwosci aglutynacji oraz immobilizacji ple-
mnikow (poprzez uruchomienie kaskady komplementu) oraz reagowato z epitopami
majacymi N-wigzane reszty cukrowcowe [20].

W niezaleznych badaniach [12], przy uzyciu mysiego mAb oznaczonego jako
S19, o whasciwosciach aglutynacji i immobilizacji plemnikéw w $luzie szyjkowym
oraz blokowania ich wigzania z ostonka przejrzysta komorki jajowej, scharakte-
ryzowano antygen obecny na powierzchni plemnikéw, znany jako SAGA-1 (ang.
sperm agglutination antigen-1 = antygen aglutynujgcy plemniki-1). Wykazano, ze
przeciwciato S19 rozpoznawato epitop, w ktdrego skiad wchodzity reszty weglo-
wodanowe (obecne w antygenie SAGA-1). Przeprowadzone testy kompetycyjne
i uktad prazkéw w reakcji immunoblotowania nasunety przypuszczenie, ze antygeny
SAGA-1 i rozpoznawany przez H6-3C4 reprezentujg te sama glikoproteing(ny)
spermy. Analiza sekwencyjna wykazata, ze czes¢ biatkowa obu antygenoéw jest
identyczna i ponadto wykazuje 100% homologie z obecnym na powierzchni lim-
focytow antygenem CD52. mRNA dla tego antygenu jest produktem genu zlo-
kalizowanego na chromosomie 1 u cztowieka. Transkrypty dla CD52 wykryto w
komaorkach nabtonkowych koncowych fragmentéw najadrza i w przewodach wypro-
wadzajgcych nasienie, nie wystepowaly one natomiast w komorkach szlaku sper-
matogenezy i w plemnikach ani w poczagtkowych regionach najadrza [37].

Przeciwciata anty-CD52 silnie reagujg z komorkami nabtonkowymi wyscielaja-
cymi ogon najadrza oraz obecng tam wydzieling, jak i z plemnikami najadrzowymi
(ale nie jadrowymi), co sugeruje pojawienie sie tego antygenu na powierzchni ko-
mérek dopiero podczas pézniejszego dojrzewania plemnikéw. Jest to niezwykie
zjawisko w odniesieniu do biatek zakotwiczonych w btonie komérkowej za pomoca
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glikozylofosfatydyloinozytolu (GPI - ang. glycosylphospatidylinositol), do ktérych
nalezy antygen CD52.

Antygeny CD52 obecne na plemnikach i limfocytach sg glikoizoformami - gli-
koproteinami o tym samym rdzeniu biatkowym, lecz r6znigcymi sie sktadem i
strukturg reszt oligosacharydowych [11]. Ekspresja antygenu CD52 na powierzchni
limfocytow postawita pod znakiem zapytania jego zastosowanie jako potencjalnego
kandydata do wyprodukowania szczepionki antykoncepcyjnej ze wzgledu na mo-
zliwos$¢ wystapienia reakcji autoagresji. Zidentyfikowanie na plemnikowym CD52
unikatowych glikoform i stwierdzenie ich obecnosci na wszystkich domenach powie-
rzchniowych gamety meskiej stwarza jednakze mozliwosci wykorzystania takiej
szczepionki. Jednym ze sposobéw mogtoby by¢ np. uzycie mAbs skierowanych
przeciw plemnikowym CD52 w postaci spermicydu dopochwowego lub aktywna
immunizacja za pomocg komponentow cukrowcowych, wystepujacych w plemni-
kowej glikoformie antygenu CD52.

1.3. Dehydrogenaza mleczanowa (LDH-C4)

Dehydrogenaza mleczanowa (LDH-C4 - ang. lactate dehydrogenase C4) jest
to enzym glikolityczny, ktéry w formie izozyméw, zbudowanych z podjednostek
typu A, B lub C, wystepuje we wszystkich komdérkach organizmu. Podjednostki,
z ktérych kazda jest produktem oddzielnego genu, tworzg homo- lub heterote-
trameryczne fancuchy biatkowe, ktére sg tkankowo i funkcjonalnie zréznicowane.

Izozym dehydrogenazy mleczanowej, zbudowany z podjednostek typu C, wy-
stepuje wytacznie w tkance jadra i w plemnikach ssakéw. Do jego ekspresji dochodzi
podczas profazy pierwszego podziatu mejotycznego spermatocytow pierwszego rze-
du.

Stwierdzono, ze skoro podjednostka C enzymu wystepuje wytgcznie w/na ko-
mérkach szlaku rozrodczego ssakéw, to moze ona postuzy¢ jako determinanta uni-
katowa do wyprodukowania szczepionki antykoncepcyjnej. Przeciwciata przeciw
LDH-C4 reagujg wytgcznie z plemnikami i nie daja reakcji krzyzowych z izozymami
LDH obecnymi w komérkach somatycznych [42]. Testy immunohistochemiczne
przeprowadzone na skrawkach ludzkich tkanekjadra, tozyska, mieéni, nerek, jajnika,
skory, serca i macicy z uzyciem przeciwciat skierowanych przeciw ludzkiej LDH-C4
i LDH-A4 potwierdzity wystepowanie LDH-C4 wytgcznie w tkance jadra [14].

Przeciwciata skierowane przeciw LDH-C4 powodujg spadek ptodnosci samic
myszy, krélika i pawiana [42]. Na uwage zastuguje fakt, ze LDH-C4 jest pierwszym
antygenem plemnikowym, ktéry udato sie wyizolowac¢ w ilosciach preparatywnych
z tkanki mysiego jadra, a uzyskane przeciwciata nie tylko reagujg z LDH-C4 innych
gatunkéw ssakow, ale takze powodujg aglutynacje plemnikéw u krélika, myszy
i cztowieka [22].
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Testy immunofluorescencyjne wykazaty wiazanie przeciwciat przeciw LDH-C4
do witki (plemniki utrwalone) lub do powierzchni catej komdrki (preparaty nie
utrwalone) [3]. Metodg immunogold wykazano obecno$¢ LDH-C4 we wstawce
(matrix mitochondrialna) oraz witce plemnikéw [4].

Zatozono, ze przeciwciata anty-LDH-C4, obecne w drogach rozrodczych samic
uczulanych tym antygenem, moga powodowaé¢ zahamowanie koncepcji. Na poczatku
lat osiemdziesiagtych przeprowadzono pierwsze proby obnizenia ptodnosci zwierzat
laboratoryjnych poprzez ich uczulanie przy uzyciu LDH-C4, wyizolowanej z mysich
plemnikéw [15]. Préby te zakofAczyty sie zahamowaniem wystgpienia cigz u 75%
samic pawianéw, przy czym efekt nieptodnosci zalezat od miana przeciwciat w
surowicy zwierzat i byt odwracalny.

Przeprowadzono réwniez préby sprowokowania odpowiedzi immunologicznej
przeciw plemnikom, wykorzystujac syntetyczny peptyd zawierajacy sekwencje 20
aminokwasow, specyficznych dla mysiej plemnikowej izoformy dehydrogenazy mle-
czanowej [41]. U samic pawiana zaindukowane w ten sposéb przeciwciata spo-
wodowaty nieptodnos¢ u 70% zwierzat. Rowniez w tym przypadku efekt obnizenia
ptodnosci byt odwracalny. U zwierzat, uczulanych syntetyczng formg ludzkiej dehy-
drogenazy mleczanowej, zaobserwowano spadek ptodnosci o 75% [32].

1.4. Antygen tylnego regionu gtowki-20 - PH-20

PH-20 (ang. posterior head-20) jest to antygen tkankowospecyficzny, ktory ulega
ekspresji w haploidalnych komorkach germinalnych jagdra, na powierzchni dojrzatych
plemnikéw, w regionie postakrosomalnym oraz w wewnetrznej btonie akrosomalnej
plemnikéw S$winki morskiej [39] i cztowieka [23].

PH-20 ma aktywnos¢ hialuronidazy, co pozwala plemnikom na penetracje wieAca
promienistego; bierze takze udziat w interakcjach plemnika z komdérka jajowa. Im-
munizacja samcoéw $Swinki morskiej oczyszczonym antygenem prowadzita do za-
hamowania ptodnosci w 100% przypadkéw [34]. U samcoéw uczulanych antygenem
PH-20 (podawanym wraz z kompletnym, a nastepnie niekompletnym adjuwantem
Freuda) zaobserwowano jednak nastepujace zmiany histologiczne: autoimmunolo-
giczne zapalenie jader (tzw. EAO - ang. experimental autoimmune orchitis), zanik
komérek germinalnych (aspermatogeneze), fagocytoze plemnikéw przez makrofagi
w Swietle kanalikow jadra i w proksymalnym odcinku ogona najadrza, jak rowniez
pojawienie sie plemnikéw o nieprawidtowej budowie lub ich zupetny brak w dys-
talnym odcinku tego narzadu [39]. Nie udokumentowano natomiast korelacji po-
miedzy wystepowaniem nieptodnosci a mianem przeciwciat w surowicy, co sugeruje
wptyw dodatkowych czynnikéw na ptodnosé.
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1.5. Antygen tylnego regionu gtéwki-30 - PH-30

Za pomoca przeciwciat monoklonalnych wykazano obecnos¢ PH-30 (ang. po-
sterior head-30) w btonie komorkowej plemnikéw przed i po reakcji akrosomalnej,
w regionie postakrosomalnym. Ze wzgledu na role, jakg antygen ten petni w procesie
zaptodnienia, nazwano go fertyling [26]. Antygen zbudowany jest z dwoch pod-
jednostek: a i R (bedacych integralnymi glikoproteinami btonowymi typu | [5].
Obie podjednostki powstajg z wiekszych biatek prekursorowych, ktére ulegajg tra-
wieniu proteolitycznemu podczas wedréwki plemnikéw przez najgdrze [43]. Pod-
jednostka R fertyliny jest specyficzna dla tkanki jadra $winki morskiej, myszy i
matpy [44] oraz cziowieka [40], podjednostka a za$ nie jest biatkiem tkanko-
wospecyficznym [44]. Fertyling B jest produktem genu zlokalizowanego na krotkim
ramieniu chromosomu 8 u cziowieka [40].

W badaniach nad zastosowaniem fertyliny ot/f jako potencjalnego antygenu o
wiasciwosciach immunokoncepcyjnych [35] uzyskano nieptodno$¢ u 33% samic
i 100% samcow S$winki morskiej uczulanych tym antygenem, jednakze zaobser-
wowano efekt uboczny w postaci autoimmunologicznego zapalenia najadrzy. Obe-
cnie trwajg badania nad okre$leniem, ktdre peptydy/epitopy prowokujg powstanie
przeciwcial wywotujacych jedynie odpowiedz przeciw plemnikom [40], a nie w
tkankach je otaczajacych.

1.6. Antygen zwigzany z procesem zaptodnienia-1 - FA-1

FA-1 (ang.fertilization antigen-1) jest to produkowana w gonadzie meskiej kon-
serwatywna czastka glikoproteinowa, ktora odgrywa wazng role w procesie za-
ptodnienia. Obecny na powierzchni plemnikéw FA-1 wchodzi w interakcje z czgstka
ZP3 ostonki przejrzystej, co prowadzi do wigzania plemnikdw z ostonkg i indukuje
w nich reakcje akrosomalng [24]. Udowodniono, ze FA-1 ulega reakcji z prze-
ciwciatami optaszczonymi na powierzchni plemnikéw, co pozwala na ich ,,uwol-
nienie” z komorek i zaindukowanie reakcji akrosomalnej, a wiec na przywrocenie
zdolnosci gamet do zaptodnienia [24].

Testy immunofluorescencyjne wykazaty, ze mAb anty-FA-1 faczy sie do regionu
postakrosomalnego gtéwki oraz wstawki i witki, utrwalanych metanolem ludzkich
plemnikéw i do tych samych regionéw na zywych komorkach bydlecych [30].

Przeciwciata monoklonalne skierowane przeciw FA-1blokujg proces zaptodnienia
poprzez hamowanie reakcji kapacytacji i/lub reakcji akrosomalnej plemnikéw oraz
zaktocajg ich wigzanie z ostonka przejrzysts.

1.7. Antygen zwigzany z procesem zaptodnienia-2 - FA-2

Przeciwciato monoklonalne Vic-1, wyprodukowane w wyniku immunizacji myszy
ludzkimi plemnikami [29], wybrano do dalszych analiz, poniewaz charakteryzowato
sie duzg specyficznoscig tkankowg - reagowato z czescig akrosomalng zywych
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(ale nieutrwalonych metanolem) skapacytowanych oraz nieskapacytowanych lu-
dzkich plemnikéow oraz z wstawka i regionem akrosomalnym zywych (réwniez
nieutrwalonych) plemnikéw mysich. Przeciwciato nie reagowato natomiast z zadnymi
innymi badanymi komdrkami i tkankami somatycznymi cztowieka. W testach kse-
nogenicznej penetracji przeciwciato blokowato, w stopniu zaleznym od jego stezenia,
przenikanie plemnikéw ludzkich do oocytéw chomiczych pozbawionych ostonki
przejrzystej. Ponadto stwierdzono, ze w meskich gametach, optaszczonych tym
przeciwciatem, nie dochodzito do reakcji akrosomalnej i uwolnienia akrozyny. W
reakcji immunoblotowania typu Western oraz immunoprecypitacji stwierdzono, ze
antygen rozpoznawany przez przeciwciato Vic-1, oznaczony jako FA-2 (ang. fer-
tilization antigen-2), ma mase czasteczkowa 95 kDa i znajduje sie w ekstraktach
ludzkich plemnikoéw, z ktérych moze by¢ izolowany metodg chromatografii po-
winowactwa.

1.8. NzZ-1

Sekwencje cDNA kodujacag antygen, oznaczony jako NZ-1, sklonowano i zse-
kwencjonowano z biblioteki cDNA mysiej gonady meskiej, przy uzyciu przeciwciat
reagujacych z powierzchniowymi antygenami plemnikéw o masach czasteczkowych
14-18 kDa [31]. Przeciwciata klasy 1gG, otrzymane w wyniku immunizacji myszy
antygenami znajdujacymi sie w prazkach zelu poliakryloamidowego, o masach 14-18
kDa rozpoznawaty antygeny czesci akrosomalnej i witki zywych oraz utrwalonych
metanolem plemnikéw mysich i ludzkich. W testach funkcjonalnych przeciwciata
te hamowaty penetracje plemnikéw ludzkich do komérki jajowej chomika pozba-
wionej ostonki przejrzystej oraz przytaczanie plemnikéw mysich do homologicznych
oocytow.

Nie znaleziono homologii pomiedzy sekwencjg nukleotydowg cDNA kodujaca
antygen NZ-1 oraz sekwencjg aminokwasowg tego biatka z zadng inng znang se-
kwencja nukleotydowg lub aminokwasowa. Hybrydyzacja typu Northern, przepro-
wadzona z uzyciem mRNA wyizolowanego z 11 mysich tkanek (jadra, nerki, watroby,
ptuc, mozgu i in.) wykazata ekspresje antygenu NZ-1 wylgcznie w tkance jadra.
Swiadczy to o specyficznosci tkankowej tego biatka i mozliwoéci zastosowania
go w immunoantykoncepcji. Wstepne badania wykazaty bowiem spadek ptodnosci
myszy aktywnie immunizowanych tym antygenem [31].

1.9. NZ-2

Antygen zidentyfikowano podczas przesiewowej analizy produktéw biatkowych
biblioteki cDNA ludzkiego jadra, ktoére poddawano reakcjom immunologicznym
z przeciwciatami uzyskanymi w wyniku uczulania krolikdw antygenami z plemnikow
ludzkich (o0 masie czgsteczkowej 14-18 kDa), znajdujgcymi sie w wypreparowanych
prazkach zelu poliakryloamidowego [45]. Stwierdzono, ze antygeny o takiej masie
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czasteczkowej biorg udziat w interakcjach plemnikéw ze skfadnikami ostonki przej-
rzystej. Przeciwciata uzyskane w reakcji immunoblotowania z ekstraktami ludzkich
plemnikéw rozpoznawaly antygen o masie czasteczkowej okoto 20 kDa. Analiza
komputerowa sekwencji cDNA kodujacego antygen NZ-2 nie wykazata homologii
z zadng inng znang sekwencjg. Udowodniono, ze antygen ten jest kodowany przez
gen zlokalizowany w chromosomie 7 cztowieka. Z analizy sekwencji aminokwaséw
wynika, ze antygen ten ma hydrofobowy odcinek C-koncowy, sugerujacy zako-
twiczenie tego biatka w btonie komérkowej, aczkolwiek nie ma doniesien opisujacych
jego lokalizacje w plemnikach. Wiadomo jedynie, ze biatko to nie ma zadnych
miejsc glikozylacji. Obecnie trwajg badania nad przydatnoscig rekombinowanego
antygenu NZ-2 w immunoantykoncepcji oraz w leczeniu nieptodnosci immunolo-
gicznej u ludzi.

1.10. SP-10

Antygen zidentyfikowano przy uzyciu przeciwciata MHS-10, wyprodukowanego
przy zastosowaniu immunogenu w postaci pelnego nasienia [17]. Przeciwciato to
blokowato penetracje komérki jajowej chomika przez ludzkie plemniki [1]. W reakcji
immunoblotowania zidentyfikowano antygen SP-10 jako serie pragzkéw, odpowia-
dajgcg masom czasteczkowym 18-34 kDa, ktorych polimorfizm okazat sie rezultatem
alternatywnego sktadania i cie¢ endoproteolitycznych [18, 45]. Badania ultrastru-
kturalne i biochemiczne wykazaty, ze antygen SP-10 jest zlokalizowany na wewne-
trznych i zewnetrznych bionach akrosomalnych [17]. W badaniach prze-
prowadzonych w modelu bydlecym udowodniono, ze zarowno mono-, jak i po-
liklonalne przeciwciata skierowane przeciw SP-10 hamowaty wtérne dotgczanie
skapacytowanych plemnikéw do ostonki przejrzystej [6].

Antygen SP-10 stanowi obecnie model badawczy do opracowania formy doustnej
szczepionki antykoncepcyjnej, przy wykorzystaniu atenuowanych szczepéw Sal-
monella typhimurium, produkujgcych rekombinacyjng forme ludzkiego antygenu
SP-10. Udato sie¢ wywota¢ odpowiedZz immunologiczng przeciw SP-10 w drogach
rozrodczych myszy, ktérym doustnie podano awirulentng forme rekombinowanych
szczepOw bakteryjnych [10, 16]. Sa to pierwsze opublikowane dane dotyczace spro-
wokowania odpowiedzi wydzielniczej w przedziale rozrodczym, skierowanej przeciw
antygenowi spermy, wyprodukowanemu metodami inzynierii genetycznej i poda-
nemu doustnie.

1.11. Akrozyna

Jest to enzym nalezacy do grupy proteaz serynowych, zlokalizowany w akrosomie
ssakow. Pojawia sie w formie nieaktywnej, tzw. proakrozyny o masie czgsteczkowej
53-55 kDa, w stadium wczesnych spermatyd. Podczas reakcji akrosomalnej (za-
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inicjowanej przez kontakt plemnika z ostonka przejrzysta oocytu) proakrozyna ulega
autoaktywacji. Aktywowana akrozyna, oznaczanajako a-akrozyna, ulega nastepnie
obrdbce proteolitycznej na C-konicu, w wyniku ktdrej powstaje produkt o masie
czasteczkowej 38 kDa, zwany (3-akrozyna, bedgcy najbardziej stabilng formgenzymu.
(3-akrozyna uwalniana jest nastepnie do S$rodowiska. Proteolityczne wiasciwosci
enzymu pozwalajg na lize glikoproteinowych komponentéw ostonki przejrzystej
i penetracje plemnika. Ponadto akrozyna bierze udziat w samej reakcji akrosomalnej
plemnika i rozpraszaniu macierzy akrosomalnej [38].

Funkcja akrozyny jako autoantygenu nie jest dobrze rozpoznana. Przeciwciato
monoklonalne skierowane przeciw akrozynie powodowato hamowanie penetracji
plemnikéw chomiczych do ostonki przejrzystej homologicznych oocytéw [7]. Jed-
nakze bierna immunizacja samic za pomocg przeciwciata monoklonalnego nie po-
wodowata obnizenia ich ptodnosci ani tez zahamowania rozwoju zarodkow.
Aktywna immunizacja akrozyng krdlikow i owiec nie przyniosta takze jednozna-
cznych i powtarzalnych wynikéw w postaci obnizenia ptodnosci tych zwierzat [25].

1.12. Biatko sygnatowe podziatbw komadrkowych-1 - biatko CS-1

Czasteczka sygnatowa i mechanizm indukcji podziatéw zaptodnionego oocytu
u ssakéw nie sg dotad poznane i stanowig przedmiot badan wielu laboratoridw.
Poniewaz samodzielna transkrypcja w ludzkich zarodkach rozpoczyna sie dopiero
w stadium 4 -8 komaérek, sygnat do rozpoczecia pierwszego podziatu musi pochodzié
z czynnikdw znajdujacych sie poza jadrem komérkowym zygoty.

Na powierzchni plemnika zidentyfikowano antygen o masie 33 kDa, zbudowany
z podjednostek o masach 14 i 18 kDa, oznaczony jako biatko CS-1(ang. cleavage
signal-1), ktéry moze stanowi¢ pierwszy sygnat do podziatu zaptodnionej komérki
jajowej [28]. Stwierdzono, ze biatko CS-1 obecne jest na powierzchni plemnikéw
roznych gatunkéw ssakow, w tym cztowieka i myszy.

Interesujacy jest fakt, iz w surowicy pacjentow (kobiet i mezczyzn), z nieptod-
noscig na tle immunologicznym oraz u osobnikéw o innej etiologii nieptodnosci,
obecne sg przeciwciata reagujace z biatkiem CS-1, ktére blokujg pierwszy podziat
zarodkdw. Sklonowano i zsekwencjonowano cDNA kodujacy CS-1 (1828 par zasad,
249 aminokwaséw). Nie znaleziono homologii cDNA ijego produktu biatkowego
z zadng dotychczas poznanag sekwencja nukleotydowa lub aminokwasowg [21].
Obecnie prowadzone sg prace nad zastosowaniem biatka CS-1 do produkcji szcze-
pionki antykoncepcyjnej.
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2. ANTYGENY JADRA PLEMNIKOW

2.1. Protaminy

Biatka te byty pierwszymi autoantygenami wyizolowanymi z ludzkich plemnikow
[36]. Zidentyfikowano je metoda immunofluorescencji posredniej przy zastoso-
waniu surowic ludzkich o wysokich mianach ASA (ang. antisperm antibodies
-przeciwciata przeciwplemnikowe). Za pomocg chromatografii wymiennej i filtracji
w zelu wyizolowano i oczyszczono 2 reaktywne antygeny, oznaczajac je jako pro-
taminy 1i 2. Sa to biatka o charakterze zasadowym, bogate w arginine, zbudowane
odpowiednio z47 i51 aminokwaséw. Homologi protamin wyizolowano z plemnikoéw
wielu réznych kregowcow.

W jadrze dojrzatego plemnika, protaminy lezg w rowkach helisy DNA i poprzez
neutralizacje fadunku elektrostatycznego pozwalajg na odpowiednig kondensacje
chromatyny. Poza tym peinig funkcje stabilizacji komplekséw DNA - biatko poprzez
wzajemne tgczenie sie mostkami dwusiarczkowymi.

2.2. Biatko autoantygenowe jadra plemnika - NASP

NASP (ang. nuclear autoantigenic sperm protein) wykryto podczas badan spermy
kréliczej i stwierdzono obecno$¢ homologicznego biatka w plemnikach cztowieka.
W tescie immunofluorescencji posredniej zostat on zlokalizowany w akrosomie
plemnikéw przed reakcjg akrosomalng oraz w komorkach poddanych procedurze
zwiekszenia przepuszczalnosci btony komérkowej. W plemnikach, w ktérych doszto
do reakcji akrosomalnej, antygen znajduje sie w regionie rownikowym gtowki.
Analiza cDNA kréliczego i ludzkiego NASP wykazata znaczne podobienstwo do
cDNA kodujacego biatka wigzacego histony u Xenopus (N1/N2) [33]. Stad pojawity
sie spekulacje, ze z uwagi na wystepowanie w jadrze komérkowym biatko NASP
moze petni¢ réwniez funkcje biatka wigzacego histony.

Ostatnio [2], przy uzyciu surowic (ASA+) od pacjentéw po wasektomii, zi-
dentyfikowano immunoreaktywne epitopy biatka NASP.

3. ANTYGENY WITKI

3.1. Antygen S69/S70

Przeciwciata S69 i S70, wyprodukowane w odpowiedzi na antygeny ludzkich
plemnikdéw, w ktorych uprzednio doszto do reakcji akrosomalnej, reagowaty z anty-
genem wystepujagcym w witce ludzkich plemnikéw, po zwiekszeniu przepuszczal-
nosci btony komaérkowej. Przeciwciata te nie reagowaty jednak z antygenami zywych
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plemnikéw ludzkich ani tez z plemnikami innych gatunkéw zwierzat, nawet po
poddaniu ich procedurze zwiekszenia przepuszczalnosci bton. Mikroskopia elektro-
nowa pozwolita na zlokalizowanie antygenu/6w rozpoznawanych przez oba prze-
ciwciata na zewnetrznych widknach gestych i potwierdzono ich brak na powierzchni
plemnikow.

Nie odnotowano dalszych doniesiert na temat tego, czy przeciwciata S69 i S70
reaguja z tym samym antygenem ani tez takich, ktére zawieratyby dalszg chara-
kterystyke tego antygenu.

3.2. Antygen X (AgX)

Antygen ten zostat zidentyfikowany przez Diekmana i wsp. [9] podczas badan
przesiewowych biblioteki cDNA ludzkiej gonady meskiej. Do selekcji pozytywnych
fagébw wykorzystano surowice od nieptodnych pacjentéw (ASA+). Stwierdzono,
ze istniejg 2 izoformy tego biatka, oznaczone jako AgX-l oraz AgX-2, o masach
czasteczkowych odpowiednio 56 i 58 kDa, przy czym antygen AgX-l wystepuje
wylgcznie w tkankach jadra i w plemnikach, natomiast biatko AgX-2 w komadrkach
somatycznych. Uczulajac kréliki syntetycznym peptydowym epitopem antygenu
X wyprodukowano wysoce specyficzne przeciwciata. Zastosowanie ich w analizie
immunofluorescencyjnej pozwolito na wykrycie antygenu X w szyjce, wstawce
i witce plemnikow ludzkich. Doktadniejsza analiza z uzyciem mikroskopu ele-
ktronowego wykazata obecnos¢ AgX w zewnetrznych widknach gestych witki lu-
dzkich plemnikow, traktowanych detergentami niejonowymi.
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Streszczenie: Gtdwnym komponentem zewnetrznej powierzchni btony komérkowej Eucaryota sa ugru-
powania cukrowcowe. Ich obecno$¢ warunkuje wiasciwosci fizykochemiczne, immunologiczne oraz
biologiczne btony komérkowej. Reszty oligosacharydowe, jako jednostki niosace niezwykle bogatg
informacje biologiczng, odgrywajg takze zasadniczg role w interakcjach miedzykomdrkowych. W
procesie zaptodnienia, interakcje glikoproteinowych receptoréw i ich ligandéw, obecnych na powierz-
chni gamety meskiej i zenskiej, warunkuja gatunkowo-specyficzne rozpoznanie oraz prawidtowy
przebieg poszczeg6lnych etapéw zaptodnienia. W artykule przedstawiono rdwniez aspekty opracowania
szczepionki antykoncepcyjnej, opartej na strukturach gamety meskiej.

(Postepy Biologii Komarki 2001; 28: 497-507)

Stowa kluczowe: glikoproteiny, plemnik, zaptodnienie, immunoantykoncepcja.

Summary: Sugar moieties represent the main component of external cell surface in Eucaryota. Their
presence not only determines the physicochemical, immunological and biological properties of the
plasma membrane. Sugar moieties do play a major role in cell interactions. During fertilisation, male and
female gamete receptors and their ligands undergo reciprocal interactions, determining the species-spe-
cific recognition and they control the subsequent fertilisation stages. Main aspects of the development
of a contraceptive vaccine, based on components of the male gamete are also outlined.

(Advances in Cell Biology 2001; 28: 497-507)
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1. ROLA POWIERZCHNIOWYCH RESZT
OLIGOSACHARYDOWYCH PLEMNIKA

tancuchy cukrowcowe stanowig gtéwny sktadnik zewnetrznej powierzchni ko-
marek eukariotycznych i czesto sg charakterystyczne dla okre$lonego typu komdrek
[6]. Na roznych stadiach rdéznicowania komdrkowego ulegajg ekspresji rézne tan-
cuchy weglowodanowe (w wielu przypadkach rozpoznawane przez specyficzne prze-
ciwciata), ktore tworzg tzw. antygeny roznicowania. W dorostych organizmach,
ekspresja poszczegélnych ugrupowan cukrowcowych jest komdrkowospecyficzna.
Ten sam polipeptyd ulegajac ekspresji w dwdch réznych typach komorek (lub
tkanek) tego samego gatunkujest roznie glikozylowany, stad komorki maja unikatowy
glikotyp.

Komérkowospecyficzne weglowodany biorg udziat w interakcjach miedzyko-
morkowych. Sag one czastkami rozpoznawanymi przez biatka wigzace reszty cu-
krowcowe, do ktérych nalezg lektyny iglikozylotransferazy [6]. Odmienno$¢ struktur
weglowodanowych w réznych typach komorek pozwala na dostarczenie specyfi-
cznych sygnatow, rozpoznawanych przez odpowiednie czasteczki receptorowe.
Zmiany zachodzace w strukturze powierzchniowych tancuchéw weglowodanowych
sq zrodtem pojawiania sie komérek z roznymi czasteczkami sygnatowymi, ktérych
obecnos$¢ jest konieczna w cyklu réznicowania komaérkowego. Zmiany zachodzace
w strukturze powierzchniowych weglowodanow ufatwiajg takze komdérkom nowo-
tworowym interakcje z innymi komorkami, np. prowadzac do przerzutow.

tancuchy weglowodanowe majg unikatowg i kompleksowg strukture. W prze-
ciwienstwie do kwaséw nukleinowych i biatek, mogg sie z sobg taczy¢ w wiecej
niz jeden sposéb: jedna reszta cukrowcowa moze sie przytaczy¢ do grup hydro-
ksylowych sasiadujacego cukru, znajdujacych sie w 3 lub 4 rdéznych pozycjach.
Ponadto potaczenie pomiedzy dwiema resztami cukrowcowymi, w zaleznosci od
rodzaju izomeru, moze przybieraé formy wigzania a- lub (3, dodatkowo reszty
weglowodanowe tworzg liczne rozgatezienia. Ta ostatnia cecha zdecydowanie wy-
réznia weglowodany sposréd innych makromolekut biologicznych, ktore zawierajg
prawie wytacznie struktury linearne.

Modyfikacje strukturalne taricuchéw weglowodanowych sg teoretycznie nieskon-
czone, w praktyce jednakze istnieje ograniczona pula wariacji strukturalnych. Jest
to spowodowane tym, iz weglowodany nie sg bezposrednimi produktami genow
pierwszorzedowych, sa one bowiem syntetyzowane przez glikozylotransferazy,
ktore sg biatkowymi produktami gendw. Glikozylotransferazy z kolei katalizujg
tworzenie tancuchow oligo- i polisacharydowych oraz glikozylacje biatek i lipidow
komorkowych. W zwigzku z tym, w kazdej komorce musiatyby istnie¢ osobne
geny dla kazdej nowej struktury taficuchow oligosacharydowych, co niostoby zbyt
duzg ich dywersyfikacje. Ponadto, weglowodany sa bardzo czesto syntetyzowane
ze wspOlnej czasteczki prekursorawej, ato ogranicza zmienno$¢ produktéw finalnych.
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Ro6znorodnos¢ i ztozonos¢ jednostek weglowodanowych w glikoproteinach spra-
wia, ze nie tylko sg one bogate w informacje, ale majg tez duze znaczenie fun-
kcjonalne. Stwierdzono, ze reszty cukrowcowe glikoprotein determinuja ich
wiasciwosci fizykochemiczne (lepkos¢, rozpuszczalnosé, tadunek, odpornos¢ na de-
naturacje), immunologiczne (powinowactwo do ukladu immunologicznego) oraz
wiasciwosci biologiczne. Reszty oligosacharydowe fafncuchow glikoproteinowych
petnig réznorodne funkcje biologiczne:

a) stanowig ochrone przed proteolizg zarowno zewnatrz-, jak i srédkomérkowsg;
b) wykazujg aktywnos¢ biologiczng (np. HCG);

c) wplywaja na proces wbudowywania biatek do bton komdérkowych;

d) wewnatrzkomorkowg migracje, przepuszczalnosc i wydzielanie;

e) rozwd6j embrionalny i réznicowanie;

f) odpowiedzialne sg za umiejscowienie sie przerzutéw nowotworowych [11].

Weglowodany petnig bardzo wazng role w oddziatywaniu plemnika i komorki
jajowej w procesie zaptodnienia. Dojrzaty oocyt ssakéw otoczony jest przez ostonke
przejrzysty. Receptor na powierzchni plemnika rozpoznaje potgczone wigzaniami
O-glikozydowymi oligosacharydy ostonki przejrzystej, co inicjuje reakcje akroso-
malng, a w konsekwencji penetracje ostonki przejrzystej i zaptodnienie.

Na podstawie sposobu wigzania pomiedzy taricuchem polipeptydowym a tani-
cuchem oligosacharydowym, glikoproteiny moga byé podzielone na 4 klasy [13]:
1) zawierajace wigzanie miedzy Ser lub Thr a GalNAc,

2) proteoglikany zawierajgce wigzanie pomiedzy Ser a Xyl,
3) kolagen zawierajacy wigzanie pomiedzy hydroksylizyng (Hyl) a Gal,
4) glikoproteiny zawierajgce wigzanie miedzy Asn a GIcNAc.

Poniewaz proteoglikany i kolagen wystepujg stosunkowo rzadko, dlatego tez
okreslenie glikoproteiny O-wigzane uzywa sie do opisywania glikoprotein pierwszej
grupy, natomiast glikoproteiny N-wigzane do opisywania ostatniej grupy. Liczba
tancuchoéw oligosacharydowych przytaczonych do jednego tancucha polipeptydo-

RYCINA 1 a- N-acetyloglukozoamina potgczona z resztg asparaginowg (wigzanie N-glikozydowe),
b- N-acetylogalaktozoamina potgczona z resztg serynowg (wigzanie O-glikozydowe)
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wego moze zmieniac sie od 1do 30 i wiecej, a liczba reszt cukrowcowych tworzacych
jeden tancuch oligosacharydowy waha sie od 2 lub 3 do bardzo wielu. Ponadto
niektore glikoproteiny zawierajg taricuchy oligosacharydowe zaréwno O-, jak i Po-
wigzane.

N- i O-wigzane reszty cukrowcowe sg rozgatezione i majg strukture trzecio-
i czwartorzedowg. Poszczegdlne miejsca glikozylacji nie zawierajg struktur oligo-
sacharydowych jednego typu, ale raczej konserwatywna populacje tancuchow oligo-
sacharydowych. Zjawisko to okreslane jest jako mikroheterogenno$é, a poniewaz
wiekszos$¢ tahncuchow glikoproteinowych zawiera szereg miejsc glikozylacji, tan-
cuchy te tworzg tzw. glikoformy, ktére roznig sie strukturg i miejscem przytaczenia
reszt oligosacharydowych do danej sekwencji aminokwasowej.

2. ROLA RESZT OLIGOSACHARYDOWYCH
NA POWIERZCHNI PLEMNIKOW

W momencie opuszczania nabtonka plemnikotwo6rczego plemniki sg niezdolne
do zaptodnienia komorki jajowej. Proces ich dojrzewania morfologicznego i fun-
kcjonalnego zachodzi dopiero w trakcie wedrowki przez najadrze. W wyniku za-
chodzacych tam proceséw, plemniki nabywajg zdolno$ci do ruchu oraz przytgczania
sie do ostonki przejrzystej oocytu.

Btona komdérkowa plemnika, odgrywajgca zasadniczg role we wczesnych etapach
procesu zaptodnienia, podlega w najgdrzach licznym modyfikacjom biochemicznym.
Nastepuje tam nie tylko adsorpcja makroczasteczek (obecnych w ptynie nasiennym)
do powierzchni btony komorkowej, ale takze ekspozycja na powierzchni plazma-
lemmy uprzednio zamaskowanych makroczasteczek (w wyniku rearanzacji anty-
genow btonowych) oraz obrdbka istniejgcych antygendw przez proteazy, glikozydazy
i/lub glikozylotransferazy obecne w ptynie najgdrzowym [22,23]. Licznym zmianom
ulegajg reszty cukrowcowe glikoprotein tworzacych plazmalemme. Udowodniono,
ze lektyna orzeszkéw ziemnych - PNA (ang. peanut agglutinin), ktéra reaguje
z terminalng czasteczka galaktozy w strukturze Gal(3l,3GalNAc (obecnej w O-
wigzanych glikoproteinach), faczy sie z powierzchnig plemnikéw wyizolowanych
z glowy (ale nie z ogona) najadrza szczura [20]. Wyrazny spadek powinowactwa
PNA do powierzchni plemnikéw, w miare ich przemieszczania w najadrzach, moze
by¢ spowodowany przez maskowanie koncowej czasteczki galaktozy, w wyniku
przytgczania sie do niej innych reszt cukrowcowych. Warunkowane jest to przez
glikozylotransferazy obecne w wydzielinie najadrza [24] lub tez poprzez odcinanie
reszt galaktozy przez znajdujaca sie tam (3-D-galaktozydaze [19].

a-D-mannozydaza jest integralnym enzymem btony komorkowej plemnika, zlo-
kalizowanym w przedniej czesci gtdwki plemnika, ktéra uczestniczy w interakcjach
gamet u szczura. Stwierdzono, ze biatko to peini funkcje receptora, rozpoznajgc
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komplementarne czasteczki na powierzchni ostonki przejrzystej [25]. Wykazano
ponadto, ze aktywnos¢ tego enzymu wzrasta w miare przemieszczania sie plemnikow
w najadrzu, czego nie mozna ttumaczyc¢ jedynie wzrostem aktywnos$ci metabolicznej
plemnika, poniewaz plemniki opuszczajace jadro sg komdrkami ostatecznie zréz-
nicowanymi i majg bardzo ograniczone zdolnos$ci syntezy nowych produktéw [21].
Udowodniono, ze enzym w formie nieaktywnego prekursora syntetyzowany jest
w gonadzie i ulega obrébce proteolitycznej w najadrzu (przez enzymy o aktywnosci
trypsynopodobnej), w wyniku ktérej pojawia sie on w formie aktywnej.

Liczne zmiany w btonie komdrkowej plemnika zachodza podczas procesu ka-
pacytacji - nastepuje wtedy usuwanie badZ redystrybucja peryferyjnych i inte-
gralnych glikoprotein btonowych, w efekcie czego formowane sg domeny
powierzchniowe, biorgce udziat w interakcjach z receptorami plemnikowymi na
komérce jajowej. Wzajemne oddziatywania receptoréw indukujg reakcje akroso-
malng plemnika, ktéra umozliwia jego penetracje przez ostonke przejrzysta i za-
ptodnienie oocytu.

Plemniki majg ograniczong zdolno$¢ biosyntezy, stad gtéwng role w modyfi-
kacjach komponentéw oligosacharydowych btony komorkowej, podczas dojrzewa-
nia, petnig czynniki obecne w ptynie nasiennym, a zwiaszcza obecne tam enzymy.

Jedng z funkcji reszt cukrowcowych, obecnych na powierzchni komérek ple-
mnikowych, jest udziat w gatunkowospecyficznym zaptodnieniu. Ugrupowania we-
glowodanowe nadajg powierzchni gamet meskich tadunek ujemny, dzieki czemu
nie dochodzi do ich autoaglutynacji. Ponadto reszty weglowodanowe maskujg au-
toantygeny plemnik6éw przed atakiem witasnego uktadu immunologicznego, poniewaz
jak wiadomo autoantygeny te pojawiajg sie p6zno (pokwitanie) ijuz po wyksztat-
ceniu przez uktad immunologiczny mechanizméw autotolerancji. Sg zatem trakto-
wane jako antygeny ,,obce”.

Glikokoniugaty obecne na powierzchni plemnikéw (i innych komorek) sg silnie
immunogenne. Badania z wykorzystaniem przeciwciat immobilizujgcych plemniki,
obecnych w surowicy krwi u nieptodnych pacjentek, pozwolity na obserwacje,
ze reagowaly one zwiaszcza z cze$cig cukrowcowa antygenow plemnikowych [8].
Utlenienie reszt cukrowcowych w plemnikowych ekstraktach antygenowych, przy
pomocy TMFS (ang. trifluoromethane sulphonic acid, kwas trifluorometylosiarkowy)
i nadjodanu, wywotywato prawie catkowity zanik reaktywnosci przeciwciat. Wy-
kazano réwnoczesnie, ze reszty cukrowcowe, obecne na powierzchni plemnikéw,
sq silnie immunogenne i indukujg reakcje immunologiczne przeciwko plemnikom.

Z uwagi na strukturalne podobienstwo glikozylowanych determinant antygeno-
wych na powierzchni réznych komoérek, przeciwciata moga wchodzi¢ w reakcje
krzyzowe z niespokrewnionymi komérkami. Dlatego poliklonalne przeciwciata, pier-
wotnie wyprodukowane w surowicy, w odpowiedzi na antygeny bakteryjne lub
wirusowe moga wtdrnie reagowa¢ z antygenami obecnymi na plemnikach. Jesli
za$ antygeny te uczestniczg w procesie zaptodnienia, reakcje takie moga prowadzi¢
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do nieptodnosci o podtozu immunologicznym. Réwniez produkcja przeciwciat mo-
noklonalnych rozpoznajacych swoiscie jeden typ komorek jest utrudniona z uwagi
na wystepowanie glikozylowanych epitopéw.

Udowodniono reakcje krzyzowe przeciwciat monoklonalnych skierowanych prze-
ciw plemnikom z antygenami obecnymi na powierzchni komoérek somatycznych
(erytrocytow) oraz roznych szczepdw bakteryjnych (bakterii Gram-dodatnich i Gram-
ujemnych), ktére byty zdeterminowane obecnosciag podobnych reszt cukrowcowych
na powierzchni komorek [9]. W cytowanej pracy, z 30 testowanych przeciwciat
monoklonalnych, skierowanych przeciw antygenom plemnikowym, 26 rozpoznawato
antygeny obecne na powierzchni komoérek E. coli 08, a 25 na powierzchni Strep-
tococcus viridans i Staphylococcus aureus. Natomiast po deglikozylacji lipopoli-
sacharydow Sciany komorkowej szczepow Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi
i E. coli, stwierdzono pozytywne reakcje tylko w 3 badanych prébkach przeciwciat.
Nasuwa to przypuszczenie, ze ASA (ang. antisperm antibodies - przeciwciata prze-
ciwplemnikowe) obecne u niektérych kobiet mogg reprezentowac przeciwciala re-
agujace krzyzowo, ktérych produkcja zostata zainicjowana przez infekcje bakteryjne.

Reaktywnos$¢ krzyzowa monoklonalnych ASA z glikozylowanymi antygenami,
obecnymi na powierzchni erytrocytéw i limfocytéw, zostata udokumentowana w
innych badaniach tej samej grupy [10]. Wykazano obecno$¢ immunodominujgcych
reszt cukrowcowych (N-acetyloglukozoaminy i N-acetylogalaktozoaminy) zwigza-
nych z glikolipidowa cze$cig btony komdrkowej plemnika w indukowaniu odpo-
wiedzi humoralnej.

3. PERSPEKTYWY IMMUNOANTYKONCEPCJI

Glowng strategig dla opracowania szczepionki antykoncepcyjnej opartej na mie-
szaninie skiadnikow swoistych dla gamety meskiej jest zdefiniowanie powierz-
chniowych determinant autoantygenowych, ktére majg znaczenie funkcjonalne i
zarazem sg specyficzne dlatego typu komérek. Zatozenie specyficznosci komoérkowej
potencjalnych antygenow jest tu kluczowe, biorgc pod uwage niebezpieczenstwo
sprowokowania odpowiedzi autoimmunologicznej.

Pomyst stosowania szczepionki immunoantykoncepcyjnej mozna w uproszczeniu
przedstawi¢ nastepujaco: wskutek podania mieszaniny odpowiednio dobranych i
spreparowanych antygenow plemnikowych kobiecie lub mezczyznie, nastepuje pro-
dukcja krazacych przeciwciat lub uczulenie komérek efektorowych, ktére zablokujg
proces zaptodnienia i pozwolg na utrzymywanie sie wywotanego stanu nieptodnosci
bez zadnych skutkéw ubocznych. Stan tez moze i powinien by¢ odwracalny [4].

W 1989 r. C. Darjassi, wspétwynalazca pierwszej doustnej hormonalnej piguki
antykoncepcyjnej (1951 r.) napisat: ,,Szczepionka antykoncepcyjna bedzie najbardziej
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rewolucyjnym wynalazkiem w dziedzinie regulacji pocze¢. Zmieni ona radykalnie
nasze pojecie ludzkiej ptodnosci, jesli mitodzi mezczyzni lub/i kobiety bedag mieli
mozliwo$¢ pozostawania nieptodnymi az do momentu podjecia decyzji o Swiadomym
rodzicielstwie™ [5].

W skali globalnej istnieje duza potrzeba wynalezienia alternatywnego w stosunku
do obecnie stosowanych $rodka zapobiegajacego niepozgdanym poczeciom, po-
niewaz ze statystyk wynika, ze kazdego dnia dochodzi do okoto miliona cigz, z
ktérych $rednio potowa jest nieplanowana [4].

Zaktadajac mozliwos¢ podawania szczepionki powodujacej odwracalny efekt nie-
ptodnosci w 1- do 3-letnich przedziatach czasowych, taki sposob antykoncepcji
nidstby szereg korzysci: niski koszt, zwtaszcza w pordwnaniu z kosztami stosowania
doustnych $rodkéw antykoncepcyjnych prawie przez caty cykl miesieczny, akcep-
tacje spoteczna (zwiaszcza jeSli szczepionka taka dziatataby na etapach poprze-
dzajacych zaptodnienie), tatwo$¢ stosowania (mozliwos¢ podania przy okazji innych
szczepien) oraz dyskrecje (w poréwnaniu do np. pigutek lub implantéw podskdrnych).

Potencjalne substancje immunogenne, oparte na swoistych antygenach gamety
meskiej, muszg by¢ tak zlokalizowane na powierzchni plemnikdw, aby mogty by¢
tatwo dostepne dla przeciwciat i/lub komorek efektorowych. Do takich immunogenow
naleza wiec integralne antygeny btonowe plemnikow (lub substancje pochodzace
z plazmy nasienia, trwale optaszczone na powierzchni komérek) badZz antygeny
zwigzane z wewnetrzng btong akrosomalng, ktéra po reakcji akrosomalnej staje
sie zewnetrzng btong gtowki plemnika (w czesci przedniej).

W zwiazku z tym, ze ASA moga by¢ przyczyna nieptodnosci zaréwno u kobiet,
jak i umezczyzn, teoretycznie szczepionka antykoncepcyjna mogtaby by¢ stosowana
bez wzgledu na pte¢. Praktycznie jednak sugeruje sie podawanie jej kobietom,
poniewaz w jajowodzie koncentracje plemnikéw wyraza sie tylko w dziesiagtkach
lub setkach komdrek, natomiast w meskich drogach rozrodczych wynosi ona 108-10")
komorek. Zatem miano przeciwciat, powodujacych zablokowanie mozliwosci za-
ptodnienia przez mezczyzne, musiatoby byé nieporéwnywalnie wieksze anizeli w
$luzie szyjkowym lub plynie jajowodowym.

Sposrod autoantygendw, ktdre obecnie sg przedmiotem badan laboratoryjnych
przeprowadzanych na zwierzetach, wytypowano: LDH-C4, PH-20, SP-10, FA-1,
FA-2, CS-1, NZ-1, NZ-2. Ponadto stale prowadzi sie poszukiwania nowych anty-
genow plemnikowych, ktére majg znaczenie w procesie zaptodnienia i uczestnicza
w reakcjach auto- i izoimmunologicznych.

Niedawno zidentyfikowano kolejng, obecng wytgcznie w tkance ludzkiego jadra
i w regionie akrosomalnym plemnikéw (nieskapacytowanych i po kapacytacji) se-
kwencje polipeptydowg oznaczong jako YLP12 ktéra by¢é moze takze znajdzie
zastosowanie w immunologicznej antykoncepcji [15]. Dowiedziono, ze zidentyfi-
kowany peptyd uczestniczy w interakcjach plemnik - ZP (zona pellucida). Syn-
tetyczny polipeptyd oparty na sekwencji YLP12 i skierowane przeciw niemu
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fragmenty Fab’ specyficznie blokowaty przytaczanie ludzkich plemnikéw do ostonki
przejrzystej ludzkich oocytéw. Daje to nadzieje na wykorzystanie opisywanej se-
kwencji nie tylko do opracowania szczepionki antykoncepcyjnej, ale rowniez do
diagnostyki i leczenia nieptodnosci meskiej wynikajacej z dysfunkcji gamet (zna-
lezienie markerow nieptodnosci immunologicznej) [15].

Przyjmuje sie, ze aby szczepionka mogta by¢ zaakceptowana do powszechnego
uzytku, musi powodowaé obnizenie ptodnosci u co najmniej 80% osobnikéw z
immunizowanej populacji [14].

Poniewaz kluczowym (i gatunkowo specyficznym) etapem procesu zaptodnienia
jest przytaczenie plemnika do ostonki przejrzystej komorki jajowej, zatem antygeny
bioragce w nim udziat sg najczesciej brane pod uwage jako kandydaci do produkcji
szczepionki antykoncepcyjnej.

FA-1 jest autoantygenem plemnikdw, ktéry ma zdolno$¢ aktywacji receptora
rozpoznajacego elementy komplementarne, obecne na ZP. Sklonowano cDNA ko-
dujacy biatko FA-1 i opisano jego sekwencje. Aktywna immunizacja zwierzat re-
kombinowanym antygenem FA-1 spowodowata diugotrwaty i odwracalny efekt
nieptodnosci wskutek dziatania specyficznych ASA [14]. Pojawito sie takze do-
niesienie wskazujgce na mozliwos$¢ zastosowania tego antygenu do leczenia ludzkiej
nieptodnosci, poniewaz zaobserwowano zdolno$¢ antygenu FA-1 do adsorpcji ASA
optaszczonych na powierzchni plemnikéw u oséb uczulonych, a w konsekwencji
poprawe zdolnosci zaptadniajgcej plemnikéw [11].

Rowniez przeciwciata skierowane przeciw rekombinowanemu antygenowi NZ-1
i NZ-2 powodowaly zablokowanie interakcji plemnikéw z ostonka przejrzysta, a
tym samym obnizaty ptodno$¢ poddanych tym procedurom myszy.

Szczepienia pawiandw syntetycznym peptydem o sekwencji opartej na fragmencie
immunodominujgcego epitopu dehydrogenazy mleczanowej, potgczonym z toksyng
btonicy przyniosty efekt w postaci obnizenia ptodnosci tych zwierzat o 70-75%,
ktéry zanikat po roku od przeprowadzenia ostatniego szczepienia [16].

Oproécz doswiadczen z uzyciem znanych autoantygenow plemnikowych oraz po-
szukiwan nowych immunodominujgcych czasteczek, obecnych nameskich gametach,
trwajg rowniez prace nad opracowaniem lepszych adjuwantéw oraz innych nosnikéw,
ktérych obecno$¢ powoduje wzrost immunogennos$ci antygenow, np. przez zasto-
sowanie liposomoéw, niejonowych polimeréow (polylactide - polyglycolide micro-
spheres) i atenuowanych zywych wektoréw (wirus ospy krowiej/Salmonella,
Shigella, Bacillus Calmette-Guerin).

Dotychczas nie opracowano technologii, ktora pozwolitaby na indukcje lokalnej
odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciw plemnikom w meskich drogach
ptciowych, bez jednoczesnego spowodowania odczynu zapalnego jader. Nie zna-
leziono bowiem odpowiedniego modelu zwierzecego, w ktorym zostatyby wiernie
odtworzone warunki panujace w uktadzie rozrodczym u mezczyzn. Natomiast dosé
dobrze poznane jest zjawisko lokalnej odpowiedzi immunologicznej przeciw ple-
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mnikom w zenskich drogach piciowych. Wiekszos¢ znajdujgcych sie tam ASA
produkowana jest w szyjce macicy, poniewaz w blaszce wiasciwej btony Sluzowej
(lamina propria) znajdujg sie liczne komorki plazmatyczne, produkujgce gtownie
wydzielnicze przeciwciata klasy IgA, ale réwniez 1gG oraz IgM [17]. KomorKki
plazmatyczne produkujgce przeciwciata IgA i1gG, obecne w sasiedztwie gruczotow
endometrium, sg zrodtem przeciwciat w macicy, ktéra jest organem pozbawionym
skupisk tkanki limfoidalnej [7], natomiast przeciwciata obecne w plynie jajowo-
dowym pojawiajg sie w wyniku przesiekania z surowicy [18], a ich miano (w
pewnej proporcji) odzwierciedla stezenie przeciwciat we krwi. Badania przepro-
wadzane na modelach zwierzecych sugeruja, ze stezenie ASA w ptyniejajowodowym
u osobnikow, posiadajgcych wysokie miana przeciwciat przeciwplemnikowych w
surowicy, moze by¢ wystarczajgce dla zablokowania funkcji gamety meskiej [14].

Udowodniono, ze immunizacja prowadzona wytgcznie w zeniskich drogach roz-
rodczych nie wystarczy do osiggniecia wysokiego miana przeciwciat wydzielniczych
[3]. Bardziej sensownym rozwigzaniem wydaje sie by¢é podawanie szczepionki do-
ustnie i/lub droga pozajelitowa, co potwierdzaja badania przeprowadzone na modelu
zwierzecym, w ktorych samice myszy uczulane antygenami plemnikowymi (po-
danymi doustnie) miaty tylko czesciowo obnizong ptodno$é [2], natomiast potgczenie
immunizacji doustnej z dopochwowag doprowadzato do znacznej redukcji ptodnosci
u szczurzyc [1]. Mediatorem uzyskanego efektu nieptodnosci byly obecne w wy-
dzielinie pochwy przeciwciata klasy IgA, ktérych wysoko$¢ miana byta propor-
cjonalna do diugosci utrzymywania okresu obnizonej ptodnosci.

Wyniki uzyskane na zwierzetach pozwalajg przypuszczaé, ze konstruowanie
szczepionki, ktora dawataby efekt spadku ptodnosci, poréwnywalny z doustnymi
hormonalnymi srodkami antykoncepcyjnymi, nie moze by¢ oparte na wykorzystaniu
jednego antygenu plemnikow, ale raczej mieszaniny wielu autoantygendw. Obecnie
trwajg badania nad ich scharakteryzowaniem i potencjalng mozliwoscig wykorzy-
stania do tych celéw. Réwnolegle prowadzi sie prace nad opracowaniem takiej
formuty szczepionki, ktéra pozwolitaby na sprowokowanie lokalnej odpowiedzi
immunologicznej w drogach piciowych, przez aktywacje wiekszosci obecnych tam
limfocytow B. Pozwolitoby to na wystapienie i oddziatywanie ASA we wszystkich
odcinkach uktadu rozrodczego.
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Streszczenie: W ciggu ostatnich kilku lat osiggnieto zasadniczy postep w identyfikowaniu genéw
zwigzanych z procesem rozwoju zarodka. Badania te oparte byly gtéwnie na analizie mutantéw
zarodkowych modelowej rosliny - Arabidopsis thaliana. Duze znaczenie w badaniach nad genetyka
rozwoju zarodka majg mutacje ujawniajgce sie we wczesnych etapach embriogenezy, zwlaszcza takie,
u ktoérych rozwoj zarodka zatrzymany jest w $cisle okres$lonym stadium. Analizy fenotypéw takich
mutantéw pozwolity na poznanie i zrozumienie mechanizméw genetycznej regulacji embriogenezy.
Wiele genéw wspotuczestniczacych w procesie tworzenia roélinnego zarodka zostato juz sklonowanych
i doktadnie scharakteryzowanych.

(Postapy Biologii Komérki 2001; 28: 509-527)

Stowa kluczowe: embriogeneza, mutanty zarodkowe, Arabidopsis thaliana

Summary: Over the past several years, substantial progress has been made toward the identification of
genes involved in the embryo development. The majority of available information is coming from the
analyses of embryo mutants of model plant - Arabidopsis thaliana. The special interest is given to the
mutations in early stages ofembryogenesis including those where the development is arrested in a specific
stage. Analysis of such mutants enables recognition and understanding mechanisms of genetic regulation
of embryogenesis. Many genes which are involved in the plant embryo formation had been cloned and
precisely characterized.

(Advances in Cell Biology 2001; 28: 509-527)

Key words: embryogenesis, embryo mutants, Arabidopsis thaliana
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WSTEP

W procesie embriogenezy z zaptodnionej komdarki jajowej w wyniku kolejnych
podziatbw powstaje zarodek, z ktérego rozwija sie osobnik dorosty. Podczas tego
procesu ekspresji ulega wiele gendw, jednak tak naprawde wcigz nie wiadomo,
ile z nich dziata specyficznie w rozwoju zarodka. W ostatnich latach ziden-
tyfikowano i opisano wiele gendéw uczestniczacych w kontroli wczesnych etapéw
embriogenezy zygotycznej. Badania te oparte byty gtéwnie na molekularnej i ge-
netycznej analizie mutantow zarodkowych modelowej rosliny - rzodkiewnika (Ara-
bidopsis thaliana). Rozwdj zarodka u tej rosliny zachodzi wedtug typu Onagrad,
w ktérym praktycznie tylko z komorki apikalnej rozwija sie zarodek wiasciwy.

Kolekcje mutantow, ktore sg wykorzystywane w wiekszosci badan nad rozwojem
zarodka, uzyskano miedzy innymi przez mutageneze indukowang T-DNA i EMS.
SzczegOlne zainteresowanie poswieca sie mutantom wczesnych stadiow embrio-
genezy oraz takim, u ktérych rozwdj zarodka jest zatrzymany w $cisle okreslonym
stadium. Zmiany morfologiczne spowodowane przez te mutacje mozna podzieli¢
na nastepujace klasy:

(1) delecja czesci zarodka w osi apikalno-bazalnej,

(2) zaburzenia struktury wzoru radialnego,

(3) zmiana morfologii zarodka, siewki.

Wiekszos¢ z tych mutacji ujawnia sie z kolei na jednym z trzech krytycznych
etapow:

(1) pierwszy podziat zygoty,

(2) tworzenie protodermy,

(3) przejscie ze stadium globulamego do sercowatego.

Analiza tych mutantéw oraz ekspresji odpowiadajacych im gendéw dostarczyta
wielu cennych informacji o molekularnych mechanizmach regulacji embriogenezy.
Wciaz jednak liczne geny, wpltywajgce na morfogeneze zarodka, nie sg poznane.
Jednym z powodoéw jest bez watpienia letalny charakter mutacji tych gendw.

Celem niniejszej pracyjestoméwienie podstawowych mechanizméw regulujacych
rozwoj zarodka u Arabidopsis oraz przedstawienie aktualnej sytuacji w zakresie
molekularnej charakterystyki gendéw uczestniczacych w procesie embriogenezy.

PIERWOTNA POLARYZACJA ZARODKA

Zaptodniona komorka jajowa, od ktérej rozpoczyna sie proces embriogenezy,
dzieli sie szereg razy wedlug okre$lonego planu. Powstaje kulisty prazarodek, ktéry
w wyniku kolejnych podziatéw komérkowych przeksztatca sie w zarodek spo-
laryzowany z wyksztatcajgcg sie osig pedowo-korzeniowg, zwang tez osig apikal-
no-bazalng. Wzdtuz tej osi, wyznaczanej przez merystemy wierzchotkowe pedu
i korzenia, znajdujg sie podstawowe struktury budujace zarodek, pézniej siewke
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oraz ro$line dorosta. Struktury te tworza w zarodku do$¢ prosty wzdér liniowy,
kolejno: merystem wierzchotkowy pedu, liScienie, hypokotyl, korzeh oraz merystem
korzeniowy. Wzér ten ijego struktury sg wyznaczane na bardzo wczesnych etapach
rozwoju zarodkowego [30].

Polarno$¢ mozna juz zaobserwowa¢ w budowie komérki jajowej, na co moze
wptywaé polarna struktura zalgzka. Taki wptyw na ksztattowanie osi apikalno-
bazalnej w zarodku ma miejsce jedynie w przypadku embriogenezy zygotycznej.
W przypadku embriogenezy somatycznej, w ktdrej zarodki powstajg z komorek
innych niz zygota i nie ma bezposredniego wptywu tkanki macierzystej, polarno$é
moze by¢ indukowana warunkami kultury [42].

Brak lub ograniczony wplyw tkanki macierzystej na proces formowania osi za-
rodka stwierdzono takze w warunkach naturalnych. Przyktadem moze tu by¢ Fucus,
u ktérego czynnikiem indukujacym polarnos¢ jest Swiatto. Jednak w tym przypadku
zaréwno zaptodnienie komorki jajowej, jak i dalszy rozw6j zygoty odbywajg sie
w wodzie, poza ro$ling mateczng. Obserwowana u Fucus indukcja polarnosci $wiat-
tem odbywa sie w ciggu pierwszych dziesieciu godzin po zaptodnieniu [3, 25,
34, 58].

Niezaleznie od opisanych czynnikéw mogacych wptywaé na polarno$é zarodka,
faktem jest to, ze pierwszy podziat zygoty u Arabidopsis odbywa sie w komdrce
silnie spolaryzowanej, w ktdrej wiekszos¢ cytoplazmy i jadro sa zlokalizowane
na biegunie chalazalnym. W wyniku poprzecznego, asymetrycznego podziatu mito-
tycznego powstajg dwie komaérki potomne, ktore r6znig sie wielkoscig oraz dalszymi
losami w rozwoju zarodkowym. Komorka apikalna powstajgca na biegunie cha-
lazalnym zygoty jest mniejsza, bogata w organelle cytoplazmatyczne i to z niej,
w wyniku dalszych podziatow, formuje sie zarodek wiasciwy. Na silnie zwakuo-
lizowanym biegunie mikropylarnym powstaje wieksza komérka bazalna, ktéra ma
mniej organelli, lecz bogatszajest w biatka i RNA. Z komorki tej w wyniku kolejnych
podziatéw powstaje wieszadetko oraz cze$¢ merystemu korzeniowego. Do tej pory
nie ustalono, co doktadnie decyduje o dalszym rozwoju komérek apikalnej i bazalnej
u roélin wyzszych. Badania prowadzone na innych roslinach sugeruja, ze zdeter-
minowanie dalszych loséw rozwojowych tych komorek moze mie¢ miejsce zaréwno
przed, jak i po podziale zygoty. Na przyktad u Fucus zygota jest spolaryzowana
przed podziatem i to determinuje dalszy rozwdj komorek potomnych [34].

Pierwszym genem wykazujacym zréznicowana komorkowa ekspresje w zarodku
rzodkiewnika jest ATML1 {Arabidopsis thaliana merystem layer 1) [41, 68]. Gen
ten ulega transkrypcji tylko w komérce apikalnej ijej potomnych. Rdznice w ekspresji
tego genu w okreslonych komdrkach sugeruja, ze moze on petnié funkcje regu-
latorowe w ksztatltowaniu wzoru apikalno-bazalnego. Jest to hipoteza bardzo pra-
wdopodobna zwazywszy, ze koduje on biatko bedace czynnikiem transkrypcyjnym
zawierajgcym homeodomene [41, 68].
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Przypuszcza sig, ze bezposredni udziat w polaryzacji zarodka A. thaliana bierze
gen GNOM (GN), znany tez jako EMB30 [50]. Zygota mutanta gn dzieli sie bowiem
symetrycznie i powstajg komérki potomne réwnej wielkosci. Z komorki bazalnej
powstaje jednak skrocone wieszadetko, a z apikalnej rozwija sie zarodek wiasciwy.
Tak wiec asymetrycznos¢ podziatu nie jest jedynym czynnikiem decydujgcym o
realizacji szlaku rozwojowego komérek [50].

Sekwencja biatka kodowanego przez gen EMB30 jest bardzo podobna do se-
kwencji biatka drozdzowego Sec7p [11, 69]. Sec7p jest z kolei glikoproteing trans-
portowang z siateczki endoplazmatycznej do aparatu Golgiego [55]. Biatko to
odgrywa kluczowg role we wzroScie komorek drozdzowych, odpowiadajgc za pra-
widtowe podziaty oraz separacje komorek drozdzy [69]. Podobnie jak Sec7p, tak
i EMB30 moze wptywac¢ na synteze i sekrecje glikoprotein, ktére sg niezbedne
do prawidtowego wzrostu komdrek. Wiele nieprawidtowos$ci wystepujacych u mu-
tanta gn mozna wytlumaczy¢ zaburzeniami w syntezie oraz sekrecji sktadnikow
budujacych $ciany komoérkowe, co z kolei ma wplyw na prawidtowe podziaty ko-
madrkowe, ekspansje komdrek, kontakty miedzy komdrkami oraz stabilizacje osi
apikalno-bazalnej [69]. Potwierdzajg to badania, ktére wykazaly, ze w kalusie, sie-
wkach oraz lisciach mutanta gn lokalizacja pektyn oraz innych polisacharydéw
budujacych sciany komorkowej jest zmieniona w poréwnaniu z formg dzika, co
by¢ moze wplywa na podziaty, ekspansje oraz adhezje komorek [70].

Gen GNOM moze byé réwniez posrednio zwigzany z polarnym transportem
auksyny w zarodku [72]. Mutacja tego genu powoduje bowiem zaburzenia w trans-
porcie oraz prawidtowym rozmieszczeniu produktu genu PIN FORMED 1 (PINI),
ktéry koduje transmembranowe biatko niezbedne w transporcie auksyn oraz w po-
wstawaniu prawidtowego gradientu tego hormonu [21, 72].

FORMOWANIE APIKALNO-BAZALNEJ OSI ZARODKA

W anatomii i morfologii zarodka przyjeto terminologie analogiczng do stosowane;j
w odniesieniu do siewki. Na tej podstawie w rozwijajacym sie zarodku wyréznia
sie trzy domeny: apikalng, centralng oraz bazalng. Domena apikalna skiada sie
z merystemu wierzchotkowego pedu, liScieni oraz gdrnej czesci hypokotyla, domena
centralna - z hypokotyla, natomiast domena bazalna - z korzenia oraz merystemu
korzeniowego.

Domeny zarodka okre$la sie rowniez na podstawie ptaszczyzn kolejnych po-
dziatdw komérkowych zygoty zachodzacych podczas embriogenezy, wychodzac
z zatozenia, ze kazda komdrka ma przypisang okre$long role ontogenetyczng [35].
W tym schemacie juz pierwszy podziat zygoty wyznacza pierwszg ptaszczyzne
graniczng domen w rozwijajagcym sie zarodku. Prawie wszystkie elementy budujgce
zarodek wiasciwy sa pochodzenia apikalnego. Wyjatek stanowi centralna cze$é
merystemu korzeniowego oraz komorki inicjalne czapeczki, ktore sa pochodzenia



GENETYCZNA REGULACJA EMBRIOGENEZY U ROSLIN 513

bazalnego. Po podziale poprzecznym komérki apikalnej powstajg dwie komoérki,
ktére w wyniku kolejnych podziatow dajg dwie warstwy komoérek, miedzy ktérymi
przebiega kolejna ptaszczyzna graniczna. Gdrna warstwa komdrek daje poczatek
domenie apikalnej, na ktorg sktadajg sie merystem wierzchotkowy oraz liscienie
w dojrzatym zarodku, natomiast dolna warstwa komorek daje poczatek domenie
centralnej, na ktdrg sktadajg sie nasady liscieni, hypokotyl, korzen oraz proksymalne
komorki inicjalne merystemu korzeniowego. Po podziale komorki bazalnej powstaje
hypofiza (w polskojezycznej literaturze stosowane sg réwniez terminy: hypophysis,
hypofyza i wstawka) dajgca poczatek centralnej czesci merystemu korzeniowego
oraz komorkom inicjalnym czapeczki.

Domeny zarodka wyznaczane kolejnymi podziatami nie charakteryzuja sie peina
specyficznoscig organowg siewki. Co wiecej, analiza fenotypéw mutantow zwig-
zanych z tworzeniem osi apikalno-bazalnej zarodka dowodzi, ze geny ja deter-
minujace podlegajg ekspresji w domenach ustalonych wiasnie podczas podziatow
komorkowych, a nie, jak wczesniej sadzono, w domenach zwigzanych z obecnoscia
organéw zarodka. Te ostatnie jednak z powodzeniem mogg stuzy¢ do opisywania
fenotypdw mutacji réznych genow zaangazowanych w embriogeneze.

PRZYKLADY MUTANTOW WZORU ORGANIZACJI
ZARODKA NA OSI APIKALNO-BAZALNEJ

Ws$rdd mutantéw morfologicznych i anatomicznych A. thaliana wyrdznia sie
grupy mutantow charakteryzujace sie delecjami lub anomaliami rozwojowymi roz-
nych organéw zarodka wzdtuz osi apikalno-bazalnej [49].

Prawidtowy rozwdéj domen apikalnej i centralnej jest uwarunkowany ekspresjg
genu GURKE (GK) [75]. Przy silnym fenotypie mutanta gurke (gk) zarodek po-
zbawiony jest liscieni, gérna czes¢ hypokotyla jest zredukowana, a w miejsce me-
rystemu wierzchotkowego pojawia sie struktura tworzgca nieuporzgdkowang mase
komorek. Pierwsze defekty rozwojowe u tego mutanta ujawniajg sie w stadium
sercowatym zarodka.

Gen FACKEL (FK) jest z kolei genem wptywajagcym na rozwoj domeny centralnej.
U mutantafk wybiérczej redukcji ulega hypokotyl, w efekcie czego liscienie, ktére
majg zmieniony ksztah i ktorych jest czesto wiecej niz dwa, wyrastajg bezposrednio
z korzenia. Pierwsze anomalie rozwojowe u tego mutanta sg widoczne juz w stadium
globulamym. Komorki budujace zarodek sg powiekszone, zaktoceniu ulega po-
rzadek podziatdw komdrkowych (podziaty komérkowe zachodzg w przypadkowych
ptaszczyznach), a powstajgce Sciany komaérkowe sg niekompletne [49, 67]. Analiza
molekularna genu FK wykazata, ze koduje on reduktaze sterolu C-14, enzym nie-
zbedny w biosyntezie steroli i brasionosteroli - roslinnych substancji, bedacych
czasteczkami sygnalnymi miedzy innymi w rozwoju embrionalnym [28, 67].
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Do prawidtowego rozwoju domeny centralnej, hypofizy oraz ksztattowania osi
apikalno-bazalnej niezbedny jest gen MONOPTEROS (MP) [28, 56]. Pierwsze zmia-
ny u mutanta mp sajuz widoczne w zarodku oSmiokomérkowym. Zaktécenia wzoru
podziatbw komorek zarodka wiasciwego prowadzg do powstania czterech warstw
komorek - zamiast dwéch. Ponadto gérna komorka wieszadetka, z ktérej normalnie
powstaje centralna czes¢ merystemu korzeniowego oraz inicjalne komorki czapeczki,
dzieli sie horyzontalnie. Te nieprawidtowos$ci wzoru podziatéw zachodzace zarowno
w domenie centralnej, jak i w hypofizie powoduja, ze mutant mp pozbawiony
jest hypokotyla, korzenia, merystemu korzeniowego, oraz sg przyczyng anomali
w organizacji oraz funkcjonowaniu tkanki przewodzacej liscieni [5]. Gen MP koduje
biatko bedace regulatorem transkrypcji, ktére prawdopodobnie jest zdolne do mo-
dyfikacji aktywnos$ci genéw zwigzanych z przekazywaniem sygnatéw w szlaku
biosyntezy auksyny [26].

ROZNICOWANIE MERYSTEMOW | KSZTALTOWANIE
TKANEK

Podczas wczesnych etapow embriogenezy, rozwijajacy sie zarodek skiada sie
wytgcznie z komarek embrionalnych, to znaczy zdolnych do podziatu, cienkoscien-
nych, bogatych w cytoplazme i zewnetrznie do siebie podobnych. Podczas dalszych
etapéw rozwoju zarodka podziaty komérkowe zostaja ograniczone do szczytowych
partii apikalnego bieguna - merystemu wierzchotkowego pedu oraz bazalnego bie-
guna korzenia - merystemu korzeniowego.

MERYSTEM WIERZCHOLKOWY PEDU

Merystem wierzchotkowy pedu daje poczatek wszystkim nadziemnym cze$ciom
rodliny. U A. thaliana powstaje on z tej samej warstwy komarek co liscienie. Najpierw
jednak pojawiajg sie primordia liscieniowe, ktére widoczne sg w stadium
péznoglobularnym zarodka, apotem nastepuje inicjacja merystemu wierzchotkowego
pedu, ktora trwa do stadium torpedy [2, 47]. Zidentyfikowano i poznano czaso-
wo-przestrzenny wzor ekspresji licznych gendéw wspotuczestniczacych w inicjacji
i formowaniu tego merystemu [8].

Do inicjacji oraz prawidtowego wyksztatcenia merystemu wierzchotkowego pedu
niezbedny jest gen SHOOT MERISTEMLESS (STM) [19, 38]. Mutant stm cha-
rakteryzuje sie brakiem merystemu, co jest spowodowane zaburzeniami podziatéw
komorek w warstwach, z ktérych normalnie powstaje tunika i korpus. Liscienie
oraz pozostate organy zarodka stm rozwijajg sie¢ normalnie [19]. Sekwencja genu
STM wykazuje wysokie podobienstwo do sekwencji gendw klasy KNOTTED (KNO),
ktérych produkty biatkowe zawierajg homeodomeneg, i petnig role regulatoréw trans-
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krypcji [59]. Aida i wspdtpracownicy [1] badali interakcje miedzy genem STM
ainnym genem wspotodpowiedzialnym za formowanie merystemu wierzchotkowego
pedu - CUP-SHAPED COTYLEDON (CUC). Okazato sie, ze ekspresja CUC jest
niezbedna dla prawidtowej ekspresji STM, a tym samym do formowania merystemu
wierzchotkowego pedu. Nie jest jednak wyjasnione, w jaki sposob produkt CUC
aktywuje STM. Mozliwe, ze biatko CUC, ktére zawiera domene NAC, bezposrednio
aktywuje transkrypcje STM [1]. Ostatnie badania dowodza, ze funkcjonalnie gen
CUC spetnia nadrzedna role w stosunku do STM [73].

Kolejnymi genami uczestniczgcymi w formowaniu merystemu wierzchotkowego
pedu, a zarazem dziatajacymi niezaleznie od STM s3g geny: WUSCHEL (WUS)
oraz CLAVATA (CLV) 1,2, 3 [16, 51]. Gen WUS odgrywa wazng role w inicjowaniu
podziatow komérek w merystemie wierzchotkowym pedu, natomiast geny CLV
1, 2, 3 biorg udziat w inicjacji organow [66]. Produkt genu WUS jest czynnikiem
transkrypcyjnym zawierajgcym homeodomene [20]. Geny CLV1 i CLV2 kodujg
kinazy receptorowe bedace sktadnikami systemu przekazywania sygnatéw [29],
natomiast CLV3 koduje biatko o charakterze ligandu, ktoére dziata w kompleksie
biatek kodowanych przez CLV1 i CLV2 [76]. Po szczeg6towej analizie genu WUS
i genébw CLV okazato sig, ze WUS jest negatywnie regulowany przez kompleks
biatek CLV [9, 66]. Zaobserwowano, ze podwdjny mutant wus/clv ma taki sam
fenotyp jak mutant wus, co sugeruje, ze gen WUS jest wymagany dla prawidtowego
fenotypu clv. Co wiecej obszar ekspresji genu WUS zostat nieznacznie powigkszony
u mutanta clv w stosunku do fenotypu dzikiego, co wskazuje, ze kompleks biatek
CLV moze dziata¢ przez represje genu WUS [9, 66]. Kolejnymi genami odpo-
wiedzialnymi za komérkowa oraz funkcjonalng organizacje merystemu wierzchot-
kowego pedu sg: FASC1ATAl (FAS1) i FASC1ATA2 (FAS2). U mutantdéw fas w
przeciwienstwie do mutantéw clv zaobserwowano ograniczong ekspresje genu WUS.
Produkty genéw FAS1 i 2 bedace czynnikami transkrypcyjnymi mogg zatem od-
grywac¢ krytyczng role w organizacji wierzchotkowego merystemu pedu poprzez
regulacje gendéw niezbednych w formowaniu merystemu [31].

Long i Barton [39] przedstawili kolejny model wspétdziatania oraz zaleznosci
pomiedzy trzema innymi genami zwigzanymi miedzy innymi z powstawaniem me-
rystemu wierzchotkowego pedu: AINTEGUMENTA (ANT), UNUSUAL FLORAL
ORGANS (UFO) oraz CLAVATAL (CLW) agenem SHOOTMERISTEMLESS (STM).
Autorzy dokonali analizy wzoréw ekspresji wymienionych genéw u fenotypu dzi-
kiego zarodkdw Arabidopsis oraz w zarodkach mutanta stm. W przypadku genu
STM ekspresja inicjowana byta w stadium péznoglobulamym zarodka i poczgtkowo
dotyczytajednej lub dwdch komorek, pdzniej obserwowana byta w rejonie, w ktorym
wyksztatca sie merystem wierzchotkowy pedu, miedzy liScieniami. W rejonie tym
wyroznia sie dwie czesci: centralng (ECR ang. embryogenic central region) i
peryferyczng (EPR ang. embryogenic peripheral region) i to wasnie w czesci
centralnej gen STM ulegat ekspresji. Kolejnym badanym genem byt gen UFO,
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ktéry uczestniczy w ksztattowaniu merystemu kwiatowego i wierzchotkowego pedu,
a biatko kodowane przez ten gen zawiera motyw F-box i petni funkcje regulatorowe
[36, 60]. W fenotypie dzikim ekspresja UFO nastepowata poczynajac od stadium
wczesnosercowatego zarodka i czeSciowo pokrywata sie z ekspresjg genu STM,
z tg tylko rdznica, ze nie obejmowata EPR oraz warstwy LI. Badajgc ekspresje
genu UFO w zarodkach mutanta stm wykazano, ze istnieje bezposrednie wspot-
dziatanie obu badanych genow. Jezeli chodzi o wspomniany juz wczesniej gen
CLV1, to wyniki badan wskazuja na regulacje jego ekspresji przez STM. Transkrypt
genu CLV1 wykrywano od stadium wczesnosercowatego i podobnie jak w przypadku
genu UFO jego obecno$¢ pokrywata sie ze wzorem ekspresji genu STM, czyli
réwniez z wyjatkiem obszaru EPR oraz warstwy LI. Taki wzor ekspresji zaob-
serwowano zardwno w zarodkach o fenotypie dzikim, jak i w zarodkach mutanta
stm, z tg roznica, ze w zarodkach mutanta ekspresja byta nieznacznie obnizona.
Kolejnym badanym genem byt gen ANT, ktéry jest regulatorem transkrypcji o wy-
sokim podobienstwie do APETALA2 [18]. Ekspresja ANT inicjowana jest w stadium
32-komdérkowym zarodka i poczatkowo jest ograniczona zaledwie do kilku komérek.
Potem od stadium globularnego wzdr ekspresji wystepowat w postaci pierscienia
pokrywajacego sie z miejscem tworzenia liscieni oraz czeSciowo pokrywat sie z
ekspresja genu STM, obejmujac region EPR. Pomimo ze wz6r ekspresji STM i
ANT czesciowo pokrywaja sig, to nie zaobhserwowano jednak zadnych bezpos$rednich
powigzan miedzy nimi, jak w przypadku UFO i STM.

MERYSTEM KORZENIOWY | POPRZECZNY WZOR
ORGANIZACJI TKANKOWEJ

U rzodkiewnika pierwotny merystem korzeniowy skitada sie z dwoch warstw
komorkowych, otaczajacych ,,strefe spoczynkowa” (ang. quiescent centre). Zaréwno
»strefa spoczynkowa”, jak i komorki inicjalne czapeczki wywodza sie z hypofizy.
Gorna warstwa proksymalnych komorek inicjalnych merystemu korzeniowego, ktora
daje poczatek wszystkim tkankom korzenia, jest pochodzenia apikalnego. Wzor
poprzecznej organizacji korzenia, czyli koncentryczne, warstwowe rozmieszczenie
tkanek, jest stosunkowo prosty. Mozna wyr6zni¢ nastepujace tkanki: epiderme, kore
pierwotna, endoderme, perycykl oraz tkanke przewodzaca [17].

Jak wczesniej wspomniano, pierwsza ptaszczyzna podziatowa, wyrdzniajgca do-
meny w zarodku przecina merystem korzeniowy na cze$¢ apikalng i hypofizalna.
Na podstawie tego podziatu mozna wyr6zni¢ mutanty hypofizalne, u ktérych za-
burzony jest rozwdj merystemu korzeniowego. Jednym z nich jest mutant hobbit
(hbt), u ktérego pierwsze zmiany sg widoczne juz podczas wczesnych etapéw em-
briogenezy i dotycza nieprawidtowych podziatéw hypofizy, co prowadzi do po-
zbawienia siewki funkcjonalnego merystemu korzeniowego oraz czapeczki.
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Wszystkie pozostate elementy siewki rozwijajg sie normalnie, w tym proksymalne
komorki inicjalne merystemu korzeniowego pochodzenia apikalnego [63, 82].

U innych mutantéw z zaburzonym rozwojem korzenia: root meristemless (rml)
[12] i stump (stp) [6] merystem korzeniowy rozwija sie¢ w zarodku normalnie i
dopiero w siewce zostaje zahamowany jego wzrost. Istniejg zatem rézne poziomy
regulacji aktywnos$ci merystemu korzeniowego w rozwoju embrionalnym i postem-
brionalnym [35].

Koncentryczne utozenie tkanek w korzeniu jest zwigzane z aktywnoscig komorek
inicjalnych, ktore dzielac sie dajg komorki pochodne, te z kolei r6znicujg sie w
okreslone elementy tkanek. Probowano okreslié, czy sam merystem determinuje
powstawanie koncentrycznego wzoru tkanek. Wyniki badan dowodza jednak, ze
sam merystem korzeniowy nie zawiera wewnetrznej informacji determinujacej two-
rzenie odpowiednich tkanek, natomiast wyksztatcone juz tkanki korzenia deter-
minujg powstawanie odpowiedniego wzoru tkankowego z merystemu korzeniowego
[62]. Dowodzg tego doswiadczenia polegajace na usuwaniu komorek inicjalnych
kory pierwotnej i endodermy w korzeniu siewki A. thaliana, po ktoérych to zabiegach
komarki perycyklu przejmowaty ich funkcje. Stwierdzono ponadto, ze po usunieciu
zroéznicowanych juz komorek kory pierwotnej i endodermy wzdr tkankowej or-
ganizacji korzenia nie byt odtwarzany. Komorki inicjalne kory pierwotnej i en-
dodermy nie dzielity sie, kiedy nie miaty kontaktu z komérkami juz wyksztatconymi.
Sugeruje to, ze w korzeniu komérki inicjalne otrzymujg informacje o wzorze tkanek
z wyksztatconych juz komérek [78, 79]. Rowniez podczas tworzenia korzeni bo-
cznych u A. thaliana najpierw nastepuje organizowanie sie tkanek, a dopiero potem
powstaje aktywny merystem korzeniowy [46].

USTALENIE WZORU POPRZECZNEGO
W DOMENIE CENTRALNEJ

Koncentryczne rozmieszczenie tkanek w domenie centralnej rozpoczyna sie sto-
sunkowo weczesnie. Juz w stadium szesnastokomdrkowym zarodka rozpoczynaja
sie podzialy peryklinalne dajace poczatek protodermie, ktora stanowi prekursor
epidermy. Na przyktadzie A thaliana mozna stwierdzié¢, ze przestrzenna organizacja
pozostatych tkanek rozpoczyna sie od stadium globulamego zarodka [22].

Chociaz protoderma formuje sie zarowno w domenie apikalnej, jak i centralnej
zarodka, to dalszy rozwdj wzoru poprzecznego ogranicza sie tylko do domeny
centralnej. Podziaty perykliname zachodzace w komorkach potozonych pod warstwa
protodermy prowadza do powstawania wszystkich tkanek wewnetrznych. Podczas
pierwszych podziatdw powstaje warstwa komérek miekiszowych, ktére otaczajg
centralne primordium waskularne, ktére w wyniku kolejnych podziatéw daje poczatek
perycyklowi oraz tkankom przewodzacym. W stadium torpedy z warstwy miekiszu
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zarodka rdznicuje sie endoderma oraz kora pierwotna. Formowanie kory pierwotnej
i endodermy w korzeniu rzodkiewnika wymaga dwéch asymetrycznych podziatéw
komorkowych. Pierwszy podziat komdrek inicjalnych kory pierwotnej i endodermy
to podziat antyklinalny dajacy poczatek dwom komaérkom siostrzanym z réznym
potencjatem rozwojowym. Jedna kontynuuje funkcje komorki inicjalnej, druga na-
tomiast dzieli sie peryklinalnie generujac w ten sposob komérki budujace endoderme
i kore pierwotng [64].

U wielu mutantéw zarodkowych A. thaliana zaburzony jest rozwdj okreslonych
tkanek, co z kolei prowadzi do zmian wzoru poprzecznego tkankowej organizacji
organow rosliny. Zmiany te dotycza najczesciej hypokotyla i korzenia. Sugeruje
to, ze w obu tych organach w ksztattowaniu poszczegdlnych tkanek wspotdziatajg
te same grupy gendw [64]. U wiekszosci mutantow tego typu powstate zmiany
sg spowodowane nieprawidtowymi podziatami komorkowymi zachodzacymi w po-
szczegblnych warstwach. Prowadzi to do redukcji liczby oraz typéw powstajacych
komorek. Przyktadem takich mutantow sa: short root (shr) i scarecrow (ser), u
ktérych nastgpita utrata warstw komoérkowych miedzy epidermg a perycyklem [61].
U obu tych mutantéw wystepuja antyklinalne podziaty komérek inicjalnych kory
pierwotnej i endodermy, ale pozniejsze podziaty peryklinalne, prowadzace u roslin
typu dzikiego do zwiekszenia liczby warstw komoérkowych, nie zachodzg. W efekcie
u mutanta shr brak jest warstwy endodermy, a u ser - endodermy i kory pierwotnej
[4,15,46,61,64]. Mutacja innego genu WOODENLEG (WOL) powoduje zaburzenia
w rozwoju tkanki przewodzacej. W korzeniu rzodkiewnika ksylem formuje sie
jako pierwszy, potem w wyniku asymetrycznych podziatow formuje sie floem i
prokambium. U mutanta wol, u ktérego jest zredukowana liczba komorek prze-
wodzacych, wyksztatca sie tylko ksylem [61]

Okazato sie, ze brak niektdrych tkanek we wzorze poprzecznym czesto nie jest
spowodowany brakiem informacji niezbednej do specyfikacji komdrek, ale nie-
dostateczng liczbg komérek, z ktorych moglyby powstawaé poszczegodlne tkanki
[61]. Pewne Swiatto na to zagadnienie rzucity doswiadczenia przeprowadzone na
podwojnych mutantach zarodkowych, do otrzymania ktérych wykorzystano mutanta
fass (fs) charakteryzujgcego sie zwiekszong liczbg warstw komérkowych [74] oraz
mutanty ser, shr i wol pozbawione poszczeg6lnych tkanek. Analiza fenotypéw
podwdjnych mutantow wykazata, ze w przypadku scr/fass i wolifass defekty byty
znoszone, to znaczy powstawaty odpowiednio endoderma i kora pierwotna w przy-
padku mutanta ser oraz floem w przypadku mutanta wol. Uzyskane wyniki sugeruja,
ze zaréwno gen SCR, jak i WOL nie odpowiadajg za specyfikacje komérek, a
jedynie za prawidtowe podziaty komorkowe. Fenotyp mutanta shr nie byt znoszony
przez mutacje/ass, co z kolei sugeruje, ze gen SHR moze specyficznie determinowaé
rozw6j endodermy [61].

Formowanie wzoru poprzecznej organizacji tkanek w zarodku moze by¢ in-
dukowane wiec przez co najmniej dwie klasy genéw. Pierwsza obejmuje geny,
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ktore sg bezposrednio zwigzane z determinacjg komdrek, na przyktad gen SHR.
Do drugiej naleza geny determinujgce rozwdéj poszczeg6lnych tkanek posrednio,
na przykiad przez podziaty komérkowe (SCR, WOL) [62]. Analizy molekularne
tych trzech genéw wykazaty, ze peinig one funkcje regulatorowe. Gen SCR jest
czynnikiem transkrypcyjnym nalezacym do rodziny genéw GRAS i zawiera pie¢
charakterystycznych motywéw: LHR I, VHIID, LHR II, PFYRE i SAW. Pierwsze
trzy motywy odpowiadajg za wigzanie DNA: LHR | i LHR Il posredniczg w in-
terakcjach biato - biatko, a VHIID w interakcjach biatko - DNA. Funkcja dwoch
pozostatych motywow nie jest poznana do tej pory [37, 57]. Produkt genu SHR
jest réwniez czynnikiem transkrypcyjnym i wykazuje duza homologie do SCR.
Po szczeg6towej analizie ekspresji tych dwéch gendw okazato sie, ze SHR spetnia
funkcje nadrzedna w stosunku do SCR [27]. Gen WOL natomiast koduje biatko,
ktére odgrywa zasadnicza role w przekazywaniu sygnatéw zwigzanych z asyme-
trycznymi podziatami zachodzacymi w komaorkach inicjalnych tkanki przewodzacej
[44].

MECHANIZMY ROZNICOWANIA SIE KOMOREK

Poznanie mechanizméw prowadzgcych do roznicowania sie komorek jest nie-
zbedne dla cato$ciowego zrozumienia zjawisk zachodzacych podczas rozwoju za-
rodka. R6znicowanie komdrek obejmuje wiele powigzanych ze sobg proceséw natury
chemicznej, fizjologicznej i morfologicznej, prowadzacych do specjalizacji komorek.
Podczas réznicowania sie tkanek dochodzi do zmian wiasciwosci poszczeg6lnych
komorek oraz ich interakcji. Interesujaca kwestig jest sposob determinacji poszcze-
go6lnych komorek: skad komérki budujace tkanki znajg swoje przeznaczenie?

Poczatkowo sadzono, ze czynniki determinujgce los komdrek mogg wystepowaé
juz w zygocie, a doktadniej méwigc w Scianie komdrkowej zygoty i sg przekazywane
do wszystkich komoérek potomnych. Hipoteze te poczatkowo zaproponowano dla
wyjasdnienia determinacji komérek protodermy u Citrus jambhiri [10]. Zygota u
tego gatunku pokryta jest cienka warstwa kutikuli, ktéra stanowi marker morfolo-
giczny dla powstajacej warstwy komérek protodermy. Protoderma powstawata tylko
z tych komorek potomnych zygoty, ktére posiadty warstwe kutikuli stanowigcej
w tym przypadku rodzaj informacji pozycyjnej od zygoty.

Obserwujac réznicowanie sie protodermy w zarodku rzodkiewnika mozna przy-
puszczaé, ze istotne znaczenie ma tutaj pierwszy podziat w ptaszczyznie peryklinarnej
oddzielajacy zewnetrzng warstwe komoérek. Badania nad mutantem fass A. thaliana
nie potwierdzajg tego przypuszczenia. W zarodkach fs, pomimo nieregularnych
ptaszczyzn podziatéw komoérek, wystepujgprawidtowo wyksztatcone wszystkie tkan-
ki, w tym rowniez protoderma [74].

Druga hipotezg wyjasniajaca przebieg i regulacje determinacji komorek jest dzia-
tanie morfogendéw specyficznych substancji, ktore docieratyby do zarodka z wie-
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szadetka i bielma. Przypuszcza sie, ze stezenie morfogenéw moze odgrywac za-
sadniczg role w procesach réznicowania sie komdrek, tak jak ma to miejsce u
zwierzat [23]. U A. thaliana wykazano obecno$¢ mRNA genu ATML1, ktory jest
pierwszym markerem polarnosci w zarodku, nie tylko w protodermie zarodka, ale
rébwniez w wyksztatconym bielmie. Sugerowa¢ by to mogto, ze ekspresja tego
genu w protodermie jest zwigzana z dziataniem specyficznych substancji docie-
rajagcych do zarodka z bielma [41]. Jest to kwestia szeroko dyskutowana, chociaz
brak jest bezposrednich dowodéw, ze substancje takie mogg decydowaé o rozwoju
komoérek w zarodku [35].

Kolejny proponowany mechanizm determinacji komorek jest zwigzany z ko-
munikacjg miedzykomorkowa. We wszystkich procesach morfogenetycznych istotna
role odgrywajg czynniki wzrostowe - hormony. U roslin podobnie jak u zwierzat
hormony nie powstajg we wszystkich komorkach, ale sg syntetyzowane w okre-
Slonych os$rodkach, z ktérych sa rozprowadzane do sasiednich komdérek, tkanek
i organéw. Nie ulega watpliwosci, ze podczas powstawania osrodkéw syntezy sub-
stancji wzrostowych oraz ich transportu do roznych czesci roslin powstajg zaleznosci
wywierajgce wptyw na cato$é zjawisk rozwojowych. Rézna wrazliwos¢ komédrek
oraz zawigzkéw organdéw na substancje wzrostowe jest traktowana jako wynik roz-
nicowania sie komérek. Obecnos$¢ substancji wzrostowych nie musi jednak mie¢
bezposredniego morfogenetycznego dziatania, lecz wystarczy, ze pobudza lub hamuje
wzrost komorek i ich podziaty [7].

Bezposredni wptyw auksyny na réznicowanie sie komdrek zaobserwowano u
sosny [77]. Badania te dotyczyly wpltywu stezenia endogennej auksyny IAA na
podziaty komorkowe oraz réznicowanie sie komoérek kambium. Uzyskane wyniki
sugeruja, ze IAA moze dziatac jak pozycyjny morfogen, ktory reguluje réznicowanie
sie oraz wzrost kambium. Jednak brak jest innych bezposrednich dowodow na
udziat hormondéw w specyfikacji komorek w roSlinie [77].

Uwaza sie jednak, ze istotniejszg role w réznicowaniu sie komérek odgrywaja
miejscowe interakcje sasiadujacych ze sobg komdrek oraz tzw. substancje krot-
kodystansowe [35]. Zidentyfikowano wiele substancji, ktére moga by¢ potencjalnymi
czynnikami wptywajacymi na rozw6j oraz réznicowanie sie komdrek roslinnych.
Przyktadem takiej substancji, ktéra wptywa na rozwdj zarodkéw somatycznych
marchwi, jest endochitynaza EP3. To zewngtrzkomorkowe biatko zidentyfikowano
w kulturze zawiesinowej marchwi u linii termowrazliwej tsll. Rozw6j zarodkow
tej linii byt hamowany w podwyzszonej temperaturze w stadium globulamym, jednak
po dodaniu biatka EP3 do hodowli mutanta zarodki byty zdolne do dalszego rozwoju
[14, 15, 32]. Mechanizm dziatania EP3 w kulturze zawiesinowej marchwi nie jest
jednak do konca wyjasniony. Jedna z proponowanych hipotez zaktada, ze obecnosé
EP3 w kulturze moze stymulowaé synteze specyficznych substancji, ktére bez-
posrednio wptywajg na rozwoj zarodkdw somatycznych [13,14]. Okazato sig jednak,
ze endochitynaza EP3 nie jest substancjg specyficzng dlaembriogenezy somatyczne;j.
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Biatko to zlokalizowano réwniez w kulturze nieembriogenicznej marchwi, endo-
spermie oraz integumentach zalgzka. Wyniki te sugerujg, ze EP3 moze odgrywacé
szerszg role w procesach rozwojowych [80].

Inne substancje, ktére moga by¢ zwigzane z kontrolg wzrostu oraz réznicowaniem
sie komérek w trakcie embriogenezy u roslin wyzszych, to zewnatrzkomorkowe
biatka arabinogalaktany (AGPs). Ustalono, ze w kulturze zawiesinowej marchwi
odgrywajg one zasadniczg role w procesie somatycznej embriogenezy, potrafig przy-
wraca¢ oraz zwieksza¢ potencjat embriogeniczny kultur zawiesinowych [48, 54,
83]. Obecno$¢ AGPs na membranach, w $cianach i w przestrzeniach miedzyko-
morkowych wskazuje, ze biatka te odgrywajg wazng role w komunikacji miedzy
komorkami [45]. Jeden z proponowanych mechanizmdéw dziatania AGPs dotyczy
zmian zachodzacych w $cianach komdrkowych. Zmiany te polegaja na modyfikacji
sktadu chemicznego oraz struktury przestrzennej Scian komdrkowych i sg spowo-
dowane transportem biatek arabinogalaktanowych miedzy sgsiednimi komorkami.
Ro6zny sktad chemiczny oraz zréznicowanie struktury Scian komérkowych moga
mieé zasadnicze znaczenie w réznicowaniu sie komérek [33]. Inny proponowany
mechanizm dziatania AGPs zaklada wykorzystanie biatek arabinogalaktanowych
jako zrodet uwalniania oligosacharydow, ktére moga petni¢ funkcje molekularnych
sygnatow. Typ przekazywanego sygnatu uzalezniony nie tylko od rodzaju biatek
arabinogalaktanowych, ale réwniez od enzymow znajdujgcych sie w $cianach ko-
maérkowych uczestniczacych w syntezie oligosacharydow oraz receptorow znaj-
dujacych sie w btonach komoérkowych odbierajgcych sygnaty [33].

KOMPETENCJA DO PODJECIA EMBRIOGENEZY

Embriogeneza jest to proces, w ktdrym zarodek rozwija sie zazwyczaj z jednej
komorki, ktéra dzieli sie i roznicuje wedtug Scisle okreslonego planu. W roSlinie
rozwijajacej sie in vivo generalnie tylko zygota jest kompetentna do tego, zeby
w wyniku podziatdw utworzy¢ zarodek. W warunkach kultur in vitro embriogeni-
czno$¢ wyzwalana jest w komoérkach innych niz zygota i to dzieki temu sa one
»prekursorami” zarodka. Wiadomo, ze istniejg réznice w kompetencji do embrio-
genezy zygoty i komorek somatycznych oraz mikrospor. Ostatnie badania przynosza
wiele informacji na temat genetycznych czynnikéw decydujgcych o zdolnosci zygot
i komorek somatycznych do podjecia realizacji programu rozwoju zarodkowego.

Techniki kultur tkankowych umozliwity aseksualne rozmnazanie roslin droga
somatycznej embriogenezy oraz embriogenezy z mikrospor. Wymienione procesy
wymagajg jednak istotnej zmiany programu rozwojowego komoérek w celu nabycia
kompetencji czy tez potencjatu embriogenicznego. ldentyfikacja czynnikéw gene-
tycznych warunkujacych ten etap rozwoju jest bardzo trudna. W zawiesinach ko-
morkowych marchwi udato sie jednak wykry¢é marker molekularny kompetencji
komoérek do przeksztatcenia sie z masy proembriogenicznej w zarodki somatyczne.
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Markerem tym jest produkt genu SERK (somatic embryogenesis receptor kinase),
ktéry ulega ekspresji juz w komédrkach proembriogennych zawiesiny, natomiast
brak go w wyselekcjonowanych liniach niezdolnych do embriogenezy. Ekspresja
SERK zanika w stadium globulamym zarodka. Wagi temu odkryciu dodaje fakt,
ze biatko SERK jest kinaza receptorowa mogaca bra¢ udziat w przekazywaniu
sygnatow i uruchamianiu catej kaskady proceséw prowadzacych do embriogenezy
[65].

Kluczowego dla poznania inicjalnej fazy embriogenezy odkrycia dokonano do$¢
niespodziewanie, badajgc u rzodkiewnika mutacje leafy cotyledon 1 (leci). Gen
LECI ma dziatanie plejotropowe i wptywa na morfologie liscieni u siewki, rozwoj
wieszadetka i faze dojrzewania zarodka. Nadekspresja genu LECI powodowata
sporadyczne pojawianie sie¢ zarodkow somatycznych na lisciach roélin. Produkt
genu LECI jest regulatorem transkrypcji wigzacym sie z CCAAT-box i prawdo-
podobnie bierze udziat w indukowaniu zarodkowego szlaku rozwojowego. Wskazuje
na to czeSciowa utrata zarodkowego charakteru przez liscienie i wieszadetko u
mutanta leci [40]. Zmiany w potencjale embriogennym, niezalezne od hormondw,
zaobserwowano roéwniez u mutanta rzodkiewnika piekle (pkl). Gen PKL koduje
biatko CHD3, ktére wptywa na strukturalng organizacje chromatyny, a tym samym
reguluje transkrypcje. Funkcja genu PKL polega przypuszczalnie na supresji po-
tencjatlu embriogennego poprzez represje transkrypcji genu LECI [52, 53].

Zarodki niezygotyczne moga powsta¢ rowniez w wyniku apomiksji. Apomiksja
jest procesem, w ktérym uruchomienie programu embriogenezy nastepuje przed-
wczesnie, co prowadzi do rozwoju diploidalnego zarodka z niezredukowanej komorki
macierzystej lub z diploidalnej komorki osrodka. Zjawisko to z powodzeniem wy-
korzystano jako system modelowy identyfikujgc mutanty rzodkiewnikafertilization
independent endosperm (fie) oraz fertilization independent seed 1 i 2 (fisi 2 i
3). Geny FIS i FIE nalezg do grupy genéw Polycomb, ktore zwiazane sg z rozwojem
zarodka miedzy innymi u Drosophila [71]. Biatka FISI i FIE zawierajg domene
SET (Suppressor ofvariegation 3-9, Enhancer ofzeste, Trithorax) i mogg odgrywac
role w kontroli dostepu regulatoréw transkrypcji do genéw poprzez przebudowe
chromatyny. FIS2 zawiera réwniez motyw palcow cynkowych, domene charaktery-
styczna dla wielu regulatoréw transkrypcji [43]. Wymienione geny biorg prawdo-
podobnie udziat w mechanizmie represji genéw zwigzanych z rozwojem zarodka
w podobny sposob, jak ma to miejsce u Drosophila. Badania mutantow fie ifisi,
2, 3 oraz izolacja genéw FIE i FIS wykazaty funkcjonowanie mechanizmu represji
gendw decydujacych o rozwoju zarodka, zanim dojdzie do zaptodnienia [24]. Czyn-
niki warunkujace uruchomienie badz zahamowanie programu embriogenicznego
wydajg sie byé raczej zwigzane z organizmem matecznym. Regulatorowg role
komponentu ojcowskiego we wczesnej embriogenezie umniejszajag dowody na wy-
ciszenie wielu alleli ojcowskich w okresie pierwszych kilkudziesieciu godzin po
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zaptodnieniu [81]. Autorzy przypuszczaja, ze zjawisko to moze dotyczy¢ nawet
calego genomu ojcowskiego, przynajmniej w poczatkowej fazie embriogenezy.

PODSUMOWANIE

Zrodtem wielu informacji na temat podstawowych mechanizméw regulujacych
rozwo0j zarodka oraz gendw zwigzanych z procesem embriogenezy sa badania pro-
wadzone na mutantach zarodkowych. Poréwnywanie zmutowanych form z ich for-
mami ,,dzikimi” stato sie dogodnym narzedziem do identyfikacji genow za-
angazowanych w proces embriogenezy. Wspomniane w niniejszej pracy geny de-
cydujace o kluczowych etapach rozwoju zarodka mozna podzieli¢ na rézne klasy
w zalezno$ci od ich dziatania. Wiele z nich to geny zwiazane z regulacjg transkrypcji
(ATMLZ1, STM, ANT), przekazywaniem sygnatéw (SERK, UFO), transportem auksyn
(PIN), syntezg oraz sekrecjg glikoprotein (GN). Nalezy pamieta¢, ze czesto dopiero
wspotdziatanie produktéw wielu genéw daje wiasciwy efekt, a nie tylko specyficzne
dziatanie jednego biatka.

W ostatnich latach nastapit ogromny postep, jezeli chodzi o identyfikacje oraz
charakterystyke gendw zwigzanych z kontrolg wczesnych etapéw rozwoju zarodka.
Jednak do chwili obecnej brak jest catoSciowego obrazu genetycznej regulacji prze-
biegu embriogenezy na poziomie molekularnym. Zsekwencjonowanie genomu Ara-
bidopsis thaliana umozliwi uzupetnienie brakujgcej wiedzy na temat organizacji
oraz funkcji poszczegélnych genéw. Z kolei analiza poréwnawcza genéw wyka-
zujacych podobne funkcje u réznych organizméw umozliwi szczeg6towe poznanie
mechanizmoéw regulujacych przebieg embriogenezy nie tylko u organizméw mo-
delowych.
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KOMORKI SATELITARNE MIESNI SZKIELETOWYCH
SATELLITE CELLS OF THE SKELETAL MUSCLE

Danuta CIESLAK

Zaktad Immunogenetyki Zwierzat, Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN,
Jastrzebiec kAVarszawy

Streszczenie: Komorki satelitarne stanowig potencjalnie aktywna mitotycznie populacje, przylegajaca
do wiékien miesni poprzecznie prazkowanych. Potomkowie aktywowanych komoérek satelitarnych -
mioblasty- po szeregu podziatéw mitotycznych ulegajg fuzjom z wtoknami miesniowymi, przyczyniajac
sie do ich przyrostu lub regeneracji. Regeneracja miesni szkieletowych wspomaganajest tez w skrajnych
przypadkach przez komérki nie miesniowe, podejmujace miogeneze, jak np. komdrki szpiku kostnego.
Zdrugiej za$ strony, ze wzgledu na swoj stosunkowo prymitywny charakter, komorki satelitarne stanowig
pule rezerwowg wykorzystywang przez organizm w procesie hematopoezy. Po genetycznej modyfikacji
mioblasty moga by¢ nosnikami zrekombinowanych genéw. Rekombinowane genetycznie mioblasty
przenosza geny czynnikéw wzrostowych i zapewniajac ich ekspresje w migsniach biorcy moga stuzyé
poprawie produkcyjnosci zwierzat. Ponadto podejmowane sg proby wykorzystania ich w leczeniu
dystrofii migsniowych u ludzi. Te procedury napotykajajednak ciagle jeszcze wiele problemdw, takich
jak: niemoznos$¢ wyizolowania czystej populacji komérek satelitarnych, niedopracowanie warunkow ich
hodowli in vitro, stosunkowo niska efektywno$¢ transformacji tych komdrek czy wreszcie ich staba
przezywalnos$¢ po reimplantacji do miesni szkieletowych. Doktadne poznanie biologii komdrek sateli-
tarnych powinno w przysztos$ci dopoméc w rozwigzaniu tych probleméw.

(Postepy Biologii Komorki 2001; 28: 529-542)

Stowa kluczowe: miesnie szkieletowe, komorki satelitarne, regeneracja miesni, dystrofia migsniowa.

Summary: Satellite cells are potentially mitotically active population of mononucleate myoblasts, located
in the vicinity of skeletal muscle fibers. The descendants of satellite cells, called myoblasts, after multiple
rounds of divisions undergo fusions with existing muscle fibers resulting in their growth or regeneration.
In cases ofextreme muscle injury, this population is supported by other nonmuscle cells, like bone marrow
cells, recruited to myogenic fate. On the other hand, primitive nature of satellite cells allows them to be
commited to differentiation into hematopoietic precursors, due to environmental cues. Genetically
modified myoblasts are good candidates for cell-mediated gene transfer. Myoblasts injected into muscle
fuse to existing fibers resulting in local expression of the transgene. This way genetically modified growth
factors could improve meat animal production. Attempts to use genetically modified myoblasts in
treatment of muscle dystrophies has been also made. However, the procedures meet many obstacles like



530 D. CIESLAK

problems with isolation of pure population of muscle satellite cells, limited survival of modified cells
after in vitro culture, low rate of successful transfections. Precise studies to understand biological nature
of satellite cells will help in future to solve these problems..

(Advances in Cell Biology 2001; 28: 529-542)

Key words: skeletal muscle, satellite cells, muscle regeneration, muscular dystrophy.

Jedng ze szczegOlnych wilasciwosci miesni szkieletowych jest zdeterminowana
w trakcie rozwoju ptodowego liczba budujacych je widkien miesniowych. W okresie
postnatalnym nie ulega ona juz zwigkszeniu, a intensywny przyrost masy miesni,
obserwowany szczegélnie u miodych zwierzat, jest wynikiem powiekszania sie
$rednicyjuz istniejacych wiokien miesniowych (hipertrofii). Zjawisko tojest mozliwe
dzieki przylegajagcym do widkien miesniowych komérkom satelitarnym. Te same
komorki sg takze odpowiedzialne za regeneracje uszkodzonej tkanki miesSniowej
[14]. Jednakze niektore badania wykonane na miesniach ptakéw wykazaty, ze hiper-
trofia nie zawsze wigze sie ze zwiekszong aktywnoscig komorek satelitarnych [10].

1. POCHODZENIE KOMOREK SATELITARNYCH

Miesnie szkieletowe wywodzg sie z mezodermy zarodkowej. Poczgtkowo nie-
zroznicowane komorki tworzace somity wczesnego zarodka zaczynajg sie dzieli¢
na grupy dajace poczatek tkance szkieletowej, miesniowej i tagcznej. Same miesnie
szkieletowe pod wzgledem pochodzenia dzielg sie na migsnie miotomalne (miesnie
szkieletu osiowego) oraz miesnie niemiotomalne (miesnie konczyn, jezyka i prze-
pony). Powstajg one z dwoch oddzielnych linii mioblastéw, komorek zasiedlajgcych
odrebne czesci somitu [5,20,24]. Po licznych podziatach mitotycznych, jednojadrowe
mioblasty ulegajg fuzjom, ostatecznie tworzac pierwotne widkna miesniowe [16].
W zarodku myszy pojawiajg sie one po uptywie okoto 8,5 dnia rozwoju. Dopiero
po 16 dniu dofgcza do nich jeszcze inna grupa mioblastéw, zwanych komdrkami
satelitarnymi [21]. Posiadajgpojedyncze jadro komdrkowe i sapozbawione miofibryli
[33]. Pochodzenie komérek satelitarnych nie do konca jest jasne. Przypuszczalnie
jest to odrebna linia mioblastéw, zwanych dojrzatymi (adult myoblasts) [14]. Naj-
nowsze badania wskazujg, ze linia tych komoérek pochodzi nie tyle z somitéw,
co z aorty grzbietowej zarodka [9].

W dojrzatym mies$niu komarki satelitarne zlokalizowane sa pomiedzy sarkolemmga
a btong podstawng widkien miesniowych. Od 2 do 7% jader komorkowych zwia-
zanych z konkretnym wiéknem miesniowym nalezy do komorek satelitarnych. Ten
udziat zmienia sie wraz z wiekiem i typem widkna miesniowego [3, 26]. Same
w sobie komorki satelitarne stanowig niejednorodng grupe. Ich subpopulacje opisano
u ludzi, indykow, kur, owiec i $win. Okazuje sig, ze wyizolowane komorki satelitarne
majg heterogenng nature. Ze wzgledu na ich funkcje wyrézniono wsérdd nich komarki
odpowiedzialne za wzrost i komorki odpowiedzialne za regeneracje miesni. Komorki
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satelitarne odpowiedzialne za wzrost migsni charakteryzuja sie wolniejszym tempem
podziatéw w hodowli in vitro [3]. Ponadto pewne roznice moga wynika¢ ze stanu
ich aktywnos$ci. Mozna zatem wyodrebni¢ nieaktywne mitotycznie, wiasciwe ko-
marki satelitarne (stem-cell-like) oraz aktywne mioblasty, ulegajgce réznicowaniu
we widkna miesniowe. Ponadto populacje komorek satelitarnych rdznia sie od-
miennym profilem ekspresji poszczegélnych izoform tancucha ciezkiego miozyny,
zaleznie od rodzaju widkna miesniowego, z ktdrym sg zwigzane [14, 26].

2. REGENERACJA MIESNI | PRZYROST ICH MASY

Zdolnos$¢é widkien miesniowych do wzrostu i regeneracji wynika z aktywnosci
komoérek satelitarnych. W normalnych warunkach fizjologicznych komorki te dzielg
sie stosunkowo wolno i ulegajg fuzjom z widéknami mieSniowymi, zapewniajac
ich przyrost na grubo$¢. Jednoczesnie cze$¢ puli nowo powstatych komdérek odtwarza
populacje wiasna. Natomiast mechaniczne uszkodzenia miesni, jak i chroniczne
degeneracje obserwowane w przypadku miopatii pobudzajg je do bardziej inten-
sywnych podziatow [13].

Regeneracja miesni szkieletowych

Proces regeneracji uszkodzonych miesni obejmuje aktywacje komérek sateli-
tarnych, ich podziaty, migracje do ogniska zapalnego, fuzje i réznicowanie. Badania
in vitro wykazaty, ze intensywno$¢ migracji komorek satelitarnych uzalezniona
jest od miesnia, z ktérego pochodza [4].

Wit6kna miesniowe zaczynaja ulegac¢ nekrozie 24 godziny po uszkodzeniu migs$nia
myszy [21]. Okolica zranienia penetrowana jest przez makrofagi, eozynofile i neu-
trofile, usuwajace resztki nekrotycznej tkanki, jednak komarki satelitarne i warstwa
btony podstawnej pozostajg nietkniete [19]. Nastepuje aktywacja komorek sate-
litarnych i ich podzialy, dzieki czemu powstajg nowe mioblasty. Cze$¢ z nich nie
podejmuje dalszych przemian powracajgc w stan spoczynku i odnawiajgc tym samym
pule komdrek satelitarnych. Reszta - aktywna populacja mioblastéw (mpc - muscle
progenitor cells) zasiedla miejsce obrazenia tkanki i po serii podziatdw mitoty-
cznych, osiggajacych u myszy swoje apogeum w 4 dniu po uszkodzeniu miesnia,
ulega fuzjom, dzieki czemu zostaje odtworzona jego struktura (rye. 1) [2, 21, 29].
W aspekcie biologicznym ibiochemicznym mpc réznig sie od nieaktywnych komorek
satelitarnych i wykazujg bardzo wysoki potencjat mitotyczny (kazda z tych komorek
prawdopodobnie zdolna jest do ponad 80 podziatow) [21, 28]. Mozliwosci samo-
odtwarzania populacji komérek satelitarnych moga jednakze ulec wyczerpaniu w
stanie chronicznej regeneracji. Jest to przyczyna, dla ktérej u pacjentow chorych
na dystrofie miesniowg Duchenne’a obserwuje sie stopniowe zanikanie tkanki migs-
niowej i zastepowanie jej tkanka tgczng [13].
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MYF3
< M:YF% MYF5
Miogenina
MRF4
MYF3 + >
MYF5
MYF3
Nieaktywne komérki Proliferacja Aktywna Fuzje z wioknami
satelitarne przylegajace do zaktywowanych populacja miesniowymi (przyrost
wtbkien miesniowych komoérek mioblastow hipertroficzny),
satelitarnych (mpc) odtworzenie wiékien
(mioblastow) miesniowych

(regeneracja)

RYCINA 1 Schemat regeneracji hipertroficznego wzrostu miesni szkieletowych oraz jego kontrola
genetyczna (wg [28])

Liczba komorek satelitarnych stale rezydujacych w danym obszarze miesnia
jest mniejsza niz liczba aktywnych mioblastbw w mies$niu wkrotce po jego usz-
kodzeniu. Jest to mozliwe dzieki zdolnosciom migracji komérek satelitarnych z
przylegtych widkien lub nawet z sgsiednich miesni. Przypuszcza sie ponadto, ze
pewna pula mioblastow powstaje wskutek pobudzenia miogenezy w niemiesniowych
komorkach rezydujacych w miesniu (np. fibroblastach). Takze w warunkach hodowli
in vitro komorki satelitarne wykazuja sktonnosci migracyjne. W takim przypadku
obserwuje sie ich gromadzenie w jednych miejscach, przy jednoczesnym spadku
zageszczenia w innych [4].

Proces regeneracji miesni szkieletowych moze by¢ ponadto wspomagany ze strony
komorek niemiogennych, ktére przywedrowaty wraz z krwiobiegiem z innych tkanek.
Ostatnie badania na myszach wykazaty, ze czes¢ takich komdrek pochodzi ze szpiku
kostnego (BM - bone marrow). Wydaje sie, ze jest to odrebna populacja komoérek
istniejacych obok komdrek macierzystych dla kosci i chrzastki. Moga one migrowaé
ze szpiku do degenerujacego miesnia, przeistacza¢ sie w komadrki miesniowe i
bra¢ czynny udziat w jego regeneracji. Przypuszczalnie te komorki sg rekrutowane
przez dtugotrwate sygnaty zwigzane ze stanami zapalnymi w uszkodzonym miesniu.
Kinetyka ré6znicowania miogennego komdérek pochodzacych z BM jest spowolniona
w stosunku do komérek satelitarnych miesnia. Pobudzone komaérki satelitarne potrafig
bowiem odtworzy¢ widokna miesniowe juz po 5 dniach, podczas gdy komérki BM
- nie wczesniej jak po 2 tygodniach od momentu uszkodzenia migsnia myszy.
Komoérki BM moga zatem wzbogaca¢ pule mioblastéw w warunkach rozlegtego
uszkodzenia migénia [13, 25].
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Postnatalny wzrost masy miesni

Dodawanie sarkomeréw na koncach przysSciegnowych mieéni, wydtuzanie sie
poszczegOlnych sarkomerow, podziat podtuzny miofibryli i wreszcie - fuzja mio-
blastow z juz istniejagcymi wioknami miesniowymi to procesy, ktére przyczyniaja
sie do przyzyciowego zwiekszenia masy miesni [14]. Gtéwna przyczyng przyrostu
masy miesni jest powiekszanie sie $rednicy poszczeg6lnych wiokien. Zjawisko to,
zwane hipertrofig, wynika z fuzji mioblastéw z wtéknami mie$niowymi i przebiega
najintensywniej w pierwszych tygodniach zycia osobnika [6]. U mysich noworodkéw
okoto 30% jader komorkowych w okolicy witokna miesniowego nalezy do komoérek
satelitarnych, u 2-miesiecznych osobnikow ich populacja, wskutek postepujacych
fuzji spada ponizej 5% [29]. Przyjmuje sie, ze 95% jader komd6rkowych w dojrzatym
mies$niu pochodzi z komorek satelitarnych, ktore ulegty fuzjom [3]. Udziat liczby
jader komérkowych do objetosci cytoplazmy widkna miesniowego pozostaje jed-
nakze wielkos$cig statg, a czynniki go kontrolujgce nie zostaly jeszcze doktadnie
poznane. Z pewnoscig zaleza one od typu widkna miesniowego, gdyz objetos¢
cytoplazmy przypadajacej na jedno jadro komédrkowe jest wieksza we wibknach
typu szybko- niz wolnokurczliwego [17].

3. KONTROLA GENETYCZNA ROZWOJU
| REGENERACJI MIESNI

Komorki satelitarne stanowig o mozliwosci hipertroficznego wzrostu miesni, totez
poznanie czynnikéw regulujacych procesy ich pobudzenia miogennego, podziatow
miototycznych, réznicowania i fuzji moze mieé niebagatelne znaczenie w hodowli
zwierzat rzeznych [14].

Rozwadj, dojrzewanie i funkcjonowanie tkanki miesniowej znajduje sie pod kon-
trolg czterech genéw, zaliczanych do tzw. rodziny MyoD: MYF3, MYF5, miogeniny
i MRF4. W nieaktywnych komorkach satelitarnych nie wykrywa sie ekspresji tych
gendéw. Zapoczatkowanie ekspresji MYF3 i MYF5 aktywuje komorki satelitarne
[32]. Kolejnos¢ pojawiania sie transkryptéw tych dwdéch gendw jest niezalezna
od rodzaju widkna miesniowego, z ktérym zwigzane sg komdérki satelitarne. Na
etapie wzmozonej aktywnos$ci mitotycznej mioblastéw, gen MYF3 aktywny jest
juz we wszystkich komorkach, zastepujac MYF5. Pézniejsze etapy wymagajg udziatu
MRF4 i miogeniny, ktérych ekspresja przypada na moment fuzji i ré6znicowania
nowych komorek miesniowych [7, 8,21]. Schemat aktywacji poszczegélnych genow
MyoD w trakcie regeneracji tkanki miesniowej przedstawiono na zatgczonym sche-
macie.
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Aktywacja komorek satelitarnych

wysoki poziom ekspresji MYF3
podziaty komérek satelitarnych

odtwarzanie puli komérek
satelitarnych

spadek ekspresji MYF3
wzrost poziomu ekspresji MYF5 i MRF4
fuzje komérek mpc

wzrost pozionfu ekspresji miogeniny
fuzje i r6znicowanie, dojrzewanie widkien miesniowych

W nowo powstatych widoknach migsniowych wykrywane sg pewne ilosci biatka
MYF3, a w niektérych takze MYF5 [7, 21]. W procesie regeneracji/wzrostu miesni
decydujaca role odgrywa gen MYF3. Zaobserwowano mato efektywng regeneracje
mie$ni myszy z inaktywowanym MYF3. Ich komérki satelitarne podejmowaty in-
tensywne podzialty mitotyczne, jednakze nie ulegaty réznicowaniu. Wynika stad,
ze gen MYF3 decyduje o mozliwos$ci podziatdw i fuzji mioblastdw, nie jest natomiast
niezbedny dla proceséw odtwarzania puli komdrek satelitarnych. Ten ostatni proces
z kolei zalezny jest od aktywnos$ci genu MYF5 [7, 28].

Wieksza masa miesni samcOw niz samic u wiekszosci ssakow wynika z wiekszej
Srednicy widkien migsniowych utych pierwszych. Poniewaz poziom ekspresji genow
MYF3, MYF5 i miogeniny ma zwigzek z aktywnoscig komérek satelitarnych zdawac
by sie mogto, ze bedzie on wyzszy u samcOw. Badania na szczurach zaprzeczaja
jednak takiej hipotezie, co wskazuje, ze przyrosty hipertroficzne migs$ni pozostaja
takze pod kontrolg hormonéw piciowych [32]. Podobnie u kastrowanych swin stwier-
dza sie obnizenie zawartosci DNA w migs$niach szkieletowych, wynikajagce z ob-
nizenia aktywnosci mitotycznej komorek satelitarnych. Masa miesni wieprzy jest
0 8-15% mniejsza niz knurow [30]. Badania potwierdzity istotnos¢ wptywu hor-
mondéw piciowych (androgendw) na procesy regulacji aktywnosci komorek sate-
litarnych [23]. Aktywacja komorek satelitarnych i wzrost miesnia regulowane sa
ponadto przez poziom czynnikow wzrostowych, takich jak: FGF (Fibroblast Growth
Factor - czynnik wzrostu fibroblastow), IGF (Insulin-like Growth Factor - insu-
linopodobny czynnik wzrostu) stymulacja wzrostu) oraz TGF-(3 (Transforming
Growth Factor 3 - transformujgcy czynnik wzrostowy typu (3 [17].
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4. KOMORKI SATELITARNE JAKO NARZEDZIE
WYKORZYSTYWANE W TRANSGENEZIE

Genetycznej modyfikacji organizmu dokonuje sie drogg transferu odpowiednich
konstruktow genowych za posrednictwem wektoréw retrowirusowych, jak i bez-
wektorowo wykorzystujac nosniki DNA, takie jak: liposomy, precypitacja DNA
w fosforanie wapnia i elektroporacja [34]. Ta ostatnia metoda wywotluje jednak
stosunkowo najwiecej uszkodzeh komorek (okoto 50%) [1], natomiast najbardziej
wydajna jest metoda transdukcji retrowirusowej, aczkolwiek bardziej pracochtonna
i wywoluje wiecej reakcji typu immunologicznego [14]. Efektywnos$¢ transdukcji
wirusowej jest jednak do$¢ wysoka, gdyz juz po 48-godzinnej inkubacji z wektorem
retrowirusowym ponad 80% komérek jest zainfekowanych [1]. W przypadku ge-
netycznych modyfikacji tkanki miesniowej, komorki satelitarne wydajga sie byé od-
powiednimi kandydatami umozliwiajacymi przenoszenie konstruktéw genowych do
wiékien miesniowych.

Strategie modyfikacji rozwoju miesni

Tkanka miesniowa jest kompleksem réznych typéw komorek, z ktérych naj-
wiekszy udziat przypada na widkna miesniowe. Te ostatnie stanowig niejednorodng
grupe i roznig sie wielkoscia, kurczliwoscig, wiasciwosciami metabolicznymi oraz
zawartoscig biatek. Udziat kazdego typu wiokien w miesniu decyduje o ilosci i
jakosci uzyskanego miesa. W zwigzku z tym opracowuje sie strategie, pozwalajace
naregulacje proceséw rozwoju i wzrostu miesni. Naleza do nich odpowiednia selekcja
i Zywienie zwierzat oraz transgeneza.

Préby genetycznych modyfikacji miesni zwierzat przeprowadzane sg trzema pod-
stawowymi metodami:

1. Mikroiniekcja konstruktow genowych do zaptodnionych komérek jajowych (me-
toda droga, o malej efektywnosci i nie zawsze przewidywalnych skutkach);

2. Transfer bezposredni in vivo (iniekcja zmodyfikowanego fragmentu DNA bezpo-
$rednio do tkanki docelowej). Dzieki takim zabiegom uzyskano wzrost poziomu
hormonu wzrostu (GH - growth hormone) w krwiobiegu i w efekcie zwiekszenie
przyrostow masy miesni myszy po iniekcji konstruktu genu GHRH (Growth-hor-
mone Releasing Hormone - czynnik uwalniajgcy hormon wzrostu). Ponadto uzy-
skano lokalng ekspresje genéw kodujacych biatka, takie jak: dystrofina i IGF1
(Insulin-like Growth Factor /- insulinopodobny czynnik wzrostu I). Wydajnos¢
omawianej metody jest jednak niezadowalajgca [14]. Na przykfad po iniekcji
zmodyfikowanych genetycznie konstruktéw DNA do migénia czworogtowego uda
myszy obserwowano ich ekspresje jedynie w 1,5% witokien tego miesnia, przy
czym 10-30% z nich zlokalizowanych byto w bezposrednim sasiedztwie miejsca
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Iniekcji. Poziom ekspresji konstruktu jest ponadto zalezny od wielkos$ci jego dawki

[34].

3. Transfer posredni komorek ex vivo (iniekcja zmodyfikowanego fragmentu DNA
do uprzednio izolowanych i hodowanych in vitro komorek, a nastepnie przeszcze-
pianie ich z powrotem do tkanki docelowej). W przypadku tkanki mie$niowej
no$nikami konstruktow genowych sg mioblasty. Metoda transferu posredniego
wykorzystuje ich naturalne zdolnosci do fuzji z wtdknami miesniowymi, dzieki
czemu mioblasty moga ,,przekazywac” wioknom miesniowym niesiony przez
siebie, zrekombinowany gen [14]. Wykorzystanie mioblastéw do transferu gene-
tycznego sprawiajednak wiele problemow. Podstawowe z nich to:

a) brak odpowiedniej metody pozwalajacej na wyizolowanie czystej populacji
mioblastow; aby ten cel osiggnaé¢, podejmuje sie proby fluorescencyjnej
izolacji komdrek satelitarnych; metoda ta polega na stosowaniu specyficz-
nych miesniowo przeciwciat, znakujacych komarki satelitarne, dzieki tym
zabiegom mozna uzyskac kolonie ztozone w 90% z tych komérek [14];

b) stosunkowo mata liczba komérek ulega transformacji genetycznej;

c) koniecznos$¢ przeprowadzenia analizy klonalnej komérek po transfekcji, a
nastepnie hodowla in vitro w celu namnozenia populacji mioblastéw trans-
fekowanych ostabia ich zdolno$¢ proliferacji i zywotnos¢;

d) mioblasty zmodyfikowane genetycznie i przeszczepione do miesni ulegaja
fuzjom z widknami miesniowymi jedynie w poblizu miejsca implantacji,
ponadto ich przezywalno$¢ jest bardzo niska (1-3%) [1, 14].

Populacje komorek satelitarnych r6znig sie co do kodowanych przez nie izoform
faricucha ciezkiego miozyny, przez co prawdopodobnie majg one znaczny wplyw
na charakter wtékna miesniowego, z ktérym 43acza sie w okresie postnatalnym [3].
Z drugiej strony jednak istniejg przestanki pozwalajgce stwierdzi¢, ze tak w rozwoju
ptodowym, jak i postnatalnym, fuzje komdrek satelitarnych nastepujg niezaleznie
od tego, czy widkna miesniowe sg szybko- czy wolnokurczliwe [12]. Byé moze
w przysztosci uda sie wyodrebni¢ populacje komorek satelitarnych zdolnych po-
wodowa¢ zmiane typu wiokien miesniowych, do ktérych zostaty implantowane
[14].

Aplikacje genetycznie modyfikowanych mioblastow w terapii genowej
dystrofii miesniowych

Dystrofia miesniowa Duchenne’a (DMD) wywotana jest mutacjg w genie dys-
trofiny. DMD dziedziczy sie jako cecha recesywna, a poniewaz gen dystrofiny
zlokalizowany jest w chromosomie X, choroba dotyczy tylko chtopcéw [16]. Dys-
trofia mieSniowa objawia sie postepujacym zanikiem mies$ni przy réwnoczesnym
przeroscie tkanki tacznej i thuszczowej [22]. Obserwuje sie co prawda takze liczne
witdékna regenerujace, ktére jednak nie sg w stanie zrownowazy¢ degeneracji [19].
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Badania przeprowadzone in vitro potwierdzity, ze zanik masy miesniowej u chorych

na DMD wynika z ograniczenia zdolnosci proliferacyjnych komoérek satelitarnych

[22]. Poznanie udziatu komérek satelitarnych w procesach regeneracji migsniowej

stworzyto perspektywy dla leczenia tej choroby drogg inzynierii genetycznej. Jednak

juz nasamym poczatku badan wytania sie pierwsza przeszkoda- brak odpowiedniego
modelu zwierzecego. Jak sie okazato, miesnie dystroficznych myszy (mdx), najtatwiej
dostepnego modelu zwierzecego tej choroby, w odrdznieniu od cztowieka wykazuja
tylko tagodng patologie, a to ze wzgledu na wysoki potencjat mitotyczny mysich
komérek satelitarnych [8, 15, 21, 27]. Degeneracja miesni myszy mdx staje sie
zauwazalna dopiero po ok. 30 dniach zycia. Wéwczas notuje sie pierwsze ogniska
degeneracji i nekrozy miesni oraz poczatek regeneracji. Procesy te nie sg jednak
zbyt intensywne i przebiegajg podobnie w przeponie, jak i konczynach. W
pbézniejszym okresie regeneracja miesni w koAczynach przebiega w miare szybko,
dzieki czemu struktura miesni zostaje utrzymana. Jedynie mig$nie przepony ulegaja
stopniowej degeneracji. U 16-miesiecznych myszy mdx sg one juz w znacznym
stopniu zdegenerowane i zastgpione tkankg taczng [31]. Pozostate miesnie poza
przepong nie wykazujg degeneracji, a liczba widkien miesniowych wrecz zaczyna
przewyzszaé nawet o 25% stan normalny. Ostatecznie u myszy mdx notuje sie
1,7-krotne zwigkszenie masy miesniowej. Brak biatka dystrofmy u ludzi, w prze-
ciwienstwie do myszy, prowadzi do silnej redukcji populacji komoérek satelitarnych
i obnizenia potencjatu mitotycznego mpc we wszystkich miesniach. Dopiero po
inaktywacji u myszy mdx genu MYF3, koniecznego dla prawidtowego przebiegu
podziatdw i fuzji mioblastow, obserwuje sie podobne jak u ludzi objawy dystrofii
miesniowej. Komorki satelitarne bez funkcjonalnego genu MYF3 wykazujg nie-
normalng morfologie, a ekspresja pozostatych gendw z rodziny MyoD jest w nich
zaktécona (m.in. obnizony jest poziom ekspresji MRF4 oraz miogeniny) [8]. Nie-
mniej, pomimo wyraznie obnizonego potencjatu mitotycznego komorek satelitarnych

u omawianych myszy, nadal nastepuje regeneracja miesni [21]. Mimo tych trudnosci

myszy mdx sg wykorzystywane jako model zwierzecy ludzkiej dystrofii miesniowej

Duchenne’ai Beckera i stuzg za podstawe w opracowywaniu metod terapii. Strategie

terapii dystrofii miesniowych polegaja na:

1) podniesieniu w mig$niach poziomu biatka urotropiny, ktéra zastepuje dystrofine -
wigze sie to z koniecznosciag poszukiwania wektoréw zapewniajacych dobrg wy-
dajnos¢ transdukcji, a mieszczgcych geny tak duze, jak urotropina czy tez dystro-
fina.

2) transplantacji mioblastéw - metodzie majgcej juz swojg dziesiecioletnig historie -
stosowane sg tu dwie strategie, oparte na wykorzystaniu mioblastéw heterologi-
cznych iautologicznych:

a) wykorzystanie mioblastéw heterologicznych (pochodzacych od obcego

dawcy): W 1989 roku do miesni dystroficznych myszy wprowadzono
komorki C2C 12, bedace linig komérek miogennych o zdolnosci do nieogra-



538 D. CIESLAK

niczonej liczby podziatéw. Zaobserwowano poprawe regeneracji dystrofi-
cznych mieéni. Niestety, podobne préby przeprowadzone na ludziach cier-
pigcych na dystrofie miesniowa nie powiodty sie. Przyczyng niepowodzen
byto zjawisko odpowiedzi immunologicznej organizmu biorcy, skierowa-
nej przeciw zaréwno obcym mioblastom, jak i hybrydowym widknom
miesniowym, powstatym wskutek fuzji z heterologicznymi mioblastami
[16]. W skutek odpowiedzi immunologicznej 99% przeszczepionych mio-
blastow ulegato niemal natychmiastowej eliminacji. Komorki, ktére unik-
nety kontaktu z przeciwciatami, pozostawaty w poblizu miejsca iniekcji,
nie wykazujac potencjatu migracyjnego i nie zasiedlajac innych obszaréw
dystroficznego miesnia [9].

b) wykorzystanie mioblastow autologicznych (pochodzacych od pacjenta): W
celu przezwyciezenia trudnosci zwigzanych z przeszczepami heterologicz-
nymi zaczeto opracowywac inne strategie. Jedna z nich polegata na izolacji
mioblastéw z biopsji miesni pacjenta chorego na dystrofie. Mioblasty
hodowano in vitro, poddawano transformacji genetycznej konstruktem
zawierajagcym gen terapeutyczny (dystrofine) i reimplantowano do mieéni
tego samego pacjenta. Problem, jaki powstat przy tej okazji, dotyczyt
konstrukcji wektora zdolnego pomiesci¢ tak duzy gen jak dystrofina (dtu-
gos¢ mRNA dystrofiny obejmuje 2 800000 par zasad [11]). Transplantacja
autologiczna limitowana jest dodatkowo faktem, ze mioblasty chtopcéw
powyzej 4 roku zycia wykazujg juz stabg zdolnos¢ do podziatéw [16].
Wynika to stad, ze zakonczenia telomerowe chromosomow tych komorek
ulegaja silnemu skréceniu juz podczas pierwszych 20 dni zycia chorego
[9]. Najnowsze badania wykazaty ponadto obecno$¢ w mioblastach DMD
czynnikéw hamujgcych ich podziaty, takich jak: TGF-(3 [22]. Czynnik
nalezacy do rodziny TGF-(3- miostatyna- ulega ekspresji w nieaktywnych
komorkach satelitarnych zdrowych osobnikéw ograniczajac tym samym
nadmierny wzrost ich miesni. Wykazano, ze ekspresja miostatyny jest
wiasciwa takze aktywowanym komaérkom satelitarnym dystroficznych my-
szy (z inaktywowanym genem myf3), co tlumaczy ich staby potencjat
regeneracyjny [8].

Niepowodzenie takich préb znajduje swoje potwierdzenie w doswiadczeniach
przeprowadzonych na dystroficznych myszach. Wykryto u nich rézne populacje
komorek satelitarnych. Jedna z nich stanowita fatwo dostepng pule komdrek mio-
gennych, wykorzystywang na potrzeby szybkiej regeneracji uszkodzonego miesnia.
Druga grupa to bardziej pierwotne komérki rezerwowe. Pozostajg one w fazie
GOw czasie wzrostu osobnika i aktywowane sa dopiero w warunkach ekstremalnych
(np. nekroza miesnia, chroniczna regeneracja miesni dystroficznych), aby wspoméc
pierwszg populacje komérek. Tej wtasnie grupy komarek nie znajduje sie w migsniach
myszy mdx. Potencjat mitotyczny komdérek satelitarnych myszy jest jednak sam
w sobie na tyle duzy, ze dodatkowe wsparcie ze strony tej rezerwy nie jest konieczne.
Jesli jednak u ludzi populacje komorek satelitarnych zachowujg sie podobnie, moze
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mie¢ to powazne implikacje w opracowywaniu metod leczenia dystrofii w drodze
rekombinacji autologicznych komdrek miogennych. Niedob6r zdolnych do podzia-
tow mioblastow stwarza bowiem konieczno$¢ poszukiwania komdrek pnia w innych
tkankach, np. w szpiku kostnym czy skorze [15].

3) wykorzystanie komérek niemiesniowych: Poniewaz hodowla mioblastow

nadal jest bardzo ktopotliwa, pewne nadzieje wigze sie z wykorzystaniem
odpowiednio zmodyfikowanych komoérek niemig$niowych jako nosnikow
zrekombinowanego DNA do tkanki miesniowej. Fibroblasty i komorki
szpiku kostnego, jako fatwiejsze do utrzymania w hodowli in vitro, sg
dobrymi kandydatami w tego typu eksperymentach. Transformacji miogen-
nej komorek niemiesniowych dokonuje sie w drodze transformacji genety-
cznej odpowiednio zmodyfikowanym konstruktem genu MYF3 [16].
Wazne jest, aby komérki przeznaczone do tego typu eksperymentéw byty
pluripotentne, tj. posiadaty duze mozliwosci proliferacyjne i mogly dac¢
poczatek ré6znym tkankom, zaleznie od potrzeb dyktowanych przez czyn-
niki Srodowiska. Istniejg przestanki $wiadczace, iz takie komorki zlokali-
zowane sg w Scianach naczyn krwionosnych. Trudno je jednak
zidentyfikowaé, gdyz jak dotad nie wykryto dla nich specyficznych mar-
kerow fenotypowych. Poza tym nie wiadomo, czy majg one swoje odpo-
wiedniki u ludzi [9].
Stosunkowo najmniej probleméw stwarza hodowla fibroblastéw, pierwot-
nych komdérek izolowanych ze skéry. Wysoki potencjat mitotyczny fibro-
blastéw, takze u chorych na DMD, stwarza nadzieje na ich wykorzystanie
zamiast komarek satelitarnych w leczeniu dystrofii. Genetycznie modyfi-
kowane fibroblasty po infekcji retrowirusem zawierajgcym genetycznie
zmodyfikowany gen MYF3 ulegajg konwersji w mioblasty i nastepnie moga
by¢ przeszczepione do mieéni, odnawiajgc pule komdérek miesniowych.
Pierwsze badania na myszach nie przyniosty jednak pozadanych rezulta-
téw. Tylko niewiele widkien miesniowych ulegto odtworzeniu, a przyczy-
ny tego sg roznorodne. Po pierwsze, wskutek infekcji retrowirusem
niosacym aktywny gen MYF3, tylko ok. 30% fibroblastow ulega przepro-
gramowaniu w kierunku miogenezy. Cze$¢ fibroblastow jeszcze przed
infekcjg jest na tyle zr6znicowana, ze mimo ekspresji MYF3 nie ulega
przeprogramowaniu. Poza tym takie komarki stosunkowo szybko koricza
podziaty mitotyczne, co dodatkowo ogranicza liczbe uzyskanych z nich
mioblastéw. Ponadto w puli komérek zmodyfikowanych genetycznie po-
ziom ekspresji genu dystrofiny jest zbyt niski. Iniekcja domie$niowa re-
kombinowanych fibroblastow, z ktérych tylko cze$¢ podejmuje procesy
miogenne, sprawia, ze poza nielicznymi wiéknami mie$niowymi rozrasta
sie tkanka tgczna (nietransformowane fibroblasty majg lepszy potencjat
rozwojowy). Opisywana metoda wymaga wiec dalszych udoskonalen i
wykorzystanie do transfekcji pozostatych genéw z rodziny MyoD moze
okazac sie konieczne [16].
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Sporo nadziei budza pewne wiasciwosci komdrek stromy szpiku kostnego,
ktére w naturze biorg udziat w regeneracji miesni. Réwniez w pewnych
warunkach in vitro moga réznicowac sie w kurczliwe widkna miesniowe.
Trudno$ci, w odréznieniu od pozostatych komorek szpiku, ograniczajg
wykorzystanie komérek stromy. Badania przeprowadzone na myszach
dowiodty, ze komdrki te mialy swoj udziat w regeneracji nie wiecej jak
0,5% wiokien miesniowych. W przypadku ludzi chorych na DMD, u
ktérych zdolnosci regeneracyjne komorek satelitarnych sa wyczerpane juz
w pierwszych latach zycia, komorki stromy moga sie okazaé duzo bardziej
przydatne [9].

Mata populacja komdrek satelitarnych w miesniach szkieletowych budzi coraz
wieksze zainteresowanie. To wiasnie w tych komorkach drzemie potencjat roz-
wojowy mieéni i to one stanowia ratunek podczas uszkodzenia tkanki miesniowej.
Komérki satelitarne izolowane z miesni dorostych osobnikéw wykazujg pewien
stopien plastycznosci, pozwalajacy im braé udzial w regeneracji nie tylko miesni,
ale i catego systemu hematopoetycznego. Mogg sie zatem okaza¢ przydatne w
przeszczepach autologicznych szpiku kostnego. Mozliwe zatem, ze przyszto$é ko-
mérek satelitarnych w organizmie zalezy bardziej od sygnatéw Srodowiskowych
niz tkanki, z ktorej pochodzg [18]. Jednak na wzor kazdej komorki zywego organizmu,
ich zdolno$¢ do samoodnawiania maleje wraz z wiekiem. W miare starzenia si¢
organizmu obserwuje sie proces odwrotny - redukcje masy miesniowej (sarkopenia).
Sarkopenia zwigzana jest ze zmianami unerwienia miesnia i profilu hormonalnego,
co w konsekwencji prowadzi do obnizenia liczby jader komorkowych w poszcze-
gbélnych widknach mie$niowych. Przypuszcza sie ponadto, ze wskutek starzenia
organizmu nastepuje ostabienie regeneracyjnych funkcji komérek satelitarnych, co
ostatecznie przyczynia sie do stopniowego zanikania miesni [8, 15].
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ETANOL | ALDEHYD OCTOWY:
UDZIAL W PROCESACH MUTAGENEZY
I KARCYNOGENEZY

ETHANOL AND ACETALDEHYDE:
PARTICIPATION IN MUTAGENESIS AND CARCINOGENESIS
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Streszczenie: Przewlekte, nadmierne spozycie alkoholu niesie za sobg zmiany strukturalne watroby,
mdzgu i innych narzadéw oraz jest zwigzane ze zwigkszonym ryzykiem zachorowania na pewne rodzaje
nowotworéw. Metabolizm etanolu prowadzi do powstania aldehydu octowego i kwasu octowego.
Aldehyd octowy tworzy addukty z DNA i biatkami, zmniejsza wydajno$¢ systeméw naprawy DNA, a
takze zmniejsza poziom glutationu, peptydu biorgcego udziat w detoksyfikacji. Podczas metabolizmu
etanolu przez cytochromy oraz przez dehydrogenaze alkoholows i oksydaze ksantynowg powstajg takze
wolne rodniki. Wiasciwosci kokarcynogenne etanolu zwigzane sg réwniez z niedoborami witamin i
mikroelementdw, takich jak: witamina A, folian, cynk, selen oraz z mozliwoscig indukcji cytochromu
P-4502E1, zwigzanej z szybszg aktywacja roznych prokarcynogendw. Powstawanie nowotworéw moze
réwniez zaleze¢ od swoistych mechanizméw, jakimi sig charakteryzuja rézne narzady uktadu pokarmo-
wego. W przypadku watroby mechanizmy te moga prowadzi¢ do przewlektego zapalenia oraz marskosci,
na podtozu ktorej czesto dochodzi do raka watrobowo-komérkowego.

{Postepy Biologii Komorki 2001; 28: 543-559)

Stowa kluczowe: etanol, aldehyd octowy, komutageny, cytochromy, ksenobiotyki, dehydrogenaza alko-
holowa, oksydaza ksantynowa, wolne rodniki, addukty, naprawa DNA

Summary: Chronic alcohol abuse results in a variety of pathological effects, including damage to the liver
and brain, as well as other organs, and is associated with an increased risk of certain types of cancers.
The metabolism of ethanol leads to the generation of acetaldehyde and acetic acid. Acetaldehyde causes
DNA and protein adducts and decreases DNA repair mechanisms, and traps glutathione, an important
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peptide in detoxification. During metabolism of ethanol by cytochromes, and alcohol dehydrogenase and
xanthine oxidase free radicals can be also generated. Other mechanisms by which alcohol stimulates
carcinogenesis include the induction of cytochrome P-450 2E1, associated with an enhanced activation
of various procarcinogens, and nutritional deficiencies such as vitamin A, folate, zinc and selenium
deficiency. In addition, local mechanisms in the upper gastrointestinal tract and in the rectum may be of
particular importance. Such mechanisms lead to tissue injury such as cirrhosis of the liver, a major
prerequisite for hepatocellular carcinoma.

{Advances in Cell Biology 2001; 28: 543-559)

Key words', ethanol, acetaldehyde, comutagens, cytochromes, xenobiotics, alcohol dehydrogenase,
xanthine oxidase, free radicals, adducts, DNA repair

Wykaz stosowanych skrotéw: ADH - dehydrogenaza alkoholowa; ALDH - dehydrogenaza aldehydowa;
AOX - oksydaza aldehydowa; CYP 2E1 - cytochrom P-450 2E1; HBV - wirus zapalenia watroby typu

B; MGMT - metylotransferaza 0 6-metyloguanina-DNA; OI' - anionorodnik ponadtlenkowy; XOR -
oksydaza ksantynowa

Przewlekte spozywanie alkoholu w duzych ilosciach pocigga za sobg szereg
nastepstw, ktérych wyktadnikami sg zmiany strukturalne. U oséb naduzywajacych
alkohol stwierdza sie je zwiaszcza w watrobie, sercu, mozgu oraz innych narzadach.
Wazne miejsce stanowi podwyzszona o okoto 1,5 raza zapadalno$¢ na nowotwory.
Najwieksze wzgledne ryzyko zachorowania na nowotwor odnotowano w btonie
$luzowej jamy ustnej, gardta, przetyku i krtani (wieksze 4-12 razy). Jest ono nieco
nizsze w odniesieniu do watroby, ptuc, zenskich narzaddéw rozrodczych, a takze
dla gruczotu piersiowego, prostaty, trzustki, zotadka i jelita grubego [18, 43, 44].
Szczegblnie wysokie ryzyko wystgpienia nowotwordéw jamy ustnej, gardta, przetyku
i krtani moze by¢ zwigzane z obecnoscig na ich btonie Sluzowej flory bakteryjnej
metabolizujacej alkohol etylowy do aldehydu octowego oraz ze stymulacjg pro-
liferacji nabtonka przez alkohol w warunkach niedostatecznego zaopatrzenia w tlen
w nastepstwie skurczu naczyn krwionosnych [20].

Dane doswiadczalne uzyskane w badaniach przeprowadzonych na zwierzetach
wskazujg na to, ze etanol nie jest mutagenem i karcynogenem, ale w pewnych
warunkach moze wykazywac dziatanie komutagenne i kokarcynogenne oraz moze
by¢ promotorem nowotworzenia [37, 40]. Etanol jest zatem czynnikiem zwieksza-
jacym ryzyko wystgpienia nowotworow indukowanych przez czynniki karcynogenne.
Na przyktad, alkohol spozywany w ilosciach wiekszych niz 80 g dziennie zwieksza
ryzyko zachorowania na raka przetyku 18-krotnie, palenie papierosow 5-krotnie,
podczas gdy obydwa czynniki tgcznie zwiekszajg ryzyko 44-krotnie [40]. Wzrost
ryzyka zachorowania na raka przetyku i inne rodzaje nowotworéw u 0s6b niepalgcych
jest spowodowany obecnos$cig w diecie zwigzkéw o dziataniu karcynogennym. ROw-
niez napoje alkoholowe, takie jak: whisky, wermut, sherry, piwo i wino, moga
zawiera¢ karcynogeny: weglowodory policykliczne, nitrozoaminy, wtokna azbestu
[417; w sk¥ad niektérych napojow (whisky) moga wchodzi¢ takze fuzle podestylacyjne
zawierajace ketony, estry, aldehydy, etery itp.
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Toksyczne oddziatywanie etanolu jest spowodowane aktywnoscia produktéw po-
wstajgcych podczas jego przemian w organizmie cztowieka oraz jego wplywem
na szybkos¢ metabolizmu ksenobiotykéw (ryc. 1i2). Nadmierne spozycie alkoholu
jest takze zwigzane z mechanizmami obejmujacymi uszkodzenie i regeneracje tkanek
po ich ekspozycji na etanol o duzych stezeniach, zmianami w odpowiedzi immu-
nologicznej, wiekszg liczbg zakazen wirusem HBV, kolejnymi czynnikami wpty-
wajacymi na powstawanie i wzrost nowotworéw. Ponadto etanol jest
rozpuszczalnikiem dla karcynogendw ijest odpowiedzialny za niedobory niektérych
sktadnikéw pokarmowych.

1. METABOLIZM ETANOLU | ALDEHYDU OCTOWEGO

Etanol jest metabolizowany do aldehydu octowego, ktéry nastepnie ulega prze-
ksztatceniu do kwasu octowego (ryc. 1). Etanol jest przeksztatcany do aldehydu
octowego przez 3 rozne systemy enzymatyczne (tab. 1). G¥dwnym szlakiem me-
tabolizmu etanolu jest reakcja przeprowadzana przez dehydrogenaze alkoholowg
(ADH). Najwiekszg aktywno$¢ ADH stwierdza sie w watrobie i zotgdku. Na aktyw-
no$¢ dehydrogenazy alkoholowej sktada sie 5 r6znych klas dehydrogenaz, chara-
kteryzujgcych sie odmienng swoistoscig tkankowa. Wykazano, ze klasa | genow
ADH (ADH1,ADH2, ADH3) jest indukowana na poziomie transkrypcji w nastepstwie
przewlekiego spozywania etanolu [45]. W wyniku reakcji przeprowadzanej przez
ten enzym powstajg znaczace ilosci NADH, szczeg6lnie w watrobie, co w kon-
sekwencji prowadzi do zwigkszonej produkcji ttuszczéw, zahamowania cyklu Krebsa
i glukoneogenezy oraz hipoglikemii. W przypadku alkoholikéw etanol pokrywa
przecietnie potowe zapotrzebowania energetycznego organizmu. Zmniejszone spo-
zycie pokarmu petnowartosciowego pod wzgledem odzywczym, powoduje niewy-
starczajgce pokrycie na niektére skladniki pokarmowe, takie jak: folian, tiamine
i inne witaminy.

Za metabolizm etanolu, poza dehydrogenazg alkoholowg, odpowiedzialne sg row-
niez cytochromy i katalaza. Cytochromem, ktory przeksztatca najwiecej etanolu,
jest cytochrom P-450 2E1 (CYP 2E1), chociaz w metabolizm etanolu zaangazowane
sg takze CYP 2A6, CYP 3A4 i CYP 3A5 [35]. Najwiekszg aktywnos¢ CYP 2E1
stwierdzono w watrobie. Poza cytochromem, w skiad systemu utleniajagcego etanol
wchodzi réwniez reduktaza cytochromu P-450. Przewlekte narazenie organizmu
na etanol powoduje zwiekszenie aktywnosci CYP 2E1 w watrobie nawet o 4-10
razy [51]. Konsekwencjg indukcji tego cytochromu jest tworzenie wolnych rodnikéw
poprzez jednoelektronowaq redukcje 0-, oraz przyspieszona aktywacja szeregu kse-
nobiotykéw. Do zwigzkow metabolizowanych przez CYP 2E1 nalezg nitrozoaminy,
1-butanol, 1-pentanol, anilina [32]. Katalaza in vitro przeprowadza utlenianie etanolu
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RYCINA 1 Metabolizm etanolu i aldehydu octowego w komérkach cztowieka. Reakcje przeprowadzane
przez dehydrogenaze alkoholowg (1), katalaze (2), ukfad ztozony z cytochromu P-450 2E1 i reduktazy
cytochromu P-450 (3), dehydrogenaze aldehydowg (4) i oksydazy ksantynowa lub aldehydowsg (5). W
przypadku reakcji przeprowadzanych przez oksydazy substratami pojedynczej reakcji sg tlen i aldehyd
octowy lub tlen i NADH. Aldehyd octowy moze by¢ réwniez sprzegany z GSH.

w obecnosci systemu tworzgcego HOO2 [7]. In vivo utlenianie etanolu przez katalaze
zachodzi w peroksysomach; Zrédtem H20 9jest (3-oksydacja kwaséw ttuszczowych
przebiegajgca w tych organellach komadrkowych. Znaczenie katalazy w katabolizmie
etanolu jest niewielkie.

Aldehyd octowy przeksztatcany jest do kwasu octowego podczas reakcji kata-
lizowanych przez dehydrogenaze aldehydowg oraz oksydazy: ksantynowg i alde-
hydowa; moze on réwniez byé sprzegany z GSH. Dehydrogenaza aldehydowa
(ALDH) jest enzymem mitochondrialnym charakteryzujgcym sie matg wartoscig
statej Michaelisa Km. Aktywnos$¢ tego enzymu ulega zmniejszeniu pod wptywem
przewlektego spozycia etanolu [17]. Aldehyd octowy moze by¢ takze metabo-
lizowany przez oksydazy ksantynowg (XOR) i aldehydowg (AOX) (tab. 1) - enzymy,
ktorych najwiekszg aktywno$¢ stwierdza sie w gruczole piersiowym, watrobie i
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TABELA 1 Enzymy uczestniczagce w metabolizmie etanolu i aldehydu octowego

Enzym

Dehydrogenaza
alkoholowa (ADH)

Cytochrom P-450
2E1 (CYP 2E1)

i reduktaza
cytochromu P-450

Katalaza

Dehydrogenaza
aldehydowa

Oksydaza ksanty-
nowa (XOR), oksy-
daza aldehydowa
(AOX)

Przeprowa-
dzana
reakcja

utlenianie
etanolu

w obecnosci
NAD+

utlenianie
etanolu

w obecnosci
NADPH i 0,

utlenianie
etanolu

w obecnosci
h202

utlenianie
aldehydu oc-
towego

w obecnosci
NAD+

redukcja 0-,
w obecnosci
aldehydu
octowego
lub nadmiaru
NADH

Wystepowanie/
znaczenie

cytoplazma;
najwiekszg aktyw-
no$¢ stwierdza sie
w watrobie i zotad-
ku

retikulum endopla-
zmatyczne; najwie-
kszg aktywnos¢
stwierdza sie w wa-
trobie

peroksysomy;
odgrywa stosunko-
wo niewielkie zna-
czenie w katabo-
lizmie etanolu

mitochondria

XOR wystepuje

w watrobie, trzust-
ce, gruczole pier-

siowym; AOX ma
mniejsze znaczenie
w metabolizmie al-
dehydu octowego

Zmiany aktywno-
sci pod wpltywem
réznych czynnikéw

podlega indukcji;
aktywno$¢ enzymu
w zotgdku maleje
pod wptywem nad-
miernego spozycia
alkoholu

w watrobie mozli-
wa 4-10-krotna in-
dukcja aktywnosci
enzymu

aktywnos$¢ enzymu
maleje w przypad-
ku nadmiernego
spozywania
etanolu

podlega indukcji
pod wptywem spo-
zycia etanolu; naj-
wieksza aktywnos¢
XOR w gruczole
piersiowym wyste-
puje podczas okre-
su laktacji

Konsekwencje wy-
nikajace z metabo-
lizmu etanolu lub
aldehydu octowego

nadmiar NADH
wzgledem NAD+;
niedobor niekto-
rych skiadnikéw
pokarmowych
(np. witamin)
aktywacja CYP
2E1 i zwigzana
z nig produkcja
wolnych rodnikéw
i przyspieszony
metabolizm
ksenobiotykéw

jednoelektronowa

i dwuelektronowa
redukcja 0-, dajace

w rezultacie Oy

* /\2/\2
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trzustce. W gruczole piersiowym najwieksza ekspresja genu kodujacego XOR za-
chodzi podczas laktacji w zwigzku z faktem, ze XOR znajduje sie w znacznych
ilosciach w mleku. Podczas okresu laktacji XOR stanowi 1-2% calkowitej masy
biatka gruczotu piersiowego [31].

2. TKANKI | NARZADY NARAZONE
NA DZIALANIE ETANOLU | ALDEHYDU OCTOWEGO

Na dziatanie etanolu o duzych stezeniach moga by¢ w szczegélnosci narazone
komorki btony Sluzowej jamy ustnej, gardta, krtani, przetyku i zotagdka. Warstwa
$luzu obecna w zotgdku stanowi bariere ochronng przed kwasem solnym i pepsyna,
jednakze nie zabezpiecza komoérek btony Sluzowej przed etanolem obecnym w
tresci pokarmowej [30].

Aldehyd octowy powstaje w watrobie oraz w komdrkach btony $luzowej zotgdka
i jelita grubego ssakéw podczas metabolizmu etanolu [4, 16, 38]. Aldehyd ten
moze roéwniez powstawa¢ w wyniku utleniania etanolu przeprowadzanego przez
mikroflore jamy ustnej, gardta, przetyku i jelita grubego oraz proceséw gnilnych
zachodzacych z udziatem bakterii w jelicie grubym [36]. Aldehyd octowy znajduje
sie takze w dymie papierosowym, spalinach samochodowych, wielu owocach i
\yarzywach (jabtka, kawa, cytryny, cebula) oraz w miesie i serach z6itych. Zatem
komorki btony Sluzowej uktadu oddechowego ijelita grubego moga by¢ eksponowane
na aldehyd octowy réwniez u os6b nie spozywajgcych alkoholu etylowego [20].
U szczurow, ktorym nie podawano alkoholu, stwierdzono, ze stezenie aldehydu
w Swietle jelita grubego moze siega¢ 135 pM, natomiast u osobnikéw, ktérym
podawano etanol nawet do 3000 pM [54].

3. ROLA ETANOLU | ALDEHYDU OCTOWEGO
W MUTAGENEZIE | KARCYNOGENEZIE

Uwaza sie, ze etanol nie jest bezposrednio odpowiedzialny za uszkodzenia DNA,
indukcje mutacji i proces karcynogenezy. Moze on oddziatywaé genotoksycznie
za posrednictwem uszkodzen DNA powstajgcych jako wynik stresu oksydacyjnego
oraz obecnosci w komorce jego metabolitu: aldehydu octowego. Alkohol moze
takze by¢ rozwazany jako komutagen i kokarcynogen ze wzgledu na mozliwo$é
wplywania na aktywno$¢ cytochromu P-450 2E1 (oraz innych cytochroméw), a
takze zmniejszania aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych, enzymow uczestni-
czacych w syntezie i metabolizmie glutationu, biatek naprawy i zwiekszonego wchia-
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etanol aldehyd octowy
zmniejszanie Kt L2 L., K 2z
syntezy GSH aktywnosc NADHy aktywnosé aktywnos¢
i aktywnosci en- dehydroge- oksydaz dehydroge-
zZymoéw anty- nazy alkoho ksantynowej i nazy aldehy-
oksydacyjnych lowej aldehydowej dowej
zwigkszone aktywnos¢ sprzeganie addukty z
wchianianie cytochromu slc(:gvr\]/)g:;% biatkami
zelaza P-450 2E1
7 GSH naprawy
pogorszenie wy- przyspieszenie .
stres oksy- dajnosci sprzega- metabolizmu |fazy hamowanie
dacyjny nia ksenobiotykow niektérych kseno- naprawy
7z GSH biotykéw DNA
peroksydacja
lipidéw
uszkodze-
nia OkSyda' addukty DNA
cyjne DNA

mutacje, inicjacja
i promocja procesu
nowotworzenia

RYCINA 2. Znaczenie etanolu i produktéw jego metabolizmu w procesach mutagenezy i karcynogenezy.
Na zielono oznaczono szlak metabolizmu etanolu i aldehydu octowego; produktem reakcji utleniania
aldehydu octowego przeprowadzanej przez dehydrogenaze aldehydowa i oksydazy jest kwas octowy.
Kolorem rézowym oznaczono procesy prowadzace do powstania uszkodzen oksydacyjnych DNA,
niebieskim - wytworzenia adduktéw DNA, pomaraficzowym - hamowania naprawy DNA
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niania jonéw zelaza przez komérki. Znaczenie etanolu i produktéw jego me-
tabolizmu w indukcji mutacji i procesie nowotworzenia przedstawiono na rycinie
2.

Na szczegdlng uwage zastuguje modulowanie metabolizmu ksenobiotykéw przez
cytochromy [23], produkcja wolnych rodnikéw podczas reakcji katalizowanych przez
cytochromy, ADH oraz XOR, AOX i oksydaze NADPH [21, 22, 42, 58], a takze
oddziatywanie produktéw peroksydacji lipidow i aldehydu octowego na DNA i
system naprawy DNA [56].

3.1. Modulowanie metabolizmu ksenobiotykéw przez cytochromy

Alkohol etylowy moze modulowaé zdolno$¢ cytochroméw watroby do meta-
bolizowania ksenobiotykdw [23]. W przypadku przewlekiego spozywania etanolu
zachodzi indukcja CYP 2E1 oraz innych mikrosomalnych uktadéw metabolizujgcych
leki, w wyniku czego nastepuje przyspieszenie aktywacji ksenobiotykéw swoiscie
metabolizowanych przez te uktady. Przeciwnie w przypadku, kiedy w hepatocytach
pojawi sie nagle duza ilos¢ etanolu, dochodzi do zahamowania metabolizmu szeregu
ksenobiotykéw z uwagi na wspotzawodnictwo etanolu z innymi substratami CYP
2E1 oraz na uwalnianie hormonéw sterydowych hamujacych inne mikrosomalne
enzymy detoksykacyjne. Niekiedy obecnos¢ alkoholu etylowego moze przyspieszaé
reakcje katalizowane przez cytochromy; w przypadku niewielkiej ilosci alkoholu
w wyniku aktywnosci ADH powstaje NADH, ktory wptywa stymulujaco na aktyw-
no$¢ mikrosomalnych systeméw detoksykacyjnych [9].

Zwiekszenie aktywnos$ci cytochroméw spowodowane nadmiernym spozyciem
etanolu moze miec takze inne konsekwencje. Jedng z nich jest zwiekszenie produkcji

wolnych rodnikéw. Anionorodnik ponadtlenkowy (Oy) i HOO9sg produktami jedno-

i dwuelektronowej redukcji tlenu zachodzacej podczas przeptywu elektronéw przez
uktady zawierajgce reduktaze cytochromu P-450 i cytochrom P-450. Podczas ut-
leniania etanolu moze sie réwniez tworzy¢ rodnik 1-hydroksyetylowy, ktéry jest
odpowiedzialny za alkilacje biatek i DNA [14, 34, 60].

Przewlekte spozywanie duzych ilosci alkoholu powoduje w watrobie i osoczu
zmniejszenie poziomu kwasu retinowego, pochodnej witaminy A charakteryzujgcej
sie najwiekszg aktywnos$cig. Obnizenie poziomu kwasu retinowego jest wywotane
nie tylko zmniejszeniem przyswajania petnowartosciowego pokarmu w zwigzku
z czeSciowym pokryciem zapotrzebowania energetycznego organizmu przez etanol,
ale rdwniez moze by¢ zwigzane z utlenianiem przez cytochromy tego kwasu do
kwasow: 18-hydroksyretinowego i 4-oksoretinowego; u alkoholikéw najwieksze
znaczenie w utlenianiu kwasu retinowego moze mie¢ CYP 2E1 [26].
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3.2. Udziat wolnych rodnikbw w genotoksycznosci etanolu

Zrodtem reaktywnych form tlenu poza reakcjami katalizowanymi przez cyto-
chromy sg réwniez reakcje przeprowadzane przez dehydrogenaze alkoholowg oraz
oksydazy: ksantynowa, aldehydowa i NADPH. U os6b naduzywajacych alkohol
obserwuje sie obnizong aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej i peroksydazy glu-
tationowej w watrobie [60], zmniejszony poziom zredukowanego glutationu w wa-
trobie, mézgu [1,39]. Podczas utleniania etanolu przez cytochromy moze sie réwniez
tworzy¢ rodnik 1-hydroksyetylowy [14].

Obecno$¢ ADH, XOR i AOX stwierdza sie w watrobie, trzustce, gruczole pier-
siowym oraz w btonie sluzowej zotadka ijelita grubego [12, 23, 28, 33, 58]. Aldehyd
octowy i NADH, produkty reakcji przeprowadzanej przez ADH, stanowig jedno-
czes$nie substraty dla oksydaz (ryc. 1). Produkty jedno- i dwuelektronowej redukcji

tlenu, 0 2°i H20 2, powstate w wyniku aktywnosci XOR i AOX sg przeksztatcane

w obecnosci zelaza w OH. Przewlekta ekspozycja na etanol indukuje ekspresje
genow kodujagcych ADH klasy | oraz XOR. Geny te sg regulowane w sposob
skoordynowany z uwagi na obecnos¢ w promotorach miejsc rozpoznawanych przez
te same czynniki transkrypcyjne [58].

Ostatnio zwraca sie rowniez uwage narole oksydazy NADPH w produkcji wolnych
rodnikow. Enzym ten jest zwigzany z blong komérkowg fagocytow: tkankowych
makrofagéw (komorek uktadu siateczkowo-srodbtonkowego) i granulocytéow obo-
jetnochtonnych. Komorki te po wchionieciu bakterii w wyniku endocytozy uwalniajg
zawartosc¢ ziarnistosci do przestrzeni zewnatrzkomérkowej oraz wydzielajagtoksyczne
rodniki tlenowe wytwarzane przez oksydaze NADPH. Zwigkszenie produkcji wol-
nych rodnikéw przez tg oksydaze jest konsekwencjg przyspieszenia metabolizmu
fagocytow. Granulocyty obojetnochtonne i makrofagi tkankowe watroby (komorki
Kuppfera) odgrywajg role w powstawaniu zmian strukturalnych watroby obser-
wowanych u alkoholikow: etanol przyczynia sie do zwiekszonego wytwarzania
rodnikow tlenowych przez oksydaze NADPH [21, 22].

Wolne rodniki powodujauszkodzeniaoksydacyjneDNA [2], peroksydacje lipidow
[1, 28, 39], powstanie produktéw utlenienia biatek [3] oraz przyczyniajg sie do
obnizenia poziomu GSH [39]. Szczegdlnie istotne w procesach mutagenezy i kar-
cynogenezy sg uszkodzenia DNA i produkty peroksydacji lipidéw. Peroksydacja
lipidéw zachodzi w wyniku ataku wolnych rodnikéw na nienasycone kwasy ttu-
szczowe. Gtownym produktem peroksydacji lipidow jest aldehyd dimalonowy. Moze
on oddziatywa¢ z grupami aminowymi zasad azotowych DNA, w wyniku czego
powstajg addukty cykliczne [59]. Nagromadzenie sie w komérce utlenionych biatek
powoduje zmniejszenie aktywnosci proteasomdéw 26S i 20S uczestniczacych w pro-
teolizie ubikwitynozaleznej biatek. Hamowania aktywnos$ci proteasoméw nie zaob-
serwowano u myszy pozbawionych CYP 2E1 [3].
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RYCINA 3. Hipotetyczny mechanizm tworzenia wigzan krzyzowych przez aldehyd octowy
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3.3. Genotoksyczno$é aldehydu octowego

Toksycznos$¢ aldehydu octowego jest spowodowana tworzeniem sie adduktow
z grupami aminowymi bialek i DNA [35, 53] oraz zmniejszaniem poziomu zre-
dukowanego glutationu [15]. Konsekwencjg powstawania adduktéw aldehydu z biat-
kami jest zmniejszenie wydajnosci naprawy DNA [13], hamowanie aktywnosci
szeregu enzymow komorkowych, zmniejszenie zdolnosci watroby do wykorzystania
tlenu [25].

Aldehyd octowy powoduje powstanie monoadduktéw i miedzyniciowych wigzan
krzyzowych w DNA [5, 6, 15]. Hipotetyczny mechanizm tworzenia sie mono-
adduktéw i miedzyniciowych wigzan krzyzowych przedstawiono na rycinie 3. Al-
dehyd octowy poczagtkowo oddziatuje z grupami aminowymi guaniny, adeniny lub
cytozyny,w wyniku czego powstaja zasady Schiffa. Podwdéjne wiazanie zasad Schiffa
moze zosta¢ zredukowane przez askorbinian lub zredukowany glutation z wytwo-
rzeniem adduktéw zawierajagcych grupe etylowg [53]. W przeciwnym wypadku
mozliwa jest reakcja atomOw tworzgcych nienasycone wigzanie z inng pozycja
w DNA z wytworzeniem wigzania krzyzowego. W tworzeniu wigzan krzyzowych
mogg uczestniczy¢ réwniez biatka (ryc. 3). Costa i wsp. [11] doniesli o zdolnosci
aldehydu do tworzenia adduktow DNA-biatko. Niewykluczone, ze biatka poza two-
rzeniem monoadduktdw uczestniczg takze przy udziale aldehydu octowego w two-
rzeniu wigzan krzyzowych w DNA.

Wigzania krzyzowe indukowane przez aldehyd octowy moga tworzy¢ sie takze
w obrebie jednej nici. Dowodow potwierdzajacych te hipoteze dostarczyta analiza
mutacji indukowanych przez aldehyd octowy. Mutacja, ktéra wystepuje w naj-
wiekszej ilosci, jest podstawienie GG—TT; powstaje ona w wyniku btednego
wstawienia do nici syntetyzowanej przez polimeraze DNA nukleotydéw adeninowych
w miejscach, naprzeciw ktérych na matrycy znajdujg sie dwie guaniny sprzezone
za posrednictwem miedzyniciowego wiazania krzyzowego [29].

W naprawe monoadduktow i wigzan krzyzowych wewngtrzniciowych wywo-
tanych przez aldehyd octowy zaangazowany jest system naprawy przez wycinanie
nukleotydéw z uwagi na to, ze uszkodzenia te sg rozpoznawane przez XPA, biatko
inicjujgce dziatanie tego systemu naprawczego. U chorych na xeroderma pigmen-
tosum stwierdza sie zaburzenie usuwania adduktdw utworzonych przez aldehyd
octowy [29]. Do naprawy wigzaA krzyzowych miedzyniciowych niezbedny jest
system naprawy DNA przez rekombinacje homologiczng [49, 50].

Aldehyd octowy moze tworzy¢ addukty z grupami aminowymi biatek. W watrobie
addukty takie tworzg sie gtéwnie w tych regionach cytoplazmy, w ktérych stwierdza
sie aktywno$¢ CYP 2E1 [19, 35]. Jednym z wazniejszych skutkéw wynikajgcych
z tworzenia sie adduktéw aldehydu z biatkami jest obnizenie wydajnosci usuwania
z DNA alkilowanych zasad spowodowane hamowaniem systeméw naprawy DNA
przez wycinanie [48] oraz metylotransferazy 0 6-metyloguanina-DNA (MGMT) [8,
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15, 56]. Biatko MGMT jest monomerem katalizujacym reakcje przeniesienia grupy
alkilowej z atomu O6 guaniny DNA na cysteine wchodzacg w skiad tego biatka,
w wyniku czego ulega ono nieodwracalnej dezaktywaciji.

3.4. Niedobory sktadnikow pokarmowych a procesy karcynogenezy

U alkoholikéw wystepujg czesto niedobory witamin i mikroelementow w zwigzku
zjedzeniem mniejszych ilosci petnowartosciowego pokarmu. Ponadto u 0s6b nadu-
zywajacych alkoholu nastepuje zmniejszenie stezenia witamin charakteryzujacych
sie wlasciwosciami antyoksydacyjnymi, a takze witaminy A i B6 réwniez za po-
Srednictwem innych mechanizmdw. Przyspieszony rozktad witaminy A zwigzany
jest z utlenianiem jej pochodnej kwasu retinowego do kwaséw 18-hydroksyretino-
wego i 4-oksoretinowego przez CYP 2E1 [26]. Z kolei rozkiad witaminy B6 spo-
wodowany jest stymulowaniem hydrolizy fosforanu pirydoksalu i pirydoksaminy
przez aldehyd octowy.

Niedobor cynku, selenu oraz witamin A, BO, B6i E powoduje zwiekszone ryzyko
choroby nowotworowej [10]. Zwiekszona czesto$¢ nowotwordw u alkoholikéw moze
by¢ spowodowana ostabieniem mechanizméw antyoksydacyjnych (niedobdr wi-
taminy E, cynku, selenu), zmniejszonym wsp6tzawodnictwem retinolu z kseno-
biotykami, np. nitrozoaminami, o centrum aktywne CYP 2E1 (niedob6r [3-karotenu
i witaminy A), ale réwniez zmniejszonym wytwarzaniem przeciwciat (niedob6r
witaminy B6). Ostatnia z konsekwencji niedoboru sktadnikdw pokarmowych moze
wptywac np. na czesto$¢ nowotworéw watroby zwigzanych z zakazeniami HBV
i HCV.

3.5. Indukcja nowotworéw przez etanol
w narzadach ukfadu pokarmowego

Etanol w duzych stezeniach powoduje uszkodzenie btony $luzowej zotgdka i
jelita. Pojawienie sie takiego uszkodzenia moze stymulowaé komorki nabtonka do
podziatow. Etanol moze takze przyczyniac sie do zwiekszonej proliferacji komorek
rozrodczych nabtonka przetyku szczurow przy braku widocznych uszkodzen btony
$luzowej [27]. Stymulacja proliferacji komérek powoduje zwiekszenie ich wra-
zliwosci na dziatanie aldehydu octowego oraz innych karcynogendw chemicznych.

W Europie i Ameryce Pdtnocnej wystepowanie rakdw pierwotnych watroby u
0s6b naduzywajacych alkoholu zwigzane jest przyczynowo z marsko$cig watroby.
Niektérymi z przyczyn marskosci watroby moze by¢ stres oksydacyjny oraz spo-
wodowane przez etanol zmiany w metabolizmie kolagenu i niedobory sktadnikéw
pokarmowych. Duzg role przypisuje sie komérkom Kuppfera i granulocytom obo-
jetnochtonnym, ktoére pod wptywem etanolu wytwarzajg nie tylko wolne rodniki,
ale takze czynnik martwicy nowotworéw TNF-a, ktory jest silnym mediatorem
stan6w zapalnych [21, 22, 24, 47, 52]. Ponadto wskazuje si¢ na to, ze w przypadku
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0s6b uzaleznionych od alkoholu ijednoczes$nie cierpigcych z powodu niektdrych
choréb wirusowych watroby nastepuje szybszy rozwdj marskosci i nowotworéw
watroby [46].

4. UWAGI KONCOWE

Alkohol etylowy jest komutagenem i kokarcynogenem ze wzgledu na zdolno$¢
do indukcji uktadéw mikrosomalnych uczestniczacych w | fazie metabolizmu kse-
nobiotykdw oraz na toksyczne produkty, wolne rodniki i aldehyd octowy, powstajgce
podczas jego metabolizmu i powodujgce uszkodzenia DNA. W zwigzku z tym,
ze enzymy zwigzane z metabolizmem etanolu odgrywajg tak duzag role w geno-
toksycznosci alkoholu etylowego, nalezy ustali¢, od jakich czynnikéw genetycznych
i srodowiskowych zalezy ich aktywnos$¢ oraz okresli¢ zalezno$¢ pomiedzy aktyw-
noscig tych enzymow, spozyciem alkoholu i ryzykiem choroby nowotworowej.

ADH i XOR przeksztatcajg etanol do kwasu octowego w wyniku dwuetapowej
reakcji (rye. 1). Klasa | genéw ADH (ADH1, ADH2, ADH3) jest indukowana
na poziomie transkrypcji przez przewlekte spozywanie etanolu. Stwierdzono, ze
promotory gendw kodujacych dehydrogenaze alkoholowga nalezacg do klasy | oraz
oksydaze ksantynowa zawierajg sekwencje rozpoznawane przez takie czynniki trans-
krypcyjne, jak: C/EBP, USF, Spl, NF1 i HNF [58]. Niewykluczone jest zatem,
ze ekspresja tych genéw moze by¢ regulowana za pomoca tych samych mechanizméw
i ze aktywno$¢ XOR moze by¢ rowniez indukowana przez etanol.

Obecnos$¢ miejsc polimorficznych w genach kodujgcych enzymy uczestniczgce
w metabolizmie etanolu moze odgrywa¢ duzg role w zréznicowanej podatnosci
na choroby nowotworowe w populacji ludzkiej. W genie CYP2E1 wystepuje co
najmniej 6 miejsc polimorficznych: ~259CYP2EI G/C, ~1019CYP2E1l C/T,

1CYP2E1 A/G, 1 CYP2E1l A/C, im CYP2EI G/A, 10059CYP2£7 G/A [57].
Dla polimorfizmu ~1259CYP2£7 G/C stwierdzono, ze allel ~qJ259CYP2E1 G jest szyb-
ciej transkrybowany in vitro w poréwnaniu z allelem ]259CYP2E1 C. Podobny
efekt zostat zaobserwowany u ludzi réwniez in vivo: u heterozygot stwierdzono
w limfocytach krwi obwodowej okoto 2 razy wiekszy poziom mRNA w poréwnaniu
z homozygotami zawierajgcymi 2 allele [259CYP2E1 G [55].Wydaje sie, ze naj-
wazniejszym ze wzgledu na znaczenie w genotoksyczno$ci etanolu jest aldehyd
octowy. Uwaza sig, ze szczeg6lnie wysokie ryzyko wystgpienia nowotworéw jamy
ustnej, gardta, przetyku i krtani moze by¢ zwigzane z obecnos$cig aldehydu octowego.
Niewykluczone, ze znaczacg role w produkcji aldehydu poza mikroflorg zasiedlajaca
btone Sluzowa tych narzadow majg réwniez ADH i cytochromy komorek btony
Sluzowej. Zagadnieniem do tej pory nierozstrzygnietym jest zalezno$¢ pomiedzy
rodzajem polimorfizmu genéw kodujacych te enzymy i czesto$cig nowotworow
wspomnianych narzagdow. Zagadnienia zwigzane z regulacjg ekspresji genow ko-
dujacych enzymy uczestniczace w metabolizmie etanolu nie wyczerpuja ztozonosci
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problemu. Aldehyd octowy poza zdolnoscig do tworzenia monoadduktéw oraz
wigzan krzyzowych moze réwniez hamowac¢ usuwanie niektérych uszkodzen DNA.
Aldehyd ten hamuje aktywno$¢ MGMT. Wiadomo réwniez, ze moze on wptywaé
na inne systemy naprawy DNA, brak jednak szczegétowych danych na ten temat.
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WYMIAR FRAKTALNY
W MORFOLOGII NOWOTWOROW

FRACTAL DIMENSION IN MORPHOLOGY OF NEOPLASMAS
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Streszczenie: W niniejszej pracy przedstawiliSmy wybrane aspekty dotychczasowych badan nad mozli-
woscig zastosowania w badaniu nowotwordw nowej rozwinietej w ostatnich latach gatezi nauki -
geometrii fraktalnej. Powstato wiele definicji fraktala. Tworca geometrii fraktalnej B. Mandelbrot
terminem tym okre$lat figury geometryczne wystepujgce w naturze (rézne od figur geometrii euklideso-
wej). Wyrdznia sie dwa rodzaje fraktali - niestochastyczne (nie spotykane w naturze) i stochastyczne
wystepujace powszechnie w przyrodzie. Figury fraktalne w skutek ich duzej ztozonosci wypetniaja
przestrzen w stopniu innym niz figury geometrii euklidesowej. Stopien, w jakim dana figura wypenia
przestrzen, jest okreslany przez wymiar fraktalny, ktéry jest najwazniejszym parametrem charakteryzu-
jacym fraktalnos¢ figury. Wymiar fraktalny ocenia sie za pomoca r6znych metod. Najczesciej uzywany-
mi sg cyrklowa i pudetkowa. Uzywa sie tez metod: probabilistycznej, pole-obwod, skalowania masy i
innych. Wymiar fraktalny okresla sie za pomocg programéw komputerowych, ktére dokonujg pomiaru
na odpowiednio przetworzonych (zdigitalizowanych) obrazach badanych struktur. Z punktu widzenia
teorii chaosu deterministycznego fraktale powstajg w wyniku proceséw chaodynamicznych. Jednym z
procesdw zdajacych poddawac si¢ prawom chaosu deterministycznego jest karcynogeneza. Pojawia sie
wiec pytanie, czy opisane matematyczne metody moga by¢ wykorzystane do oceny obrazéw mikrosko-
powych nowotworéw. Przedstawione w niniejszej pracy wyniki r6znorodnych badan dotyczacych
zaréwno tworzenia matematycznych modeli wzrostu nowotworéw, materiatu pobranego z tkanek nowo-
tworowych, eksperymentalnych badari nad komdrkami nowotworowymi, jak i badah nad rozwojem
nowotwordw przeprowadzonych in vivo-* prowadzg do wniosku, iz okre$lanie wymiaru fraktalnego
moze sta¢ sie wartosciowg metodg wspomagajacg diagnostyke nowotworéw. Wymiar fraktalny chara-
kteryzuje badany obiekt, nie zawsze jednak wystarczy dojednoznacznej identyfikacji. By¢ moze znajdzie
zastosowanie w ocenie stopnia zaawansowania nowotworéw.

{Postepy Biologii Komdrki 2001; 28: 561-570)
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Stowa kluczowe: fraktal, wymiar fraktalny, nowotwor.

Summary. In this work we presented selected aspects of existing results of investigations on possibility
ofuse of new, developed in last years, branch of science - fractal-geometry, in investigation of neoplasms.
Many definitions of fractal came into being. Discoverer of fractal geometry - Mandelbrot with this term
characterized geometrical figures occurring out in nature (different from figures of Euclidean geometry).
Two kinds fractal are distinguished - nonstochastic (not existing in nature) and stochastic appearing
universally in nature. Fractal figures, due to their large complexity, fill space in greater degree than figures
of Euclidean geometry. Degree in which figure given fills space, is qualified by fractal dimension, which
is most important parameter characterizing fractality of figures. Fractal dimension is estimated by means
of variable methods. The most often used are yard-stick method and box-counting method. Following
methods: probabilistic, circumference-area, mass scaling and others, are also in use. Fractal dimension
measurement is realized by computer programs, which perform measurement on properly converted
(digitalized) images of examined structures. From the theory of deterministic chaos point of view, fractals
are generated as result of chaodynamic processes. One of processes, that seem to obey laws of
deterministic chaos, is carcinogenesis. The question, whether described mathematical methods can be
used to estimate microscopic images of neoplasms, appears. Presented in this work results of variable
researches concerning creations of mathematical models of neoplasms, investigations of material
received from neoplasm tissues as well as of neoplasia growth in vivo or of experiments on neoplasm
cells, lead to conclusion, that quantifying of fractal dimension, can perhaps become valuable method
helpful in diagnostics of neoplasms. Fractal dimension characterizes examined object, however not
always will suffice to its unambiguous identification. Possibly it can serve in tumor grading assessment.
{Advances in Cell Biology 2001; 28: 561-570)

Keywords: fractal, fractal dimension, neoplasma.

W ostatnich latach pojawito sie wiele doniesien o potencjalnych zastosowaniach
teorii chaosu i geometrii fraktalnej w naukach przyrodniczych, w tym takze w me-
dycynie [1,7,8,13].

W niniejszej pracy pragniemy przedstawi¢ wybrane aspekty dotychczasowych
badarh nad mozliwos$cig zastosowania geometrii fraktalnej w badaniu nowotwordw.

Do momentu rozwiniecia sie, po publikacjach Benoita Mandelbrota [9] w latach
siedemdziesigtych XX wieku, nowej dziedziny matematyki - geometrii fraktalnej,
ztozone figury geometryczne wystepujace w przyrodzie opisywano wytacznie w
odniesieniu do wyidealizowanych wzorcow geometrii euklidesowej, takich jak: pro-
sta, kwadrat czy kula [16,17, 24]. Uzyskiwane w ten sposéb wyniki byly niewy-
starczajace, nie oddawaly bowiem adekwatnie rzeczywistej ztozonosci form
badanych obiektéw. Obecnie wydaje sie, ze geometria fraktalna jest lepszym na-
rzedziem matematycznego opisu wysoce skomplikowanych i nieregularnych ksztat-
tow przyrody. Powstato wiele definicji fraktala.  Twdrca geometrii fraktalnej
B. Mandelbrot wprowadzit ten termin dla okre$lenia figur geometrycznych przy-
pominajacych ksztalty znajdowane w naturze [9]. Rozr6znia sie dwa rodzaje fraktali:
niestochastyczne (nieprzypadkowe) i stochastyczne (przypadkowe) [23]. Fraktale
niestochastyczne to abstrakcyjne figury o nieskonczenie ztozonej budowie. Powstaja
one w przebiegu nieustannego powtarzania okre$lonego z gory algorytmu (gdzie
kazdorazowo uzyskiwany wynik staje sie wartoscig poczatkowg dla ponownego
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wykonania tego algorytmu). Wizualizacja tych obiektéw jest mozliwa przy uzyciu
technik komputerowych [9,16,17]. Fraktale charakteryzujg sie niezmienniczoscia
wobec skali i samopodobienstwem. Oznaczato, ze mozna w nich wyrdzni¢ fragmenty,
ktére powiekszone w odpowiedniej skali sg identyczne z calg figurg, a w kazdym
z tych fragmentow nastepne fragmenty o tej samej wiasnosci. W ten sposéb wy-
petniajg one przestrzen, w ktorej sg zanurzone, w innym niz klasyczne figury geometrii
euklidesowej stopniu. Zauwazenie tej wiasnosci doprowadzito do powstania pojecia
wymiaru fraktalnego, ktéry jest liczbg méwigcg o tym, w jakim stopniu dana figura
wypetnia przestrzen. Jego warto$¢ jest rozna (najczesciej wieksza) od wymiaru
topologicznego tej figury. Przypomnijmy (patrz ryc. 1), ze wymiar topologiczny
[16] to narzedzie opisu figur w geometrii klasycznej. Stanowi go zawsze liczba
catkowita. Dla punktu jest rowny 0 (wymiaru punktu nie da sie zmienic), dla struktur
linijnych 1(gdyz gdy np. odcinek o dtugosci a zwiekszymy dwukrotnie, jego dtugosé
wzrosnie tez dwukrotnie, a wiec o 21), dla figur zawartych w powierzchni nie
bedacych punktem ani linig wynosi 2 (gdy wymiary takiej figury, np. kwadratu,
powiekszymy dwukrotnie, jej pole wzrosnie czterokrotnie, a wiec 2 ), figury majace
grubos¢ majg wymiar topologiczny réwny 3 (jezeli bok bedacego taka figurg sze-
Scianu zwiekszymy dwa razy, to jego objeto$¢ zwiekszy sie 0 2 raza). Natomiast
wymiar fraktalny przyjmuje warto$ci ze zbioru liczb rzeczywistych [16]. Pozwala
wiec precyzyjniej niz wymiar topologiczny rozroznia¢ figury.

Dla okreSlenia wymiaru fraktalnego danego fraktala uzywa sie miedzy innymi
nastepujacych metod: 1) cyrklowej i 2) pudetkowej [16].

Pomiar wymiaru fraktalnego metoda cyrklowg polega na pomiarze dtugosci fra-
ktala przez zliczenie tego, ile razy mozna odtozy¢ na nim za pomocg cyrkla odcinek
okreslonej dtugosci, a nastepnie na kilkakrotnym powtarzaniu tej czynnos$ci z coraz
mniejszym rozstawem nézek cyrkla. Otrzymana zalezno$¢ zmierzonej w ten sposéb
dtugosci fraktala od rozstawienia cyrkla, przedstawiona na podwdjnie logaryt-
micznym wykresie, jest zbiorem punktéw nalezacych do prostej, bedacej wykresem
funkcji liniowej o ogélnej postaci y = ooc + b. Wspotczynnik a jest wymiarem
fraktalnym badanej struktury.

Metoda pudetkowa rdzni sie od poprzedniej tym, ze zamiast odcinkéw uzywa
sie kwadratowej siatki o okreslonej, w kolejnych pomiarach zmniejszajacej sie dtu-
gosci boku kwadratéw. W tym przypadku bada sie zalezno$¢ miedzy liczbg kwa-
dratéw, zawierajacych fragment badanej struktury, a dtugoscia boku kwadratu siatki.
I w tym przypadku, w analogiczny spos6b mozemy sporzadzi¢ odpowiedni wykres
i odczyta¢ wymiar fraktalny (patrz ryc. 2).

Nie sg to wszystkie metody szacowania wymiaru fraktalnego ksztattéw komaérek.
Uzywa sie takze metod: pole - obwdd, probabilistycznej, metody skalowania masy
i innych [22]. Mnogo$¢ algorytmow stuzgcych do szacowania wymiaru traktalnego
wynika stad, ze matematycznie Scista definicja tego wymiaru, definicja Hausdorffa
nie nadaje sie do praktycznych zastosowan [12].
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RYCINA 1 Wymiary topologiczny T i fraktalny D wybranych figur geometrycznych: a, b - nie na
znaczenia jak bardzo ztozona jest linia, jej wymiar topologiczny wynosi 1, ¢ - wymiar topologiczny
powierzchni zawsze wynosi 2; stopien ztozonosci danego ksztattu najlepiej opisuje wymiar fraktalny,
ktory moze przybiera¢ wartosci niecatkowite mieszczace sie w pewnym przedziale
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RYCINA 2. llustracja obliczania wymiaru fraktalnego za pomocg metody pudetkowej
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Podkreslenia wymaga fakt, ze niezaleznie od uzywanej metody mierzymy te
samg wielko$¢ i wyniki otrzymane réznymi metodami bedg jej mniej lub bardziej
doktadnymi przyblizeniami. Niedoktadnosci wynikajg rowniez z ograniczonych mo-
zliwosci uzywanej aparatury badawczej.

W przyrodzie nie istniejg fraktale niestochastyczne. Obiekty fraktalne spotykane
w naturze sg fraktalami stochastycznymi [24]. Majg one te ceche, iz $rednia sta-
tystyczna jakiejs wiasnosci, mierzonej dla kilku obiektéw tego samego rodzaju
w réznych powiekszeniach, przedstawiona na podwojnie logarytmicznym wykresie
zmienia sie liniowo. Nachylenie uzyskanej linii jest zwigzane zwymiarem fraktalnym.

Przez analogie do fraktali niestochastycznych uwaza sie, ze do powstania fraktali
stochastycznych, spotykanych w naturze, prowadzg wzglednie proste reguly. Wy-
krycie tych regut pozwolitoby na stworzenie metod umozliwiajagcych ingerowanie
w przebieg i kierunek dynamicznego procesu wzrastania. Punktem wyjscia w ba-
daniach regut wzrostu fraktali jest pomiar wymiaru fraktalnego.

Do pomiaru wymiaru fraktalnego struktur biologicznych uzywa sie odpowiednich
programéw komputerowych. Aby badany materiat, jakim sg obrazy uzyskane za
pomocg mikroskopu zaréwno optycznego, jak i elektronowego, maégt by¢ oceniony
z punktu widzenia geometrii fraktalnej, nalezy go zdigitalizowa¢ [16] (zeskanowac
lub zapisa¢ obraz mikroskopowy za pomocg kamery cyfrowej), a nastepnie poddac
obrébce cyfrowej, ktéra ma na celu uwydatnienie elementow, ktére chcemy zbadac.
Digitalizacja obrazu polega na podzieleniu go na mate kwadratowe fragmenty (pi-
ksele). Wiasciwosci kazdego kwadratu (barwa, jej natezenie, jaskrawos$¢) sg mierzone
i usredniane, a nastepnie zapisywane jako szereg liczb, méwigcych o wiasnosciach
przypisanych temu kwadratowi. Powstaty w ten sposob zapis umozliwia odtworzenie
obrazu sktadajacego sie z matych kwadratow o okreslonej barwie ijasnosci, ktore
tworzg obraz bardzo zblizony (im mniejsze i im wiecej kwadracikdw, tym bardziej
podobny) do oryginatu, ktéry poddalismy procesowi digitalizacji. Obraz w tej postaci
mozna poddaé dalszej obrdbce, ktéra og6lnie rzecz biorgc ma za zadanie zwiekszenie
przejrzystosci obrazu poprzez powiekszenie réznic miedzy wiasnosciami pikseli
nalezacych do struktury, ktorg chcemy zbadac, a pikselami nie interesujgcych nas
fragmentéw obrazu. W skrajnej postaci wynikiem takiego postepowania bedzie
czarny kontur badanej struktury na biatym tle. Dokonuje sie tego za pomocg pro-
gramow do obrobki graficznej, a doktadniej - ich modutdw zwanych filtrami.

Z punktu widzenia teorii chaosu struktury fraktalne sg przede wszystkim obrazami
powstajagcymi w wyniku zachodzacych proceséw chaodynamicznych [17].

Nie istniejg Scisle okreslone kryteria pozwalajgce stwierdzi¢, czy dang strukture
mozemy traktowac jako fraktalng. Stwierdzone empirycznie samopodobienstwo w
wielu skalach pozwala podejrzewaé, ze dana struktura jest fraktalem.

Ponadto w wyniku ztozonos$ci proceséw prowadzacych do powstania struktur
fraktalnych czesto mamy do czynienia ze strukturami majacymi w réznych swych
fragmentach cechy odmiennych fraktali (ceche te niektérzy nazywajg multifraktal-
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noscig). Ma to niekorzystny wptyw na doktadno$¢ pomiaru wymiaru fraktalnego.
Nalezy wéwczas wyrdznié¢ fragmenty o réznych stopniach zaawansowania procesu
prowadzacego do powstania obiektu fraktalnego i oceni¢ wymiar fraktalny dla kazdej
z nich osobno.

Jednym z procesdw zdajacych poddawac sie prawom chaosu deterministycznego
zagadnien jest karcynogeneza [15]. Pojawia sie wiec pytanie, czy opisane powyzej
matematyczne metody moga by¢ wykorzystane do obiektywnej morfo- i cytome-
trycznej oceny obrazéw mikroskopowych nowotworéw? Problem ten byt rozpa-
trywany przez wielu badaczy. Badano zar6wno granice catego guza, uktadu naczyn
guza, grup, jak i pojedynczych komorek, a takze wybranych struktur subkomor-
kowych [4,5,19]. Badania prowadzono zaréwno na materiale pochodzacym z guzow
[4,5,10,18,21,25], na hodowlach komoérek nowotworowych [2,6,11], jak i na teo-
retycznych modelach symulujgcych rzadzacy sie prostymi regutami wzrost nowo-
tworéw [23]. Modelowano réwniez interakcje miedzy wzrastajgcym nowotworem
a uktadem immunologicznym, ktérego dziatanie rowniez nosi cechy procesu chao-
dynamicznego [14].

Ponizej postaramy sie przedstawi¢ uzyskane rezultaty i opinie na temat przy-
datnosci analizy fraktalnej w badaniu nowotwordéw.

Zaczniemy od symulacji komputerowej matematycznego modelu wzrostu no-
wotworu przedstawionego przez Smolle’a [23]. W modelu tym wzieto pod uwage
nastepujgce czynniki wplywajgce na wzrost, a tym samym na obraz mikroskopowy
guza: zdolno$¢ komorek do zmiany potozenia, proliferacje guza i zrebu, kohezje
oraz autokrynng i parakrynng symulacje wzrostu guza. Wymienione cechy w oma-
wianym modelu przedstawione zostaty jako liczbowe parametry. Parametry te dajg
regute, ktéra iterowana (w opisanym eksperymencie - 5 000 razy) daje obraz bardzo
przypominajacy mikroskopowe obrazy tkanek nowotworowych. Takie symulacje
powtdrzono dla 10000 zestawow losowo wybranych parametréw. Zmierzono wymiar
fraktalny uzyskanych obrazéw, a nastepnie przeanalizowano statystycznie zalezno$é
wymiaru fraktalnego od wartosci poszczegolnych parametréw. Wyniki wskazujg
na to, iz istniejg powigzania pomiedzy parametrami, reprezentujgcymi biologiczne
wiasciwosci procesu nowotworowego, a wymiarem fraktalnym obrazéw powstatych
w wyniku tego procesu toczgcego sie wg prostych regut.

Bardziej zaawansowany model matematyczny zostat stworzony przez S. A. Opri-
san i wsp. [14]. Odwzorowuje on proces wzrostu nowotworu jako konkurencje
0 zasoby pomiedzy nowotworem a ukfadem immunologicznym. Wyniki ekspe-
rymentéw przeprowadzonych za pomoca tego modelu pozwalajg mie¢ nadzieje,
iz za pomocg pomiaru wymiaru fraktalnego (pomiarow multifraktalnych) stanie
sie mozliwe wcze$niejsze wychwycenie momentu zezto$liwienia nowotworu na
wczesniejszych niz dotychczas stadiach karcynogenezy.

Inny, tym razem biologiczny eksperyment, w ktérym badano do$wiadczalnie
zwigzek miedzy procesami majacymi wptyw na strukture komdrki a wymiarem
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fraktalnym zaprezentowano w pracy Losa i wsp. [6]. W doswiadczeniu tym wykazano,
ze zmiany w chromatynie zwigzanej z btongjadrowa oraz w btonie jadrowej komorek
raka piersi (human MCF 7), wywotane dziataniem hormonéw sterydowych, znajduja
odzwierciedlenie w wartosciach wymiaru fraktalnego tych struktur. Uzyskane wyniki
sq charakterystyczne dla danych hormondéw.

Rowniez zwigzek wymiaru fraktalnego struktur cytoplazmatycznych z procesami
zachodzacymi w komorkach zostat wykazany eksperymentalnie przez DeMetester
i wsp. [2]. Poréwnali oni wymiar fraktalny obrazu filamentow komérek $rddbtonka
Swinskich tetnic z wymiarem fraktalnym obrazu filamentéw takich samych komorek,
poddanych dziataniu czynnikdw powodujacych apoptoze. Okazato sie, ze réznice
wielkosci wymiaréw fraktalnych w obu grupach komorek sa statystycznie znamienne,
cho¢ i w tym przypadku autorzy uwazaja, ze samo stwierdzenie zmiany wymiaru
fraktalnego nie wystarczy, aby w peini scharakteryzowac zachodzacy proces.

W wielu badaniach poréwnywano wymiar fraktalny réznorodnych struktur tkanek
czy tez komérek prawidtowych i patologicznych.

Nonnenmacher i wsp. [11] wykazali znamienng statystycznie rdznice miedzy
wymiarem fraktalnym konturow prawidtowych limfocytéw T a wymiarem fraktal-
nym konturéw komorek biataczki witochatokomdérkowej. Ponadto wykazali oni, iz
rozktad wymiaru fraktalnego w populacji komdrek jest normalny. Autorzy tej pracy
uwazaja, ze wymiar fraktalny jako jedyny wyktadnik nie opisuje kompletnie ksztattu
komérki. Mimo to jest on ilosciowa, réznicujaca charakterystyka, ktora w potaczeniu
z innymi pomiarami moze przyczyni¢ sie do lepszego zrozumienia struktur ko-
modrkowych i powigzanych z nimi procesow dynamicznych.

Podobng opinie wyraza Sedivy i wsp. [21]. Autorzy ci poréwnali wymiar fraktalny
granic jader komdrek pobranych z r6znego stopnia dysplastycznych zmian szyjki
macicy. Wykazano znamienng réznice miedzy wymiarem fraktalnym granic jader
komorek kontrolnych i badanych. Ponadto wykazano, iz wymiar fraktalny zwieksza
sie wraz ze wzrostem stopnia dysplazji (ocenianej wg skali CIN). Wykazane roznice
miedzy komoérkami w poszczegdlnych stadiach zaawansowania byly znamienne
statystycznie.

Zalezno$¢ miedzy wymiarem fraktalnym unaczynienia nowotworu i stopniem
jego zaawansowania zostata zaobserwowana takze in vivo przez Gazit i wsp. w
przypadkach nowotworéw u myszy [3]. Co ciekawe zauwazyli oni réwniez zmniej-
szanie sie roznicy pomiedzy wymiarem fraktalnym struktur naczyniowych nowo-
tworu i tkanek zdrowych w trakcie regresji guza.

Podobne wyniki uzyskano badajac wymiar fraktalny drobnych naczyn raka nerki
u ludzi. Okazato sig, ze wymiar fraktalny mikrokapilar $cisle koreluje z obecnoscig
martwicy tkanek guza - jedynym znanym dotad niezaleznym prognostykiem pie-
cioletniego przezycia w raku nerki [8].

Zupetnie inaczej przedstawiajg sie wyniki pomiaru wymiaru fraktalnego rozktadu
komorek przerzutow nowotworu szpiku. Wykazano tu utrate cech fraktalnosci chara-
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kterystycznych dla utkania zdrowego szpiku [10]. O mozliwo$ci wykorzystania
utraty fraktalno$ci w strukturach nowotworow jako markera ztosliwosci pisze rowniez
w jednym ze swoich artykutébw R. Sedivy [20].

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze dotychczasowe proby wykorzystania geo-
metrii fraktalnej w analizie morfologicznej nowotworéw wykazaty, ze okresSlanie
wymiaru fraktalnego moze sta¢ sie wartosciowg metodg wspomagajacg diagnostyke
nowotworow. Wymiar fraktalny charakteryzuje badany obiekt, nie zawsze jednak
wystarczy do jego jednoznacznej identyfikacji. Duze nadzieje poktadane sg w mo-
zliwosci zastosowania geometrii fraktalnej jako metody wspomagajgcej okres$lanie
stopnia zaawansowania przemiany nowotworowej [25].
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ZMIANY EWOLUCYJNE UKtADU
FOTORECEPCYJNEGO SZYSZYNKI KREGOWCOW

EVOLUTIONARY CHANGES OF VERTEBRATE PINEAL
PHOTORECEPTION SYSTEM

Agnieszka DEJDAZL; Wojciech Andrzejf GORCZYCA12

Naktad Amin Biogennych, PAN, £6dzZ;
2 Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej, PAN, Wroctaw

Streszczenie: Szyszynka - zlokalizowany w moézgu kregowcow gruczot dokrewny - wykazuje szereg
wspolnych cech z siatkdwka oka. Obydwa narzady rozwinety sie jako wpuklenia miedzymdézgowia,
petnig funkcje fotorecepcyjng i wytwarzajg melatonine w sposéb zalezny od $wiatta. W przeciwienfstwie
do siatkéwki, szyszynka przeszta znaczne zmiany ewolucyjne i tworzace ja pinealocyty roznig sie u
kregowcow zaréwno budowa, jak i funkcjg. Pomimo réznic morfologicznych i utraty w trakcie rozwoju
filogenetycznego bezposredniej zdolnosci fotorecepcyjnej, pinealocyty zachowaty zdolnos¢ do ekspresji
szeregu biatek charakterystycznych dla procesu fototransdukcji. O ile ich funkcja w szyszynkach
kregowcdw nizszych wydaje sie by¢ w sposéb oczywisty zwigzana ze zdolnoscig bezposredniej recepcji
sygnatu $wietlnego, o tyle wdalszym ciggu pozostaje ona niejasna u ssakéw. Wyniki najnowszych badan
sugeruja, ze moga one by¢ bezposrednio zaangazowane w proces fototransdukcji we wczesnym okresie
zycia ssakow. W zyciu dorostym ssakow wykorzystywane sg przypuszczalnie przez inne systemy
przekazywania sygnatu.

{Postepy Biologii Komérki 2001; 28: 571-588)

Stowa kluczowe: fotorecepcja, fototransdukcja, szyszynka, biatka sygnatowe

Summary: The pineal - an endocrine gland localized in the vertebrate brain - shares several common
features with the retina. Both organs have developed as evaginations from the diencephalon, perform
photoreceptive functions, produce melatonin in a light-dependent manner. However, in contrast to the
retina, the pineal has undergone considerable evolutionary changes and as a result, the pinealocytes differ
in their structure and function among vertebrates. Despite the morphological differences and the loss of
the direct photoreceptive capability during phylogeny, the pinealocytes preserve the capability of the
expression of many proteins that are specific for phototransduction. As far as their role in the lower
vertebrate pineal glands seems to be surely connected with the capability of direct light signal reception,
it still remains unclear in mammals. The newest data suggest that they can be directly involved in

*Praca czeSciowo finansowana przez KBN w ramach grantu nr 6 PO4A 058 20
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phototransduction in neonatal mammals. In adult mammals they likely take part in other transduction
systems.
(Advances in Cell Biology 2001; 28: 571-588)

Key words: photoreception, phototransduction, pineal gland, signaling proteins

WSTEP

Szyszynka jest niewielkim, usytuowanym w miedzymézgowiu, gruczotem do-
krewnym wydzielajagcym melatonine - hormon, ktéry petni u kregowcéw role bio-
chemicznego ,zegara” (przekazuje informacje o porze dnia) i biochemicznego
»kalendarza” (przekazuje informacje o porze roku). Jego synteza jest niska w dzien
i wysoka w nocy. U zwierzat i ludzi zyjacych na obszarach pozaréwnikowych
latem obserwuje sie obnizenie syntezy melatoniny, natomiast zima, kiedy noce
sg dtugie, synteza hormonu wzrasta [59, 60, 89]. U nizszych kregowcow szyszynka
petni role nadrzednego zegara biologicznego generujacego i regulujacego beha-
wioralne, fizjologiczne i biochemiczne rytmy okotodobowe [79]. Kazda pojedyncza
komorka tego organu jest sama w sobie okotodobowym systemem majacym zdolnos$¢
do pochtaniania kwantéw S$wiatta, rytmicznych zmian aktywnosci biologicznej i
syntezy melatoniny. U ssakdw nadrzedny zegar biologiczny znajduje sie w jadrach
nadskrzyzowaniowych podwzgérza [50], ale szyszynka nadal pozostaje u tych zwie-
rzat istotnym ogniwem w systemie regulujgcym rytmy okotodobowe. Pomimo tego
ze szyszynka ssakow utracita w toku ewolucji zdolno$¢ recepcji Swiatta, to zachowata
zdolno$¢ wytwarzania melatoniny i poprzez sygnat melatoninowy reguluje prace
nadrzednego zegara hiologicznego. U wszystkich kregowcéw szyszynka wykazuje
szereg wspolnych cech z siatkbwka oka. Oba narzady rozwinety sie jako wpuklenia
miedzymozgowia, petnig funkcje fotorecepcyjna i wytwarzaja melatonine w sposob
zalezny od Swiatla. W przeciwienstwie do siatkdwki, szyszynka przeszta znaczne
zmiany ewolucyjne i wchodzace wjej sktad pinealocyty réznig sie wéréd kregowcow
zaréwno budowa, jak i funkcjg. Pomimo roznic w budowie i utraty w trakcie rozwoju
filogenetycznego bezposredniej zdolnosci fotorecepcyjnej, pinealocyty zachowaly
zdolnos$¢ ekspresji szeregu biatek charakterystycznych dla procesu fototransdukcji,
ktora stanowi pierwszy etap w rejestrowaniu obrazu przez siatkéwke. Rola tych
biatek w szyszynce wcigz pozostaje niejasna. Niniejsza praca jest opracowaniem
zarébwno podsumowujacym stan wiedzy o zmianach, jakim w toku ewolucji podlegat
uktad fotorecepcyjny szyszynek kregowcow, jak i zbierajgcym dos$¢ rozproszone
w pismiennictwie dane dotyczace obecnosci w szyszynkach réznych kregowcéw
biatek charakterystycznych dla procesu fototransdukcji.
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EWOLUCJA SZYSZYNKI

Rozw0j ontogenetyczny szyszynki u wszystkich kregowcow zaczyna sie w po-
dobny sposéb, tzn. od wytworzenia neuroepitelialnego uwypuklenia stropu trzeciej
komory mozgu miedzy zawigzkami spoidta uzdeczek i spoidta tylnego. W trakcie
rozwoju filogenetycznego wytworzyly sie jednak znaczne réznice miedzy nizszymi
kregowcami a ssakami dotyczace budowy i czynnosci gruczotu. W pismiennictwie
znalez¢ mozna szereg prac omawiajgcych bardziej szczegétowo ewolucyjne zmiany
w budowie szyszynki [9, 11, 22, 37, 63]. Ponizej przedstawione zostang skrétowo
najistotniejsze roznice.

Szyszynka smoczkoustych i ryb przypomina swym ksztattem woreczek. Zawiera
trzy typy komérek: pinealocyty fotoreceptorowe (podobne w swej strukturze do
czopkéw siatkdwki), komérki nerwowe i komérki glejowe. Gruczot petni funkcije
zaréwno fotorecepcyjna, jak i wewnatrzwydzielniczag wytwarzajgc melatonine. U
niektérych gatunkéw ryb oprocz szyszynki wystepuje rowniez narzad przyszyszyn-
kowy o niejasnej do koncaroli, zbudowany z tego samego typu komérek co szyszynka,
0 nizszej jednak liczbie pinealocytéw fotoreceptorowych. Cze$¢ z nich sg to tzw.
zmodyfikowane pinealocyty fotoreceptorowe.

U ptazéow poza szyszynkg charakteryzujgcg sie roznym ksztattem - od spia-
szczonego woreczka do wzglednie litego narzadu z jamkami lub bez nich - znajduje
sie narzad czotowy. Oba skfadniki tzw. kompleksu szyszynkowego majg takg sama
budowe i zawierajg pinealocyty fotoreceptorowe, komoérki nerwowe i komorki gle-
jowe.

U wiekszosci gadow kompleks szyszynkowy sktada sie z szyszynki w ksztatcie
kanalika i oka ciemieniowego (nazywanego potocznie trzecim okiem). Wyjatek
stanowig krokodyle, ktore nie posiadajg szyszynki. Szyszynka gaddéw na ogdt zawiera
cztery typy komdarek: nieliczne pinealocyty fotoreceptorowe, liczne zmodyfikowane
pinealocyty fotoreceptorowe, komérki glejowe i w niewielkiej liczbie komorki ner-
wowe. Inaczej jest jednak u wezy, ktorych szyszynka zawiera komorki bardzo
zblizone do pinealocytéw ssakow. Szyszynka gadéw jest narzadem zardwno Swia-
ttoczutym, jak i wewnatrzwydzielniczym. W wytwarzanie i wydzielanie melatoniny
zaangazowany jest gtéwny element budowy szyszynki, czyli zmodyfikowane pi-
nealocyty fotoreceptorowe. Wspomniane oko ciemieniowe spetnia funkcje foto-
recepcyjna.

Szyszynka ptakéw wykazuje duze zréznicowanie gatunkowe pod wzgledem
struktury, wielkosci, ksztattu i lokalizacji. Moze byé narzadem woreczkowym, ka-
nalikowo-pecherzykowym lub litym. Sktada sie z kilku typéw komorek: pinealocytéw
fotoreceptorowych zawierajagcych krotki segment zewnetrzny, zmodyfikowanych
pinealocytéw fotoreceptorowych pozbawionych dyskow w segmencie zewnetrznym,
pinealocytéw nie majacych kontaktu ze Swiattem narzadu, komérek glejowych i
bardzo nielicznych komérek nerwowych. Szyszynka ptakéw jest narzadem Swia-
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RYCINA 1 A - Typy komorek fotoreceptorowych siatkdwki kregowcéw, B - Typy pinealocytow
szyszynki kregowcow: | - pinealocyty fotoreceptorowe obecne w szyszynkach smoczkoustych, ryb oraz
ptazéw; 11 - zmodyfikowane pinealocyty fotoreceptorowe obecne w szyszynkach gadéw i ptakow; Il -
pinealocyty wewnatrzwydzielnicze obecne w szyszynkach niektérych gadéw i w szyszynkach ssakow
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tloczutym i wewnatrzwydzielniczym. Swiatto bezposrednio wptywa na wytwarzanie
melatoniny przez ten narzad.

U ssakow szyszynka zmienia sie w catkowicie migzszowy i silnie unaczyniony
narzad, wykazujacy duze réznice gatunkowe dotyczace ksztattu, masy i potozenia
wzgledem trzeciej komory mozgu. Szyszynka jest otoczona torebkg tgcznotkankowa
i podzielona pasmami tkanki tacznej na zraziki. W obrebie zrazikéw wystepuja
rézne typy komarek. Przewazajg wsrod nich pinealocyty (90%) pozbawione zaréwno
segmentu zewnetrznego, jak i wewnetrznego, komorki glejowe, pojedyncze komorki
nerwowe, fibroblasty, makrofagi, komorki plazmatyczne, tuczne oraz barwnikowe.
Szyszynka ssakéw nie wykazuje bezposredniej wrazliwosci na Swiatto, spetnia na-
tomiast funkcje wewnatrzwydzielnicza.

W toku ewolucji budowa i funkcja szyszynki podlegata powolnym, aczkolwiek
cigglym zmianom. W odniesieniu do pinealocytéw fotoreceptorowych (ryc. IB)
mialy one charakter regresji segmentu zewnetrznego i potgczen synaptycznych z
komérkami nerwowymi. Pinealocyty fotoreceptorowe szyszynki ryb i ptazow zostaty
w wiekszosci zastgpione przez zmodyfikowane pinealocyty fotoreceptorowe u nie-
ktorych gadow i ptakdw, a te z kolei daty poczatek pinealocytom wewnatrzwy-
dzielniczym u kury domowej, niektérych gaddw i wszystkich dorostych ssakdw.
W rezultacie w szyszynce ssakdéw doszto do utraty bezposredniej wrazliwosci na
Swiatto i zdolnosci przekazywania impulsu nerwowego do moézgu [22], a informacja
o warunkach oSwietlenia dociera do gruczotu szlakiem wieloneuronalnym. Sygnat
zainicjowany bodZcem Swietlnym przekazywany jest najpierw z siatkowki do jader
nadskrzyzowaniowych podwzg6rza (tzw. szlakiem siatkbwkowo-podwzgdrzowym),
a nastepnie, odpowiednio przetworzony, przesytany jest do jadra przykomorowego.
Stamtad wedruje przy$rodkowg wigzka przodomé6zgowia do pokrywy miedzymoz-
gowia, dochodzi dalej do jadra posrednio-bocznego rdzenia kregowego i do zwoju
gbérnego szyjnego, z ktérego odchodzg wibkna zazwojowe unerwiajgce szyszynke.
Nocg z zakonczen tych widkien uwalniana jest noradrenalina, ktéra pobudza post-
synaptyczne receptory adrenergiczne znajdujace sie w btonie komérkowej pine-
alocytow. Dla szyszynki ssakéw ,,sygnatem” ciemnosci jest zatem noradrenalina
[89].

Mimo ze pinealocyty fotoreceptorowe przypominajace budowa czopki siatkdwki,
zmodyfikowane pinealocyty fotoreceptorowe i pinealocyty wewnatrzwydzielnicze
réznig sie pod wzgledem morfologicznym, wykazujg one nadal szereg wspolnych
cech na poziomie molekularnym i funkcjonalnym. Taka cechg jest zdolno$¢ do
syntezy melatoniny, a takze ekspresja biatek charakterystycznych dla procesu fo-
totransdukcji zachodzgcego w fotoreceptorowych komorkach siatkoweki.
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KOMORKI FOTORECEPTOROWE SIATKOWKI
I PROCES FOTOTRANSDUKCJI

Poczatkowym etapem powstawania wrazenia wzrokowego jest pobudzenie przez
Swiatto komorek siatkowki, zbudowanej z kilku typdw wyspecjalizowanych neu-
ronéw utozonych warstwowo. W warstwie komérek fotoreceptorowych, na ktorg
sktadajg sie czopki (odpowiedzialne za widzenie fotopowe i za widzenie barw)
oraz preciki (odpowiedzialne za widzenie skotopowe), w procesie zwanym foto-
transdukcjg dochodzi do zamiany impulsu Swietlnego w impuls nerwowy. Komorki
nerwowe dwubiegunowe, poziome i amakrynowe, tworzgce kolejne warstwy siat-
kowki uczestnicza w przetwarzaniu pierwotnych sygnatdw nerwowych i przeno-
szeniu ich z komérek fotoreceptorowych do komérek zwojowych, ktérych aksony
tworza nerw wzrokowy [42]. Komorki fotoreceptorowe siatkowki (ryc. 1A) sktadaja
sie z segmentu zewnetrznego, segmentu wewnetrznego oraz ciata komodrkowego
posiadajacego zakonczenie synaptyczne. W segmencie wewnetrznym wytwarzana
jest energia i zachodzi synteza biatek. Segment zewnetrzny zaangazowany jest w
przeksztatcanie i przesyfanie informacji Swietlnej. Segmenty zewnetrzne precikow
zawierajg utozone warstwowo i zamkniete we wnetrzu segmentu charakterystyczne
dyski utworzone z zaginajacej sie do wnetrza btony plazmatycznej. Segmenty zew-
netrzne czopk6w zawierajg zamiast dyskow pofatdowania btony plazmatycznej zwa-
ne woreczkami [88].

Budowa precikéw (ryc. 1A) pozwala w prosty sposob oddzieli¢ ich cze$¢ fun-
kcjonalng (segment zewnetrzny) od czesci odpowiedzialnej za zyciowe funkcje
komorki (segment wewnetrzny). lzolowane segmenty zewnetrzne zachowujg zdol-
no$¢ do reagowania na Swiatto i wobec tego stanowig bardzo dobry model do
badan nad mechanizmami proceséw wewnatrzkomdérkowych inicjowanych przez
fotony. Dzieki temu procesy molekularne lezace u podtoza fototransdukcji zostaty
wzglednie dobrze poznane. Omoéwiono je bardziej szczegoétowo w innych pracach
przeglagdowych [24, 34, 69, 71]. Tu ograniczymy sie jedynie do przedstawienia
zasadniczych etapéw procesu fototransdukcji (ryc. 2).

Absorpcja fotonu przez rodopsyne powoduje izomeryzacje 1l-m-retinalu do
rrans-retinalu i w konsekwencji zmiane konformacji czasteczki rodopsyny w forme
nazywang metarodopsyna Il (MRII). W procesie fototransdukcji rozpoczyna sie
faza aktywacji (ryc. 2, jasne strzatki). Do cytoplazmatycznej czesci metarodopsyny
Il wigze sie specyficzne dla komérek fotoreceptorowych biatko G, zwane trans-
ducyng (Ta(3y). Dochodzi do aktywacji transducyny - nastepuje wymiana GDP
na GTP w podjednostce a transducyny i dysocjacja trimeru na podjednostki T(3y
i Ta. Pochtoniecie jednego fotonu prowadzi do dysocjacji od kilku setek do kilku
tysiecy czasteczek transducyny. Rola podjednostek T(3y nie jest zbyt jasna, wiadomo
jedynie, ze moga by¢ wiazane przez biatko o nazwie fosducyna (Phd). Podjednostki



ZMIANY EWOLUCYJINE UKLADU FOTORECEPCYJNEGO SZYSZYNKI.. 577

RYCINA 2. Schemat procesu fototransdukcji w komérkach precikowych siatkéwki kregowcow. Zacie-
mniona czes$¢ rysunku przedstawia stan komorki precikowej przed zadziataniem bodzca Swietlnego, jasna
cze$¢ rysunku przedstawia kaskade proceséw biochemicznych zachodzacych w komorce precikowej po
zadziataniu bodzca $wietlnego: jasne strzatki - faza aktywacji; ciemne strzatki - faza powrotu; (*) -
biatko w stanie aktywacji; R - rodopsyna; MRII - metarodopsyna Il; T - transducyna; PDE - fosfodie-
steraza ¢cGMP; Ph - fosducyna; GC - cyklaza guanylanowa; GCAP - biatko aktywujace cyklaze
guanylanowa; RK - kinaza rodopsynowa; Rcv - rekoweryna; Ar - arestyna; CaM - kalmodulina; CNG
- kanat jonowy zalezny od cGMP; NCKX - wymiennik jonowy
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a aktywujg fosfodiesteraze cyklicznego GMP (PDE) poprzez zwigzanie inhibi-
torowych podjednostek enzymu. Aktywna PDE (PDE ) gwaltownie hydrolizuje
cGMP, ktdrego stezenie spada i zamykajg sie otwierane przezer kanaty jonowe
(CNG) transportujace jony Na+, Ca2+oraz Mg2+. W wyniku przerwania strumienia
kationéw wptywajacego do wnetrza komorki dochodzi do hiperpolaryzacji btony
komorkowej i nastepuje zahamowanie uwalniania neuroprzekaznikéw w zakonczeniu
synaptycznym precika. Rozpoczyna sie tym samym odpowiedZz w kolejnych ko-
mérkach nerwowych siatkdwki, w wyniku ktérej sygnat ostatecznie zostaje przestany
do mozgu.

Rownoczes$nie z wywotanym przez impuls $wietlny zamknieciem kanatéw jo-
nowych, jony wapniowe sg wydalane z komorki przez wymienniki Na+/K+Ca +
(NCKX). Spadek stezenia Ca2+ wewnatrz komorki fotoreceptorowej jest sygnatem
do podjecia syntezy cGMP przez cyklaze guanylanowg (GC ) regulowang przez
biatka GCAP (Guanylyl Cyclase Activating Proteins,). Aktywacja GC przy niskim
stezeniu Ca2+ stanowi punkt zwrotny w procesie fototransdukcji. Od tego momentu
rozpoczyna sie faza powrotu (recovery) komdrki do ,stanu ciemnego” (ryc. 2,
strzatki ciemne), w ktérym kanaty jonowe sg otwarte i przez segment zewnetrzny
przeptywa ponownie prad kationéw depolaryzujacy btone komorkows.

Uwaza sie, ze spadek stezenia jon6w wapniowych stanowi réwniez sygnat do
rozpoczecia fosforylacji rodopsyny przez kinaze rodopsynowg (RK). W propo-
nowanym modelu aktywnos$¢ kinazy jest hamowana przez zwigzane z nig biatko
wigzace wapn, ktdre oddysocjowuje przy niskim stezeniu Ca . Rola wrazliwego
na Ca2+ regulatora kinazy rodopsynowej przypisywana jest rekowerynie (Rcv).
Fosforylacja przez RK cytoplazmatycznych reszt metarodopsyny Il umozliwia wig-
zanie sie do tego regionu biatka zwanego arestyng (Ar). W ten sposob zablokowane
zostaje wigzanie transducyny i co za tym idzie jej aktywacja. Wolne podjednostki
Tatransducyny wykazujg wewnetrzng aktywnos$é GTP-azowa. W wyniku hydrolizy
GTP do GDP nastepuje reasocjacja Ta i T(3y do Ta(3y. Aktywnos¢ fosfodiesterazy
cGMP spada, faza aktywacji zostaje zatrzymana i rozpoczyna sie cykl regeneracyjny
rodopsyny.

FOTOTRANSDUKCJA W KOMORKACH SZYSZYNKI
KREGOWCOW

Badania prowadzone na kregowcach dowodza, ze proces fototransdukcji w pi-
nealocytach fotoreceptorowych szyszynki przebiega podobnie jak w komdrkach
precikowych siatkowki. Mimo regresji segmentu zewnetrznego fotoreceptoréw w
rozwoju filogenetycznym szyszynki, u roznych gatunkdw zwierzat udato sie wykazac
obecno$¢ charakterystycznych dla absorpcji $wiatta mechanizméw i niezbednych
do procesu fototransdukcji biatek w réznych komérkach tego narzadu [56].
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Pinealocyty fotoreceptorowe szyszynki pstraga sg zdepolaryzowane w ciemnosci,
a po absorpcji Swiatta wykazujg stan hiperpolaryzacji [11, 57]. Hiperpolaryzacja
btony komdérkowej fotoreceptora szyszynkowego zaby powoduje zahamowanie uwal-
niania neuroprzekaznika - kwasu asparaginowego i/lub glutaminowego do szczeliny
synaptycznej miedzy pinealocytem fotoreceptorowym a komorka nerwowa. Innym
dowodem na podobienstwo procesow fototransdukcji w fotoreceptorach siatkdwki
i szyszynki jest doswiadczenie J. Falcona, w ktorym pod wptywem dziatania $wiatta
w pinealocytach fotoreceptorowych szyszynki pstragga uzyskano spadek poziomu
cGMP o 3CM-0%. Efektu tego nie zaobserwowano w obecnosci toksyny krztusca,
ktéra uniemozliwia oddziatywanie biatek G, w tym transducyny, z ich receptorami,
a takze w obecnosci inhibitoréw fosfodiesterazy cGMP. Obserwacja ta sugeruje,
ze w szyszynce pstragga Swiatto aktywuje fosfodiesteraze cGMP przez biatko G,
ktérym prawdopodobnie jest tutaj, tak jak i w siatkdwce - transducyna [22]. Wy-
kazanie w izolowanych komérkach szyszynki kurczat obecnosci kanatéw jonowych
regulowanych rzez cGMP przemawia za podobiefAstwem procesu fototransdukcji
w siatkéwce i w zmodyfikowanych pinealocytach fotoreceptorowych [19].

Nie jest jasne, czy proces fototransdukcji zachodzi w szyszynkach ssakéw, mimo
ze réwniez i tutaj dochodzi do ekspresji biatek niezbednych dla tego procesu. Wyniki
najnowszych badan [80] przeprowadzonych na izolowanych szyszynkach szczura
oraz otrzymanych z nich pinealocytach wykazatly, ze szyszynki (i pinealocyty) izo-
lowane od 1-dniowych zwierzat sg zdolne do reagowania zmianami syntezy me-
latoniny w wyniku bezposredniej ekspozycji na $wiatto. Swiatto powodowato w
tych warunkach obnizenie poziomu wytwarzania hormonu, co sugeruje, ze szyszynki
nowonarodzonych szczuréw sg zdolne do bezposredniego odbioru bodzcédw Swietl-
nych. W szyszynkach izolowanych od zwierzat starszych (5-, 7- i 9-dniowych)
Swiatto nie wplyneto na synteze melatoniny, co wskazuje, ze u ssakow w trakcie
dojrzewania osobniczego dochodzi do zaniku zdolnosci fotorecepcyjnych szyszynki.
Istotng role wydaje sie w tym procesie odgrywac uktad adrenergiczny. Pinealocyty
pochodzace z szyszynek 1-dniowych szczuréw, hodowane w obecnosci 1 pM nora-
drenaliny, zachowywaly wrazliwo$¢ na Swiatto przez tydzien, natomiast szybko
ja tracity, wowczas gdy hodowla prowadzona byta w obecnos$ci 10 pM noradrenaliny.
Na podstawie tych, a takze nielicznych wczedniejszych badan [4] mozna przy-
puszczaé, ze to wiasnie noradrenalina hamuje rozwdj czynnikdéw niezbednych dla
procesu fototransdukcji. W wyniku dziatania hormonu dochodzi do obnizenia eks-
presji np. rodopsyny [4, 80]. Inng bardzo wazng obserwacjg jest stwierdzenie, ze
utrzymywane w hodowli szyszynki nowonarodzonych szczuréw reagujg na $wiatto
spadkiem wewnatrzkomorkowego stezenia Ca2+ [4]. Jest to kolejny argument prze-
mawiajgcy za tym, ze obecne w pinealocytach ssakéw biatka sygnatowe chara-
kterystyczne dla procesu fototransdukcji rzeczywiscie biorg udziat w bezposrednim
odbiorze bodzcow Swietlnych przez szyszynki nowonarodzonych zwierzat. Zdolnosé
ta zanika, gdy dochodzi do unerwienia szyszynki przez wiékna wspoétczulne.
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BIALKA SYGNALOWE KOMOREK FOTORECEPTORO-
WYCH SIATKOWKI W SZYSZYNKACH KREGOWCOW

Z dos¢ rozproszonych w pismiennictwie danych wynika, ze szyszynki kregowcow
mogg wytwarza¢ praktycznie wszystkie biatka niezbedne dla przebiegu procesu
fototransdukcji w takiej samej postaci, jak ma to miejsce w komérkach fotorecep-
torowych siatkdwki. Ponizej przedstawiono krétkg charakterystyke tych biatek.

Opsyny (opsins) to biatka, ktore w obecnosci chromoforu (11-cA-retinalu) tworza
receptory Swiatta; zaliczane sa do rodziny receptoréw sprzezonych z biatkiem G.
Od sekwencji aminokwasowej opsyny wchodzacej w skiad receptora zalezy jego
widmo absorbcyjne. Wystepujgca w ludzkich komérkach precikowych rodopsyna
wykazuje najwiekszg czuto$¢ na Swiatto o diugosci fali 500 nm, a fotoreceptory
czopkow - na fale Swietlne o dtugosci 425, 530, 557 nm [78]. Stosujac techniki
immunocytochemii i biologii molekularnej wykazywano obecno$¢ opsyny preci-
kowej i opsyn czopkowych w szyszynkach wielu gatunkéw ryb [20, 23, 36, 70],
ptazow [45, 51, 67, 87], gadow [39, 51, 83] oraz ptakéw [1, 83]. Ponadto u kurczat
wykazano obecnos¢ biatka podobnego do siatkéwkowych opsyn, ale wytwarzanego
tylko w szyszynce, ktére nazwano pinopsyng (P-opsyng) [52, 53, 62]. Biatko to
w obecnosci 1l-ds-retinalu wrazliwe byto na Swiatto o dtugosci fali 470 nm [62]
i w spos6b zalezny od Swiatta aktywowato bydleca transducyne [54]. Gdy weZmie
sie pod uwage fakt, ze szyszynka ssakéw w toku ewolucji utracita bezposrednig
wrazliwo$¢ na Swiatto wydaje sie interesujgce, ze réwniez w niej wykrywa sie
siatkbwkowe opsyny [4, 33, 43, 47, 67, 90].

Arestyna (arrestin, Ar), znana od wielu lat jako antygen S, jest biatkiem o
masie czasteczkowej 48 kDa, wystepujacym zaréwno w siatkéwece, jak i szyszynce
kregowcow [4, 10, 21, 23, 27, 36,44,45, 58, 84]. Obecna w komdrkach precikowych
siatkowki arestyna, wigzac sie do ufosforylowanej rodopsyny, blokuje wigzanie
biatka G (transducyny) i zatrzymuje kaskade aktywacji w procesie fototransdukcji.
Homologi arestyny (tzw. B-arestyny) sg obecne w réznych tkankach i biorg udziat
w procesach zwigzanych z przenoszeniem sygnatu przez receptory B-adrenergiczne
[28, 65].

Transducyna (transducin, T) jest heterotrimerycznym biatkiem G wigzgcym
sie do aktywowanej Swiattem rodopsyny. Skiada sie z podjednostki a (39 kDa)
oraz wystepujacych w kompleksie podjednostek 8 (37 kDa) iy (8 kDa). Podjednostka
a transducyny zawiera miejsce wigzace nukleotydy guanylowe GDP i GTP, a ponadto
wykazuje wewnetrzng aktywnos$¢ GTP-azowg (tzn. rozklada GTP do GDP) [29,
30]. Stwierdzono obecno$¢ podjednostki a transducyny w szyszynkach rdéznych
gatunkéw ryb [20, 23, 81], ptazéw [81, 87], ptakéw [38, 52, 61, 81] i ssakow
[75].

Fosfodiesteraza cGMP (phosphodiesterase cGMP, PDES6) jest efektorowym
enzymem aktywowanym w wyniku oswietlenia komérki fotoreceptorowej. Wy-
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stepuje on w komérkach precikowych w formie bltonowej i cytozolowej. Btonowa
forma fosfodiesterazy zbudowanajest z czterech podjednostek: dwoch identycznych
podjednostek inhibitorowych (tzw. podjednostki y) o masie czasteczkowej 11 kDa
i dwoch réznych podjednostek katalitycznych (a i (3 o masach czasteczkowych
odpowiednio 88 i 84 kDa. Forma cytozolowa zawiera dodatkowo podjednostke
8 0 masie czasteczkowej 15 kDa. Budowa fosfodiesterazy cGMP wystepujacej
w komérkach czopkowych nie jest dobrze poznana, ale najprawdopodobniej mozna
w niej wyrozni¢ dwie identyczne podjednostki a, jedng lub dwie podjednostki
inhibitorowe y (13 kDa) ijedna lub dwie podjednostki 8 (15 kDa) [3]. Aktywnos¢
fosfodiesterazy cGMP stwierdzono w szyszynkach kurczat [85]. Badania dotyczace
ekspresji fosfodiesterazy cGMP w szyszynce ssakOw wskazywaly, ze obecny jest
tujedynie enzym czopkowy [7]. Stosujac technike hybrydyzacji in situ potwierdzono
w zasadzie wczesniejsze obserwacje, wykazujagc w szyszynkach myszy i szczura
ekspresje przede wszystkim czopkowej i w Sladowych ilosciach precikowej fo-
sfodiesterazy cGMP [4].

Kinaza rodopsynowa (rhodopsin kinase, RK) jest kinazg serynowo-treoninowg
fosforylujacg w komérkach fotoreceptorowych siatkéwki cytoplazmatyczne reszty
wzbudzonej przez Swiatto rodopsyny. Fosforylacja rodopsyny przez RK rozpoczyna
proces ,,odczulania” fotoreceptora. Masa czasteczkowa enzymu wynosi 63 kDa.
RK nalezy do rodziny zblizonych strukturalnie kinaz fosforylujacych receptory sprze-
zone z biatkami G (tzw. rodzina GRK, G-protein coupled receptors kinases) i
znana jest rowniez pod nazwg GRK1 [28, 66, 72]. Obecno$¢ enzymu wykazano
w szyszynkach kilku gatunkéw ssakéw [4, 67, 90], a takze w szyszynce kurczat
[91].

Rekoweryna (recoverin, Rev) jest biatkiem wigzacym wapn, wystepujacym gtow-
nie w komoérkach fotoreceptorowych [16, 55, 86], w niektorych subpopulacjach
komarek dwubiegunowych [55, 86], a takze w pojedynczych komoérkach zwojowych
siatkdwki [55]. Rekoweryna zawiera dwie domeny wigzace wapn (domeny EF-hand),
a jej masa czasteczkowa wynosi 23,4 kDa [16]. Sugeruje sie, ze biatko to bierze
udziat w zaleznej od wapnia regulacji aktywnosci kinazy rodopsynowej. W obecnosci
jonow wapniowych rekoweryna tworzy kompleks z RK, blokujagc w ten sposob
aktywnos$¢ enzymu [8,40]. Obecno$¢ rekoweryny stwierdzono w szyszynce kurczecia
[2], zaby, gofebia, szczura, krélika, owcy i cztowieka [46].

Kanat jonowy zalezny od cGMP (cyclic GMP gated channel, CNG) nalezy
do rodziny niespecyficznych kanatéw kationowych regulowanych przez cykliczne
nukleotydy. W komorkach fotoreceptorowych siatkowki kregowcow wystepuje w
formie heterotetrameru dwoch podjednostek a (63 kDa) i dwdch podjednostek 3
(240 kDa). Dziatanie kanatu jest modulowane przez kalmoduline w sposob zalezny
od jonoéw wapnia. Kalmodulina, faczac sie z podjednostkg 3 kanatu, obniza jego
powinowactwo do cGMP [31, 32]. Wykazano, Zze omawiany kanatjonowy wystepuje
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réwniez poza siatkdwka, a jego ekspresje stwierdzono w komdrkach szyszynki
kurczecia [5, 19], szczura [15] i bydta [5].

Wymiennik jonow (Na+K +-Ca2+ exchanger, NCKX) jest glikozylowanym biat-
kiem btonowym o masie czgsteczkowej 220 kDa [12], ktdre niezaleznie od oswietlenia
wymienia 4 jony sodowe na 1jon potasowy ijeden jon wapniowy [74]. Brakuje
danych dotyczacych obecnosci NCKX w komoérkach szyszynki.

Cyklaza guanylanowa (retinal guanylyl cyclase, RetGC) jest charakterysty-
cznym dla siatkowki biatkiem o masie 116 kDa, nalezagcym do rodziny btonowych
cyklaz guanylanowych. W siatkowce cyklaza guanylanowa wystepuje w dwoch
izoformach: RetGC 1 i RetGC2. Aktywno$¢ enzymu regulowana jest w sposéb za-
lezny od wapnia przez biatka GCAP. RetGC nie jest aktywowana zadnym znanym
ligandem peptydowym aktywujacym inne blonowe GC [41]. Poza siatkbwka obe-
cnos¢ RetGC 1 stwierdzono w szyszynce kurczecia [76] i bydta [82].

GCAPs (guanylyl cyclase activating proteins) sg biatkami wigzacymi waph i
regulujagcymi w sposob zalezny od wapnia aktywno$é cyklazy guanylanowej (GC)
[69]. Bialka te zawierajg po 3 domeny EF-hand i majg zblizone do rekoweryny
masy czasteczkowe (23,5 kDa GCAP1 i 23,7 kDa GCAP2). Ich ruchliwo$é¢ w
zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) zalezy od obecnosci jonéw wapniowych,
co wskazuje na zmiany konformacji czasteczek GCAP1 i GCAP2 zachodzace w
wyniku wigzania Ca2+. Sg to biatka bardzo konserwatywne, np. sekwencje ami-
nokwasowe GCAP1 ludzkiego i bydlecego roznig sie zaledwie kilkoma resztami
na ponad dwiescie [17, 18, 25, 26, 68]. Po raz pierwszy GCAPs zostaty ziden-
tyfikowane w siatkéwkach bydlecych [17, 25]. Obecnie wiadomo, ze wystepuja
réwniez w siatkdwkach innych gatunkdw zwierzat [14, 35, 64]. Obecnos¢ GCAP1
stwierdzono w szyszynce bydta [82], a takze szczura [A. Dejda i W. A. Gorczyca,
dane niepublikowane]. W szyszynce kurczecia wykazano obecno$é mRNA zaréwno
dla GCAPL, jak i GCAP2 [76]. GCAP1, GCAP2 i rekoweryna nalezg do grupy
bardzo podobnych strukturalnie biatek tworzacych rodzine tzw. neuronalnych sen-
soréw wapnia (NCS, neuronal calcium sensors) [6].

Fosducyna (phosducin, Phd) jest wykrytg w komorkach fotoreceptorowych fo-
sfoproteing o masie czasteczkowej 28 kDa [48]. Nieufosforylowana forma fosducyny
tworzy kompleks z podjednostkami (3y transducyny i uwaza sie, ze w procesie
fototransdukcji zapobiega ich reasocjacji z podjednostkg a [49]. Obecnos$¢ tego
biatka stwierdzono w szyszynce pstraga, kurczecia, a takze kilku gatunkéw ssakéw,
tacznie z cztowiekiem [13, 73, 77].

PODSUMOWANIE

Szyszynka, mimo zmian ewolucyjnych, petni u wszystkich kregowcow funkcje
przekaznika neuroendokrynnego, ktory w odpowiedzi na bodZzce Swietlne rytmicznie
wytwarza i wydziela melatoning. Bezposrednie przetwarzanie informacji $wietlnej
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w sygnat hormonalny zachodzi u kregowcow, ktdrych szyszynka zawiera podobne
do czopkdéw pinealocyty fotoreceptorowe i/lub zmodyfikowane pinealocyty foto-
receptorowe, tj. u smoczkoustych, ryb, ptazéw, niektérych gadéw oraz ptakéw.
Szyszynki ssakow utracity wrazliwos¢ na $wiatto i otrzymujg informacje o warunkach
osSwietlenia $srodowiska droga posrednia. Niezaleznie jednak od sposobu otrzymy-
wania informacji o o$wietleniu, w szyszynkach wszystkich kregowcédw obecne sg
biatka charakterystyczne dla procesu fototransdukcji. O ile ich funkcja w szyszynkach
kregowcow nizszych wydaje sie by¢ w sposéb oczywisty zwigzana ze zdolnoscig
do bezposredniej recepcji sygnatu Swietlnego, o tyle w dalszym ciggu pozostaje
niejasna u ssakow. Wyniki najnowszych badan sugerujg, ze biatka te moga by¢
bezposrednio zaangazowane w proces fototransdukcji, zachodzacy w szyszynkach
ssakow jedynie we wczesnym okresie zycia [80]. Przemawia za tym wyrazne ob-
nizenie ekspresji niektorych z nich (np. rodopsyny) w trakcie rozwoju osobniczego.
Z drugiej strony ekspresja takich biatek, jak na przykfad arestyna, kinaza rodo-
psynowa, utrzymywana jest na niemalze statym poziomie w ciagu catego zycia
organizmu. Przypuszcza sie, ze biatka te wykorzystywane sg przez inne szlaki
przekazywania sygnatu [4, 90]. Ostatnie doniesienia wskazujg rowniez, ze niektore
z biatek charakterystycznych dla fototransdukcji podlegajg ekspresji jedynie w czesci
pinealocytéw [4, 82]. Na przykiad, w pinealocytach nowonarodzonych gryzoni
stwierdza sie obecno$¢ mRNA kodujagcego komponenty procesu fototransdukcji
specyficzne badz dla czopkéw, badz dla precikow siatkéwki [4]. Obecna w szyszynce
bydlecej siatkdwkowa cyklaza guanylanowa (Ret GC1) wystepuje w wiekszosci
pinealocytéw razem z biatkiem GCAPL, ale w niewielkiej populacji pinealocytow
moze tez wystepowacé z biatkiem S100B, ktére jest jej innym regulatorem [82].
Obserwacje te sugeruja, ze w obrebie komorek szyszynki wystepuja zr6znicowane
funkcjonalnie subpopulacje pinealocytow. Otwiera to nowe obszary badan zaréwno
nad ich rolg, jak i mechanizmami regulujagcymi roznicowanie.
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Dotaczono 2 kopie maszynopisu, Tre$¢ pracy nie byta uprzednio publikowana nie zostata

tabel i rycin. tak nie wystana do innej redakcji . tak nie

Wszyscy Autorzy znajg i akceptujg prace. tak nie Dotgczono kopie pracy wraz z rycinami na dyskietce

Jest zgoda oséb, ktérych informacje niepubli- z podaniem nazwy pliku i uzytego programu edycyjnego

kowane sg zamieszczone w tekscie artykutu tak nie zkomputera IBM tak nie
Odpowiadam za cato$¢ pracy opisanejw zat. maszyn. tak nie

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